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Resumen

Resumen

La pubertad es un complejo proceso neuroendocriroimyolucra la maduracion tanto
gonadal como conductual, y para el cual, los paxesimarios aun no son claros. Muchos
factores pueden alterar la edad de inicio de &sthido al amplio rango de edad en el
comienzo de la pubertad en los individuos normatesas distintas partes del mundo, se
sugiere que factores tanto genéticos como ambésntalodulen su comienzo y desarrollo.
Se considera un retardo puberal a la ausenciardeteges sexuales secundarios a una edad
en la cual el 95% de los sujetos de esa pobla@dmayiniciado la maduracion sexual, por
lo que la edad limite puede variar de una poblaaidtra. De acuerdo con el Il Conteo de
Poblaciéon y Vivienda del 2005 (INEGI), en el paésiden alrededor de 31,650,104
habitantes de entre 0 a 14 afos de edad y, dedacaetatos reportados en la literatura se
estima que al menos un 2 a 3 % de los niflos y r@fasléxico presentan retraso en la
pubertad. Es un problema infrecuente en pedigbriahablemente porque los padres y
médicos conciben el retraso constitucional deliorento como una variante “normal”. El
motivo de consulta es que los pacientes no haemeado la aparicion rapida o aceleracion
de la velocidad de crecimiento comparado con ldosecompafieros de escuela, que son
ahora mas altos. El desarrollo normal y la funaiéh sistema reproductivo dependen de
complejas interacciones hormonales. Las dos gorgmoas hipofisiarias, hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculoestimularn{t€SH), juegan un papel esencial en la
regulacion de la funcién gonadal de mamiferos. Btesis y secrecion dependen de
hormonas de origen hipotalamico, de hormonas degléaslulas endocrinas periféricas, e
incluso del efecto de enfermedades y de muchosafaysn La comprension de esas
interacciones ha sido util en el diagndstico yratamiento de trastornos endocrinos, asi
como para evaluar algunos de los efectos advemsdarthacos que afectan al sistema
endocrino. Sin embargo, cuando los genes involosragh la reproduccion se ven
afectados, es posible, que se altere el correcicidonamiento del eje reproductivo en los
individuos por lo cual es importante detectar dichariantes en estos genes y encontrar su
relevancia clinica. Aunque mutaciones en gonadtaspo en sus receptores son muy
raras, se han reportado mutaciones esporadicas hame sido relacionadas con
padecimientos tales como la infertilidad, el simaeode ovario poliquistico, retraso en el

desarrollo puberal, entre otros, y algunas de &Esantes encontradas son comunes en




Resumen

diferentes partes del mundo. Los estudios de lasntas han permitido dilucidar las
acciones complejas de la LH. En México no existgndos que evallen los cambios de
secuencia en el gen de la LH, ni la frecuencialaajue estan relacionados con el retraso
en el desarrollo de la pubertad, por lo que el tolgede este trabajo fue identificar
mutaciones y/o polimorfismos en el gen de la Lidgelnados con este padecimiento. En el
estudio se incluyeron 25 nifios sanos en difereztegzas de la pubertad (de acuerdo a la
clasificacién por Tanner) y aquellos nifios que &raah a la consulta de endocrinologia del
Hospital Inguaran y obtuvieran diagnostico de setran el desarrollo de la pubertad en un
periodo de seis meses. Bajo este criterio se azolut7 nifios. Para evaluar el estado de
salud se realizO6 un examen médico, determinacidmieguimicas y hormonales. La
gonadotropinas y esteroides sexuales se cuantificaor ensayo inmunoradiométrico y
radioinmunoanalisis, respectivamente. El estudideoutar consistié en la evaluacion de
los exones 2 y 3 de la LH por PCR-SSCP vy finalmesgtesecuenciaron. Las pruebas
bioquimicas y hormonales fueron congruentes c@elkccion de los pacientes y controles.
En el analisis molecular se encontraron 9 cambéoseduencia, 8 en el exén 2 y uno en el
exoén 3, tres cambios fueron localizados en la zoménica (GoiT, Cioesl, Gr10A), tres
cambios del tipo sinonimo GC (Val) y GosA (Pro) en el exén 2 y 5T (Gly) en el
exéon 3, y finalmente se encontr0 una variante dripketerocigota ggsC(Trp8Arg),
AgodG(His10Arg) vy Tool(llel5Thr). No se logré la asociacion entre lagiardes
detectadas en la LH y el retraso puberal en losepees analizados. Sin embargo, es
necesario realizar estudios de actividad biolégma aquellas muestras que presentan los
cambios antes mencionados para descartar una @adibtacion en la actividad biolégica
de la hormona. Finalmente, este estudio nos pérahitierminar las variantes de secuencia
del gen de la LH presentes en la poblacion mexicRaaticularmente se detectd una

variante triple de la LH la cual parece ser praj@da poblacion mexicana.




Antecedentes

Polimorfismos y mutaciones en el gen de la hormona luteinizante (LH) y su
asociacion en el retraso del desarrollo de la pubertad.

1. Introduccion
Las células requieren de mecanismos de comunicacion inter e intracelular para asegurar
una respuesta coordinada que se ajuste a los cambios constantes en el ambiente interno
y externo. Précticamente todos los procesos en los organismos complejos estan
regulados por una o mas hormonas; entre estos se encuentran la embriogénesis, la
diferenciacion sexual, el desarrollo y la reproduccién (Nelson et al., 2006). Los sistemas
endocrino y nervioso son los medios principales a través de los cuales el organismo
intercambia informacién entre diferentes células y tejidos. (Baxter et al., 1995). La
produccion de la mayoria de las hormonas esta controlada por un sistema de
retroalimentacion negativa en el que intervienen el hipotalamo (parte del encéfalo) y
una glandula endocrina, la hipdfisis (situada debajo del cerebro).

1.2 Eje hipotalamo-hipofisis-gonada
El hipotalamo y la hipoéfisis forman una unidad que ejercen control en la funcién de
varias glandulas endocrinas —tiroides, suprarrenales y gonadas — asi como en un amplio
intervalo de actividades fisiologicas. (Baxter et al., 1995). El hipotdlamo tiene una
funcién nerviosa (se relaciona con el suefio y con sensaciones como la sed y el hambre)
y otra endocrina (coordina toda la funcion hormonal)hipaéfisis se encuentra ubicada
en la silla turca. De acuerdo a su origen embriolégico y a su estructura histologica, esta
formada por dos glandulas separadas: la adenohipofisis, que corresponde al l6bulo
anterior y la neurohipofisis, representada por el I6bulo posterior. La hipdfisis anterior
secreta una serie de hormonas cuya funcion es critica para la regulacién del crecimiento,
reproduccién y metabolismo como son: Hormona del Crecimiento (GH), Prolactina,
Hormona estimulante de la Tiroides (TSH) y Gonadotropinas (CG, LH, FSH,), estas
Gltimas importantes en este estudio por estar directamente relacionadas con el desarrollo
del eje reproductivo.
Sin embargo, el control de la secrecion de GnRH también es fundamental en la
maduracién reproductiva. GnRH es un decapéptido producido por neuronas
especializadas que secretan en pulsos intermitentes la hormona desde las terminales
nerviosas que se encuentran en el hipotdlamo. Esta hormona entra a la circulacion portal
pituitaria y dirige la sintesis y secrecion de las gonadotropinas pituitarias: la hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculoestimulante (FSH). El receptor para GnRH es

una proteina que posee 7 dominios transmembranales y un dominio extracelular largo,
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acoplada a proteinas G cuya sefalizacion se ejerce via fosfolipasa C, provocando la
movilizaciéon del C& intracelular, estimulando la sintesis y liberacién de las
gonadotropinas (Krupnick et al., 1998; Sealfon et al., 1997). La LH y la FSH actldan
sobre sus células blanco en los testiculos y ovarios para dirigir la produccion de
espermatozoides y de oOvulos respectivamente, asi como también la secrecion de
hormonas esteroideas (Sisk & Foster, 2004). Por lo tanto ambas hormonas, son
esenciales para la funcion gonadal. Estas hormonas junto con la hormona estimulante de
la tiroides (TSH) y la gonadotropina coridnica (GC), pertenecen al grupo de las
hormonas glicoproteicas. Estructuralmente son heterodimeros formados por
interacciones covalentes (residuos de cisteina) entre dos subunidades distintas, la
subunidadx es comun entre dichas hormonas y la suburfidesl especifica para cada

una, ambas estan glicosiladas en una extension variable(Ben-Menahem & Grotjan HE,
2007; Huhtaniemi et al., 1999), en la subunidadse encuentran dos grupos de
carbohidratos en los residuos Asn 52 y Asn 78, en la subupis@@ncuentra un grupo

para la LH Asn 13 y dos para la FSH Asn 13 y Asn 30 (Sairam, 1989). Los residuos de
azlcares presentes en estas hormonas son importantes para el plegamiento y ensamblaje
de las subunidades, asi como para regular su vida media en circulacion (Bishop et al.,
1994; Mi Y et al., 2001). Se requiere de la estructura heterodimérica intacta para que la
hormona sea biolégicamente activa. Las células gonadotropas sintetizan mas
subunidadesa que subunidades Hy FSH3, lo que impulsa la relacién de las
subunidades recién sintetizadas con subunidadeslas subunidadest y B se
combinan en el reticulo endoplasmico, donde también ocurre el procesamiento inicial de
los carbohidratos. En el complejo de Golgi ocurren mas modificaciones (especificas
para hormonas) de los carbohidratos. Las hormonas heterodiméricas maduras se
almacenan en granulos secretores dentro de la célula. (1) Las dos subunidades estan
codificadas por genes separados, la suburdda el cromosoma 6 y la subunidaén

el caso de la LH por el cromosoma 19 y de la FSH por el cromosoma 11 (Huhtaniemi et
al., 1999). Asi como con otras hormonas polipeptidicas, las hormonas glicoproteicas
también inician su accién por interaccién con receptores especificos y de alta afinidad
sobre la membrana celular. Ambas subunidades contribuyen en la interacciéon con su
receptor. El receptor se encuentra acoplado a una proteina Gs, activando la adenilato
ciclasa para finalmente producir AMPc para catalizar todos los eventos celulares que

conducen la respuesta hormonal (Sairam, 1989).
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Tanto FSH como LH se segregan, como ya se menciond anteriormente, bajo el estimulo
pulsatil de la GnRH. La LH, por su semivida plasméatica mas corta (20 min), refleja
mejor — con sus picos — los impulsos de la GnRH.
Los esteroides gonadales son el segundo mecanismo regulador de gonadotropinas en el
sentido de retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo y también, sobre la hipdfisis.
En varones, la testosterona y el estradiol inhiben la secrecion de gonadotropinas. En las
mujeres, la progesterona y los estrogenos inhiben la liberacion de LH y FSH.
La regulacion es mucho mas compleja, habida cuenta de tres péptidos descubiertos
inicialmente en las génadas: la inhibina, la folistatina y la activina. Las dos primeras
frenan la secrecion de FSH y la dltima la estimula (Flores et al., 2001).

1.3 Efectos fisiologicos de las gonadotropinas
En varones, la LH estimula la sintesie novo de androgenos, principalmente
testosterona, por las células de Leydig. La testosterona secretada se requiere para la
gametogénesis y para conservacion de la libido y de las caracteristicas sexuales
secundarias. Por otro lado, la FSH no patrticipa en la produccién de esteroides gonadales
en varones, pero es esencial para la produccion de espermatozoides normales. Las
células de Sertoli, que expresan receptores de FSH de superficie celular, se extienden
desde la membrana basal hasta la luz de los tubulos seminiferos, y envuelven a los
espermatozoides en desarrollo, que emigran entre dichas células hacia la luz del tubulo.
Las uniones estrechas entre las célulaSettoliforman una barrera hematotesticular.
Aunque no se comprenden a fondo los mecanismos por los cuales la FSH favorece la
espermatogénesis, dicha hormona parece estimular a las células de Sertoli para que
sintetice muchas de las proteinas y nutrimentos que necesitan los espermatozoides en
maduracién. Otra consecuencia importante de los efectos de la FSH es el incremento de
la sintesis de proteina de unién a androgenos. Si bien esta Ultima se libera en la
circulacién general, también se secreta de modo directo en la luz de los tubulos
seminiferos. En ese sitio, sirve para proporcionar concentraciones locales altas de
andrégenos, donde se necesitan para el desarrollo de los espermatozoides.
Mientras que la gametogénesis depende tanto de la FSH como de la LH, la produccion

de esteroides gonadales en varones sélo depende de la LH (1). Figura 1
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Figura 1. Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Testiculo (2)
Los efectos de la LH y de la FSH en los ovarios son mucho mas complejos que en los
testiculos y, a veces, son interdependientes. El efecto general de la FSH consiste en
estimular la sintesis de estrogenos, y favorecer el crecimiento de los foliculos en
desarrollo, en tanto el efecto general de la LH es inducir ovulacion y estimular la
sintesis de progesterona. Al principio de la fase folicular de cada ciclo menstrual, se
inicia el crecimiento y desarrollo de varios foliculos. Durante la fase folicular, la FSH
estimula la produccion de estrégenos en células de la granulosa, al estimular la
conversién de andrégenos en estrégenos. Los andrdgenos, a su vez, se sintetizan de
novo en células de la teca en respuesta a la LH, y quedan a disposiciéon de las células de
la granulosa por medio de difusion desde células de la teca adyacentes. La
diferenciacion de las células de la granulosa durante el crecimiento folicular incluye la
adquisicién (dependiente de FSH y estradiol) de receptores de LH/CG, lo que prepara a
las células de la granulosa para responder al brote preovulatorio de LH que ocurre a la
mitad del ciclo. Durante la foliculogénesis, normalmente sélo un foliculo (el foliculo
dominante) se selecciona del fondo comun de foliculos en crecimiento, para que siga
creciendo hacia el foliculo preovulatorio, o de Graff. El brote de LH origina rotura del
foliculo preovulatorio, y liberaciéon del 6vulo.
Durante la fase luteinica del ciclo menstrual, la LH estimula la produccion de
progesterona y estrégenos por el cuerpo amarillo (cuerpo lateo). La progesterona asi
producida es fundamental en la preparacion del utero para la implantacion potencial de

un 6vulo fecundado. Si el 6vulo queda fecundado, la produccion subsecuente de CG por
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el blastocisto "rescata" el cuerpo amarillo, y conserva su secrecion de progesterona y

estrégenos hasta que la placenta pueda sintetizar cantidades adecuadas de esas

hormonas esteroides. Sin embargo, si no hay fecundacion del 6vulo liberado, el cuerpo

amarillo degenera, por la falta de estimulacion continua por CG derivada del blastocisto,

y disminuye la produccion de progesterona y estrégeno (1). Figura 2
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Figura 2. Eje Hipotalamo-Hipofisis-Ovario (2)

1.4Hormonas esteroideas

Las hormonas esteroideas se producen en suprarrenales, testiculos, placenta y, en cierta

magnitud, en tejidos periféricos. Las vias generales de estas glandulas son similares,

aunque las diferencias en las enzimas especificas presentes en los diversos tipos

celulares generan distinciones en las vias reales que se toman para obtener el producto

final y, por lo tanto, originan diferencias en los esteroides producidos (Baxter et al.,

1995).

Existen en general 5 grupos de hormonas esteroides: a) mineralocorticoides, los cuales

regulan la retencién renal de sodio, b) glucocorticoides, implicados en el metabolismo

de carbohidratos, c) estrogenos, responsables de las caracteristicas sexuales secundarias

femeninas, d) progestagenos, esenciales para la reproduccion y d) andrégenos, que

inducen las caracteristicas sexuales secundarias masculinas (Miller, 1998).

El colesterol, es un esterol consistente en 27 atomos de carbono y el precursor de la

biosintesis de hormonas esteroides tanto de origen gonadal como suprarrenal. (Flores et

al., 2001). Este colesterol puede obtenerse ya sea por siletesigco por captacion de
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LDL a través de receptores de este tipo de lipoproteinas. En la mitocondria ocurre la
conversion del colesterol a pregnenolona a través de las acciones de una enzima de
rotura lateral P450-colesterol (P450scc) localizada en la membrana mitocondrial interna
(Baxter et al., 1995).

Una vez producida la pregnenolona puede seguir una de dos vias denoniinafias

La pregnonolona y otros esteroides se denomixiarporque poseen un doble enlace
entre los carbonos 5 y 6, mientras que la progesterona, los glucocorticoides, los
mineralocorticoides y los andrégenos se denomikfaporque tienen un doble enlace
entre los carbonos 4 y 5 (Brown et al., 1979; Miller 1998).

La pregnenolona sale entonces de la mitocondria al reticulo endoplasmico, donde se
llevan a cabo los siguientes pasos de la esteroidogénesis que consisten en
hidroxilaciones adicionales mediante el efecto de un complejo enzimatico del citocromo
P450 (CYP) consistente en hidroxilasas que transfieren electrones del NADPH, ya sea
en posicion 11 (CYP11A1), 17 (CYP17) o 21 (CYP21A2) (Baxter et al., 1995) Figura 3
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Figura 3. Esquema general de la sintesis de andrégenos y estrogenos (3).

La via principal para la produccién de testosterona en los testiculos esté en las células
de Leydig a través de la vid®> de pregnenolona a DHEA y androstanediol, la
androstenediona en testosterona y la DHEA en androstenediol y después en
testosterona.
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En el ovario, las células de la granulosa carecen de citocromos P450c11, P450cl7 y
P450c21, y por tanto producen progesterona de manera principal. Esta progesterona es
captada por las células cercanas de la teca, que la convierten en androstenediona; ésta a
su vez regresa a las células de la granulosa donde se vuelve estrona por las acciones de
la aromatasa. Esta enzima también convierte la testosterona en estradiol; las
concentraciones de aromatasa en las células de la granulosa son tales, que casi toda la
testosterona se vuelve estradiol.
Una vez sintetizados, los esteroides recién formados se liberan con rapidez (Baxter et
al., 1995).

1.5Pubertad
La pubertad es una etapa en el proceso continuo del crecimiento y desarrollo que se
inicia durante la gestacioén y prosigue hasta el final de la etapa reproductiva. Después de
un intervalo de quietud en la infancia, la actividad hipotalamico — hipofisiaria —
gonadica se intensifica en el periodo prepuberal, lo que lleva a aumento en la secrecién
de esteroides sexuales gonadales que provocan desarrollo sexual secundario, brote de
crecimiento puberal y fertilidad. Se acompafia de cambios profundos en la composicién
corporal y en muchos de los sistemas del organismo como el haz neuroendocrino, el
tamafio y la mineralizacion ésea y el sistema cardiovascular. Durante la pubertad se
producen la maduracién cognitiva y biolégica. Los complejos cambios biol6gicos que
ocurren durante la pubertad tienen un importante impacto psico-social (Robles &
Altamirano, 2003). Los antecedentes histéricos muestran que la edad de inicio de ciertas
etapas de la pubertad en varones y mujeres en paises occidentales, ha declinado
constantemente durante los Ultimos siglos; esto quizd se deba a mejoras en las
condiciones socioeconémicas, nutricion y salud general, de ese periodo. Sin embargo,
esta tendencia cesé durante los ultimos cinco decenios en el “primer mundo”, lo que
sugiere que se llegaron a las condiciones Optimas que permiten el inicio de la pubertad a
una edad genéticamente determinada.
Muchos factores pueden alterar la edad de inicio en la pubertad. La obesidad moderada
puede relacionarse con un inicio temprano en la pubertad, mientras que la obesidad
grave y patolégica puede retrasarla. La enfermedad y desnutriciébn crénica a menudo
retrasan la pubertad. Existe concordancia significativa de la edad de la menarquia en las
parejas madre e hija y dentro de las poblaciones étnicas, lo que indica la influencia de

factores genéticos (Flores et al., 2001).
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1.6Mecanismos de la pubertad
Debido al amplio rango de edad de comienzo de la pubertad en los individuos normales,
en las distintas partes del mundo, se sugiere que, ambos, factores genéticos y
ambientales, modulen el comienzo y la evolucién de la pubertad. Los cambios puberales
son secundarios a modificaciones secuenciales en la actividad neuroendocrina que pone
en marcha la activacion del eje HHG, lo que lleva a una modificacién en el patrén de
secrecion de gonadotropinas (LH y FSH). Inicialmente se induce la secrecion pulsatil de
LH durante el suefio que posteriormente incrementa su amplitud y se extiende a lo largo
de las 24 horas. Con la evolucion estos pulsos aumentan en frecuencia y amplitud hasta
gue en los estadios finales de la pubertad se producen cada 90 minutos. Estos cambios
llevan a un incremento en la secrecion de esteroides sexuales: estrogenos y andrégenos.
Y aunque los estrégenos intervienen en la maduracién de la mama y del sistema
reproductor en la nifia y la testosterona estimula los cambios puberales en el varén, en
los dos sexos ambos esteroides estimulan, directa o indirectamente, el crecimiento
somatico, siendo el estradiol la hormona que, fundamentalmente, estimula la
maduracion esquelética en ambos sexos. La pubertad suele comenzar al final de la
primera o comienzo de la segunda década de la vida, mas precozmente en las nifias, con
amplias variaciones cronoldgicas. El eje HHG esté ya activo intra-Utero y durante el
primer afio de vida, posteriormente hay una secrecion escasa de gonadotropinas hasta el
inicio puberal cuando hay una reactivacion del eje HHG con secrecion episodica de
GnRH (hormona hipotalamica liberadora de gonadotropinas) que lleva a un incremento
de la amplitud de la pulsatilidad de las gonadotropinas. Estdn muy discutidos los
mecanismos que intervienen en la reactivacion de la GnRH causante de la puesta en
marcha de la pubertad, se involucran influencias inhibidoras y estimuladoras (Baxter et
al., 1995; Flores et al., 2001).
El comienzo puberal esta relacionado con la raza, etnicidad, condiciones ambientales,
geogréaficas y de nutricion. ElI comienzo y evolucion de la pubertad sigue un patrén
familiar, aproximadamente un 74% de las variaciones involucra a factores genéticos y
un 26% a efectos ambientales. El adelanto puberal evidenciado en la Ultima década se
ha atribuido, entre otras cosas, al incremento en la prevalencia de obesidad. Por ello, se
ha propuesto la existencia de un peso critico como determinante del desarrollo y
mantenimiento de la pubertad, pero existen otros factores. Se ha involucrado a la leptina
producida por los adipocitos y se apunta que esta influencie la maduracién del eje HHG.

En ratas con déficit de leptina no desarrollan la pubertad y al administrarla comienza.
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En nifas, los niveles mas elevados de leptina se asocian a un incremento de la grasa
corporal y a un comienzo més precoz de la pubertad. No se conocen del todo los
neurotransmisores implicados en la activacion del eje HHG ni las interrelaciones entre
ellos (Flores et al., 2001; Robles & Altamirano, 2003).
1.7Maduracion del eje Hipotalamo-hipofisiario-gonadal
La diferenciacién sexual es un proceso ordenado, interrelacionado y secuencial que
incluyen las siguientes etapas:
» Determinacion del sexo genético al momento de la fertilizacion
» Diferenciacion y desarrollo funcional de la génada primitiva en testiculo u
ovario.
« Diferenciacion de genitales internos y externos, resultado de las funciones
genéticas y enddcrinas determinadas por el tipo de génada presente. (Flores et
al., 2001)
Durante la vida fetal, las neuronas productoras de hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) emigran desde la placoda olfativa hasta los nucleos
hipotaldmico mediobasal y arqueado, donde van a formar el mecanismo generador de
pulsos secretorios de GnRH. Desde la duodécima semana la unidad hipotalamo
hipofisiaria es funcional. Hacia las 20-24 semanas de gestacion las gonadotropinas
fetales, se elevan e intervienen en el desarrollo de las génadas. En el vardn, la elevacion
de la testosterona sigue a la elevacion de las gonadotropinas y, conduce a la
diferenciacion de los genitales internos y externos.
Este eje estd sometido desde los primeros dias de vida al control negativo de los
esteroides sexuales y de la inhibina y en este momento los niveles de gonadotropinas se
encuentran elevados. Después de los seis meses de vida el eje hipotdlamo-hipofisiario-
gonadal entra en reposo hasta la edad de comienzo de la pubertad, los niveles de
gonadotropinas descienden y hacia los dos afios se encuentran en los niveles mas bajos.
La aparicion de los primeros signos de pubertad va precedida por el aumento de la
secrecion de gonadotropinas, sobre todo de LH, que adquiere un marcado patron
pulsétil. La pulsatilidad primero es nocturna y, conforme avanza la pubertad, también se

hace diurna (Flores et al., 2001).
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1.8Cambios fisicos relacionados con la pubertad
Los estandares descriptivos propuestos por Tanner para determinar el desarrollo puberal
en varones y mujeres, se utilizan ampliamente. Estos enfocan la atencion en detalles
especificos de la exploracion y hacen posible registrar de manera objetiva el progreso
sutil del desarrollo sexual secundario que de otro modo podria pasar desapercibido.

v' Cambios en la mujer
El primer signo de pubertad en la mujer segun se aprecia en estudios longitudinales, es
un incremento en la velocidad de crecimiento, que precede el inicio del brote de
crecimiento puberal; la nifias en general no se examinan con suficiente frecuencia como
para demostrar este cambio en la practica clinica, de manera que el desarrollo de las
mamas es el primer signo de pubertad que se aprecia en la mayoria de los examinadores.
El desarrollo de las mamas se estimula principalmente por la secrecion de estrogenos
ovaricos, aunque otras hormonas también pueden tener alguna participacion. Las
modificaciones que se producen a nivel de la glandula mamaria dependen de la
produccion de 1P estradiol ovarico y del derivado de la aromatizacion periférica de
los andrégenos adrenales, asi como de la sensibilidad de los receptores tisulares para
éstos (Beas et al., 2002). El tamafio y apariencia de las mamas puede determinarse por
factores genéticos y nutricionales, pero las caracteristicas de las etapas son las mismas
en todas las mujeres. El diametro de los pezones cambia poco desde el Tanner | a lll
(aproximadamente 3 a 4 mm); pero crece mucho en las etapas subsecuentes
(aproximadamente 7.4 mm en la etapa IV, a 10 mm en la etapa V), quizd como
resultado del aumento en la secrecion de estrégenos al momento de la menarquia. Otras
caracteristicas que reflejan actividad de estrégenos incluyen crecimiento de los labios
menores y mayores, engrosamiento de la mucosa vaginal y produccion de una secrecion
vaginal clara o levemente blancuzca antes de la menarquia. El desarrollo del vello
pubico se determina principalmente por la secrecion de andrégenos suprarrenales y
ovaricos. El desarrollo de las mamas y el crecimiento de vello pubico usualmente
proceden en indices similares, pero debido a que hay posibles discrepancias en los
indices de avance, es mejor detallar las etapas de desarrollo de las mamas por separado
del crecimiento progresivo del vello pubico.
El tamafio y apariencia uterina cambian con el desarrollo puberal; con la estimulacion

prolongada de los estrdgenos aumenta la relacién fondo/cuello uterino, lo que lleva a
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una forma bulbosa y el Utero crece de menos de 3 cm hasta 5 cm. Los ovarios crecen
con la pubertad desde un volumen menor a 1 mL hasta 2 a 10 mL.
En la poblacion indigena latinoamericana se encuentran no solo diferencias en la edad
cronolégica a la que se inicia y termina el desarrollo mamario, sino también en la
sensibilidad a estrégenos, esto ultimo fundamentado por el hecho de que sin existir
variaciones étnicas estadisticamente significativas con relacion a los niveles séricos de
estrégenos y el porcentaje de estradiol libre, ni de su proteina transportadora, existe una
diferencia de un afio para alcanzar cada uno de los estadios de maduracibn mamaria,
aunque el tiempo requerido para terminar el proceso es similar (14,1 + 1,3 afos), y hasta
el 40 o0 50% de la poblacion indigena detiene la progresién en la etapa lll, y solo avanza
hacia las etapas IV durante la primera gestacion, para alcanzar el estadio V al término
del primer periodo de lactancia (Beas et al., 2002).

v' Cambios en los varones.
El primer signo de pubertad normal en varones por lo general es el aumento de tamafio
de los testiculos hasta mas de 2.5 cm en el diametro mayor, excluido el epididimo. Gran
parte del aumento en el tamafio testicular se debe a desarrollo de timulos seminiferos
secundario a estimulacion por FSH, pero un componente menor se debe a la
estimulacion de las células de Leydig por la LH. El desarrollo de vello pubico esta
provocado por andrégenos suprarrenales y testiculares, y se clasifica por separado del
desarrollo genital. La paricibn de espermatozoides en las primeras muestras de orina
matutina (espermarca) se presenta a una edad cronolégica promedio de 13.4 afios o una
edad Osea similar en la etapa gonadal 3 a 4 y la etapa de vello pubico 2 a 4; si la
pubertad inicia antes o después, la edad de la espermarca cambia de acuerdo con esto
(Beas et al., 2002). En la Figura 4 se muestran las Etapas del desarrollo puberal para

ambos sexos.
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Figura 4. Etapas del desarrollo puberal. Durante la pubertad, el desarrollo sexual normalmente se
presenta en una secuencia preestablecida. El momento en que comienza el cambio varia de una
persona a otra, pero siempre se manifiesta dentro de un periodo de edades determinado, indicado por
un cuadro en el diagrama. El promedio de edad, en el cual un cambio comienza, esté indicado por un

circulo rojo (4).

1.9Cambios hormonales durante la pubertad
Los niveles de LH, FSH, estradiol y testosterona se incrementan antes de que se

manifiesten los cambios fisicos, pero estos incrementos iniciales pueden ser dificiles de
evidenciar en cada sujeto. La respuesta puberal de LH y FSH (con predominio de la
respuesta de LH) a GnRH es un marcador de la pubertad. En el varén, la LH es el
estimulo primario para la sintesis testicular de testosterona y la FSH es el estimulo
primario para la espermatogénesis. Se evidencia una disminucién de la hormona
antimilleriana la cual tiene una correlacion inversa con los niveles de testosterona.
Ambas gonadotropinas son necesarias para la hormonogénesis esteroidea y la ovulacion
en la mujer aunque la FSH juega un papel primario en la maduracion del 6vulo (Robles

& Altamirano, 2003).
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1.10

TANNER. Fases del desarrollo de caracteristicas sexuales

secundarias

» Etapas del desarrollo de las mamas.

Preadolescente; elevacion solo de la papila

Etapa de brote mamario; elevacién de la mama y la papila como un
pequefio montecillo y crecimiento del diametro areolar.

Crecimiento posterior de la mama y areola sin separacion de sus
contornos.

Proyeccion de la areola y papila para formar un montecillo secundario
por encima del nivel de la mama.

Etapa madura; proyeccioén solo de la papila debido a recesion de la areola

hacia el contorno general de la mama.

Tabla 1. Maduracién mamaria en la poblacién mexicana.

Estadio Edad de aparicion
Tanner Il 10,2+£1,2
Tanner Ill 112+1.2
Tanner IV 121+£1,.2
Tanner V 153+1,7

Fuente: Faulhaber J, Sdenz F. Terminando de crecer en México. Instituto de  Investigaciones

Antopoldgicas. Universidad Nacional Autonoma de México, 1994 (Robles & Altamirano, 2002).

» Etapas del desarrollo de vello pubico femenino:

Preadolescente; el vello sobre el pubis no esta mas desarrollado que el
vello de la pared abdominal anterior, es decir, no hay vello pubico.
Crecimiento diseminado de cabello largo, suave, levemente pigmentado,
recto o un poco crespo, que aparece principalmente a lo largo de los
labios.

El pelo es considerablemente mas oscuro, grueso y ensortijado. El
cabello se difunde escasamente en la unién del pubis.

El cabello es ahora de tipo adulto, pero el area que abarca es aun
considerablemente menor que en la mayoria de los adultos. No hay

diseminacioén hacia la superficie medial de los muslos.
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El pelo es adulto en cantidad y tipo, distribuido como un triangulo
inverso en la pauta femenina clésica. La distribucion es hacia la
superficie medial de los muslos, pero no hacia la linea alba o alguna otra

parte por encima de la base de angulo inverso.

[l

[ 4l
[

Figura 5. Tanner Femenino. Fases del desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias

» Etapas de desarrollo genital masculino y del vello pubico

Preadolescente: los testiculos, escroto y pene son de alrededor del mismo
tamafio y proporcién que en la infancia.

El escroto y los testiculos han crecido y existe un cambio en la textura y
cierto enrojecimiento de la piel del escroto.

Se ha presentado crecimiento del pene al inicio principalmente en
longitud, pero con cierto aumento de grosor, mayor crecimiento de
testiculos y escroto.

Mayor crecimiento del pene en longitud y circunferencia con desarrollo
del glande. Mayor crecimiento de testiculos y escroto. La piel escrotal se
ha oscurecido mas aun.

Genitales de tamafo y apariencia de adulto. Ya no hay un mayor

crecimiento después de que se ha alcanzado la etapa V.

16



Antecedentes

» Etapas del crecimiento del vello pubico masculino:

Preadolescente. El vello por encima del abdomen no esta mas
desarrollado que el de la pared abdominal, es decir, no hay vello pubico.
Crecimiento escaso de pelos largos levemente pigmentados, rectos o un
poco curvados, que aparecen principalmente en la base del pene.

El vello es considerablemente mas oscuro, grueso y ensortijado, y se
distribuye escasamente sobre la union del pubis.

El vello es ahora de tipo adulto pero el area que cubre es aun
considerablemente menor que la mayoria de los adultos. No hay
diseminacion hacia la superficie medial de los muslos.

El vello es adulto en cantidad y tipo, distribuido como un triangulo
inverso. La diseminacion es hacia la superficie medial de los muslos,
pero no hacia arriba de la linea alba o alguna otra parte por encima de la
base del triAngulo inverso. La mayoria de los varones presentaran una

posterior diseminacion del vello pubico (Baxter et al., 1995).

Figura 6. Tanner Masculino. Fases del desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias.
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1.11 Pubertad retrasada o pubertad ausente.
El retraso puberal se define clinicamente por la ausencia de los caracteres sexuales
secundarios a la edad limite de iniciacion de la pubertad normal, es decir, a una edad
cronolégica de + 2DE (desviacion estandar) por encima de la media de la poblacion de
referencia o lo que es lo mismo, la ausencia de telarquia a los 13 afios 0 menarquia a los
15 afios en la nifia y, presentar un volumen testicular inferior a 4 mL a la edad de 14
afos en el varén.
Sin embargo, existen diferentes causas y por lo tanto clasificaciones de este
padecimiento.
La pubertad retrasada es secundaria a una inadecuada secrecidn de los esteroides
gonadales, en la mayoria, debido a un defecto en la secrecion de la GnRH que lleva a
disminucién de las gonadotropindspogonadismo secundarip Puede ser por una
alteracion funcional como en el retraso constitucional, malnutricion o enfermedades
cronicas 0 secundarias a alteraciones genéticas, organicas hipotalamo-hipofisarias o
idiopéaticas. Las concentraciones elevadas de LH y FSH indican alteracién gonadal
primaria como causa del retraso puberal y se conoce bgpugonadismo primario
(Robles & Altamirano, 2003).
Un paciente con retardo en el inicio del desarrollo sexual secundario, que tiene
antecedentes de haber sido siempre mas bajo que sus compafieros, pero que mantiene
una velocidad normal y consistente de crecimiento para su edad 6sea y cuyo desarrollo
del esqueleto esta retrasado mas de 2 DE de la media, es probable quetaetga
constitucional de la pubertad. A menudo existen antecedentes familiares de una pauta
similar de desarrollo en un padre o hermano. El sujeto habitualmente es delgado. Estos
pacientes son el extremo de mas edad de la curva de distribucién de edad al inicio de la
pubertad. En muchos casos, incluso si no muestran signos fisicos de pubertad al
momento del examen, ya ha comenzado la elevacion inicial de esteroides sexuales
gonadales o su respuesta de LH plasmatica a GnRH intravenosa es de tipo puberal
(elevacion en LH de mas de 15.6 mUI/mL). Estos resultados sugieren que el desarrollo
sexual secundario comenzara en los siguientes seis meses. Sin embargo, en algunos
casos, la observacion de signos fisicos o endocrinos de la pubertad debera continuar por
un periodo de meses o afios antes de hacer el diagndéstico. Generalmente, los signos de
pubertad apareceran después de que el paciente alcanza la edad 6sea de 11 afios

(mujeres) o 12 afos (varones). Los pacientes con retardo constitucional en la
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adolescencia, casi siempre manifiestan desarrollo sexual secundario a los 18 afios de

edad cronolégica.

v Etiologia
Lo més frecuente es el retraso simple de la pubertad conocido oc@imasd
constitucional del crecimientpdesarrolld.
El retraso constitucional es una variante en el ritmo de maduracion que se caracteriza
por desaceleracion del crecimiento en los 2 primeros afios de la vida junto a retraso
madurativo, estatura baja durante la infancia con velocidad de crecimiento normal,
pubertad retrasada con estirén puberal tardio y atenuado y talla final habitualmente de
acuerdo con su talla diana genética, pero en general, en el nivel mas bajo de la misma.
Es mas frecuente en los varones y suelen existir antecedentes familiares del retraso
puberal, lo que sugiere la implicacién de factores genéticos. Esta discutido que la
pubertad tardia pueda afectar a la mineralizacion Osea. Pueden manifestar una
insuficiencia transitoria de GH relacionada con el déficit de impregnacién de los
esteroides sexuales en el periodo prepuberal que no precisa tratamiento con GH.
Afecta al 0,6% de los nifios y en general, este tipo de retraso tiene pocas implicaciones
clinicas excepto la repercusion psicoldgica y este puede ser el motivo de precisar la
induccién de la pubertad utilizando esteroides sexuales. El tratamiento a dosis

adecuadas se ha visto que no compromete la talla final (Robles & Altamirano, 2003).

Causas etioldgicas de pubertad retrasada o ausente
1. Idiopatica o constitucional
2. Hipogonadismo secundariggonadotropinas normales o bajas)
a. Congénito:
i. Malformaciones congénitas asociadas a anomalias craneofaciales
ii. Déficit de GnRH
1. Sindrome de Kallmann (con anosmia): ligado al X (KAL),
autosoémico dominante, autosémico recesivo
2. Sin anosmia
3. Asociado a hipoplasia suprarrenal congénita (DAX1)
4. Sindrome de Prader Willi, Laurence-Moon, CHARGE.
5. Asociados a multiples déficits hormonales tales como HESX1,
LHX3, PROPL1.
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6. Alteracién del gen del receptor de GnRH
iii. Idiopatico: retraso constitucional del crecimiento y desarrollo
b. Adquirido:
i. Déficit funcional de gonadotropinas
1. Trastornos del comportamiento alimenticio, malnutricion
2. Enfermedad crénica sistémica
3. Enfermedad de Cushing, diabetes, hiperprolactinemia,
hipotiroidismo
ii. Causas fisicas
1. Tumores SNC: craneofaringiomas, gliomas hipotalamicos,
gliomas del 6ptico, tumores hipofisarios
2. Enfermedades infiltrativas: histiocitosis, granulomatosis,
hemocromatosis
3. Traumatismo craneoencefélico
4. Irradiacion craneal.
3. Hipogonadismo primario (@onadotropinas altas)
a. Congénito
i. Anomalias cromosOmicas: Turner, Klinefelter, disgenesia gonadal mixta
(46,XY/45,X)
ii. Testiculos evanescentes
iii. Alteraciones de la sintesis y accién de los esteroides sexuales
b. Adquirido
i. Secundarias a cirugia o traumatismo
ii. Secundarias a radioterapia o quimioterapia
iii. Autoinmune
iv. Post-infecciosa

v. Metabolica (galactosemia)

* Primaria o simple ConstitucionalEs la causa mas frecuente del retraso puberal

temporal en los varones (60%). La relacion frente a las nifias es 9:1. Se trata de una
variante a la normalidad y en un porcentaje muy elevado de los casos se encuentran
antecedentes familiares. A pesar del retraso del estiron puberal, generalmente la talla se

recupera, aunque hay un 20 - 30% de los casos que quedan con talla inferior.
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En ocasiones se presenta una verdadera dificultad diagndstica con el hipogonadismo
hipogonadotropo. Es importante ademas descartar la presencia de enfermedad sistémica
y crénica. Lo més significativo es la repercusion psicoldgica induce a iniciar un
tratamiento de adelanto de la pubertad en muchos casos.

» Secundaria a enfermedades crénidas causa mas significativa es la desnutricion. Si

la enfermedad aparece durante la pubertad, la pubertad se enlentece y los cambios
puberales se detienen y/o regresan. Si desaparece la causa, la velocidad de crecimiento
aumenta y los cambios puberales se ponen en marcha.

Fracaso del desarrollo puberal

* En el hipogonadismo hipogonadotropidmay un fallo hipotalamo hipofisario que
determina un déficit de gonadotropinas permanente y un déficit de esteroides sexuales.
En cuanto al hipogonadismo hipogonadotropo congénito consiste en un déficit aislado
de gonadotropinas. Puede deberse a multiples causas, panhipopituitarismo, déficit de
gonadotropinas con anosmia (Kallman), sin anosmia (esporadico o familiar), déficits de
FSH y LH, sindromes malformativos (displasia septo-6ptica y el sindrome de Prader-
Willis).

Los hipogonadismos hipogonadotropos adquiridos, como tumores, craneofaringiomas,
germinomas, las histiocitosis X, radioterapia, cirugia, traumatismos, etc. Son los que
mayores problemas presentan a la hora del diagnésticdetraso puberal simple, y
retraso constitucional de crecimiento y desarrollo.

* El hipogonadismo hipergonadotropse produce por un fallo primario gonadal, una
disminucién de los esteroides sexuales, falta de retroalimentacion negativa en la
hipdfisis y aumento de produccion de gonadotropinas.

Multitud de patologias se encuentran clasificadas dentro de este grupo, las mas
significativas en el varon podrian ser: el sindrome de Klinefelter y sus variantes, los
sindromes de regresién testicular haciendo hincapié en la anorquia congénita y por
supuesto los sindromes de resistencia hormonal, insensibilidad a androgenos, el
sindrome de Morris completo e incompleto y sindromes polimalformativos de los cuales
el mas importante es el Noonan.

En las mujeres, se encuentran el sindrome de Turner, la resistencia ovarica a
gonadotropinas, el déficit ovarico prematuro, y sindromes malformativos. En los
hipogonadismos hipergonadotropos adquiridesasculinos encontramos orquitis
bilateral, castracidon quirGrgica o traumatica, o las situaciones de quimioterapia y

radioterapia que afectan primordialmente a las gbnadas. En el femenino, las
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castraciones quirdrgicas o traumaticas,

las ovaritis asociadas a enfermedades

autoinmunes, la quimioterapia y radioterapia y el fallo ovérico precoz idiopatico.

La gran problemética se presenta al diferenciar el retraso constitucional del

hipogonadismo hipogonadotropo. En la siguiente tabla se recogen todas las variables

posibles (Oliver, 2005).

Tabla 2. Diagndstico diferencial (Oliver, 2005)

Retraso

constitucional

Hipogonadismo

hipogonadotropo

Frecuencia
Antecedentes familiares
Velocidad de crecimiento
prepuberal

Velocidad de crecimiento
puberal-postpuberal

EO prepuberal

EO puberal
Proporciones corporales
postpuberales

Genitales

Adrenarquia

LH

FSH

LH nocturna

Test HCG

Evolucion espontanea

Muy elevada
Muy frecuentes
Lenta

Lenta

Retrasada
Retrasada

Infantil/eunocoide

Infantil
Retrasada. Normal
normal

Normal

Picos
Normal

Aparece pubertad

Baja
Posibles
Normal

Lenta
Normal
Retrasada

Eunocoide

Hipoplasicos

Normal
Baja
No picos

Bajo

No aparece pubertad

1.12 Variabilidad Genética

El DNA en el genoma humano estid compuesto por 24 cromosomas distintos (22

autosomas + 2 cromosomas sexuales (X, Y) con un tamafio total aproximado de 3200

millones de pares de bases de ADN (3200 Mb) que contienen unos 20.000-25.000 genes
(4). Si bien dos seres humanos del mismo sexo comparten un porcentaje elevadisimo
(en torno al 99,9%) de su secuencia de ADN, lo que nos permite trabajar adoriazna
secuencia de referencia, pequefas variaciones gendmicas fundamentan buena parte de la
variabilidad fenotipica interindividual. Una variacion en el genoma, por sustitucion,

delecion o insercion, se denomina polimorfismo o alelo genético. No todo polimorfismo
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genético provoca una alteracion en la secuencia de una proteina o de su nivel de
expresion, es decir, muchos son silenciosos y carecen de expresion fenotipica (9).

Un polimorfismo de un solo nucleétido o SNP (Single Nucleotide Polymorphism,
pronunciadoesnip es una variacion en la secuencia de ADN que afecta a un solo
nucledtido (adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G)) del genoma (Figura 7).
Una de estas variaciones debe darse al menos en un 1% de la poblacién para ser
considerada como un SNP. Los SNP forman hasta el 90% de todas las variaciones
gendmicas humanas, y aparecen cada 100--300 bases a lo largo del genoma humano.
Estas variaciones en la secuencia del ADN pueden afectar la respuesta de los individuos
a enfermedades, bacterias, virus, productos quimicos, farmacos, etc. Debido a que los
SNP no cambian mucho de una generacion a otra, es sencillo seguir su evolucién en
estudios de poblaciones. Los SNP se consideran una forma de mutacion puntual que ha
sido lo suficientemente exitosa evolutivamente para fijarse en una parte significativa de
la poblacion de una especie (6).

El estudio de las variantes genéticas comunes y su relacién con la susceptibilidad a
enfermedades requiere la caracterizacion de la variacion genética en cada una de las
poblaciones humanas y la realizacion de estudios de asociacion en los genes candidato
(Gibson & Muse, 2004).

Figura 7. Polimorfismo de un solo nucleétido (7).

1.13 Mutaciones a lo largo del eje pituitario-gonadal que afectan la
maduracion sexual

Durante los ultimos 10 afios, numerosas mutaciones tanto activantes como inactivantes

han sido detectadas en genes que codifican las dos principales gonadotropinas: la
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hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculoestimulante (FSH), asi como también
en sus receptores afines (R), LHR y FSHR (Figura 8). La activacién del eje hipotalamo-
pituitario-gonadal es un evento crucial en la aparicion y progreso de la pubertad,
mutaciones que afecten la accion de las gonadotropinas influyen en este proceso.
Muchos de los efectos fenotipicos han sido esperados en base a la informacion existente
acerca de la accién gonadotropica (por ejemplo la pubertad retrasada), pero también
muchos efectos no lo han sido, incluyendo la carencia de fenotipo en mujeres con
mutaciones activantes en la LHR, y la discrepancia en fenotipos de hombre con
mutaciones inactivantes de la HBH(azoospermia e infertilidad) y FSHR

(oligozoospermia y subfertilidad) (Huhtaniemi, 2006).

Y Y
- e ——S—
1 , 92

Glu56Ala
Y
LHB
Ala-3Th A 1 * * * -
a3t TrpgArg lle15Thr Ser102Gly

Gly36Asp  Glu54Arg

Y Y
FSHE Ll 28
1 110

Cys51GI
b Y Vais1a2op CysB2Arg

->S10p87 Tyr76X

Figura 8. Mutaciones y polimorfismos conocidos que alteran aminoacidos en la sulbucddagin
y en los genes de la IH/ FSH3 (Themmen, 2005)

1.13.1 Hormona Liberadora de Gonadotropinas (GnRH) y su receptor
(GnRHR).

El gen que codifica para esta hormona se encuentra en el cromosoma 8, el cual tiene 4
exones. La secuencia de codificacion transcribe una proteina precursora de 92
aminodcidos que origina la GnRH y un péptido de 56 aminoacidos llamado GAP
(péptido asociado con GnRH). El primer exdn consiste de una regién 5-no transcrita
que difiere en los DNA codificados de la placenta y el hipotdlamo. El segundo exoén
codifica para el péptido sefial, GnRH (10 aa) y los primeros 11 residuos de aminoacidos
de GAP. EIl tercer exdn codifica para los residuos 12-43 de GAP. El cuarto exon

codifica para los 13 residuos de aminoacidos terminales de GAP y el restante mRNA no
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se transduce. Diversas especies, contienen dos o mas formas de GnRH. Una forma
hipotaldmica (GnRH-I), la cual varia en estructura entre las diferentes especies- y una
forma altamente conservada que se encuentra en el tejido cerebral extrahipotalamico,
sitio en el que se propone actla como un neuromodulador. Actualmente se le conoce
como GnRH Il. La molécula de la GnRH, puede sufrir cambios conformacionales que le
permiten ir desde una forma completamente extendida hasta una forma altamente
enrollada (Antelli et al., 2006).

La GnRH actua principalmente estimulando la hipoéfisis anterior para que sintetice y
secrete las gonadotropinas FSH y LH. Ejerce tres acciones principales sobre la hipofisis

anterior (Figura 9):

= Sintesis y almacenamiento de gonadotropinas
= Activacién: el movimiento de las gonadotropinas de una reserva a un pool listo
para la accion directa

= Liberacion inmediata (secrecion directa ) de gonadotropinas (8).

Nicleo
amnato _
La noradrenaling Hipotalamio
aurranls ka secrecion
de GnitH
GnRH
y {la dopamina pueds sar
Transportada por el sistems
ports para suprimir la
44
rr 7 ' Pool de
/) |
i || LH
La i R '
sor '.u|r.|ru| man l.\ da & FSH
ln | o el Gl | v i |
& tnds S jom da "
LiyFsH mmmm Hipafisa ansrior

Figura 9. Acciones de la GnRH sobre la hipéfisis anterior (8).

Los receptores a la GnRH se encuentran exclusivamente en membranas plasmaticas. El
principal sitio blanco de esta hormona es el gonadotropo de la adenohipdfisis. Sin
embargo, receptores a esta hormona se han encontrado en génadas de rata y de humano,
en placenta, en tejido adrenal, algunos tejidos cancerigenos de mama y en el sistema
nervioso central. La configuracion del receptor tiene los rasgos caracteristicos de los
receptores acoplados a proteinas G; consiste de una sola cadena de aminoacidos con una
amina extracelular, siete segmentos hidrofébicos transmembranales conectados por asas

extra e intracelulares y termina con un grupo carboxilo intracelular.
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El gen del receptor de la GnRH de 20kb, se localiza en el cromosoma 4q13. Su
secuencia codificante comprende 3 exones que codifica para una proteina de 328
aminoacidos. 18 mutaciones en este gen han sido identificados hasta ahora, algunas de
las cuales han sido vinculadas con padecimientos tales como el hipogonadismo
hipogonadotrépico (Antelli et al., 2006).

Mutaciones homocigotas de pérdida parcial de la funcién en el receptor de la GnRH,
tales como la R262Q y la Q106R, pueden presentarse con fenotipos variables

incluyendo pubertad retrasada (Lin et al., 2006).

1.13.2 Gonadotropinas

Como ya se ha mencionado, las hormonas glicoproteicas son heterodimeros consistentes
en dos subunidades tay [, la primera comln a todas ellas y la segunda que le

proporciona especificidad a cada una. Aunque ambas subunidades no muestran una
secuencia de aminoacidos similar, sus estructuras tridimensionales son remarcablemente
parecidas, estabilizadas por puentes disulfuro. Las gonadotropinas son miembros de la

superfamilia de factores de crecimiento (Themmen, 2005).

a) Subunidada

Esta subunidad se encuentra codificada por un solo gen compuesto por cuatro exones y
localizado en el cromosoma 6p21.1-23. EIl RNAmM maduro posee entre 800 y 900
nucleétidos, los mensajeros son traducidos a un precursor que contiene un péptido sefial
de 24 aminoacidos y la secuencia de 92 aminoéacidos correspondiente a la apoproteina
(Ryan et al., 1988).

b) Subunidad beta de la Hormona Foliculoestimulante (FSH)

La subunida@ de la FSH esté codificada en un gen localizado en el cromosoma 11p13,
contiene 3 exones. EI RNAm codifica para un precursor que incluye un péptido sefial de
20 aminoécidos y un residuo apoproteico de 110 aminoacidos (Jameson et al., 1988).
La funcién biolégica de la FSH tiene dos requerimientos estructurales: la
heterodimerizacién y la unién especifica a su receptor. Como ya se dijo previamente, la
subunidadx es comun en todas las hormonas glicoproteicas y la subyhihite la
correcta interaccion con el sitio de union y el dominio extracelular del receptor de
membrana (Huhtaniemi et al., 2005). Ambas subunidades contienen residuos de
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carbohidratos unidos a asparagina localizados en las posiciones 52 y 78 sobre la
subunidada y en las posiciones 7 y 24 en la subunigadEstas cadenas de
carbohidratos estan involucradas en la regulacion de la actividad biolégica de la FSH,
incluyendo la transduccion de sefales y la unidn al receptor (Bishop et al., 1994).
Considerando a la subunidfdde la FSH, se han reportado 4 mutaciones inactivantes,
con alteraciones sencillas en aminoacidos o nucleotidos eliminados dando como
resultado codones de paro prematuro y proteinaspF@ihcadas. Los fenotipos
caracteristicos causados por estas mutaciones en ambos sexos son severos, resultando
en ausencia o desarrollo incompleto de la pubertad e infertilidad. Sin embargo, en
algunas poblaciones se encontré que la secuencia para el gen de la FSH humana es
altamente conservada en algunas poblaciones y las mutaciones que dan lugar a cambios

en los amino&cidos son aparentemente raras (Huhtaniemi et al., 2005).

Tabla 3. Mutaciones y polimorfismos en el gen de la suburfdésl la FSH (Huhtaniemi et al.,
1999)

Gen Mutacion Tipo Cambio de
aminoacido
FSHB 1.GTG—GXX Delecion Val61—X
2pb/codén de stoj Stop 87
prematuro
2.GTG---GXX Compuesto Val61—X
heterocigoto
TGT---GGT Delecion Stop 87
2pb/codén de stop  Cys51—Gly
prematuro

3.TGT----CGT  Mutacion puntus Cys8—Arg

c) Subunidad beta de la hormona luteinizante (LH3}

La subunida@ de la homona luteinizante (LH) se encuentra codificada por un solo gen

de 1.1 kb, el cual esta localizado en el cromosoma 19g13.3. Contiene 3 exones, el
RNAm posee 700 nucle6tidos y codifica para una proteina con un péptido sefial de 24
aminodcidos y una apoproteina de 121 aminoacidos (Gharib et al., 1990)

Mutaciones en los genes de gonadotropinas y de sus receptores son muy raras. La
seleccién es aparentemente efectiva debido a los efectos directos de dichas mutaciones
sobre la fertilidad y la reproduccion. (Huhtaniemi & Lamminen, 2001). Se ha detectado
una serie de variantes genéticas en el gen de la subunidad beta de la hormona

luteinizante (LH). Entre estos cambios se encuentran 2 mutaciones puntuales en el
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codén 8 (TGG---CGG; Trp---Arg), y otra en el codon 15 (ATC---ACC; lle---Thr), las
moléculas resultantes poseen una alta bioactividadtro, pero una vida corta en
circulacioén, lo cual esta aparentemente relacionado con las alteraciones en la funcién de
la LH que se han observado en individuos homo y heterocigotos para el afelo LH
variante (Huhtaniemi et al., 1999). La primera mutacion es la principal responsable de
la inmunoreactividad alterada y la segunda introduce un sitio de glicosilacion extra en la
Asnl3 del péptido mutado. La frecuencia de esta variante aléliga difiere
ampliamente entre grupos étnicos, por ejemplo en la poblacion japonesa estas variantes
se han asociado con disfuncion ovarica primaria y con el sindrome del eunuco
(Huhtaniemi & Lamminen, 2001).

Tabla 4. Mutaciones y polimorfismos en el gen de la subuniade la LH (Huhtaniemi &
Pettersson, 1998)

Locus Tipo Cambio de Cambio Fenotipo Fenotipo  Alteracion en Inmunoreac
nucleotide de masculino  femenino la tividad
aminoéci bioactividad
do
Ex6n ¢ Sin CA*'G- GIn** -Arg  Ausencia Ausente Norma
sentido CGG de pubertad
espontanea.
Ex6n2 Sin TGG- Trp®-Arg  Retraso Ligera Incrementada Pobremente
sentido CGG lle®-Thr  temporal en supresién in vitro detectada
AT C- la de la Disminucién  por
ACC progresion fertilidad. del T1/2 en anticuerpos
de la circulacion. especificos.
pubertad.
Ex6n ¢ Sin G*®  GT- Gly'°“Sel Infertilidad. Desorden Disminuye in Normal
sentido AGT S vitro.
mentruales
infertilidad

Ex6n 3 Sin G>”CA-ACA Ala®>-Thr Activa la Normal Normal

sentido via de
transduccio
n de sefales
IP3 in vitro.

Ex6n 2 Gly*®-Asp Retraso de la pubertad No se ha No se ha
infertilidad, estudiado estudiado
hipogonadismo

- Seis No se ha reportado  Normal Normal
polimorfismo alteraciones
S

1.13.3 Receptores de la hormona luteinizante (LH) y foliculoestimulante (FSH)
Los receptores pertenecen a la familia rodopsina de 7 dominios transmembranales, estan
acoplados a proteina G y se caracterizan por un largo ectodominio que constituye

aproximadamente la mitad del receptor y una alta afinidad por su ligando. El receptor de
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la hormona lutenizante (LHR) acopla tanto a la LH proveniente de la pituitaria como a
la hormona placentaria; la gonadotropina coridnica (CG), esto por el alto grado de
homologia secuencial que existe entre las dos — subunidades, mientras que el receptor
de la FSH se une solo a la FSH.

La via de sefalizacion primaria activada por estos receptores es la via del AMPc
mediada por @s (Figura 10). LHR también activa fosfolipasa C con a subsecuente
induccion de fosfatidil inositol, asi como la via MAPK en algunos tipos celulares
(Meehan & Narayan, 2007).

Hormaona proteica

Union
ade la hormona

y el receptor

bt L
bttdi il

Membrana

BB
T
e

enilciclasa

Célula blanco

Receptor de la hormona

2
de membrana SATP AMP ciclico

Cambios inducidos
por la hormona

Figura 10. Via se sefializacion mediada por AMPc (9).

Existen mutaciones activantes e inactivantes para los receptores (Figura 11), las
primeras causan activacion constitutiva de la via de sefializacién, mientras que el
segundo tipo produce la respuesta contraria.

Mutaciones activantes en el gen del receptor de la hormona luteinizante (LHR) son las
mas comunes encontradas en los genes del receptor para gonadotropinas. Hombres con
este tipo de mutaciones presentan pubertad precoz, mientras que las mujeres no poseen
un fenotipo obvio (Meehan & Narayan, 2007). Las mutaciones inactivantes, aunque son
pocas se han localizado y algunas se han vinculado con el desarrollo del ovario

hipergonadotroéfico, entre otras cosas (Themmen, 2005).
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Figura 11. Mutaciones y polimorfismos encontrados cominmente que alteran aminoacidos en el gen
del receptor de la LH. Los circulos verdes muestran las mutaciones activantes, los cuadros rojos
mutaciones inactivantes, y los asteriscos los polimorfismos. Stp=sin sentido. (Themmen, 2005)

Cysh43Arg

En cuanto a mutaciones en el receptor de la FSH (FSHR) también presenta mutaciones
tanto activantes como inactivantes (Figura 12). Entre las activantes se han encontrado
algunas que parecen relacionarse con falla ovérica, formacién de tumores ovaricos,
desarrollo de megalotesticulos, pubertad precoz, entre otros. Se han encontrado 9
mutaciones inactivantes, algunas de ellas relacionadas con hipogonadismo

hipergonadotrépico, desarrollo variable de caracteres sexuales secundarios, arresto de la

maduracién folicular, entre otras (Themmen, 2005).
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Figura 12. Mutaciones y polimorfismos conocidos que alteran la secuencia de amino&cidos en el gen
del receptor de la FSH humana. Los circulos verdes representa las mutaciones activantes, los cuadros

rojos las mutaciones inactivantes, y los asteriscos los polimorfi§ihesximen, 2005).
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Justificacion, hipétesis y objetivos

1. Justificacion

Es importante considerar la base genética de |osOrdenes de las hormonas
gonadotropicas, entre ellas la hormona luteiniz@rity es una de las principales ya que es
esencial para que se lleve a cabo el correcto doaaiiento del eje reproductivo.
Identificando, mediante técnicas moleculares; mortes y polimorfismos que ocurren de
manera natural se provee de informacion acercapaletl que estos genes juegan en el
desarrollo sexual humano vy la fertilidad, y perngtedesarrollo de mejores tratamientos
para padecimientos tales como la infertilidad yeste caso el retraso en el desarrollo

puberal permitiendo un asesoramiento mas adecuwadaeppaciente y su familia.

2. Hipotesis

0 Se encontraran polimorfismos del gen de la LH coa frecuencia propia de la
poblacion mexicana

0 En pacientes con retraso en el desarrollo de leerpad es probable que se
encuentren mutaciones en el gen de la LH que expligsta falla.
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Justificacion, hipétesis y objetivos

Objetivos

Identificar polimorfismos en el gen de la BHen poblacion Mexicana y encontrar

una relacion entre estas variaciones y el retras® desarrollo de la pubertad.

Objetivos especificos

Determinar la presencia de variantes polimérficaslegen de la LR propias de la
poblacion mexicana.
Establecer si existe alguna relacién entre lasautgs encontradas del gen con el

retraso en el desarrollo de la pubertad.
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Disefio experimental

1. Material y métodos

6.1Disefio experimental.
Se reclutaron un total de 25 nifios controles y 7 pacientes prepuberes en un periodo de 6
meses, a ambos grupos se les tomo6 una muestra sanguinea de entre 5y 10 mL, la cual se
dividio en dos alicuotas, la primera fue utilizada para extraccion de DNA vy la segunda para
pruebas bioquimicas y cuantificaciones hormonales. Se realizaron mediciones
antropométricas (cintura, cadera, estatura y peso), posteriormente se calcularon el indice
Cintura Cadera (ICC) y el indice de Masa Corporal. Una vez extraido el DNA se realiz6 el

analisis de PCR-SSCP y finalmente la secuenciacion.

Criterios de Seleccion:
Controles
0 Nifas y niflos de entre 10 y 18 afios de edad.
0 Correspondencia con su Tanner de acuerdo a su edad
0 Padresy abuelos mexicanos.
Pacientes
0 Nifas y niflos diagnosticados con retraso en el desarrollo puberal.

0 Padresy abuelos mexicanos

Los padres de los menores involucrados en este proyecto firmaron una carta de aceptacion,
en la cual dieron su consentimiento de participacion voluntaria en el proyecto (apéndice 1).
La toma de muestra se llevo a cabo en el Hospital Materno Infantil (HMI) Inguaran, y el
Comité de Etica de la Secretaria de Salud del Distrito Federal (SSDF) aprobo este proyecto.
Es importante sefialar que la Secretaria de Salud sugirid que la toma de muestras se llevara
a cabo por un periodo de 6 meses y solamente se reclutaron los pacientes que llegaron en

ese periodo de tiempo.
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6.2 Determinaciones bioquimicas

Se realizaron pruebas de glucosa, triglicéridos y colesterol, para las cuales se utilizaron

estuches comerciales de la marca Stanbio Laboratory (LICON, Boerne TX).

v" Glucosa
Este método es enzimatico-colorimétrico y se basa en la oxidacion de la glucosa en
presencia de la enzima glucosa oxidasa (GOD) a acido gluconico y peroxido de hidrogeno.
El peroxido de hidrégeno formado, bajo la influencia de la peroxidasa (POD) y 4-
aminoantipiridina reaccionan para formar un complejo rojo violeta de quinona. La
intensidad del color es proporcional a la concentracion de glucosa. El compuesto colorido
se lee a 500 nm.

Glucosa + @__cog Acido glucénico + kD

H20, + 4-aminoantipirina + p-hidroxibencen sulfato pop _,  Complejo de quinona

v" Colesterol total

Método enzimatico-colorimétrico. EI método se basa en la capacidad de la Colesterol
Esterasa (CE) para hidrolizar los ésteres de colesterol, produciendo colesterol libre y acidos
grasos. El colesterol libre se oxida en presencia de la Colesterol Oxidasa (COX) para dar
colesten-3-ona y peroxido de hidrogeno. EIl peréxido de hidrégeno reacciona con 4-
aminofenazona y fenol (contenido en el buffer), en presencia de la Peroxidasa (POD) para
formar una quinonimina de color rojo. La intensidad del color rojo final es proporcional a la

concentracién total de colesterol. El compuesto también se lee a 500 nm.

Esteres de colesterol ce, Colesterol + Acidos grasos
Colesterol + @ cox_, Colesterol + 4-en-3-ona +®%

H2O, + 4-aminofenazona + pHBS _pog, 2 HO, + Oquinoneimina colorida
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v Triglicéridos

Método enzimatico-colorimétrico. Se basa en la accion de la lipasa sobre los triglicéridos
produciendo glicerol y acidos grasos. En la segunda etapa el glicerol se fosforila por el
adenosin-5'-trifosfato (ATP) para producir glicerol-3 fosfato (G3P) y adenosin-5’-difosfato
(ADP) en una reaccion catalizada por la glicerol-cinasa (GK), de tal manera que el G3P es
oxidado por la glicerolfosfato oxidasa (GPO) produciendo dihidroxiacetona fosfato (DAP)
y perdxido de hidrégeno. Estos ultimos reaccionan con la 4-aminoantipirina y 4-clorofenol
bajo la influencia catalitca de la peroxidasa (POD) para formar una quinoneimina de color
rojo. La intensidad del color rojo final es proporcional a la concentracion total de

triglicéridos.

Glicerol + ATP GK G3P + ADP

G3P+Q___cog DAP +HO;

2 H,O, + 4-aminoantipirina + 4-clorofenol pob_  quinoneimina + HCI + 4 4D

6.3 Determinaciones hormonales

v IRMA de LH y FSH

Se utilizaron los siguientes Kits comerciales: DSL-4600 ACTIVE ® LH Coated-Tube
IRMA, DSL-4700 ACTIVE ® FSH Coated-Tube IRMA (Diagnostic Systems
Laboratories). El ensayo inmunoradiométrico (IRMA) es un método no competitivo en el
cual, cuando el analito (LH o FSH) esta presente se une a dos anticuerpos formando un
complejo que queda unido a la fase soélida. El excedente de anticuerpo marcado se elimina
por decantacion y lavado. Se afadieron l00de los estandares, controles o muestras
problema en el fondo de los tubos correspondientes, se adicionarph @i@Canticuerpos
marcados con™ a cada tubo. Se incubaron todos los tubos por dos horas a temperatura
ambiente. Se decantaron todos los tubos, excepto a los tubos para cuentas totales. La
radioactividad se determiné en un contador gamma (1282 COMPUGAMMA CS, LKB

Wallac) durante un minuto.
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v" RIA de estradiol, progesterona y testosterona.

Se cuantificaron por los siguientes kits DPC Coat-A-Count Estradiol, Active ®
PREGESTERONE RIA DSL-3900 y Active ® TESTOSTERONE RIA DSL-4000. En la
técnica de RIA se tiene una cantidad fija de anticuerpo inmovilizado en un soporte solido.
La hormona marcada radiactivamertél), compite con la hormona presente en la muestra

a analizar. Después de la incubacion, el antigeno unido se separa del antigeno libre por
decantacion. La cantidad de cuentas es inversamente proporcional a la cantidad de la
hormona presente en la muestra. Se afadieronullOBe los estandares, controles o
muestras problema en el fondo de los tubos correspondientes, se adiciond una cantidad
constante de hormona marcada ¢oha cada tubo. Se incubaron todos os tubos durante
dos horas a temperatura ambiente. Se decantaron todos los tubos, excepto los tubos de
cuentas totales. La radioactividad se determin6 en un contador gamma. (1282
COMPUGAMMA CS, LKB Wallac)

6.4 Extraccion de DNA
Se extrajeron aproximadamente 5 mL de sangre periférica y se depositaron en tubos
conicos, lo cuales contenian 200 de EDTA como anticoagulante. EI DNA gendmico se
obtiene de los leucocitos presentes en la sangre. Posteriormente se lavo con una solucion de
sacarosa tritdbn 2x y se centrifugo, se decantd y el boton fue lavado nuevamente con
sacarosa tritbn 1x, ya una vez obtenido el segundo botén se le agrega buffer de lisis nuclear,
SDS al 10% vy proteinasa K para lisar las células y el nucleo y exponer el DNA. Se incuba
en bafio Maria a 37° C toda la noche. Después se le agrega una solucién de NaCl saturado
para precipitar las proteinas, se centrifugo para separar el precipitado, se separ6 el
sobrenadante y finalmente se le agregd una solucion de etanol absoluto frio para precipitar
el DNA, se colectd, se lavd con etanol al 70% vy, para terminar, el DNA obtenido se
resuspendio en buffer TE. (Ver apéndice I)

6.5 Disefio de oligonucledtidos para el gen df3LH
Los oligonucledtidos fueron disefiados en base a la secuencia reportada en el GeneBank
No. de acceso X00264.
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Exén Secuencia Tamano Temperatura de
Esperado alineamiento
2 F2 GGTCCTGAATAGGAGATGCCA 400 pb 60° C
R2 CCATTCCCCAACCGCAGG
3 F3 350 pb 65° C
AGTCTGAGACCTGTGGGGTCAGCTT]
R3
TAAAGACCCTCCCCGCAGCCTTCCA

6.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
En cada tubo de colocOL de DNA de las muestras a examinar, (@L.7de Buffer 10X,
0.4 uL de cada oligo y de cada dNTP’s, 06 de DMSO vy, finalmente 0.1@L tanto de
Taq polimerasa como de maré& dCTP.
La amplificacion de la reaccion se llevd a cabo en un Termociclador (Mastercycler
gradiente eppendorf), en 25 ciclos, con una temperatura de desnaturalizacion de 95° C
durante 30 seg, una temperatura de alineamiento de 60 o 65° C (dependiendo el exdn)
durante 30 seg, y una temperatura de extension de 72° C durante 30 seg. Se verifico la
reaccion corriendo un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y amortiguador
TBE 1X durante 30 min a 80 V (Ver apéndice ).

6.7 Purificacion del DNA
El amplificado se purificO para realizar la secuenciacion utilizando un kit de
INVITROGEN (Ver apéndice 1).

6.8 Polimorfismo conformacional de cadena simple (SSCP)
La sustitucion de una sola base es suficiente para alterar la movilidad de una sola cadena de
DNA que es sometida a electroforesis en geles de poliacrilamida no desnaturalizante. Dicha
movilidad es atribuida a cambios conformacionales, resultantes de sustituciones,
inserciones o deleciones en una cadena del DNA. Asi pues, este método permite detectar

alguna alteracion del DNA, basandose en la digestion del DNA por medio de enzimas de
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restriccion, su desnaturalizacion y electroforesis en un gel de poliacrilamida. Se mezclaron
2 pL del producto de PCR y 38. de amortiguador de carga para SSCP, se desnaturalizé a
95° C durante 5 min e inmediatamente después se colocé en hielo. Se deposgitaden 3

las muestras en el gel de acrilamida. Se corrieron a 190 V durante 22 horas. Al terminar el
gel se transfiri6 a un papel Whatman de 3 mm de espesor, y se secé en el desecador (Gel
Dryer Labnet), durante una hora a 75° C. El gel, ya seco se coloc6 en un casete y se expuso

a una placa radiografica, durante 24 h, para después revelarlo (Ver apéndice I).

6.9 Secuenciacion automatica
Se enviaron a secuenciar las muestras al Instituto de Fisiologia Celular vy al Instituto de
Biotecnologia (IBT), UNAM.
La principal diferencia entre método enzimatico de terminacion de cadena y el método
automatico de secuenciacion radica, en primer lugar en el tipo de marcaje. En el método
automético en vez de radiactividad se utiliza fluorescencia y lo habitual es realizar cuatro
mezclas de reaccién, cada una con nucleétido trifosfato (dTTP) marcado con un
fluorocromo distinto. Este sistema permite automatizar el proceso de manera que es posible
leer al mismo tiempo los ADNs de nueva sintesis producto de las cuatro mezclas de
reaccion.
La segunda diferencia radica en el sistema de deteccién de los fragmentos de ADN. La
deteccion del tipo de fluorescencia correspondiente a cada reaccion se lleva a cabo al
mismo tiempo que la electroforesis, de manera que los fragmentos de ADN de menor
tamafio que ya han sido detectados se dejan escapar del gel, permitiendo este sistema
aumentar el numero de nucleétidos que se pueden determinar en cada electroforesis y, por

consiguiente, en cada secuenciacion (Ver apéndice ).

6.10 Analisis estadistico
Los resultados de las determinaciones bioquimicas y hormonales se compraron utilizando
la prueba “t” de Student no pareada, empleando el programa estadistico Graph Pad Prism
version 3.0, Graph Pad Software Inc. San Diego, CA. Los resultados se expresaron como
promedio + error estdndar de la media (EEM). Los valores de p menores a 0.05 fueron
considerados significativos.
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7. Resultados
7.1 Mediciones antropométricas

Se realizaron mediciones antropométricas tanto a los pacientes como a los controles: peso,
estatura, cintura y cadera, datos con los cuales se calcularon el resto de la mediciones:
indice de masa corporal (IMC) y el indice cintura cadera (ICC). Los resultados se muestran

en la Tabla 5.

Peso Estatura Cintura Cadera IMC ICC

Ninas
Controles 44.09+11.32 1.48+0.08 73.2413.12 82.6+11.44 19.9+4.79 0.88+0.06
Nifos

56.49+12.46 1.61+0.09 79.33+11.42 85.93+12.71 21.5#4.12 0.93+0.05
Controles

Nifias

Pacientes 0564833  1.46£017 76.044.35  88.33+17.55 21.7¢2.28  0.88+0.14

Nifios

Paclentes  5717:556 1.36:0.00 70.75¢518 73.25:4.5 20.0426  0.9740.06

Tabla 5 Mediciones antropométricas tanto de sujetos control como pacientes. Valores expresados como

promedio + EEM, (n=25 controles y n= 7 pacientes), P < 0.05.

Como puede verse en la tabla el valor promedio tanto del indice de masa corporal (IMC)
como en el indice cintura cadera (ICC) se encuentran dentro del valor normal en ambas
mediciones tanto para controles como para pacientes. Tomando como valores de referencia
los siguientes: IMC<25 Normal, IMC 25-30 sobrepeso, IMC>30 obesidad y un ICC<1

como normal.
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7.2 Determinaciones bioquimice

Las cuantificaciones bioquimicas: glucosa, colesterol y triglicéridos en controles

pacientes. Los resultados se muestran en las siguientes ¢

« Ninas

180 ~

160 - I Valores de referenc

120 - Glucosa: 80t10 mg/dl

H Controles Colesterol: 14@®00mg/dlL

N
40 - i Pacientes Triglicéridos: 3(-150 mg/dL
20 -~
0

Glucosa Colesterol Triglicéridos

Niias

Gréfica 1 Determinaciones bioquimicas de controles y paci nifias Valores expresados como promedi
EEM.

Los resultados de las determinaciones bioquimicas en las nifias y nifiol y pacientes
(grafica 1 y 2 respectivamente) se encuentran dentro de los limites de referenciz
encontraron diferencias significativas entre ambos gr

% Nifios
200 -+
ﬁ Valores de referenci
150 - |
B i | Glucosa: 80t10 mg/dl
T
EK)O 1 ﬁ—li | hid H Controles Colesterol: 14-200mg/dL
. | . | %P'
i | | | B M Pacientes ialicéri -20-
50 — — — Triglicéridos:30-150 mg/dL
[ B [ B [ B
O = = ——— | = =
Glucosa Colesterol Triglicéridos
Nifios

Gréfica 2. Determinaciones bioquimicas de controles y paci nifios Valores expresados como prome
+ EEM.
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7.3 Cuantificaciones hormonale:

Los resultados de las cuantificaciones de la hormona luteinizante (LH), la hc
foliculoestimulante (FSH), la progesterona y la testosterona se muestran en las si
gréficas. Estas pruebas se realizaron tanto en sujetos control como en pacier
manejaron por separado para nifias y niNo se mostraron diferencias estadisticam

significativas para ningan paramet

+ Nifas
Valores de referenc
25 -+
LH mUl/mL
20 -
g 15 | Prepuberes:  1.C-3.7
5 i ;
2 10 - & Controles Fase folicular 1.C-18.5
> = = i Pacientes Fase ovulatoria 4.8-72.2
. | ,
Fase lutea 1.C-21.6
LH FSH
Niftas FSH muUl/mL
Mujeres 2.5-8.0

Gréfica 3. Determinaciones hormonales (LH y F de controles y pacientes nifidgalores expresadt

como promedio + EEM.

+» Nifos
6 -
5 ikq Valores de referenc
2 4 = . LH mUl/mL
= 3 - | Bl
D -
2 , = !I . u Controles Hombres 1.1-8.3
1 - [ B . i Pacientes FSH muUIl/mL
[ B [ W
0 _— _—— Hombres 1.5-5.8
LH FSH
Ninos

Gréfica 4. Determinaciones hormonales (LH y F de controles y pacientes nifid&aloresexpresados

como promedio + EEM.
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La cuantificacién realizada de testosterona en hombres y progesterona en mujeres se
muestra en la siguiente tabla. No se encontraron diferencias significativas entre ambos

grupos.
Hormona Valor Valores de referencia
Testosterona (ng/mL) Controles
Hombres 30+2.38 3.0-10.0 ng/mL
Pacientes
1.25 +0.67
Progesterona (ng/mL) Controles
Mujeres 5.58 £ 0.36 2.0-20.0 ng/mL
Pacientes ( 3)
5.99 + 8.08

Tabla 6 Mediciones hormonales de testosterona y progesterona tanto de sujetos control como pacientes.

Valores expresados como promedio + EEM, (n=25 controles y n= 7 pacientes), P < 0.05.

7.4 Pruebas moleculares.
Amplificacion del exdn 2 del gen de la subunifade la LH mediante la técnica de

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en muestras de nifios control.

A continuacién (Figura 13) se muestran los corrimientos electroforéticos de los productos

de la reaccion de las muestras de los nifios control.

400

w2345 67 89 11121415161

100
ob
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<+— 400pb

<— 400pb

Figura 13. Amplificaddn del exén de la LH3 . Nifios controlLa temperatura de alineamiento utilizada
este exdn fue de 60° C y el tamafio del exdn es de 400 pb. Para el corrimiento se utilizé un gel de
1% tefiido con bromuro de etity se corrié a 80 V durante 25 min.

Nota: Aquellas muestras que no salieron a la primera fueron nuevamente amplifice
embargo se les tomo la foto junto con el producto de la amplificacion de los pe

* Amplificacion del exon 2 por PCR imuestras de pacientes

En la figura 14 se observa el corrimiento electroforético de los productos de amplif
por PCR del exon 2 de las muestras de los pacie

1- 2804759, , 18891011

Figura 14. Amplificacion del exdr de la LH3 . Pacientes y controles. Teenptura de alineamiento: 60
tamafio del exdn: 400 pb. Condiciones de corrimiento en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
25mina 80 V.
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Nota: La amplificacion de las muestras de pacientes en el primer gel corresponden a las
primeras 7 lineas, las ultimas 4 corresponden a las muestras de algunos sujetos control que

fueron nuevamente amplificados.
7.5 Andlisis por SSCP controles

El corrimiento electroforético de esta técnica se llevd a cabo en 4 diferentes condiciones
variando principalmente la concentracién de acrilamida del gel: 5.4% de acrilamida con y
sin glicerol y 8.0% de acrilamida con y sin glicerol. Todos los geles se corrieron por 24
horas a 200 volts. En la Figura 15 se muestran los 4 geles obtenidos del analisis SSCP del
exén 2 del gen de la UH , en ellos se observaron 8 patrones de migracion diferentes
sefalados por las flechas, los cuales se mandaron secuenciar al Instituto de Biotecnologia
de la UNAM (Cuernavaca, Mor.) y al Instituto de Fisiologia Celular UNAM una muestra

de cada patron encontrado; aquellas muestras de los siguientes carriles: C1 (P-3), C3 (P-
22), C5 (P35), C8 (P-37), C12 (P-36), C15 (P-8), C22 (P-21) y C23 (P-26)

7.6 Andlisis por SSCP pacientes

En la figura 16 se muestran los patrones de corrimiento obtenidos en las muestras de los
pacientes, como puede verse se obtuvieron 5 patrones diferentes para este exén 2, los cuales

fueron enviados a secuenciar, los carriles fueron C1 (i-1), C2 (i-2), C3 (i-3), C4 (i-5), C5

(i-6).
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SSCP, ex6n 2. Controles

5.4% con glicerol

5.4% sin glicerol

8.0% con glicerol

8.0

% sin glicerol

Figura 15. Analisis SSCP del ADN de los controles correspondiente al exén 2 del @eRritka figura se
muestran los geles obtenidos en esta técnica en las 4 condiciones ya antes mencionadas: (A) 5.4% con
glicerol, (B) 5.4% sin glicerol, (C) 8.0% con glicerol y (D) 8.0% sin glicerol. Las flechas indican los

diferentes patrones de migracion.
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SSCP, Ex6n 2. Pacientes

5.4% con glicerol

RERR

5.4% sin glicerol

8.0% con glicerol

vy

@

8.0% sin glicerol

D

Figura 16:Analisis SSCP del DNA de los pacientes que corresponde al exén 2 del gen e laldde se
muestra en la figura son las muestras obtenidas: (A) 5.4% con glicerol, (B) 5.4 sin glicerol, (C) 8.0% con
glicerol, (D) 8.0% sin glicerol. Las flechas indican los diferentes patrones de migracion.
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7.7 Seleccién de las muestras para secuenciar urificacion del producto de PCR

De acuerdo al corrimiento electroforético de las pruebas anteriores (SSCP’s) del
tanto de controles como de pacientes, se eligieron las siguientes muestras a secu:
presenciar diferentes patrones de corriito: p36, p26, p21, p8, p37, p22, p35, p3, il
i3, i5 e i6.

En la siguiente figura 17 (A) se muestra el producto de PCR de la amplificacion del
de la LH3 de las muestras antes mencionadas. Posteriormente se realizé la purifica

se muestran las figura 17 (B,

400pb
7 8 9 101112 13
A
1. 2 3 4 56?'?"891011121&3_
B

Figura 17.Amplificacién del exén 2 del gen de B de las muestras que mostraron diferentes contr

corrimiento electroforético (A). Purificacion del producto de PCR de estas muest
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7.8 PCRYy andlisis por SSCP Exon

En la figura 18 y 19 se muestra el corrimiento electroforético de los produc
amplificacion por PCR del exén 3 del gen de la subunf de la LH tanto en controle
como en pacientes, respectivamente. Posterioe y, al igual que con el exén 2 se rea
el analisis por SSCP con 4 corrimientos electroforéticos variando la concentrau
acrilamida del gel. La figura 20 muestra estos corrimientos realizados en sujetos c

la figura 21 el de los paciente

N <«—
12 35 6 78 91011 12 13141516 353 pb

Figura 18. PCR del Exénd la LH3 controles. Temperatura de alineamiento: 65° C. Tamafio del exé
pb. El gel utilizado para este corrimiento fue de agarosa en una proporcion del 1% tefido uro de
etidio y se corrié a 60 v por 25 min.

Figura 19. PCR del Exdnd&: la LFp pacientesTemperatura de alineamiento: 65° C. Tamafio del exor
pb. El gel utilizado para este corrimiento fue de agarosa en una proporcion del 1% tefiido uro de
etidio y se corrié a 60 v por 25 min.
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SSCP, Ex6n 3. Controles

5.4% con glicerol

5.4% sin glicerol

8.0% con glicerol

8.0% sin glicerol

D

Figura 20:Analisis SSCP del DNA de los pacientes que corresponde al exén 3 del gen e Lo ldde se
muestra en la figura son las muestras obtenidas: (A) 5.4% acrilamida con glicerol, (B) 5.4%acrilamida sin
gliceroal, (C) 8.0% acrilamida con glicerol, (D) 8.0% acrilamida sin glicerol. No hay diferencia en los patrones

de corrimiento.
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SSCP, Ex6n 3. Pacientes

5.4% con glicerol

A
5.4% sin glicerol

B
8.0% con glicerol

C
8.0% sin glicerol

D

Figura 21:Analisis SSCP del DNA de los pacientes que corresponde al exén 3 del gen e laldde se
muestra en la figura son las muestras obtenidas: (A) 5.4% acrilamida con glicerol, (B) 5.4% acrilamida sin

gliceroal, (C) 8.0% acrilamida con glicerol, (D) 8.0% acrilamida sin glicerol. No hay diferencia en los patrones

de corrimiento.
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Andlisis por SSCP exo6n 3

Al igual que con el exdn 2, se realizaron cuatro corrimientos electroforéticos, variando la
concentracion de acrilamida del gel: 5.4% con y sin glicerol y 8.0% con y sin glicerol.
Todos los geles se corrieron a 200 V por 24 horas. En las figuras 20 y 21 se muestran las
SSCP realizadas a controles y pacientes respectivamente, y como puede verse no existe
diferencia en los patrones de corrimiento en ningin grupo. Sin embargo, se mandaron

secuenciar un par de muestras de cada uno.

7.9 Analisis de las secuencias polimorficas encontradas tanto en sujetos control como

en pacientes

En el apéndice Il se presentan los electroferogramas correspondientes a la secuenciacion
del exén 2 y 3 del gen de la BHle los diferentes grupos evaluados y en la tabla 7 se

muestra en resumen los cambios encontrados, los cuales se obtuvieron a partir de comparar
los electroferogramas con la secuencia silvestre de los exones correspondientes reportados

en el GeneBank No. de acceso X00264.

La tabla muestra 9 cambios de secuencia, 8 en el exén 2 y uno en el exdn 3, tres cambios
fueron localizados en la zona intrénicagdfC, Cioesl, Gi102A), tres cambios del tipo
sinobnimo GoiC (Val) y GosA (Pro) en el exdn 2y T (Gly) en el exon 3, y
finalmente se encontré una variante triple heterociggds&Trp8Arg), AyeoG(His10Arg) y
T100sC(Il€15Thr).
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Tabla 7. Polimorfismos encontrados en el gen de IR. ILids secuencias se muestran en el apéndice II.

Locus Cambio de nucleétido/  Tipo de Nifias Nifas Niflos Nifios
aminoécido cambio controles pacientes controles pacientes
Ex6n2 G/C (1015) Val8val Sinénimo 4 0 4 3
(Fig. 25) C/A (1033) Pro24Pro Sinénimo (36%) (29%) (75%)
C891T intrénico
C1095T intrénico
G1102A intrénico
Ex6n2 T/C (983) Trp8Arg *Sentido 0 0 2 0
(Fig. 24) AJG (990) His10Arg equivocado (14.3%)
T/C (1005) lle15Thr
G/C (1015)vali8val **Sindnimo
Ex6n 2 C/A (1033) Pro24Pro Sinénimo 1 1 0 0
(Fig.23) (homocigoto)  (33%)
(Fig.26) (9.1%)
Intron 1 C891T Intrénico 1 0 0 0
Intron 2 C1095T (9.1%)
G1102A
Ex6n2 G/C (1015) Vall8val Sinénimo 0 0 1 0
(Fig. 30) C/A (1033) Pro24Pro Sinénimo (7.1%)
C891T intrénico (homocigoto)
C1095T intrénico
G1102A intrénico
Ex6n2 G/C (1015) Vall8val Sinénimo 1 0 0 0
(Fig. 27) C891T Intrénico (9.1%)
Ex6n 2 T/C (1005) llel5Thr Sentido 0 0 1 0
(Fig.28) equivocado (7.1%)
C/A (1033) Pro24Pro Sinénimo
Exon 3  C/T (285) Gly75Gly Sinénimo 0 0 1 0
(Fig. 29) (7.1%)

52



Resultados y discusién

Discusion

Desde hace algunos afios diferentes investigadores han reportado de manera general
mutaciones y polimorfismos en los genes de las subunidades de las gonadotropinas, asi
como también en sus receptores relacionandolos con desérdenes hormonales, infertilidad y
retraso de la pubertad (Huhtaniemi & Pettersson, 1998). Basandonos en diferentes reportes
y tomando en consideracion que en México no existen estudios al respecto, en este trabajo
analizamos variantes de secuencia del gen de [& & pacientes con diagnéstico de
retraso en la pubertad y en sujetos sanos. Los resultados obtenidos en este estudio revelaron

9 SNP’s distribuidos entre los sujetos control y los pacientes con retraso puberal.

El estudio se llevdo a cabo en dos partes; en la primera se evalud el estado fisico,
metabolico y hormonal de ambos grupos, este fue analizado a través de mediciones
antropométricas (indice de masa corporal IMC e indice cintura cadera ICC) y de
parametros bioquimicos y hormonales con la finalidad de descartar alguna otra afeccion
metabdlica que pudiera interferir con el desarrollo de la pubertad por ejemplo la diabetes
tipo 1, la obesidad, el sobrepeso, entre otras (Robles et al., 2003). Se calcula que entre el
20% y 40% de las niflas con diabetes mellitus tipo 1 (DM) ven afectado el buen
funcionamiento de su ovario, lo que provoca irregularidades menstruales, hirsutismo
(exceso de vello corporal), hiperandrogenismo, aumento de la grasa abdominal v,
eventualmente, sindrome de ovario poliquistico, que en algunos casos se traduce en
infertilidad, ademas se ha visto que los nifios y nifias que padecen esta enfermedad
desarrollan una pubertad mas tardia. (Picardi et al., 2008; Rohrer et al., 2007). Por otro
lado, la obesidad moderada puede relacionarse con un inicio temprano en la pubertad,
mientras que la obesidad grave y patoldgica y la desnutricion, pueden retrasarla. (Albarran
2001; Heys et al., 2007; Mantzoros 2000; Pinhas-Hamiel et al., 2007). Cabe sefialar que los
pacientes y los sujetos control pertenecen al mismo estrato social (medio), y aunque este no
es un parametro importante en si mismo, si puede influir de manera significativa en los
parametros a evaluar por lo que se eligi6 un grupo homogéneo para la realizacion del

estudio (Hernandez et al., 2007).
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En promedio tanto sujetos control como pacientes presentaron valores de IMC por arriba de
18.5 y por debajo de 25 y valores de ICC menores de 1 (Tabla 5), lo cual nos indica que
ningun grupo padecia desnutricion, sobrepeso u obesidad, esto de acuerdo a los pardmetros
reportados para el Distrito Federal en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricidon
(ENSANUT) 2006. Por otra parte el perfil bioquimico de ambos grupos (Grafica 1 y 2) se
encontrd dentro de los parametros de referencia excepto el de una paciente que mostré un
valor elevado de triglicéridos (261 mg/dL) en sangre, no obstante la paciente no fue
descartada del estudio ya que su IMC es de 21.9 (no obesa), los demas parametros
bioquimicos se encuentran dentro de los valores de referencia, y ademas no se ha reportado
asociacion entre la hipertrigliceridemia y el retraso puberal sino por el contrario se ha visto
que la adelanta (Antelli et al., 2006; Mantzoros 2000; Mitchell et al., 2005), sin embargo, es
importante considerar que si se han vinculado el aumento de colesterol y lipidos con
problemas de disminucion de la fertilidad (Mitchell et al., 2005; Papadopoulos, 2005).

La pubertad retardada, a diferencia de la pubertad precoz, es un cuadro mas frecuente en
hombres que en mujeres (Robles et al., 2003), esto lo pudimos observar en este estudio ya
que, a pesar de ser una poblacién pequefia, el 62.5% de los pacientes fueron varones.
Ambos grupos fueron divididos de acuerdo a su género para realizar el andlisis de los
resultados hormonales (Graficas 3 y 4). En el grupo de nifias control se encontré una gran
dispersién en los valores de LH aunque dentro de los valores normales, esto debido a que
las muestras de sangre fueron obtenidas en diferentes etapas del ciclo ovulatorio y, en el
caso de las pacientes con retraso puberal, se observa que sus concentraciones son menores
en comparacion con el grupo control lo cual indica que se encuentran en un estado
anovulatorio. Las concentraciones de los otros parametros hormonales como: FSH,
testosterona y progesterona para ambos grupos no tuvieron cambios significativos y se

encontraron dentro de los valores de referencia para la poblacion que se estudié (Tabla 6).

Es importante remarcar que se han encontrado muy pocas mutaciones en genes de
hormonas gonadotrépicas, esto debido a que juegan un papel determinante en el correcto
funcionamiento del eje reproductivo, asi los pacientes identificados hasta la fecha

probablemente representan la parte mas severa del espectro fenotipico, en tanto que

desdrdenes asociados con fenotipos mas leves pueden ser mas comunes. (Achermann et al.,

54



Resultados y discusién

2001). Actualmente se conocen seis polimorfismos silenciosos diferentes, presentes tanto
en exones como en intrones del gen de I8(Hdhtaniemi & Pettersson, 1998). Uno de

estos polimorfismos (T82C/T104C) cuya combinacién da como resultado el cambio en dos
aminoacidos (Trp8Arg/llel5Thr) y que ademas se ha visto que incrementa la actividad
bioldgica de la hormona pero disminuye su vida media (Furui et al., 1994), fue localizado
en el presente estudio en dos nifios control (14.3%), éste cambio es el que mas se ha
estudiado y se ha denominado comunmente como variante de la LH (V-LH), esta variante
se encuentra en todo el mundo con una frecuencia altamente variable (de 0 hasta 52%) en
cohortes estudiadas en diferentes paises y en diferentes grupos étnicos, con diferentes
efectos entre ellos, por ejemplo, en la poblacion Finlandesa que porta esta variable son
aparentemente sanos ya que no se han reportado casos de infertilidad o subfertilidad, en
cambio en la poblacion Japonesa esta variante esta relacionada con la infertilidad y con
diversos desordenes menstruales (Takahashi et al., 2003). Adicionalmente, en los sujetos
control de nuestro estudio se encontré otro cambio i) cuyo efecto sobre la LH

aun no se conoce. Este es un hallazgo interesante ya que se trata de un polimorfismo triple
heterocigoto que no ha sido reportado previamente y, por lo tanto se carece de informacién
acerca del impacto que esta combinacion pudiera tener en la funcion de la proteina. Estos
cambios en la secuencia de aminoacidosg@rg lleisThr e HigoArg) hacen a la LH
semejante de la hCG, de acuerdo a Furui y cols., 1994. Es posible que estos cambios
resulten de la recombinaciéon homéloga entre el gen de fayLitho de los 6 genes de la

CGB (Maston & Ruvolo, 200R Por otra parte, también mencionan que estas dos hormonas
poseen actividades bioldgicas similares (Furui et al., 1994), lo cual podria explicar el que
estos nifios tengan un desarrollo puberal normal, de manera que el triple cambio mantiene
un porcentaje importante de la actividad biolégica normal, sin embargo no se puede
descartar que estas variaciones impliquen alguna consecuencia en dichos sujetos en un
futuro, por lo tanto es necesario realizar un seguimiento en estos nifios para detectar efectos
posteriores, ademas de que seria interesante incrementar el nimero de personas a estudiar
que posean estas variantes, asi como realizar ensayos de actividad bioldgica para
determinar si la variante triple tiene un efecto importante sobre la funcién de la proteina

final que pudiera relacionarse con padecimientos tales como la infertilidad, alteraciones
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menstruales, entre otros o simplemente se trata de un polimorfismo triple propio de la

poblacion mexicana.

Por otra parte, en nuestro estudio también fueron encontrados otros 2 tipos de cambios
(SNP’s); el primero del tipo sindbnimo o silencios@43C ( Pro) y GoisA (Val) en el exon

2 en un porcentaje del 60% en controles y un 57.14% en pacientes y un caggbio C

(Gly) en el exén 3 en un nifio control (4%); este tipo de cambios a menudo se piensa que
no tienen ninguna consecuencia al tratarse de cambios de una sola base en un triplete que
codifica para el mismo aminoacido, no obstante se ha visto que pueden estar relacionadas
con alteraciones en la velocidad de transcripcion, el splicing alternativo y en el ritmo al que
una proteina se pliega pudiendo afectar de manera sutil la estructura terciaria de la proteina
y por ende su funcion (Caceres & Kornblihtt, 2002; Kimchi-Sarfaty et al., 2007; Pagani et
al., 2005). Los otros cambios detectados son del tipo intronigel (Cio9sT, Gi102A), €N

este caso se cree que al localizarse en zonas no codificantes no se encuentran asociados con
alguna anormalidad en la funcion de la proteina final ya que ésta es resultado Unicamente
de la traduccion de los exones; sin embargo se han asociado mutaciones cercanas al sitio de
inicio del exon con la introduccion de nuevos sitios de inicio de la transcripcion, también se
han encontrado alteraciones en las secuencias de empalme (dependiendo de la distancia
entre el cambio y la secuencia de inicio) y mutaciones que pudieran afectar la funcién de
elementos regulatorios del splicing vinculados con enfermedades tales como el cancer
(Nagano & Yamashita, 2004); todas estas variantes en el gen defléhdr sido
registradas, pero su relevancia clinica no ha sido reportada por lo que, al igual que en el

polimorfismo triple, es necesario realizar estudios de actividad bioldgica.

Estos estudios son muy interesantes ya que no solo nos muestran la distribucion de estas
variantes alrededor del mundo, sino también los diferentes efectos que pudieran tener
dependiendo del lugar donde se presente lo cual reafirma el término de variabilidad
genética, que puede estar causada por mutaciones, recombinaciones y alteraciones en el
cariotipo. Los procesos que eliminan variabilidad genética son la seleccion natural y la
deriva genética, por lo tanto también es importante considerar la antigiiedad de las
poblaciones estudiadas ya que algunas formas del gen pueden ser formas ancestrales, por
ejemplo que son sustituidas por otras conforme fueron emigrando nuestros ancestros por el
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mundo e incluso se especula que estas variantes pudieran ofrecer una ventaja en
condiciones ambientales especificas.

Por ultimo, es importante analizar de manera particular las variantes moleculares que se

encuentran en la poblacibn mexicana para evaluar padecimientos hereditarios y de

susceptibilidad a enfermedades para que, definiendo la base genética, se pueda dar un
mejor manejo terapéutico, proporcionar un asesoramiento mas adecuado para el paciente y
su familia, asi como también permita el desarrollo de nuevos y mejores tratamientos para

este tipo de padecimientos en un futuro (Achermann et al., 2001).
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Conclusiones

e La variante triple Trp8Arg/His10Arg/llel5Thr de kubunidadf3 de la LH se
encuentra en la poblacion mexicana y no parece eséaionada con el retraso en

el desarrollo puberal.

e Variantes del tipo intrénico @iT, Ciogsl, Gr10A) ¥ Sinénimos: Go:1C (Val) y
C103A (Pro) en el exdn 2 yfsT (Gly) en el exén 3, fueron encontrados tanto en
sujetos control como en pacientes por lo que podsé también excluidas como
posibles causas de este padecimiento, sin embargoambos casos en necesario
realizar ensayos bioldgicos para descartar totakndéan posibilidad, asi como

valorar sus efectos en el desarrollo y funcion grimst
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APENDICE |
EXTRACCION DE DNA
Reactivos:

v' Sacarosa Triton 2X
Sacarosa Triton 1X
Buffer de Lisis Nuclear
SDS 10%

Proteinasa K 5 mg/mL
NaCl saturado

Etanol 100%

Etanol 70%

Buffer TE

Hipoclorito de Sodio

NSNS

Preparacion de Reactivos:

v/ Sacarosa Tritdn 2X Sacarosa 219 g (0.64 M)
Tris-Base 2.42 g (0.02 M)
Mg&P.03 g (0.01 M)
Tritdbn 100X 10 mL (2%)
Vaciar todos los reactivos a un vaso de precipitados de 1000 mL y agregar
aproximadamente 800 mL de agua desionizada.
Mezclar en el agitador magnético hasta que se homogenice.
Ajustar el pH a 7.6
Aforar a 1L
Filtrar con membrana

Almacenar a 4°C

Sacarosa Tritdbn 1XTomar un volumen de Sacarosa 2X y agregar un volumen igual de

agua desionizada. Mezclar hasta homogenizar. Almacenar a 4°C.
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v Buffer Lisis Nuclear: Tris-Base 1.21 g (10 mM)
Na@B.4 gr (400 mM)
MEDTA 0.75 gr (2 mM)
Vaciar todos los reactivos a un vaso de precipitados de 500 mL y agregar aprox. 300 mL de
agua desionizada.
Mezclar en el agitador magnético hasta que se homogenice.
Aforarar a 500 mL.
Esterilizar en autoclave.

Almacenar a Temperatura ambiente

v Proteinasa K 5 mg/mLPesar 50 mg de la proteinasa (0.050 g)
Llevar a 10 mL
Mezclar completamente
Hacer alicuotas dgub00

Almacenar a —20°C

v" NaCl saturado:Disolver 35gr de NaCl en 100 mL de agua desionizada.
Solubilizar lo mas posible. (Queda una capa de sal en el
fondo).

Almacenar a temperatura ambiente.

v' Etanol 70%: Tomar 70 mL del alcohol absoluto (100%) y agregar 30 mL de agua

desionizada. Mezclar hasta homogenizar. Almacenar a 4°C.

v Buffer TE : Tomar 1 mL de Tris/HCL 10 mM a pH 8.0
Agregar 20@ de EDTA0.5M apH 8.0
Aforar a 100 mL

Almacenar a temperatura ambiente.
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v" Tris/HCI 10mM a pH 8.0 :Pesar 30.275 g de Tris/HCI
Disolver con 150 mL de agua desionizada.
Ajustar el pH a 8.0
Aforar a 250 mL

Almacenar a temperatura ambiente.

PROCEDIMIENTO

La técnica se hace en dos partes:

12 Parte

1. Sacar del congelador los tubos con 10 mL de sangre total (de preferencia s6lo 5 por
sesion) y permitir que alcancen la temperatura ambiente (la sangre debe estar totalmente

descongelada).

2. Mezclar suavemente por inversion y colocar en hielo.

3. Llevar, cada tubo, a un volumen de 35 mL con solucion sacarosa-triton 2X fria.

4. Llevar a un volumen final de 50 mL con agua desionizada y estéril.

5. Mezclar suavemente por inversion y dejar incubar 10 min en hielo (mezclando de vez
en cuando).

6. Centrifugar a 2000 rpm durante 15 min a 4°C.

7. Decantar el sobrenadante en un recipiente con hipoclorito de sodio y desechar.

8. Lavar el botdén que queda con 5 mL de solucion sacarosa triton 1X fria.

9. Centrifugar a 2000 rpm durante 15 min a 4°C.

10. Decantar el sobrenadante en un recipiente con hipoclorito de sodio y desechar. Se debe
ver un pellet rosado, si no lavar nuevamente con sacarosa triton 1X fria. (Si el botén no
se utiliza inmediatamente, congelar a —70°C hasta su uso).

11.Agregar 3 mL de buffer de lisis nuclear, al pellet, y resuspender con una pipeta pasteur
sellada de la punta.

12.Agregar 216uL de SDS al 10%, mezclar suavemente con la pipeta.

13. Agregar 10QuL de Proteinasa K (5 mg/mL) y mezclar suavemente con la pipeta.

14.Incubar en Bafio Maria a 37°C con agitacion suave toda la noche (min. 8 — 10 hrs).
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22 Parte

15.Transferir toda la muestra a tubos cénicos estériles de 15 mL.

16.Agregar 1 mL de NaCl saturado y agitar vigorosamente (hay formacién de espuma)

17.Centrifugar a 2000 rpm durante 15 min a 4 °C.

18.Transferir ,con mucho cuidado y con micropipetd sobrenadante a otro tubo conico
de 15 mL EL SOBRENADANTE ES LO QUE SIRVE).

19.Agregar un volumen 2 veces igual al de la muestra de etanol al 100% frio.

20.Mezclar suavemente por inversion (Se observa la hebra de DNA).

21.Sacar el DNA precipitado con una pipeta pasteur sellada de la punta.

22.Lavar el DNA precipitado con etanol al 70%, dentro de un tubo eppendorf, moviendo
suavemente la pipeta.

23.Dejar secar completamente, a temperatura ambiente, el DNA que esta adherido en la
pipeta pasteur (Con la punta hacia arriba. EI DNA seco es transparente).

24.Depositar el DNA en aprox. 2QQ. de buffer TE en un tubo eppendorf estéril y dejar el
tubo, con la pipeta dentro, 20 min a 37°C para incorporar la mayor cantidad posible de
DNA.

25.Cuantificar el DNA (Lectura esperada de 1.7-2.0)

"Cuantificacién de DNA.- Hacer una dilucién 1:200 de los 2pQ de TE donde esta
contenido el DNA (4L muestra + 995IL de agua desionizada). Mezclar en el vortex 1-2

seg. Leer por duplicado a 260 y 280 nm. Las preparaciones puras tienen valores de 1.7—
2.0.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CON P #

Reactivos:

v' Super agua
DMSO (dimetilsulféxido) estéril
Buffer 10X Promega)
Solucién de MgCGi 25 mM Promega)
Solucién de dNTP (20 mM, pH 8.0), la cual contiene los cuatro dNTPs.
Buffer de carga ADN
Bromuro de etidio
v Hielo

Enzimas:

NN N N N

DNA polimerasa termoestable (Taq ADN polimerasa) de marca Promega
Acidos nucleicos y oligonucléotidos:
* ADN genémico humano disuelto en solucion de TE a 10 pug/mL, pH 7.6
e Primers 5’-3'y 3'-5’ en concentracion de 20 uM cada uno y pH 7.6

e Marcador de pares de bases (100 pb)

Preparacion de reactivos:
v Buffer 10X para la Taq polimerasa (Promega)
600 puL de MgCGl 25 mM + 400 pL de Buffer 10X
Guardar a -20°C
v" Solucion de dNTPs (25 mM, pH 8.0)
Para 10 mM se colocan 25 uL de dATP, dTTP, dCTP y dGTP
Aforara a 500 pL con 400 pL de super agua
Guardar a -20°C

v' Super agua Se filtra por una membrana de 0.45 um y se esteriliza en autoclave.
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PROCEDIMIENTO

1. Hacer la mezcla de reaccién, en un tubo eppendorf de 1 mL,que debe contener por cada

N o ok~ w N

muestra de DNA que se va a procesar:

Solucion dNTP 25 mM %
Buffer 10X g
Oligo 5’ 20 uM 0.4pL
Oligo 3’20 uM 0.4puL
[a-*2P] dCTP OuI3
DNA polimerasa termoestable QuL3
DMSO 1.0uL
Agua desionizada 3.8uL

Agregar 5.594L de la mezcla de reaccion a cada tubo eppendorf dgl200

Agregar 1uL de DNA gendmico, en el tubo correspondiente

Colocar los tubos con la mezcla de reaccion y DNA gendmico en el termociclador.
Escoger el programa correspondiente al gen que se esta estudiando.

Dejar que corra el programa.

Al terminar, realizar una electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro

de etidio para verificar que se haya amplificado el segmento de DNA deseado.
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PREPARACION DE UN GEL DE AGAROSA

Reactivos:

v' Agarosa

v' Buffer TBE 1X

v Bromuro de etidio

v Buffer de carga (Azul de Bromofenol 0.25%, cianol-xileno 0.25%, Ficoll 400 15%)

PROCEDIMIENTO

1.

© © N o

Debe prepararse suficiente buffer de electroforesis (TBE 1X) para llenar el tanque y
preparar el gel.

Adicionar la cantidad necesaria de agarosa a una cantidad medida de buffer en un
matraz Erlenmeyer. (El buffer no debe ocupar mas del 50% del volumen del matraz)
Calentar en el microondas hasta que se disuelva la agarosa (15-20 seg,)

Enfriar la solucion aprox. a 60°C y adicionar el bromuro de etidiol(por cada 50

mL) y mezclar completamente.

Agregar la solucion tibia al molde de la cdmarae previamente tiene colocado el
peine

Dejar que gelifique (30-45 min) y retirar el peine.

Adicionar el buffer de electroforesis al tanque hasta cubrir el gel aprox. Imm.
Mezclar5uL de las muestras de DNA comuB de buffer de carga.

Cargar lentamente la mezcla en los pozos del Gainlpién debe cargarse un marcador

de DNA de tamafio conocido en un extremo)

10.Tapar el tanque y conectar los electrod&.INA migra hacia el anodo, que es el

cable rojo)

11.Aplicar un voltaje de 80 V

12.Se corre el gel hasta que los colorantes hayan migrado una distancia apropiada a través

del gel.

13.Apagar la corriente y quitar los electrodos.

14.0Observar el gel con luz UV
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ANALISIS POLIMORFICO CONFORMACIONAL DE CADECA SIMPLE
(SSCP)

La sustitucion de una sola base es suficiente para alterar la movilidad de una sola cadena de
DNA que es sometida a electroforesis en geles de poliacrilamida no desnaturalizados.
Dicha movilidad es atribuida a cambios conformacionales, resultantes de sustituciones,
inserciones o deleciones en una cadena del DNA. Asi pues, este método permite detectar
alguna alteracion del DNA, basandose en la digestion del DNA por medio de enzimas de
restriccion, su desnaturalizacién y electroforesis en un gel de poliacrilamida (Estrada-
Cuzcano et al., 2005).
El analisis SSCP implica tres pasos:

a) Amplificacion de la region de interés mediante PCR

b) Desnaturalizacion de los productos obtenidos en el PCR

c) Electroforesis del ADN de cadena simple por medio de un gel de poliacrilamida a

pH neutro.
Reactivos:
v" DNA amplificado por PCR

dNTPs para SSCP
Buffer de carga para SSCP
TBE 1X
TBE 10X
Hielo
Acrilamida al 30%
TEMED (N,N,N’, N’-tetrametiletilendiamina)
Persulfato de amonio 10% w/v
Cloruro de calcio

Glicerol

N N N N N N N N

Agua destilada y estéril
Geles:
Gel neutro de poliacrilamida al 5.4% sin glicerol

Gel neutro de poliacrilamida al 5.4% con glicerol
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Gel neutro de poliacrilamida al 8.0% sin glicerol

Gel neutro de poliacrilamida al 8.0% con glicerol

Preparacion de reactivos:

v" dNTPs para SSCP:

Para una concentracion de 10mM se colocan en un tubo eppendorf de 0.5
mL
25 uL de dATP, dTTP y dGTP, respectivamente.
12.5 puL de dCTP y 12.5 pL de dCTP que contiée como marcador
radiactivo.
Aforar a 400 pL con 312.5 pL de super agua.
Guardar a -20°C

v Buffer de carga para SSCP:
Azul de bromofenol 25 mg
Cianol-Xileno 25mg

Llevar a 10 mL, filtrar con membrana de 0.45 um y tomar alicuotas de 500 pL

v" Gel neutro de poliacrilamida al 5.4% sin glicerol:
Agua destilada 42.91 mL
TBE 5X 14.0 mL
Acrilamida:Bisacrilamida 30% 12.6 mL
Para un volumen de 70 mL, degasificar con agitacion al vacio durante 5’,

adicionar persulfato de amonio al 10% y 15 puL de TEMED.

v" Gel neutro de poliacrilamida al 5.4% con glicerol:

Agua destilada 35.91 mL
Glicerol 7.0 mL
TBE 5X 14.0 mL
Acrilamida:Bisacrilamida 30% 12.6 mL

Para un volumen de 70 mL, degasificar con agitacion al vacio durante 5’,

adicionar persulfato de amonio al 10% y 15 puL de TEMED.
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v" Gel neutro de poliacrilamida al 8.0% sin glicerol:

Agua destilada 36.85 mL
TBE 5X 14.0 mL
Acrilamida:Bisacrilamida 30% 18.6 mL

Para un volumen de 70 mL, degasificar con agitacion al vacio durante 5’,

adicionar persulfato de amonio al 10% y 15 uL de TEMED.

v Gel neutro de poliacrilamida al 8.0% con glierol:

Agua destilada 29.85 mL
Glicerol 7.0 mL
TBE 5X 14.0 mL
Acrilamida:Bisacrilamida 30% 18.6 mL

Para un volumen de 70 mL, degasificar con agitacion al vacio durante 5’,

adicionar persulfato de amonio al 10% y 15 uL de TEMED.

PROCEDIMIENTO

Preparar el gel de poliacrilamida.

Tomar 2L de cada muestra de PCE.P

Agregar, a cada muestra, @B de buffer de carga para SSCP.
Desnaturalizar las muestras a 95° C durante cinco minutos.

Dejar reposar otros cinco minutos en hielo.

o gk w h PR

Colocar, en la camara de electroforesis, los vidrios que contienen el gel de

poliacrilamida.

N

Llenar la cAmara con buffer TBE 1X.
8. Colocar de 3L de cada muestra desnaturalizada en los pozos del gel.

9. Aplicar una corriente de 190V por 22 horas para geles sin glicerol
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10.Al término de la electroforesis, separar los vidrms(mucho cuidado para no romper
el gel)
11.Transferir el gel a un papel filtro Whatman 3MM.
12.Secar, el gel, en un desecador (Gel Dryer GD2A, Labnet) por 60 minutos a 75° C.
13.Colocar, el gel adherido al papel, en un cartucho con pantallas intensificadoras y se
exponer a una placa para rayos X durante 24 horas a temperatura ambiente.
14.Revelar la placa.

SECUENCIACION AUTOMATICA

El siguiente esquema representa de forma abreviada el método automatico de

Secuenciacion automatica

ddTTP ddATP (MCTP ddGTP

Gracias al empleo de 4
fluorocromes diferenies, se puede
combinar el resuliado de las 4
reacciones y aplicar la mezcla a
un mismo pocille del gel de
eleciroforesis.

Se genera un registro
ST
perfiles de color, que
\‘ ‘///’ i p EFs combinades se interpretan
detectar los 4 colores tras R
Gl: acabar la separacion
El color de cada —— |T, | electroforética, sine que
handa corresponde | | |46 incluso sezin va
—— |#5 | iranscurriendo ésta el W \
N E detector puede medir 1a | |
T presencia de las handas | |
g yue van pasando por el |
— | A haz lizer ¥ su color. I
— 3 S'CETGTEGACTCCG
E m—"
: e - e P
Laser |7 | — | & [elhlels
: [ -
o ===

Electroforesis

Figura 22. Secuenciacién automatica
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HOSPITAL MATERNO INFANTIL INGUARAN
Clinica de Atencion Integral para la Salud de la
Adolescencia
HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
Laboratorio de Endocrinologia Molect

CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN LA
INVESTIGACION:

BUSQUEDA DE POLIMORFISMOS Y MUTACIONES EN EL GEN DE LA
HORMONA LUTEINIZANTE Y SU ASOCIACION CON EL RETRASO EN EL
DESARROLLO DE LA PUBERTAD

México D.F., Fecha:

A quien corresponda:

Yo,

signatario de la presente, en forma libre y voluntaria autorizo que mi hijo
de

afos de edad participe en el estu@idsqueda de polimorfismos y mutaciones en el gen

de la hormona luteinizante y su asociacion con el retraso en el desarrollo de la

pubertad”, el cual se llevard a cabo en el Hospital Juarez de México y cuyos objetivos

consisten en evaluar los cambios en el gen de la hormona luteinizante, asi como de su

receptor en pacientes con retraso en el desarrollo de la pubertad.

Se me ha informado de los motivos y forma en que se llevara a cabo el estudio, asi como la
manera y condiciones en las que se le tomara una muestra de sangre, dandome la
oportunidad para hacer preguntas libremente, por lo que estoy satisfecho de la informacion

y respuestas recibidas.

Estoy enterado de que puedo retirar a mi hijo del estudio en el momento en que yo lo
decida, sin que esto repercuta en su atencion subsiguiente como paciente de este Hospital.

Firma del Padre (Madre)

Nombre y firma del Testigo
Direccion

Nombre y firma del Testigo
Direccion

Firma del Investigador
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