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RESUMEN
Buasqueda de mutaciones en el gen del receptor de Hormona Liberadora
de Hormona del Crecimiento (GHRH) en adenomas bhipofisarios
productores de Hormona del Crecimiento (GH).
INTRODUCCION. Una mutacion activadora de la subunidad o de la proteina
G asociada al receptor de GHRH ha sido implicada como la causa del 8 — 40%
de los adenomas productores de GH con una gran variabilidad étnica. Een los
adenomas restantes la causa es desconocida. La ausencia de una explicacién
etioldgica en los adenomas productores de GH gsp negativos ha enfocado la
bisqueda hacia otros genes candidatos. La pérdida de la heterocigozidad del
cromosoma 11q 13, la hiperfuncidon de la via de sefalizacion de Pit-1 - CREB y
los PTTG entre otros, han sido estudiados pero no se ha probado una
asociacion fuerte con la presencia de acromegalia. La proliferacion de las
células del somatotropo asi como la produccion y secrecion de GH dependen
de una regulacién equilibrada de los péptidos hipotalamicos GHRH y SIRH. En
analogia con otros tumores endocrinos auténomos (el receptor de TSH en
adenomas tiroideos toxicos), mutaciones del receptor de GHRH pueden dar
origen a la activacién constitutiva de las vias de sefalizacién produciendo
proliferacién celular y secrecion de GH autéonomas. Hasta el momento no se
han reportado consistentemente alteraciones génicas del gen del receptor
GHRH, sin embargo este mecanismo patogénico permanece abierto.
OBJETIVO. Identificar alteraciones genéticas del gen del receptor de GHRH.
MATERIALES Y METODOS. Se aisld DNA gendmico de 44 adenomas
productores de GH, 17 macroadenomas hipofisarios no funcionantes (MAHNF)
y células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 20 voluntarios sanos.
Mediante PCR se amplificaron {os exones 3, 7 y 13 del gen del receptor de
GHRH y los productos obtenidos fueron secuenciados automaticamente.
RESULTADOS. No se encontraron mutaciones en los exones 3 y 7. Se
encontré una mutacion puntual en el exén 13 (ATG422ACG) que produce la
sustitucion de metionina por treonina en 24 de 44 somatotropinomas (54%), en
4 de 17 MAHNF (22%) y 8 de 20 (40%) de CMSP de los voluntarios sanos. La
proporcion de somatotropinomas con la mutacion fue estadisticamente diferente
de la de los MAHNF (p 0.028) pero no hubo diferencia con la de la CMSP (p
0.2). La presencia de esta mutacion produce un OR de 3.5 (IC 95% 1.0-13.5)
entre acromegalia y MAHNF y 1.0 (IC 95% 0.61-5.2) entre acromegalia y
CMSP.
DISCUSION. Varios estudios han descrito mutaciones en el receptor de GHRH
pero en la mayoria de ellos no se ha probado una ganancia rea!l de la funcion
en la via de sefalizacion. La alta prevalencia de ATG422ACG en nuestros
pacientes con somatotropinomas es llamativa, sin embargo, su descubrimiento
en MAHNF y voluntarios sanos hace poco probable que constituya un
mecanismo etiopatogénico importante aunque podria contribuir como un factor
permisivo en el desarrollo de acromegalia.




ABSTRACT
Search for Mutations of the Growth Hormone (GH)-Releasing Hormone
Receptor (GHRHR) Gene in GH-Secreting Pituitary Adenomas.
BACKGROUND. An activating mutation of the a subunit of the G protein-
coupled GH-Releasing Hormone Receptor (GHRHR) has been implicated as the
cause of 8 - 40% of GH-secreting adenomas with a remarkable ethnic variability.
In the remaining adenomas the cause is still elusive. The lack of an etiologic
explanation in gsp-negative GH-secreting adenomas has focused the search in
other candidate genes. Loss of heterozygocity of chromosome 11913,
overfunction of the signaling pathway of Pit-1 - CREB and PTTG among others,
have been studied, but a strong association with the presence of acromegaly
has not been proven. Somatotrope cell proliferation as well as GH production
and secretion depend on an equilibrated regulation of the hypothalamic peptides
GHRH and SiRH. In analogy with others autonomous endocrine tumors (v. gr.
TSH receptor in hyperfunctioning thyroid adenomas), mutations of the GHRH-R
could give rise to constitutive activation of the signaling pathways leading to
autonomous GH production and cell proliferation of the somatotrope. No
functionally significant genetic alterations of the GHRH-R gene have been
consistently found to date, although this pathogenic mechanism remains open.
OBJECTIVE. To identify genetic alterations of the GHRHR gene,
MATERIALS AND METHODS. Genomic DNA was isolated from 44 GH-
secreting tumors, 17 Non-Functioning Pituitary Adenomas (NFPA) and
Peripheral Blood Mononuciear Celis (PBMC) from 20 healthy volunteers. Exons
3, 7 and 13 of the GHRH-R were amplified by PCR using specific primers and
the products thus obtained were automatically sequenced.
RESULTS. No mutations were found in exons 3 and 7. A point mutation in exon
13 (ATG422ACG) leading to a Methionine for Threonine substitution was found
in 24 out of 44 somatotropinomas (54%), but also in 4 out of 17 NFPA (22%)
and 8 out of 20 (40%) of PBMC from healthy volunteers. The sequences
showed that 25% (6/24) of somatotropinomas and NFPA (1/4), as well as 12.5%
(1/8) of the PBMC had a homozygous pattern in the electrospherogram. The
proportion of somatotropinomas harboring the mutation (54%) was statistically
different from that of NFPA (22%) (p 0.028) but there was no difference with
PBMC (40%) (p 0.2). The presence of this mutation leads to an OR of 3.5 (95%
C1 1.0 - 13.5) among acromegaly and NFPA and 1.0 (95% CI 0.61 - 5.2) among
acromegaly and PBMC.
DISCUSSION. Several studies have described mutations in the GHRHR but the
biofunctional analysis have not proved an actual gain of function in the signaling
pathway in most of them. The oncogenesis of acromegaly remains incompletely
explained. In spite of well known pathogenic mechanisms, there is a myriad of
cellular and molecular events waiting to be discovered. The high prevalence of
ATG422ACG in our patients with somatotropinomas is striking, however, its
finding in NFPA and healthy volunteers, makes it unlikely that it constitutes a
major etiopathogenic mechanism, ailthough it could contribute as a permissive
factor in the development of acromegaly.
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ANTECEDENTES

ONCOGENESIS ENDOCRINA.

Actualmente la patogénesis de la neoplasia endocrina esta dominada por
tres conceptos. Et primero de estos conceptos parte del hecho de que todos los
sistemas hormonales estan regulados por mecanismos de retroalimentacion,
negativa o positiva, en éste se propone que los adenomas se originan como
una consecuencia de la regulacion fisioldgica anormal (1,2,3). En el segundo se
propone que los adenomas se originan por ia activacion de un oncogén o por la
pérdida de la funcion de un gen supresor de tumores; y el tercer concepto
argumenta que la estimulacidn anormal puede inducir desregulacion genética o
activar un oncogén (1,4).

Es muy probable que los factores que gobiernan la diferenciacion celular
en la hipdfisis jueguen un papel importante en la determinacion de la actividad
hormonal y en la citodiferenciacion de los adenomas hipofisarios. En la hipofisis,
han sido identificadas diferentes proteinas reguladoras de la transcripcion de
diversos genes y han sido implicadas como elementos clave en la definicion de
los fenotipos celulares especificos y en la regulacién de la expresion de genes
codificadores de hormonas (5). El conocimiento de las vias de
citodiferenciacidon hipofisaria (Figura 1) ha tenido avances recientes sobre todo
con el advenimiento de la embriologia molecular.
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El desarrollo de neoplasias endocrinas requiere de todo un espectro de
alteraciones genéticas sucesivas que van de la disregulacién de la proliferacion
y diferenciacién celulares, a la produccion especifica de hormonas. Estas
alteraciones pueden ser mediadas a través de la activacion de la funcion de un
oncogén o por la inactivacion de un gen supresor de tumores (6). Las
mutaciones que resultan en aumento de la funcién son eventos dominantes y
un solo alelo alterado provoca cambios fenotipicos, incluyendo transformacion
celular y secrecidn hormonal irrestricta (6). En contraste, las alteraciones de los
genes supresores de tumores son recesivas y por lo tanto tienen que estar
aiterados ambos alelos para que se presente la proliferacion celular anormal. Es
aqui donde aplica la hipotesis del doble golpe (two-hit) propuesta por Knudson
(6), en la que uno de los alelos presenta una mutacion germinal congénita que
no se expresa fenotipicamente hasta que se adquiere una pérdida alélica
somatica (Figura 2).

Ma Mb Pa Pb

Gen supresor
de tumores — %

Mutacién /vl Primer *golpe™

Germinal
Mb Pa

Mutaciones Segundo “golpe™
Somiticas / l \

Mb Pa Mb Pa Mb Pa
Mutacion . No
puntual Delecion disyuncion

FIGURA 2. MODELO DE KNUDSON. Ma y Mb: Alelos maternos. Pay
Pb: Alelos paternos

Mutaciones Inactivadoras: La Neoptlasia Endocrina Multiple Tipo 1
(MEN 1) es una condicion con patréon de herencia autosomico recesivo que se
caracteriza por el desarrollo de neoplasias endocrinas principalmente en
paratiroides, pancreas insular e hipofisis. El hiperparatiroidismo primario por
hiperplasia o adenomatosis maltiple es la anomalia hormonal mas frecuente,
seguida por tumores endocrinos del pancreas (fundamentalmente gastrinomas
e insulinomas) y adenomas hipofisarios. Los tumores del lactotropo son los mas
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frecuentes, pero también hay familias con acromegalia y sindrome de Cushing
hipofisario. Los mecanismos moleculares de la NEM-1 son complejos pero en la
actualidad, el defecto se ha localizado al cromosoma 11913, locus donde se
encuentra un gen supresor de tumores que codifica una proteina recientemente
denominada "menina” (6-9). Aunque se han buscado en forma intencionada, no
se han encontrado mutaciones del gen de la menina en la acromegalia. En
algunos casos de acromegalia familiar aislada se ha demostrado pérdida del
estado heterocigoto del cromosoma 11913, lo cual sugiere que algun gen
supresor de tumores en esta region, diferente al gen de la menina, puede estar
involucrado en la oncogénesis de estos tumores. En forma similar, se ha
descrito en algunos casos, pérdida del estado heterocigoto de las regiones
cromosomicas 13q y 9921, que es donde se codifican las proteinas RB y P16,
respectivamente, ambas involucradas en la regulacion del ciclo celutar (10,11).
A pesar de todos estos resultados, no ha sido identificada en forma consistente
ia pérdida de la actividad de algun gen supresor de tumores en los adenomas
hipofisarios esporadicos.

Mutaciones Activadoras: Se ha demostrado la presencia de
mutaciones del gen gsp-alfa, que condicionan la activacion constitutiva de la
proteina G asociada al receptor de GHRH en la acromegalia. Esta mutacion,
explica, en el mejor de los casos, solo el 40% de los tumores productores de
GH. Recientemente se ha aislado el DNAc de un grupo de genes conocido
como gen transforrmador de tumor hipofisario (PTTG) a partir de tumores
hipofisarios de rata (9,12). Se ha comprobado in vitro que el producto proteico
de este gen promueve la transformacion tumoral (12). Hasta el momento se han
descrito 5§ genes, el primero de ellos, fue localizado en el cromosoma 5p33, que
es conocido por su predisposicion para el desarrollo de diversas neoplasias
malignas (13). Existe una expresion concordante entre el PTTG y el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), por lo que se ha propuesto que entre Jos dos
integren un asa de regulacion paracrina (12).

En el contexto de alteraciones genéticas que producen ganancia de
funcion, se han descrito mutaciones puntuales en diferentes regiones de
receptores que pertenecen a la misma familia del GHRHR, éstas condicionan
activacion constitutiva del receptor y eventualmente, formacion de tumores. Asi,
existen mutaciones activadoras en el gen del receptor de TSH que causan
adenomas tiroideos hiperfuncionantes (14-17), mutaciones en los genes de los
receptores de FSH y LH como causa de pubertad precoz (18) y adenomas
hiperfuncionantes de ovario y/o testiculo (19,20). Experimentalmente, la
inoculacion de ratones con fibroblastos que poseen mutaciones activadoras del
gen del receptor adrenérgico alfa1B induce transformacion maligna (21).

Aunque en los ejemplos anteriores se ha observado una gran diversidad
en los sitios de las mutaciones que producen ganancia de funcién, parece ser
que los sitios de la molécula mas frecuentemente alterados son la region
extracelular, la tercera asa intracelular y el quinto y sexto dominios
transmembrana (22). Estos sitios de la molécula de los receptores acoplados a
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un factor de
crecimiento

extracelular, la tercera asa. intracelular y . el - quinto y sexto dominios
transmembrana (22). Estos sitios de la molécula de los receptores acoplados a
proteinas G, son importantes debldo a su lnteracclon con el ligando y la
proteina G asociada (22).

Mudltiples mecanismos pamcupan en los complejos eventos que culminan
en la formacion de un adenoma hipofisario; éstos incluyen mutaciones
tempranas que probablemente causen la pérdida de la inhibicion del
crecimiento de células hipofisarias estaminales, mutaciones activadoras que
ocurren cerca de los factores de crecimiento y expansion clonal sujeta al
estimulo de diversos factores permisivos (6) (Figura 3).

CELULA ESTAMINAL

~Activacion
de un v v v v
oncogen
*Pérdida dc
un gen GONADOTROPO SOMATOTROFPO LACTOTROPO CORTICOTROPO
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aberrante de

INFLUENCIAS
HIPOTALAMICAS
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FIGURA 3. CASCADA DE EVENTOS ENVUELTOS EN LA GENESIS
TUMORAL HIPOFISARIA
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ONCOGENESIS DE LA ACROMEGALIA

Para el caso particular de la patogénesis de tumores hipofisarios
productores de GH que causan acromegalia, los estudios dirigidos a encontrar
alteraciones genéticas han resultado en la descripcién de las mutaciones del
gen de la menina en el cromosoma 11913 en acromegalia relacionada con NEM
1 (7.8). mutaciones activadoras del oncogén gsp-alfa en diversas poblaciones
(6,23-28), alteraciones en la senalizacion del CREB-Pit-1 y mas recientemente
el PTTG (12).

En un namero variable de tumores productores de GH se han encontrado
mutaciones en ta proteina G (gen gsp-a). La prevalencia de estas mutaciones
en pacientes acromegalicos es de hasta un 40% en poblaciones caucasicas
(25). Las mutaciones del gen gsp-alfa son infrecuentes en pacientes
acromegalicos japoneses (4-9%) (26,27), mientras que investigadores coreanos
han encontrado estas mutaciones hasta en un 50% de sus pacientes (28).
Recientemente, nuestro grupo ha estudiado la prevalencia de las mutaciones
del gen gsp-a la poblacion mestiza mexicana. Nuestros resultados muestran
una prevalencia de 28% en esta poblacion, de forma interesante, no se
demostré ninguna relacion entre la presencia de mutaciones y el
comportamiento clinico o biolégico de los adenomas (29).

Ademas del anteriormente descrito PTTG, se ha propuesto que puede
existir una alteracion en la fosforilacion de la unidad de sefializacion del CREB
y el Pit-1 (5), como lo sugiere la fosforilacion excesiva de los residuos de serina
en el CREB observada en una subpoblacion de somatotropinomas (8).

Los polipéptidos inhibidores y liberadores de! hipotalamo regulan
selectivamente la expresion genética y la secrecion de las hormonas
hipofisarias. Ya que ha sido demostrado que la GHRH aumenta la sintesis de
DNA en el somatotropo y que los ratones transgénicos para GHRH también
desarrollan hiperplasia del somatotropo y finalmente adenomas (30), es
probable que las acciones paracrina o endocrina alteradas de GHRH sean
permisivas para el crecimiento tumoral en la hipdfisis. Estos adenomas
hipofisarios se originan a partir de la expansion clonal de células diferenciadas
capaces de secretar los productos del gen de GH. Desde el punto de vista
celular, estos tumores provienen de céluias del somatotropo, mamosomatotropo
(productoras de GH y PRL) o células estaminales acidofilicas mas primitivas.
Sin importar su origen celular, la transformacion y la replicacion subsecuente de
éstas, resulta tanto en formacién de adenoma como en secrecion irrestricta de
GH (6).

En condiciones normaies, la secrecion de GH por las ceélulas
somatotropicas de la hipofisis anterior esta regulada por el influjo de factores
hipotalamicos y la retroalimentacion negativa de IGF-I. La GHRH hipotalamica
es un estimulador pulsatil de la GH, mientras que la somatostatina (SRIiH),
ejerce una accion inhibitoria de tipo tonico (30). Mas recientemente se ha
identificado a la “ghrelina”, que es ligando endogeno para un receptor llamado
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ejerce una accién inhibitoria de tipo ténico (30). Mas recientemente se ha
identificado a la “ghrel/ina”, que es ligando enddgeno para un receptor llamado
secretagogo de GH (GHS-R), que también forma parte de las asas de
regulacion (31). La GHRH interactia con un receptor de membrana especifico
en las células somatotrépicas, lo cual resulta en un aumento de ios niveles de
AMPc, promoviendo la expresion del gen de GH y estimulando la proliferacion
de las células somatotropicas (32,33). El GHRHR es un receptor cuya
estructura cruza siete veces la membrana celular y se encuentra asociado a
proteinas Gs (34,35). La identificacion molecular de este receptor se concluyd
en 1992 (35). A partir del estudio de tejido hipofisario de tumores productores
de GH, se consiguié aislar un cDNA con una extension total de 1269 pares de
bases (bp). La extension total de los 1269 bp codifica para una proteina de 423
aminoacidos con un peso molecular de 47,402 daltons (36). Un perfi
hidropatico de esta proteina confirmoé su asociacidn a proteinas G y también la
presencia de 7 regiones hidrofébicas que corresponden a los dominios
transmembrana, asi como un probable péptido senal en la regiobn amino
terminal (36). Existe la posibilidad que los aminoacidos 50 — 52 (Asn-Thr-Thr)
correspondan a un sitio de glucosilacion (36). La proteina obtenida tiene una
relacidon estructural importante con los receptores de VIP y secretina, seguido
por los de paratohormona (PTH) y calcitonina (homologia de 387, 388, 262 y
367 aminoacidos respectivamente) (36). Los receptores para GHRH clonados
en ratas y en humanos, tienen una importante homologia, lo cual demuestra la
conservacion evolutiva de esta proteina y su importancia filogenética, sobretodo
en los dominios transmembrana 1, 2, 5, 6 y 7, asi como en la regién amino
terminal rica en residuos de cisteina (35). Esta regién probablemente
represente el dominio de unidon con el ligando y se presenta de forma similar
con 6 residuos de cisteina conservados en los receptores de secretina y VIP.
Figura 4.
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Los defectos en la senalizacion dependiente de GHRH podrian jugar un
papel en algunas de las alteraciones del crecimiento. El modelo murino de
enanismo conocido como “little mouse” y el sindrome caracterizado en 1998
como el “Enanismo de Sindh” son ejemplos de esta clase de aiteraciones
(36,37). En estas condiciones se han demostrado mutaciones del gen de
GHRHR que resuitan en una molécula truncada que no produce senalizacion
intracelular y bloquea la respuesta a la estimulacién con analogos de GHRH
(36,37).

De la misma forma que existen mutaciones activadoras de diferentes
receptores pertenecientes a la familia del GHRHR que resuitan en ganancia de
la funcidn y posiblemente en desarrollo de adenomas (14-21 y 38-41), es
probable que también existan alteraciones de la sefalizacion del GHRHR que
tengan un papel! en el desarrollo de adenomas hipofisarios, ya que la actividad y
proliferacion de las células del somatotropo son controladas, en parte, por
GHRH (32,33).

Existe informacion limitada y controvertida con respecto a las
alteraciones del GHRHR en pacientes acromegalicos. En un reporte en el que
se estudid el MRNA del gen de GHRHR en 16 adenomas hipofisarios y 2
hipofisis normales (42) usando hibridacion in situ, se encontré que éste se
localiza especificamente en el somatotropo de la hipofisis normal y que todos
los tumores productores de GH provenientes de pacientes acromegalicos
presentaban regulacion a la alta (up-regulation) del mMRNA de GHRHR en
comparacion con las hipofisis normales (42). Recientemente, Peterssen y cols.
(43), describieron dos mutaciones puntuales del gen de GHRH-R en 3 de 15
tumores hipofisarios productores de GH. Utilizando analisis de polimorfismo
conformacional de cadena sencilla (SSCP), estos investigadores encontraron
diferencias de una base en el cDNA de 3 tumores. La secuenciacion de los
productos amplificados por RT-PCR reveld la presencia de 2 mutaciones
puntuales. La primera de estas mutaciones (G169A), cambia Alanina por
Treonina en ia posicion 57, cerca del extremo amino (extracetular) del GHRH-R.
La segunda mutacion, encontrada en dos tumores (T1265C), cambia Metionina
por Treonina en la posicion 422, en el extremo carboxilo (intracelular). La
expresion in vitro de estas mutaciones parece -conferir una respuesta
incrementada de cAMP a la estimulacion con GHRH, pero solamente la
mutacion localizada en el extremo carboxilo parece producir niveles basales
elevados de cAMP, lo que se interpreta como activacion constitutiva del
receptor. Estos resultados hacen pensar que la mutacion en el extremo amino
es un polimorfismo, ya que esta sustitucion habia sido previamente descrita en
sujetos con deficiencia de GH. Este trabajo dié origen a uno mas en el cual se
buscé intencionadamente el cambio G169A (Alanina57Treonina) en 5§
somatotropinomas (44), mediante amplificacion del exén 3 del gen del GHRH-R
y secuenciacion directa. E! cambio fue encontrado en 2 de ellos y al evaluar la
produccién in vitro de cAMP, se encontré una elevacion de entre 40 y 200 veces
mayor que en los tumores control.




En contraste, Salvatori et a/ estudiaron los 13 exones del gen del
receptor de GHRH en 26 somatotropinomas mediante Electroforesis en Gel con
Gradiente de Desnaturatizacion (DGGE) y no encontraron ninguna alteraciéon
(45). Una colaboracion estadounidense y coreana (46), reporté 12 cambios
puntuales en la secuencia del gen al estudiar un grupo de 54 somatotropinomas
mediante secuenciacion directa; 4 de los tumores alterados presentd el cambio
G169A antes mencionado, pero no encontraron el cambio en la posiciéon 422, E}
estudio biofuncional en células transfectadas transitoriamente, reporté que la
afinidad por el ligando y la produccion de cAMP no eran diferentes a las
encontradas en ceélulas que expresan el receptor silvestre, por lo tanto, no fue
posible establecer que alguna de estas alteraciones genéticas producen un
aumento en la actividad biologica o en ia sefalizacion del receptor. Figura 5.
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Nucledtido Aminogcid Posicién N
169, G>A ASTT EC 4
338, C>T P113L - EC 1
363, G>T E121D EC 2
409, C>T HI137Y T™M(1) 1
547, G>A DI183N Asa EC(1) 1
673, G>A V2251 TM(3) 2
749, G>A W250stop TM(4) 1
760, G>A V254M T™M(4) 1
785, G>A S262N TM(4) 1
880, G>A G294S T™M(5) 1

1268, G>A C423Y IC 1

TABLA 1. Cambios puntuales encontrados en el gen de GHRH-R (46)

Hasta el momento actual los datos referentes a alteraciones genéticas
del receptor de GHRH son controvertidos y la idea inicial de que una mutacion
podria resultar en una activacion constitutiva del receptor y de esta forma el gen
det receptor de GHRH podria considerarse como un "oncogén”, no ha podido
ser sustentada. Los resultados mas consistentes en los trabajos mencionados
dirigen la atencion hacia tres puntos especificos del gen del receptor de GHRH:
en todos los trabajos han sido encontrados cambios puntuales en los exones 3,
7 y 13 de este gen que desde el punto biolégico son importantes, ya que
constituyen las porciones extracelular, cuarta asa transmembrana e intracelular
de la cadena polipeptidica del receptor respectivamente y tienen relacion con
los sitios de unién al ligando y a la proteina G asociada.

ACROMEGALIA.

La acromegalia es una enfermedad rara (aproximadamente 8 casos por
milldn de habitantes) que se produce casi siempre (>95%) como resultado de
un tumor hipofisario productor de hormona de crecimiento (GH). Cuando esto
ocurre después de la pubertad, situacion en la que las epifisis Oseas se han
cerrado y ya no es posible un mayor crecimiento longitudinal det hueso, las
principales caracteristicas clinicas son crecimiento visceral y de tejidos blandos
por otra parte, si la hipersecrecidon de GH ocurre antes de que los cartilagos de
crecimiento se cierren, entonces se produce un estado patoldégico conocido
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como gigantismo. Lo anterior produce un fenotipo caracteristico, asi como
todas las alteraciones metabdlicas propias de la condicion de hormona
contrarreguladora que posee la GH (47-49).

El Servicio de Endocrinologia del Hospital de Especialidades “Dr.
Bernardo Sepulveda” del CMN SXXI es el principal sitio de referencia de los
pacientes acromegalicos derechohabientes al Instituto Mexicano del Seguro
Social. De 1995 hasta el primer semestre del afio 2001, se han registrado mas
de 120 pacientes y casi todos son objeto de seguimiento y evaluacion
periodicos. Se presenta aproximadamente un paciente nuevo cada mes. El 65%
de estos pacientes se ha presentado con un tumor hipofisario mayor de 1 cmde
diametro y la ruta critica que se ha establecido para su diagnostico, tratamiento
Yy seguimiento es la siguiente:

El diagnoéstico bioquimico se establece mediante la falta de supresidn de
GH después de una carga oral de 75 g de glucosa (normal <1 ng/mL) (49), asi
como niveles elevados de factor de crecimiento insulinoide de tipo | (IGF-I)
ajustados para edad y sexo (50). La resonancia magnética nuclear y/o
tomografia computarizada completan el estudio de imagen (51) y una
campimetria computarizada valora las alteraciones estructurales ocasionadas
por compresion quiasmatica. Ademas, se evaluan las hormonas hipofisarias
para conocer la reserva hipofisaria y las deficiencias hormonales asociadas
para lograr una adecuada sustitucion (52).

Una vez establecido el diagnostico se comienza tratamiento meédico con
inyecciones subcutaneas del analogo de somatostatina, octredétido (53,54). Se
ha demostrado que hasta el 70% de los pacientes presenta mejoria en lo que
respecta a la disminucion de los niveles de GH y de IGF-1 y en menor grado a
disminucion del tamafo tumoral (54), hasta que se realiza la neurocirugia (la
mayoria de las veces por abordaje transesfenoidal), aproximadamente 2 meses
después.

El seguimiento postoperatorio se realiza mediante curvas de supresion
de GH con 75 g de glucosa oral al primero, tercer y sexto meses asi como IGF-
I, evaluacién clinica y resonancia magnética nuclear para definir la curacion
desde los puntos de vista clinico, por imagen y bioquimico. Tomando en cuenta
los criterios de curacion de acuerdo a la sensibilidad y especificidad el ensayo
para GH con el que se cuenta en nuestro laboratorio de hormonas (supresion a
<1 ng/mL) y normalizacion del IGF-l, se ha conseguido la curacion en
aproximadamente 50% de nuestros pacientes, 34% persiste con actividad
bioquimica y el 16% restante muestra discrepancia con los criterios de curacion
(55).




1.

JUSTIFICACION

La oncogénesis de los tumores endocrinos en general y de los tumores
hipofisarios en particular es compleja. Hasta el momento se han
descrito varias alteraciones genéticas que individualmente explican la
génesis de estos tumores de forma incompleta y no en todos los
pacientes, de esta manera, el evento fundamental sigue siendo
ignorado.

Debido a la importancia que tiene la sefiatizacion de GHRH en ia
secrecion de GH y la proliferaciéon del somatotropo, consideramos
indispensable el estudio sistematico de la presencia de mutaciones del
gen del receptor de GHRH que pudieran resultar en aumento de la
produccion de GH y proliferacion del somatotropo.

Tomando en cuenta que se han descrito mutaciones puntuales en
receptores de |la misma familia que el GHRHR que condicionan
activacion constitutiva de los mismos y eventualmente la formacion de
tumores, consideramos que la identificacion de mutaciones de GHRHR
sentaria la base para que estudios posteriores confirmaran esta
ganancia de la funcion y se estableciera de forma mas firme su papel
causal.

FALLA 7
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1.

2.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existen mutaciones en los exones 3, 7 y 13 del gen del Receptor de
Hormona Liberadora de Hormona del Crecimiento (GHRHR) en
adenomas hipofisarios productores de GH en una muestra de los
pacientes atendidos en el Hospital de Especialidades del CMN SXXI|
del IMSS?

2Cual es la asociacion entre la presencia de estas mutaciones y la

presencia de adenomas hipofisarios productores de GH?

1.

HIPOTESIS

Los adenomas hipofisarios productores de GH tienen mutaciones en
los exones 3, 7y 13 del gen de GHRHR en una mayor proporcion que
los adenomas hipofisarios clinicamente no funcionantes y que los
leucocitos de sangre periférica obtenidos de sujetos sanos.

Las mutaciones en el gen de GHRHR estan asociadas con la
presencia de adenomas hipofisarios productores de GH.

OBJETIVOS

ldénfiﬁcar. cambios en la secuencia genética conocida de los exones
3, 7'y 13 del gen del GHRHR en los tumores de pacientes

. acromegalicos con adenoma hipofisario productor de GH.

En caso de encontrarse algtin cambio de la secuencia genética de los
exones 3, 7 y 13 del gen de GHRH-R, se buscara intencionadamente
ese mismo cambio en tumores clinicamente no funcionantes, asi
como en células mononucleares de sangre periférica de sujetos
sanos.

Calcular la fuerza de asociacion entre mutaciones en el gen de
GHRHR y adenomas hipofisarios productores de GH.




MATERIAL Y METODOS
DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO
MUESTRA TUMORAL
Criopreservacion

EXTRACCION DE DNA GENOMICO

PCR

SECUENCIACION

IDENTIFICACION DE MUTACIONES

TIPO DE ESTUDIO
Basico. Transversal Comparativo.

UNIVERSO DE TRABAJO

LUGAR: Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional Siglo XXI,
IMSS. Departamento Clinico de Endocrinologia y Unidad de Investigacion
Médica en Endocrinologia Experimental.

POBLACION: Pacientes con diagndstico clinico, bioquimico y de imagen
de tumor productor de GH en el grupo de estudio.

GRUPO DE ESTUDIO:
CRITERIOS DE INCLUSION:

Fragmentos de adenomas hipofisarios productores de GH obtenidos
mediante cirugia. Con diagnostico corroborado por histopatologia e
Inmunohistoquimica

CRITERIOS DE NO-INCLUSION:
Tratamiento previo con radioterapia.
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GRUPOS DE COMPARACION:

Macroadenomas Hipofisarios Clinicamente no Funcionantes
CRITERIOS DE INCLUSION:
Fragmentos de adenomas hipofisarios clinicamente no funcionantes
obtenidos mediante cirugia.
CRITERIOS DE NO-INCLUSION:
Tratamiento previo con radioterapia.

Sujetos Sanos

CRITERIOS DE INCLUSION:
Cuailquier género
Mayores de 18 afios .
Sin antecedente personal ni familiar de Acromegalia, Gigantismo,
Enanismo de cualquier tipo o alguna otra enfermedad hipotalamo
hipofisaria.
Aceptacion y firma de la carta de consentimiento informado (Anexo 1)

VARIABLE DE DESENLACE

Adenoma Hipofisario Productor de GH

Definicion Operativa: Tumor hipofisario obtenido quirdrgicamente de un
paciente acromegalico con confirmacién histolégica e inmunohistoquimica de
produccién de GH.

Escala de medicién: nominal, dicotdmica.

Categoria: presente, ausente.

VARIABLE PREDICTORA

Mutaciones del Receptor de Hormona Liberadora de Hormona del
Crecimiento (GHRHR).

Definicion Operativa: Cuando el resultado de la secuenciacion de los
productos obtenidos de PCR sea diferente a la secuencia de bases conocida
para el gen de GHRHR.

Escala de medicion: nominal dicotomica. Dependiendo de los resultados
observados, esta variable puede ser categorica, ya que es probable encontrar
mas de una mutacién en un mismo exén o en exones diferentes. En caso de
identificarse mas de una mutaciéon, no existira ninguna diferencia metodolégica
entre una y otra y para efecto de analisis de riesgos, seran evaluadas como
dicotodmicas.

Categoria: presente, ausente.




TAMARNO DE LA MUESTRA:

El disefio del protocolo permite decidir el naumero de sujetos de estudio
sin calcular el tamarfo de la muestra. Sin embargo, el siguiente ejercicio
metodoloégico pretende establecer una tamaiio aproximado de la misma.

No existen suficientes datos para establecer la diferencia en la
proporcion esperada de mutaciones en el grupo de estudio y los grupos de
comparacion. Los reportes previos describen prevalencias de 20% (43),
40%(44), 0%(45) y 22%(46) en adenomas productores de GH y 7.5%(46) en
sujetos sanos. Las prevalencias mencionadas no corresponden a una sola
mutacion, sino a diferentes cambios puntuales en la secuencia del gen de
GHRH-R, asi que solamente podemos tomarlas como una referencia
aproximada para la proporcién que probablemente encontraremos. Para fines
practicos, la informacion limitada y contradictoria no permite establecer un
tamano preciso del efecto. La media ponderada de las prevalencias en los
estudios reportados es 17% y el unico dato de sujetos sanos con el que
contamos es 7.5% (46), asi que la diferencia esperada es 44%.

Para encontrar una diferencia de proporciones entre 2 grupos con un
valor a« de 0.05 y B de 0.20, se requieren 18 sujetos por grupo. Para la
evaluacion de riesgo, se construyeron diferentes tablas de contingencia
hipotéticas basadas en los reportes previos para obtener una Razon de
Prevalencias de 3.0, con las cuales se obtuvo el aproximado de 20 sujetos por
grupo.

Se incluyeron en el estudio los tejidos obtenidos por muestreo no
probabilistico de casos consecutivos durante el periodo comprendido entre julio
de 1999 y septiembre de 2001.

ANALISIS ESTADISTICO:

Se presentan los resultados con estadistica descriptiva apropiada. Por
medio de Chi cuadrada se analiza la diferencia de proporciones entre el grupo
de estudio y cada uno de los grupos de comparacion (por separado). El analisis
de riesgo se realiza por medio del calculo de Razdén de Prevalencias con
Intervalos de Confianza del 95% con tablas de 2 X 2 construidas con los datos
obtenidos del grupo de estudio y cada uno (por separado) de los grupos de
comparacion.

ASPECTOS ETICOS:

La realizacion del estudio no significd ningan riesgo para el paciente, ya
que no se realizaron procedimientos adicionales o diferentes a los
recomendados para el estudio y tratamiento de la acromegalia ni de los
adenomas clinicamente no funcionantes.




PROCEDIMIENTOS:

1. Obtencién del Material Biolégico. El servicio de Neurocirugia det HE CMN
SXXI programa la fecha quirurgica de los pacientes, el dia de la intervencion,
nos proporcionan un fragmento macroscépicamente representativo det tumor, el
cual es congelado por inmersion en nitrégeno liquido y criopreservado en un
congelador a —70°C hasta el momento de su procesamiento. Cabe senalar
que la pieza completa, de la cual fue extraido el fragmento, es estudiada
mediante microscopia de luz, inmunohistoquimica y en ailgunos casos
microscopia electronica en el servicio de Patologia de la misma Unidad para
confirmar ia linea celular y produccion hormonal.

2. Extraccion de DNA Gendémico: Todos los fragmentos fueron sometidos a
una técnica estandar de extraccion de DNA gendmico descrita en el Anexo 2.

3. Amplificacion: Mediante PCR se amplificaron los exones 3, 7 y 13 del gen
de GHRH-R en cada una de las muestras de DNA genémico obtenidas. Los
Primers, temperatura de alineamiento (TM), tamario esperado del producto y
condiciones técnicas del protocolo de PCR se detallan en el Anexo 3.

4. Secuenciaciéon: Los productos de PCR se secuenciaron de forma
automatizada. los resultados de la secuenciacion se compararon con la
secuencia genomica conocida para identificar cambios. Anexo 4.




RESULTADOS

Durante el periodo destinado a la recoleccion de material biolégico, se
obtuvieron 44 fragmentos de adenomas hipofisarios productores de Hormona
del Crecimiento, 17 fragmentos de adenomas hipofisarios clinicamente no
funcionantes y muestras de sangre periférica de 20 sujetos sanos. Todas estas
muestras fueron sometidas a la técnica descrita (anexo 1) de extracciéon de
DNA gendmico, obteniendo diferentes concentraciones del mismo, que variaron
entre 75 y 300 ng/ul.. En ia figura 6 se muestra un gel con el DNA genémico
extraido de adenomas productores de GH.

30

FIGURA 6. DNA genémico extraido de adenomas
Productores de GH.
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Ocupando una cantidad de entre 100 y 300 ng de DNA gendmico, se
amplificaron los exones 3, 7 y 13 del gen del receptor de GHRH de todos los
somatotropinomas, los adenomas hipofisarios no funcionantes y las células
mononucleares de sangre periférica de fos sujetos sanos. La figura 7 muestra
los productos de PCR correspondientes a los exones 3, 7 y 13 del gen de
GHRH-R obtenidos con el DNA gendmico extraido de un fragmento de
adenoma hipofisario productor de GH.

Ex7 Ex13 CPos

|
|
|
|
|

FIGURA 7. Productos de PCR de los exones 3, 7 y 13 del gen del
receptor de GHRH. Pb=namero de pares de bases; PM= marcador de
peso molecular; CNeg= Control Negativo; CPos= Control Positivo, Beta-
Actina.
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Se realizé por medio de un método estandar la secuenciacién directa de
los exones 3,7 y 13 del gen de GHRHR de todos los fragmentos obtenidos de
adenomas hipofisarios productores de GH. En el exdn 3 no se encontrd ningin
cambio con respecto a la secuencia conocida. La figura 8 muestra el fragmento
de la secuencia obtenida en la que previamente se habia encontrado el cambio
GCGS7ACG (43, 44, 46) que en todas nuestras muestras fue normal.

'[C:C?-GGCTGCCCIIGCGlP_CC‘I'GGGﬁTGGGCT

FIGURA 8. Fragmento de la secuencia normal del Exén 3 del gen del receptor
de GHRHR obtenida de un adenoma hipofisarios productor de GH. En el
recuadro se encuentra marcado el codon 57.
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La secuenciacion directa del exén 7 se realizé también en todos los
somatotropinomas. Ninguna diferencia ‘con "la secuencia. conocida fue
encontrada. Figuras 9y 10.
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FIGURA 9. Fragmento de la secuencia del exon 7 del gen del GHRHR. En el
recuadro se muestra el codén 225, previamente reportado como sitio de un
cambio puntual (GTC225ATC) (45, 46), pero en todas nuestras muestras fue

normal.

A

FIGURA 10. Fragmento de la secuencia del exén 7 del gen del GHRHR. En e!
recuadro se muestra el coddn 250, previamente reportado como sitio de un
cambio puntual (TGG250TAG) (46), pero en todas nuestras muestras fue

normal.




En el exdn 13 se han reportado. dos cambios puntuales diferentes:
ATG422ACG (43) y TGC423TAC (46) (Figura 11).

FIGURA 11. Fragmento de la secuencia normal‘ deyluexyéh 13. A muestra el
codon 422, sitio identificado de cambio puntual previamente (43); B muestra
el codon 423, sitio idengiﬁcado de cambio puntual previamente (46).




La secuenciacién directa .del exon 13 del gen de GHRHR dioc como
resultado el hallazgo de un cambio’ puntual ‘en’ el coddén 422. Este cambioc
(ATG422ACG) produce la sustitucion del aminoacido metionina por treonina en
la penultima posicién de la cadena : polipeptidica, - iocalizada en el extremo
intraceluiar del receptor. El cambio puntual ATG422ACG fue encontrado en 24
de los 44 somatotropinomas (54%) (Figura 12).....

FIGURA 12. Fragmento de la secuencia del exdn 13. El recuadro muestra el
codén 422, sitio en el que fue encontrado el cambio puntual ATG422ACG en 24
de 44 somatotropinomas.

E! electroferograma obtenido por secuenciacion automatizada no es un
meétodo preciso para establecer si una alteracidén genética es homocigota o
heterocigota, sin embargo, la pureza de la sefial permite hacer suposiciones
sobre este estado. Para describir mejor nuestros resuitados, a partir de este
momento llamaremos homocigoto al cambio puntual que se aprecie como una
sefal unica en el electroesferograma y heterocigoto si aparecen en la misma
posicion las sefiales de dos nucledtidos. De los 24 tumores en los que identifico
el cambio ATG422ACG, 18 (75%) fueron heterocigotos y 6 (25%) homocigotos.
Figura 13.
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FIGURA 13. Panorama comparativo de un fragmento de la secuencia
del exon 13. El recuadro muestra el coddn 422 y el

asterisco el
nucledtido que fue diferente en nuestras muestras. En el PANEL A se
muestra la secuencia normal (WT). El PANEL B presenta el
esferograma con una doble sefial (T y C), por lo que se considera como
heterocigoto, 18 de los 24 somatotropinomas con alteracion
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En la secuenciacion directa de los 17 adenomas hipofisarios clinicamente
no funcionantes se identifico el mismo cambio ATG422ACG en 4 muestras
(22%), una de ellas presento el patron homocigoto. El estudio del DNA
gendmico extraido de células mononucleares de sangre periférica de sujetos
sanos, mostré que 8 de las 20 muestras (40%) presentan el mismo cambio
puntual y s6lo una de ellas con patrén homocigoto.

La proporcidon de tejidos con el cambio ATGA422ACT fue
significativamente mayor en el grupo de Acromegalia (p= 0.028) que en el grupo
de adenomas hipofisarios no funcionantes. Sin embargo al comparar ia
proporcidon encontrada en el grupo de Acromegalia con el grupo de sujetos
sanos, no hubo diferencia significativa (p= 0.209). El analisis de riesgo se
muestra en las tablas 2 y 3.

TABLA 2.
ACROMEGALIA[MAHNF | SANOS Total
ATG422ACG 24 4 8 36
ausente 20 13, : 12 45
Total 44 .
TABLA 3. Asociacion entre l; presencua del cambio ATG 2ACG

Y Acromegatia.

Razodn de
Prevalencias

Acromegalia/
MAHNF 3.5

Acromegalia/
Sanos 1.6
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DISCUSION.

La produccién normal de Hormona de Crecimiento depende de la correcta
sefializacidn intracelular de GHRH al unirse a su receptor especifico en las
células del somatotropo. En esta sutil interaccién hormona-receptor ocurre una
secuencia de eventos que involucra a la cadena polipeptidica del receptor per
se y a la proteina G asociada a éste. Existe suficiente evidencia experimental
para afirmar que mutaciones en la subunidad o de la proteina G producen
activacién constitutiva del receptor en entidades clinicas como el Sindrome de
McCune Albrigth y algunos casos de Acromegalia aislada. Tomando en cuenta
la importancia funcional que el receptor heptahélico tiene en la sefializacién, se
ha generado informacion acerca de la participacion etiologica de alteraciones en
los genes que codifican para estas proteinas. En la actualidad se han
identificado situaciones como el nddulo tiroideo téxico, el bocio multinodular
téxico y algunos estados de hiperfuncién gonadal en las que mutaciones
puntuales que resultan en el cambio de un aminoacido en la cadena
polipeptidica producen una activacion constitutiva de la via de sefalizacion.
Estos dos hechos, la importancia funcional por un lado y el antecedente de
alteraciones semejantes en otras enfermedades, han apoyado la btisqueda de
alteraciones en el gen del receptor de GHRH en Acromegalia.

Estudios han reportado mutaciones puntuales en diferentes sitios de la cadena
polipeptidica del GHRH-R, sin embargo existe gran diferencia en la proporcidon
de somatotropinomas con este tipo de alteraciones y la localizacién de ellas,
pero el dato presente en casi todos los estudios es la ausencia de hiperfuncién
en las células que expresan la proteina alterada. La mutacion descrita por
Peterssen y cols., en el afio 2000 que cambia un aminoacido en la posicidon 422
del receptor de GHRH constituye una excepcion a lo anterior. El estudio
funcional realizado por ese grupo, demostro un aumento en las concentraciones
de cAMP tanto basales como estimuladas por GHRH. Es cierto que en ese
estudio la cantidad de somatotropinomas estudiados fue pequefia, pero
realizaron una comprobacion experimental del aumento de la funcion. Ningdan
otro grupo habia reportado la misma mutacidon hasta el momento. Nosotros
encontramos una proporcion muy alta de este cambio puntual en nuestro grupo
de somatotropinomas, pero también fue encontrado muy frecuentemente en
sujetos sanos. Al realizar el anadlisis de riesgo entre Acromegalia y adenomas
hipofisarios clinicamente no funcionantes, obtuvimos una razén de prevalencias
de 3.5 con un intervalo de confianza muy amplio (1.0-12.6); al analizar los
grupos de Acromegalia y sujetos sanos, el riesgo no tuve significancia
estadistica. Una fase posterior de este estudio incluye la evaluacidén funcional
de este receptor alterado.

Cada vez con mayor frecuencia se describen polimorfismos genéticos
asociados a diferentes estados patolégicos, y por lo tanto no se puede
descartar que esta serie de cambios puntuales en la secuencia del gen de
GHRH-R constituyan circunstancias permisivas o coadyuvantes para el
desarrollo de Acromegalia. Es muy probable que existan muitiples eventos
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permisivas o coadyuvantes para el desarrollo de Acromegalia. Es muy probable
que existan multiples eventos moleculares y mecanismos biologicos que
resultan en la formacion de adenomas productores de GH, hasta el momento no
ha podido establecerse cual, o cuales de ellos, pueden considerarse como
necesarios, suficientes o componentes.
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ANEXO 1
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CMN SXXI
FORMA DE CONSENTIMIENTO
Ba da de M i del R P de GHRH Acromegalia y MAHNF
investigadores:
Dr. Ernesto Sosa-Eroza, Dr. Moisés Mecrcado

Introduccién/Propésito

A usted se le ha solicitado participar en cste estudio para buscar la presencia de una alteracién
gendética que se encuentra cn personas que padecen una enfermedad llamada Acromegalia. Es probable
que esta alteraciéon se encuentre presente tanto en personas sanas como enfermas, de ser asi, la importancia
que tendria para establecer la causa de la enfermcedad se diluiria mucho, y se estableccria que la allernclén
encontrada constituye un polimorfismo, o sea, que ¢s una diferencia t sin tradi Por
ello, se le ha solicitado su participacién para integrar el grupo de personas sanas cn las que buscard la
alteracion.
Procedimicntos

Como parte de la evaluacién previa a la donacién de sangre, se Ic toman algunas mucstras, una
vez que ¢l personal de Banco de Sangre realice las prucbas necesarias, sc tomardn 200 ul
(aproximadamecnte 4 gotas grucsas) de la mucstra restante. De las células de su sangre se extracrd DNA y
se buscara la mutacion en ellas.

Bencficios

Usted no recibird ningin beneficio médico por su partici ién cn este tio. Sin embargo,
pucden existir beneficios para ustcd ¥y para la raza humana si este estudio permite un mcjor entendimiento
de la manera cn que se prodi enfer dadcs,
Riesgos

No existe ningun riesgo adicional para usted, ya que ha idi 1 i bhacer su
donacién de sangre.
Procedimientos Alternativ

Usted tiene la posibilidad de decidir si participa o no en el estudio.
Confidencialidad

Como partici cn cste fio, su ldcnudad Yy los dalos rel'cﬂ:nhs a used en este estudio serdn
confidenciales. Usted no serd identificado por (] P i6n que se origine de
este estudio.
Costos

No habra ningin costo para usted.
Consentimiento:

Mi participacién en este dio es compl 1| ia. Pucdo reh me a participar y si,
por cualquicr razén desco dejar de participar, soy libre de hacerlo, por lo anterior no tendré ningan efecto
sobre mi atencién futura o tratamiento por ! mi médico ni por este hospital.

He lcido esta forma de ¥ he di ido con ¢l Dr. Mcrcado o ¢l Dr. Sosa-Eroza los
procedimicntos descritos antcnormcmc. Se me hn dado la oportunidad de hacer pregunias, las cuales han
sido r didas a mi satisfaccién. Firmo al calee aceptando participar en el estudio.

Participante

Firma Fecha
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ANEXO 2
PROTOCOLO DE EXTRACCION DE DNA GENOMICO A PARTIR DE TEJIDO
FRESCO. QlAamp DNA Mini Kit.

1. Cortar 25mg de tejido en pequefios trozos, colocario en un tubo para
microcentrifuga de 1.5 mL y afadir 180uL de Buffer ATL. Si el tejido es
mayor, aumentar proporcionalmente la cantidad de Buffer ATL.

2. Anadir 20 nl. de Proteinasa K, mezclar mediante vortexeo e incubar a 56°C
hasta que el tejido esté completamente lisado. La lisis durante toda la noche
es posible y no afecta la preparacion.

3. Centrifugar brevemente el tubo de 1.5 mL para remover las gotas que estén
en las paredes. Anadir 200 nlL de Buffer AL a la muestra, mezclar por
vortexeo pulsatil durante 15 segundos, e incubara 70°C por 10 minutos.
Centrifugar brevemente para remover las gotas de las paredes.

4. Adadir 200uL de etanol puro (96-100%) y mezclar por vortexeo pulsatil por
15 segundos, posteriormente centrifugar brevemente para remover las gotas
que pudieron haber quedado en las paredes.

5. Colocar cuidadosamente la mezcla obtenida del paso 4 (incluyendo el
precipitado) en la columna Q/Aamp spin (dentro de un tubo de coleccién de
2 mL) sin mojar la boca. Cerrar la tapa y centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto
(o hasta que haya pasado toda la solucién).

6. Abrir cuidadosamente la columna Q/Aamp spin y anadir 500 ulL de Buffer
AW1 sin mojar la boca de la columna. Cerrar la tapa y centrifugar a 8000
rpm por 1 minuto (o hasta que haya pasado toda la solucion). Colocar la
columna Q/A spin en un nuevo tubo de coleccidn de 2 mL y desechar el tubo
que contiene el filtrado anterior. No es necesario aumentar la cantidad de
Buffer AW 1 si la cantidad inicial de tejido fue mas de 25 mg.

7. Abrir cuidadosamente la columna Q/Aamp spin y afadir 500ulL de Buffer
AW?2 sin mojar la boca del tubo. Cerrar la tapa y centrifugar a 14000 rpm
durante 3 minutos. OPCIONALMENTE se puede colocar la columna en un
nuevo tubo de 2 mlL y centrifugar a velocidad maxima durante 1 minuto para
remover todos los residuos de AW2 del material extraido.

8. Colocar la columna en un tubo limpio de 1.5mL y desechar el tubo de
coleccion que contiene el filtrado anterior. Abrir cuidadosamente la columna
QtiAamp spin y afiadir 200 pt de Buffer AE. Incubar a temperatura ambiente
durante 1 - 5§ minutos y después centrifugar a 8000 rpm durante un minuto.
Volumenes mayores de 200 ub no deben centrifugarse en tubos de 1.5mL
porque la solucién haria contacto con la membrana de la columna y se
formarian aerosoles.

9. Repetir el paso 8.

10.La soluciéon obtenida contiene DNA purificado y debe conservarse a -20°C.
Una muestra de 25 mg de tejido provee entre 10 y 30 ng de DNA en un
volumen de 400ulL (25-75 ng/ul.).
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ANEXO 3
Protocolo de PCR.

La secuencia del DNA genémico del Receptor de Hormona Liberadora de
Hormona de Crecimiento (GHRHR) se ha descrito recientemente (57). Este gen
se encuentra en el cromosoma 7 y esta formado por aproximadamente 15.5 Kb,
de las cuales el 10% conforma la porcion codificadora. Tiene en su estructura
13 exones y 12 intrones.

Se amplificaran mediante PCR los exones 3, 7 y 13 del gen de GHRHR.
En la siguiente tabla se especifican los tamafios esperados de cada uno de los

productos a secuenciar en PCR, los iniciadores (primers) y las temperaturas de
alineamiento (TM) que seran utilizados.

Producto | Tam. [ Sentido TM | Antisentido ™

Exon 3 437 |gacacccaaatggcttqqctcat |70 [ gagaqtgctttcatctggaaqtqgc|74

Exon 7 235 |[tagqtgtcccagctctgaaqcac |74 | ttgggcaccatggagaggtaaa |68

Exon 13 262 |gaccttcctaacqgtcctcttc 64 | gccacatccccaccccaqetg |72

Se amplificara cada uno de los exones por medio de Reaccion en
Cadena de [la Polimerasa (PCR) con los pares de oligonucledtidos en DNA
gendmico obtenido de los productos biologicos.

El protocolo general de PCR es el siguiente:

-100 — 300 ng de DNA genomico.

-10ul de buffer de PCR a 10X (500mM KCt 100mMTris-
HCIi pH 8.4, 15nM MgCi2)

-10uL. de mezcla de dNTP’'s a 10X (dCTP, dGTP, dATP,
dTTP a 2 mM todos)

-10pul. de una solucion 10X de oligonucledtido sentido a una
concentracion de 2.5 uM

-10ul de una solucion 10X de oligonucledtido antisentido a
una concentracion de 2.5 uM

-2.5 unidades de Taq DNA polimerasa (Perkin-Eimer/Cetus,
Norwalk, CT)

- Volumen final de reaccién: $0 uL
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Los parametros de amplificacién incluyen para todas las reacciones un
ciclo inicial de desnaturalizacion a 92°C por 5 minutos. Durante los ciclos
siguientes, el paso de desnaturalizacién sera a 92°C por 30 segundos. El paso
de alineacion durara 30 segundos a temperaturas variables en cada uno de los
productos de amplificacion. El paso de extensidon o elongacion se realizara a
72°C por 2 minutos. Con los parametros antes mencionados la PCR se llevara a
cabo por 30 ciclos en una Termociclador GeneAmp PCR System 2400,
PerkinElmer-Applied Biosystems.

Los productos de amplificacion, cuyos tamanos van de 235 a 437 pares
de bases, se visualizaran mediante la transiluminacion con luz ultravioleta de
los geles de agarosa al 2%, tefidos con bromuro de etidio en un analizador de
imagenes (Multilmage Light Cabinet Alpha Innotech Corporation), utilizando
marcadores apropiados de peso molecular ($X174 RF DNA/Hae /Il Fragments,
Gibco BRL, Life Technologies).
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ANEXO 4

Purificacién de los productos de PCR.

Una vez confirmado que el tamafio del producto amplificado es el
esperado, se procede a extraerlo del gel de agarosa y purificarlo (QlAquick Gel
Extraction Kit, QIAGEN, 1999).

1. Con ayuda de una hoja de bisturi se corta la banda identificada
mediante transiluminacién con luz ultravioleta, minimizando el tamafio
de la rebanada del gel.

2. Pesar la banda y anadir 3 volumenes de Buffer QG.

. Incubar a 50°C hasta que la agarosa se funda.

4. Anadir un volumen de isopropanol y mezclar.

5. La union del DNA a la membrana de silica-gel se consigue haciendo
pasar la muestra a través de la columna del Kit de purificacion.

El lavado del producto fijado se consigue con los Buferes QG y PE
que liberan los detritus celulares y los restos de agarosa.

Mediante un bufer alcatino (EB) se consigue la elusién del material
genético correspondiente al producto de PCR.

Cuantificacién del Producto.

La soluciéon obtenida del procedimiento previo contiene concentraciones
diferentes para cada muestra de los productos de PCR purificados, por ello, la
concentracion de DNA de cada una de las muestras debe ser cuantificada para
permitir calcular la cantidad con la que se realizara la PCR de secuenciacion.

Se utilizé un metodo semicuantitativo comerciaimente disponible (Low
DNA Mass Ladder, GIBCO-BRL, Life Technologies). El producto de PCR terido
con bromuro de etidio se visualiza en un analizador de imagenes y se compara
con el patrén de intensidades conocidas del marcador, de esta forma se puede
estimar la cantidad de DNA, en ng/ulL.

Secuenciacion.

El fundamento de todas las técnicas de secuenciacion de DNA es
todavia el mismo que Sanger utilizdO en sus trabajos iniciales. Tomando un
templete de DNA especifico (Que puede ser un producto de PCR) se realiza una
amplificacion con todos los componentes de una PCR habitual, pero se agrega
a la mezcla maestra una concentracion conocida y equilibrada de dinucleétidos
trifosfatados (dNTP’s) reducidos (dideoxi-NTP's) que tienen la caracteristica de
no poder formar nuevos enlaces fosfodiéster y terminar prematuramente la
elongacion de ta molécula. De esta forma, al correr los productos de esta PCR
ifieren entre
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si por una sola base. El analisis del dideoxi-NTP que termina cada una de las
moléculas de diferentes tamasfos, permite conocer la secuencia del producto
completo.

En las técnicas automatizadas de secuenciacion los dideoxiNTP's se
sustituyen por ANTP's marcados con un fluorégeno que ai ser estimulado por un
rayo laser emite luz con diferentes longitudes de onda que al ser analizadas por
una computadora son mostradas como colores y se elabora una secuencia de
picos de sefal que identifica colorimétricamente cada uno de los nucledtidos.
En este trabajo fue utilizado el secuenciador automatico ABI PRISM 310,
Genetic Analyzer, PerkinEimer/Applied Biosystems.

La PCR de secuenciacion fue realizada con un kit comercialmente
disponibie (DNA Sequencing Kit, dRhodamine Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction. ABI PRISM, PerkinElmer/Applied Biosystems). El templete de
DNA utilizado fue cada uno de los productos de PCR previamente extraidos del
gel y purificados, a una concentracion de entre 10 y 40 ng por reaccion, segan
el tamado del producto. Al término de ta PCR de secuenciacién, existen en el
tubo de la reaccién dNTP's marcados con fluorébgeno que no fueron
incorporados a las moléculas y pueden dar lecturas falsas en el analizador y por
ello debe ser nuevamente purificado. Al hacer pasar la solucion obtenida por
una columna que contiene una resina de filtracion, mecanica y quimicamente se
retienen los fluorégenos y se filtran las moléculas de diferentes tamafios sin
perder su estructura fisico-quimica (DyeEx, QIAGEN).

La solucion purificada se liofiliza en una centrifuga al vacio y se
resuspende con un buffer desnaturalizante de formamida, se hace correr en un
gel de poliacrilamida durante 10-12 hrs y posteriormente el gel es analizado por
medio de un rayo laser y la secuencia se obtiene en forma de un
electroesferograma.
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