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ANALISIS MOLECULAR DE LOS GENES FOXE1 Y NKX2.5 EN PACIENTES CON
HIPOTIROIDISMO CONGENITO POR DISGENESIA ATENDIDOS EN EL INSTITUTO
NACIONAL DE PEDIATRIA

REPORTE PRELIMINAR DE MUTACIONES GERMINALES EN EL GEN TSHR

Il. MARCO TEORICO

La prevalencia mundial de Hipotiroidismo Congénito (HC) es de 2 a 3 casos por cada 10 000
recién nacidos (1:2500 a 1:3000) (Toublanc et al; 1992, Klett et al; 1997). Algunos autores
sostienen que en EUA, en la poblacién de origen hispano se llegan a presentar hasta 5.28 casos
por cada 10 000 recién nacidos (1:1894) (Brown et al; 1981, Frasier et al; 1982). También se ha
determinado la frecuencia por sexo y se ha encontrado predominio en el femenino con una
relacion 2:1 lo que es mas evidente en hispanos residentes en EUA (3:1) (Lorey et al; 1992). En
México se ha reportado una elevada prevalencia al nacimiento de HC, ya que existen datos que
seflalan que en nuestro pais, esta condicion llega a ocurrir hasta en 1 de cada 1 000 recién
nacidos (Vela et al; 2004).

HIPOTIROIDISMO CONGENITO PRIMARIO O ESPORADICO

El 95% de los hipotiroidismos congénitos son primarios y de ellos el 85-90% corresponden a

disgenesia tiroidea (TD) es decir alteraciones en la organogénesis de la glandula tiroides. Estas
disgenesias tiroideas en su mayoria son esporadicas y sélo cerca del 2% son familiares.

Las TD pueden subdividirse en tres grupos:

- Ectopia (tiroides usualmente pequena y sublingual) (30-45%)

-Agenesia (35-40%)

-Hipoplasia (5%)

El hipotiroidismo también puede ser transitorio por el exceso de yodo/bociégenos, por anticuerpos
maternos o por prematurez. El 10-15% restante corresponde a dishormonogénesis, producida por

algun error en el proceso de sintesis de las hormonas tiroideas (Montanelli et al; 2010).

Existen algunas diferencias clinicas, bioquimicas y de estudios de gabinete que permiten distinguir
las disgenesias de una alteracién por dishormonogénesis; para la distincién de las mismas,
ademas del examen fisico y del perfil tiroideo inicial, es de utilidad solicitar Tiroglobulina (Tg) y
realizar ya sea gammagrama o USG al paciente. Con respecto al examen fisico, en los pacientes
con disgenesia, de tipo ectopia o0 agenesia, no se palpa glandula tiroides en la regién anterior del
cuello, mientras que en los casos de dishormonogénesis, siempre se palpa la presencia de
glandula, la cual en la mayoria de los casos, esta incrementada de tamafio (Grob et al; 2012). Con
relacion a la TSH, esta se encuentra elevada en todos los tipos de disgenesia siendo

generalmente mayor su valor en la agenesia tiroidea; mientras que en los casos de
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dishormonogénesis hay una disminucion en su produccion. Con respecto a la Tg, en las
disgenesias, esta varia de acuerdo al tipo, en los casos de agenesia verdadera es indetectable,
mientras que en la agenesia aparente se encuentra presente; en la hipoplasia tiroidea puede estar
normal o disminuida y en los casos de ectopia usualmente se encuentra elevada; en las
dishormonogénesis, la Tg puede estar elevada o disminuida de acuerdo al sitio de afeccion. Con
respecto a los estudios de gabinete, en |la agenesia verdadera y agenesia aparente, no hay
captacién por gammagrama ni se observa glandula por USG; mientras que en los casos de
hipoplasia, ambos estudios deben identificar una glandula tiroides pequefa en regidn anterior de
cuello y en la ectopia, el USG puede o no detectar glandula, mientras que el gammagrama si
detecta la presencia de glandula localizada en un sitio anormal; en las dishormonogénesis,
siempre hay deteccion de glandula in situ por USG, generalmente se observan incrementadas de
volumen, mientras que el gammagrama puede o no captar presencia de tejido glandular,
dependiendo del receptor involucrado (si la alteraciéon se encuentra localizada en el simporter
Na*/lI" (NIS) / SCL5AS, tienen una captacion disminuida o ausente, las que tienen alteracién en la
peroxidasa tiroidea (TPO), en la dual oxidasa 2 (DUOX2), en el factor de maduracién de la dual
oxidasa 2 (DUOXAZ2) o a nivel de pendrina/SCL26A4, tienen un alto nivel de captacién (Léger et
al, 2014) y cuando la afeccion se encuentra a nivel de la TG o de la iodo tirosina deshalogenasa 1
(YD / DEHAL1), la captacion es normal o alta (Mayayo et al; 2006).

CUADRO CLINICO ASOCIADO A HC

Los datos clinicos de los pacientes con HC neonatal en poblacién mexicana de acuerdo a lo

observado por la Dra. Vela en 2004 son: fontanela posterior amplia, edema palpebral, facies
tosca, macroglosia, hernia umbilical, somnolencia, hipoactividad, dificultad en deglucion, hipotonia

hipotermia, llanto ronco, ictericia, piel seca y estrefiimiento.

DETECCION DEL HIPOTIROIDISMO CONGENITO

El tamizaje de hipotiroidismo congénito inicié en la ciudad de Nueva York en 1978 (Harris 2007); a

raiz de esto, en 1988 se inicié formalmente el tamizaje neonatal en nuestro pais con la expedicién
de la Norma Técnica 321 y actualmente su realizacién es obligatoria segun lo establece la Norma
Oficial Mexicana-007-SSA2-1993.

En México la concentracién de TSH se determina en sangre obtenida del talén del neonato, la cual
se coloca en una tarjeta de papel filtro especial (tarjeta de Guthrie), para la cuantificacién posterior
de TSH, esta se realiza por diversas técnicas de acuerdo al centro: analisis inmunoradiométrico
(IRMA), radioinmunoanalisis (RIA), analisis inmunoenzimatico (EIA), inmunofluorométrico (FEIA) o
por el andlisis por inmuno-fluorescencia de tiempo resuelto (DELFIA) (Lineamiento Técnico,
Secretaria de Salud 2007).



La mayoria de los métodos recomiendan que la muestra de sangre para el tamizaje se tome
posterior a las 48 horas de vida para evitar encontrar falsos positivos por la elevacion fisiolégica
neonatal de TSH (Verkerk et al; 1993). Para la interpretacion de los resultados, el valor de esta
hormona se considera sospechoso de hipotiroidismo congénito si excede 10 mUI/mL (Vela et al;
2004). Cuando el laboratorio que procesa las muestras obtiene un resultado verificado de TSH
fuera del punto de cohorte establecido como normal, se debe solicitar a la brevedad una segunda
muestra y/o prueba confirmatoria; si existen dificultades para obtener y/o enviar una segunda
muestra, se debe realizar un perfil tiroideo o iniciar de inmediato el tratamiento en caso de fuerte
sospecha diagnostica.

Para la confirmacién de HC, se determina tirotropina (TSH), tiroxina total (T4t) y tiroxina libre
(T4L). Se trata de un caso de HC cuando los resultados indican: TSH mayor de 4.0 pU/ml,
Tiroxina libre (T4l) menor de 0.8 ng/dl, Tiroxina total (T4t) menor de 4 ug/dl. En caso de ser
positivo se debe administrar L-tiroxina a dosis de 10 a 15 g/kilo de peso/dia, por via oral, en una
sola dosis, en la manana con minimo 1 hr de ayuno, la tableta se hace polvo y se mezcla con
agua en una cucharita, se administra vaciando el contenido en el interior de la boca para que el
nifio la pueda ingerir (Lineamiento Técnico, Secretaria de Salud 2007).

Se recomienda si existe la posibilidad, contar con una gammagrafia de tiroides con tecnecio-99m
(Tc-99m) y evaluar edad ésea mediante radiografia antero posterior de rodilla (Lineamiento
Técnico, Secretaria de Salud 2007). El gammagrama sigue siendo el estandar de oro para
deteccién de HC, sobre todo en los casos de ectopia tiroidea, con una sensibilidad del 91.7%, sin
embargo es menos especifico para valorar tamafio o morfologia tiroidea; se ha reportado que el
USG tiene superioridad con respecto al gammagrama para determinar el volumen tiroideo (Perry
et al; 2006). Con respecto al radiofarmaco del gammagrama, en México se prefiere Tc-99, aunque
algunos autores sugieren 1123 sobre Tc-99m, ya que este ultimo puede presentar falsos negativos

en los casos de ectopia tiroidea (Schoen et al; 2004).

GENES ASOCIADOS A HIPOTIROIDISMO

El HC con dishormonogénesis y bocio es causado por mutaciones en uno de los genes que
codifican las proteinas responsables de la sintesis de hormonas tiroideas tales como: tiroglobulina
(TG) (Medeiros-Neto et al., 1993), tiroperoxidasa (TPO) (Abramowicz et al., 1992a,b), simporter
Na/l (Pohlenz et al., 1997), pendrina (PDS) (Everett et al., 1997), DUOX 2 (Moreno et al., 2002) y
DEHAL1 (Moreno et al., 2008). Las mutaciones en estos genes se transmiten con un patron de
herencia autosdmica recesiva (Grasberger et al; 2011).

Los genes cuyas variantes en su secuencia se han asociado a la presencia de disgenesia de la
glandula tiroides son principalmente factores transcripcionales (FT) especificos de la glandula. Los
FT se unen a un sitio blanco del DNA vy regulan (activan o reprimen) la expresion de genes

especificos durante el desarrollo embriolégico y juegan un papel importante en el desarrollo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grasberger%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21543982

oportuno de las células que van a dar origen a la glandula tiroidea. Cuatro de estos genes,
llamados paired-domain factor son los principales candidatos asociados a HC por TD: paired box
gene 8 (PAX8), thyroid transcription factor 1 (TTF1 o T/ebp o NKX 2.1), thyroid transcription factor
2 (FOXEL1 o TTF-2 o FKHL15) y NKX2-5 (CSX o NKX2.5) (Montanelli et al., 2010). En los cuales
se han descrito mutaciones causales de HC en un porcentaje muy bajo de pacientes que oscila
entre 0 a 5% (Nettore et al; 2013), por lo que aun se desconoce el mecanismo causal de la
mayoria de los casos de TD.

En los ultimos anos, el gen del receptor de TSH (TSHR) también se ha asociado como agente
causal de TD a nivel mundial asi como de HC con una glandula de tamafio normal, esto ultimo por
mutaciones en estado heterocigoto con pérdida de funcion de TSHR (Tonacchera et al., 20073a;
Tenenbaum-Rakover et al., 2009), mientras que las mutaciones homocigotas en el TSHR causan
HC con glandula hipoplasica (Abramowicz et al., 1997). También se ha descrito por algunos
autores mutaciones de TSHR asociados a aplasia tiroidea (Park et al; 2004, Sura-Trueba et al;
2009, Cangul et al; 2010).

HISTORIA DEL GEN DE TSHR:

Expresion y clonacién:

1989: se aisld el cDNA del TSHR de un banco de cDNA tiroideo humano. La proteina obtenida de
764 aminoacidos tiene una masa molecular de 86.8 kD, contiene un péptido de sefalizacion, 7
regiones transmembranales, 5 sitios potenciales de glucosilacién y una region intracitoplasmatica
corta. La cDNA del TSHR codifica para un receptor funcional que activa a la adenilato ciclasa en
respuesta a la TSH (Nagayama et al., 1989).

1989: se utilizé al cDNA del TSHR de un perro para aislar el cDNA del TSHR humano en un
banco de cDNA tiroideo. Se identificaron dos transcritos principales de mRNA de 4.6 y 4.4 kb,
sugerentes de splicing alternativo (Libert et al., 1989).

1990: se maped el gen de TSHR en el cromosoma 14, mediante el estudio de DNA de células
hibridas (Akamizu et al., 1990). Mediante hibridacion in situ se localizé al gen en el cromosoma
14931 (Rousseau-Merck et al., 1990, Libert et al., 1990).

1990: mediante el analisis de diferentes clonas de cDNA del TSHR, se determindé que el
polipéptido maduro del TSHR, contiene 743 aminoacidos con una masa molecular calculada de
84.5 kD. El receptor putativo de TSH tiene un dominio extracelular de 394 residuos, un dominio
transmembrana de aproximadamente 266 residuos y un dominio intracelular de 83 residuos. Se
observé un alto grado de homologia con la hormona LH y con el receptor de gonadotropina
(Misrahi et al., 1990).

2002: se encontro que el gen de TSHR puede expresar al menos 5 formas alternativas por
splicing (corte y empalme de exones) (Kakinuma et al; 2002).



Caracteristicas bioquimicas:

1992: se mostro evidencia de que el TSHR tiene una estructura heterodimérica. Se determinaron
las masas moleculares aparentes de la subunidad alfa (sitio de union hormonal) y beta: 53 y 33-42
kD respectivamente. Posteriormente se demostré que las 2 subunidades se codifican a partir de
un mismo gen (Loosfelt et al., 1992).

1993: cuando Feliciello demostré la expresiéon del TSHR en tejido retroorbital, se pudo establecer
una asociacion entre enfermedad tiroidea y enfermedad de Graves (Feliciello et al., 1993).

Genética Molecular:

1991: se realizé una revision de la genética molecular del TSHR (Vassart et al., 1991).
1999: se describié una base de datos con las mutaciones hasta entonces reportadas del TSHR
(Trulzsch et al., 1999).

ASPECTOS MOLECULARES DEL RECEPTOR DE LA HORMONA ESTIMULANTE DE LA
TIROIDES (TSHR)

El TSHR junto con el receptor de LH y FSH constituyen la subfamilia 1 del receptor de hormona
glucoprotéica (GPHR) de los receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (Rapoport et al., 1998,
Szkudlinski et al., 2002, Vassart et al., 2004).

También es conocido por los siguientes nombres: receptor de la hormona estimulante de la
glandula tiroides, receptor-1 de tirotropina, receptor de tirotropina, entre otros.
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TSHR#expression).

El gen TSHR en humanos se encuentra localizado en el cromosoma 14 (14931.1) y esta
constituido por 191,314 bases dividido en 10 exones y 9 intrones (NM_000369.2)
https://www.ncbi.nim.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cqgi?REQUEST=GV&DATA=440506&BUILDS=C
URRENTBUILDS y el NM es: NM_000369.2 (Ver Figuras 1y 2).
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Figura 1. Localizacion del gen de TSHR en el cromosoma 14

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TSHR
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Figura 2. Gen del TSHR en donde se muestran sus 10 exones (Nagayama et al; 1992)

La expresion en tejidos del gen de TSHR es principalmente en: sangre, nédulos linfaticos, cerebro,

médula espinal, corazén, musculo estriado, intestino delgado, colon, adipocitos, rifidn, higado,

pulmon, pancreas, tiroides, glandula salival, glandula adrenal, piel, ovarios, utero, préstata y

testiculos.

(http://www.genecards.org/cgibin/carddisp.pl?gene=TSHR#expression)

El receptor de tirotropina juega un papel central en controlar el metabolismo de la célula tiroidea.

La actividad de este receptor es mediada por proteinas G, las cuales activan la via de adenilato

ciclasa (Nakabayashi et al.,

2002).

Las gonadotropinas y la tirotropina, son hormonas
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glucoprotéicas, constituidas por heterodimeros compuestos de una subunidad en comun alfa y
beta especifica. El heterodimero recombinante de dos proteinas adicionales, estructuralmente
relacionadas: GPA2 (glycoproteins alpha 2) y GPB5 (glycoproteins beta 5), mostraron activar al
receptor de tirotropina, adquiriendo el nombre de tiroestimulina (Dos Santos et al., 2009).

El receptor de tirotropina tiene dos dominios uno extracelular y otro transmembrana-intracelular
(Nagayama et al; 1992). El dominio extracelular del receptor de TSH tiene 394 residuos (Misrahi et
al., 1990) mientras que la region transmembrana 349 residuos (Davies et al; 2015) y la intracelular
83 residuos aminoacidicos (Misrahi et al., 1990).

El dominio extracelular del receptor de TSH esta codificado por 9 exones y parte del exén 10,
mientras que el dominio transmembrana-intracelular es codificado completamente por el exén 10
(Rapoport et al., 1998, Szkudlinski et al., 2002, Vassart et al., 2004).

La region distal del dominio extracelular esta vinculado con el dominio transmembrana por una
region de 141 aminodacidos, conocida como “hinge region™ (Rapoport et al; 2007); esta regidon
funciona como un puente estructural en donde se llevan a cabo cambios conformacionales en
respuesta a la unién del ligando y esta involucrada en la activacion del receptor, por lo que
también se conoce como “signal specific domain”. La regién transmembrana esta conformada por
7 hélices transmembrana y una corta regién citoplasmatica carboxilo terminal (Davies et al; 2015)

(ver figura 3).
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FIGURA 3. Estructura del receptor de TSH. En esta imagen se muestran sus 7 dominios
transmembrana (espirales) incrustados en la membrana plasmatica y la regién
citoplasmatica terminal, juntos conforman la subunidad (3/B. La regiéon separada de 50
aminoacidos (del 316 al 366) se muestra en color gris. Los repetidos ricos en leucina que
consisten en 20-24 aminoacidos, se encuentran formando filas en forma de espirales (a
hélices y hojas [3) en el ectodominio del receptor y conforman la porcion mayor de la
subunidad a/A. Los repetidos ricos en leucina tienen forma de herradura con una
superficie concava interna. Se muestran también la regién C- terminal y N- terminal (Davies
TF et al; 2005, figura adaptada de Nuinez MR et al; 2004)

Los receptores: FSHr, LHr, hCGr y TSHR son miembros de la familia GPCR (receptores
acoplados a proteina G). Estos receptores tienen una region tipo “serpentina” que contiene 7
hélices transmembrana, capaz de activar a la proteina G, principalmente a su subunidad alfa, para

la uniéon hormonal especifica, en este caso de TSHR a TSH. Asi mismo, el ectodominio N terminal
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también es responsable de la alta afinidad y unién selectiva de la hormona a su receptor. La TSH
unida a su receptor, el cual se expresa en la membrana basolateral del tirocito, conduce al
acoplamiento de la proteina Gsa con la activacion subsecuente de la adenilato ciclasa, lo que
conlleva a un incremento en la formacion de AMP que secundariamente conduce a una
fosforilacion de la protein cinasa A. Esta cascada de AMP ciclico dependiente de TSH es el
mayor regulador en el tirocito de su crecimiento, diferenciacion y secrecién hormonal (Werner et
al; 2013) (ver figura 4).

TSH con sus cadenas

alfa y beta
% — ectodominio

TSHR —! @
- ®

— region seprentina
compacta

region serpentina
laxa

i activacion de la
’ff ‘ subunidad alfa de la
proteina G (Gas)

FIGURA 4. En esta imagen se muestra la unién de la TSH a su receptor. El estado basal del
receptor se muestra mediante una interaccion inhibitoria entre el ectodominio y el dominio
de serpentina en donde la regién serpentina basal se muestra como estructuras compactas
en color azul. Al unirse la TSH a su receptor, el ectodominio funciona como agonista de la

region tipo serpentina; las regiones de serpentina activadas se muestran como estructuras

laxas en color verde (Vassart et al; 2004).

VARIANTES GENICAS PATOLOGICAS (MUTACIONES) EN EL GEN DE TSHR

Se han descrito diferentes mutaciones con pérdida de la funcion (LOF) del TSHR, causales de la
resistencia a la TSH: 1) con cambio de sentido (involucran el cambio de un aminoacido), 2) sin
sentido (conllevan a un codon de paro prematuro), 3) con cambio en el marco de lectura
deleciones/inserciones, 4) alteracion en splicing (corte y empalme de exones). Estas mutaciones
se encuentran distribuidas a lo largo de toda la secuencia del receptor, sin que se considere exista
un sitio donde ocurran con mayor frecuencia "hot spot” (Persani et al; 2010), sin embargo, en el
exon 10 se describen >50% de las mutaciones hasta ahora identificadas, siendo mas comunes las
mutaciones puntuales con cambio de sentido o sin sentido. De acuerdo a las bases de datos
Human Genome Data Base (HGDB) (http://www.hgmd.cf.ac.uk/) y Clin Var

(http://ncbi.nim.nih.gov/clinvar/?term=TSHR[gene]) se han descrito alrededor de 60 mutaciones,

de las cuales 50 son puntuales y de estas aproximadamente 35 ocurren en el exén 10. El exén 10
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inicia en la base 882 que corresponde a una adenina y termina en la base 2295 que también
corresponde a una adenina (tercera base del codon 294 que codifica una glicina hasta el codén
765 con el codén de paro TAA). Se propone que los mecanismos por los cuales hay pérdida de
funcién del receptor son diversos como ausencia o disminucion en su expresion en superficie
celular, falla de la union al ligando, inhabilidad para activarse y actuar sobre las proteinas G entre

otras.

CORRELACION GENOTIPO FENOTIPO

Las mutaciones del TSHR de tipo pérdida de la funcién (LOF) tienen un amplio espectro en el

fenotipo, desde leve hipertirotropinemia en un paciente eutiroideo hasta hipotiroidismo grave
(Cassio et al; 2013). La sensibilidad del tejido tiroideo a la TSH puede ir desde sensibilidad
parcialmente conservada del tejido tiroideo (como efecto compensatorio a la elevaciéon en los
niveles de TSH) hasta pérdida total de la sensibilidad del tejido tiroideo a la estimulacion con TSH,
con grave alteracion en el funcionamiento de la glandula. El grado de resistencia a la TSH
depende de la severidad de la alteracion en la funcién del receptor causada por la mutacion y del
numero de alelos mutados (Persani et al; 2010). Cuando ambos alelos portan una mutacién
severa se observa ausencia total de funcién, el resultado usualmente es hipotiroidismo congénito
grave con glandula tiroidea hipoplasica (resistencia a la TSH descompensada). Las mutaciones
menos severas de tipo “pérdida de funcién”, primordialmente heredadas de forma recesiva, se
pueden manifestar como formas de hipotiroidismo leve/limitrofe, en las cuales, el incremento
inapropiado de los niveles de TSH puede compensar la sensibilidad reducida de la glandula
tiroides (resistencia parcial o completamente compensada a la TSH) (Cassio et al; 2013).

Recientemente algunas mutaciones heterocigotas del TSHR de tipo LOF mayormente heredadas
de forma dominante, han sido descritas asociadas a hipotiroidismo subclinico no autoinmune
(NASH) con glandula tiroidea normal o hipoplasica. Sin embargo la variabilidad fenotipica es
caracteristica de las mutaciones del gen de TSHR, la misma mutacién puede ser asociada a
funcion tiroidea distinta en pacientes diferentes o en miembros de una misma familia y la
hipoplasia tiroidea que es preferentemente asociada a mutaciones nulas en un estado

homocigoto, es encontrada también en pacientes heterocigotos (Cassio 2013) (ver tabla 1).
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Resistencia a la TSH Edad al diagnostico | Tamiz TSH T4L UsG
neonatal
para HC
Descompensada Neonatal Positivo T Hipoplasia severa
Parcialmente compensada Neonatal/infancia Variable T normal Hipoplasia/tamario normal
Completamente compensada Infancia Negativo Tamafio normal/ hipoplasia leve
T normal

TABLA 1. Resistencia a la TSH de acuerdo a la severidad: variabilidad en edad al

diagnésitco, deteccion por tamiz, laboratorio e imagen (Cassio et al; 2013)

ll. JUSTIFICACION

En México la prevalencia de hipotiroidismo es mayor a la reportada en otras poblaciones; sin
embargo, no existe una evidente explicacion de la mayor ocurrencia de este defecto aunque se ha
propuesto la intervencién de factores genéticos. Se ha observado que la frecuencia de mutaciones
en el gen TSHR con pérdida de funcion varia en diferentes poblaciones, identificada en el 4.3% de
casos con un fenotipo de hipotiroidismo congénito en poblaciéon Japonesa hasta en el 29% de
pacientes con hipotiroidismo subclinico no autoinmune en ltalianos (Narumi et al; 2009 y Nicoletti
et al; 2009); sin embargo, este gen no ha sido aun estudiado en pacientes con hipotiroidismo en
nuestro pais. El identificar variantes génicas patologicas en el gen de TSHR, nos permitiria
comprender la mayor frecuencia de hipotiroidismo en nuestra poblacién ademas de brindar un
asesoramiento genético certero en los pacientes con mutacion caracterizada asi como en sus

familiares.

IV. OBJETIVOS

1.- General

Busqueda de variantes génicas patolégicas en el gen TSHR en muestras de sangre periférica de
pacientes con diagnéstico confirmado de hipotiroidismo congénito por disgenesia, canalizados a
través del servicio de endocrinologia, neurodesarrollo y consulta externa de pediatria, del Instituto

Nacional de Pediatria.
2.- Especificos

1. Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes con diagnostico confirmado de

hipotiroidismo congénito por disgenesia.
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2. ldentificar variantes génicas patolégicas en el gen de TSHR en pacientes con diagndstico
confirmado de hipotiroidismo congénito por disgenesia.

3. Identificar casos de expresion minima o no penetrancia mediante el estudio clinico y molecular
en los familiares de primer grado de aquellos pacientes en donde se identifique una variante

génica patolégica responsable de hipotiroidismo en el gen TSHR.

Diseio de estudio
Estudio observacional, descriptivo, transversal, ambispectivo.
Poblacién de estudio

Pacientes con diagnéstico de hipotiroidismo congénito por disgenesia canalizados a través del
servicio de endocrinologia, neurodesarrollo y consulta externa de pediatria, del Instituto Nacional

de Pediatria.
Poblacién Objetivo

Pacientes con hipotiroidismo congénito por disgenesia (con agenesia o hipoplasia de la glandula

tiroidea) confirmado por perfil tiroideo y estudio gammagrafico y/o ultrasonido tiroideo.
Poblacion Elegible:

Pacientes canalizados a través del servicio de endocrinologia, neurodesarrollo y consulta externa

de pediatria, del Instituto Nacional de Pediatria.

V. MATERIAL Y METODOS
Criterios de inclusion:

1. Pacientes con diagnostico de HC en seguimiento en la Unidad de Neurodesarrollo,
Endrocrinologia y del servicio de Consulta Externa de Pediatria del Instituto Nacional de
Pediatria (INP).

2. Ambos sexos.

Pacientes con diagnéstico confirmado de HC por disgenesia (con agenesia o hipoplasia de
la glandula tiroidea). La confirmacién del diagndstico se basé en la cuantificacion de
niveles hormonales tiroideos (perfil tiroideo con TSH, T3 total, T4 total, T3 libre, T4 libre y
tiroglobulina) y con el estudio de gammagrama o ultrasonido tiroideo.

4. Padres y hermanos de pacientes en quienes se haya identificado una mutacion y que

autorizaron su inclusion al estudio mediante firma de carta de consentimiento/asentimiento.
Criterios de exclusion:

1. Paciente en donde el DNA extraido a partir de sangre periférica fue inadecuado y no

acepten una segunda toma.
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Definicion de variables:

Se analizaron las siguientes variables:

VARIABLE TIPO
Sexo cualitativa, categérica, nominal, dicotémica
Edad cuantitativa, numérica, discreta.

Manifestaciones clinicas por aparatos y sistemas: cualitativa, categorica, nominal, dicotomica
1) si= presente

2) no= ausente

Facies hipotiroidea tipica (tosca con puente nasal ancho y labios gruesos) o facies sin
caracteristicas distintivas de alguna patologia.

En el caso de pacientes lactantes: fontanela posterior amplia (cierre retardado > 6 meses, de la
sutura lambdoidea) o fontanela posterior puntiforme posterior a los 6 meses de vida.

Macroglosia: aumento del volumen de la lengua o lengua de dimensiones normales.

Voz y llanto roncos (voz apagada, lenta, profunda y llanto aspero) o voz y llanto sin alteraciones
sugerentes de patologia.

Alopecia (disminucion y pérdida patoldégica de cabello, siendo este fino, muy seco, deslustrado y
debilitado) o patrén de crecimiento capilar normal.

Piel engrosada (aspecto similar a piel de naranja en la que se marcan mucho los surcos

nasogenianos) o piel de grosor normal.

Hernia umbilical (protuberancia del revestimiento abdominal, o de una porciéon de los érganos

abdominales a través del area alrededor del ombligo) o ausencia de la misma.

OFTALMOLOGICO
Edema palpebral (acumulo anormal de liquido intersticial en la regién de parpados inferiores) o

ausencia del mismo.

GASTROINTESTINAL

Dificultad en la deglucion (lentitud en la ingesta de alimentos) o velocidad adecuada en la
ingestion de los mismos.

Estrefiimiento (disminucion en el numero y en la frecuencia de evacuaciones) o patrén evacuatorio

normal.

PIEL Y MUCOSAS
Ictericia (sindrome caracterizado por hiperbilirrubinemia y depésito de pigmentos biliares en la piel,
mucosas y esclera, con lo cual el paciente adquiere una coloracion amarilla) o nivel normal de

bilirrubinas.
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Xerosis (piel seca y aspera por falta de hidratacién de la misma) o piel sin alteraciones.

NEUROLOGICO

Hipotonia (disminucion del tono muscular que condiciona alteraciones de succién, deglucion y
movilidad generalizada) o tono muscular adecuado.

Retraso psicomotor (retardo en la adquisicion de habilidades motoras, de socializaciéon y de
lenguaje) o desarrollo psicomotriz normal.

Hipoactividad (disminucion de los movimientos espontaneos) o actividad normal conservada.
Somnolencia (disminucion del estado de alerta o patrén del suefio normal para la edad).
Hipotermia (disminucion de la temperatura corporal) o mantenimiento de adecuada temperatura

con relacién a la ambiental.

Variante patogénica o mutacion (cambio en la secuencia de nucleétidos de una regidon genética

que contribuye de manera directa a una enfermedad).

Variante polimorfica o polimorfismo (cambio en la secuencia de nucleétidos de una region
genética presente en poblacién sana con una frecuencia mayor al 1%, que no suele asociarse con

enfermedad).
VI. DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Este trabajo es parte del proyecto 083/2013: “Analisis molecular de los genes FOXE1 y NKX2.5 en
pacientes con hipotiroidismo congénito por disgenesia atendidos en el Instituto Nacional de

Pediatria”, autorizado por los Comités de Investigacion y Etica del Instituto Nacional de Pediatria.

En cada caso se invitd al familiar a que autorizara que el DNA del caso indice, el cual se
encontraba resguardado en el laboratorio de Biologia Molecular, se utilizara para el analisis del
gen TSHR para lo cual se solicité carta de consentimiento informado y/o asentimiento (Anexos 1,
2, 3), se asentaron los datos clinicos de las variables a analizar en una hoja de captacion de datos
(Anexo 4).

Creacioén del banco de DNA

Como parte del proyecto 08/2013, previamente se habia realizado extraccion del DNA a partir de
sangre periférica colocada en tubos con EDTA como anticoagulante en pacientes con disgenesia
tiroidea, la técnica que se utilizé para la extraccién del DNA fue por precipitacion salina con el kit
Puregene™ (Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA). El DNA se encuentra resguardado en el

Laboratorio de Biologia Molecular.
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Cuantificacion del DNA

Se realizé una dilucion de 2 pl de la muestra de DNA en 498 pl de agua estéril y se registro la
densidad optica a una longitud de onda de 260 nm. Para cuantificar la concentracion de DNA se
utilizé la siguiente formula:

(D.O) (F) (dil) = (DNA) ug/ml

donde:

D.O = densidad optica a 260 nm

F = constante equivalente a 0.05 (50 ng de DNA = 1 D:0)

Dil = volumen de dilucién equivalente a 250 pl

Integridad del DNA

La integridad del DNA se evalud por medio de electroforesis, mezclando 1 ul de la muestra con 2
Ml de colorante azul de bromofenol-xilencianol (0.05%: 0.05%) y 7 ul de agua estéril. La
electroforesis se llevo a cabo durante 20 minutos a 100 voltios en un gel de agarosa al 0.7% con
bromuro de etidio; posteriormente el DNA se observé en un transiluminador con luz ultravioleta y

se tomaron fotografias.

Busqueda de mutaciones en el gen del TSHR
La busqueda de mutaciones se realizé mediante amplificacion en cadena de la polimerasa y
secuenciaciéon automatica directa del exdén 10 del gen. Los primers utilizados, se mencionan a

continuacion: (ver tabla 2).

Secuencias primers ensayo de PCR y secuenciacion:

TSHR-M13F- 5-GTAAAACGACGGCCAGTTGGCACTGACTCTTTTCTGT-3’ (intervalo: ¢.882-30 a
EX10F c.882-11)
TSHR-EX10R  |5-GTGTCATGGGATTGGAATGC-3 (intervalo c.*61-¢.*80; 3’'UTR)

TSHR-EX10FSeq

5-ACTGTCTTTGCAAGCGAGTT-3’ (primer F de secuenciacion interna, ¢.1501-c.1520)

TSHR-EX10RSe(

5-GTCCATGGGCAGGCAGATAC-3" (primer R de secuenciacion interna, ¢.1719-¢.1700

TABLA 2. Primers para ensayo de PCR: M13F-EX10F y TSHR-EX10R, primers para analisis
secuenciacion del producto de PCR: EX10FSEQ y EX10RSEQ

Tamarfio del producto de analisis por secuenciacion: 700 a 800 pares de bases, incluyendo sitio
aceptor de splicing y codon de paro natural con los primers sobrelapados TSHR-EX10FSeq vy
TSH-EX10RSeq. Primers disefiados por medio de la pagina www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/.
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La mezcla para llevar a cabo la amplificacion contuvo: Tag DNA polimerasa AltEnzyme [5Ul/ul] 0.3
ul (1.5 Ul/rxn), Pfu DNA polimerasa AltEnzyme [5Ul/ul] 0.3 ul (1.5 Ul/rxn), Buffer Pfu
AltEnzyme [10X/25 mM MgSOQO4] 3 ul, dNTPs XFRA [10 mM/25% deaza-dGTP] 0.5 ul, PCR
Enhancer Solution [10X], Invitrogen 3 ul, 20 picomoles de cada primer F (TSHR-M13F-EX10F) / R
(TSHR-EX10R) H>Odd (cbp 30 ul/rxn) 13.9 ul y 200 ng de DNA gendmico. La reaccién se llevo a
cabo en el termociclador Applied Biosystems modelo Gene Amp PCR System 2720, bajo el
siguiente programa: desnaturalizacion inicial durante 5 minutos a 94°C seguida de 40 ciclos, con
desnaturalizacién a 94°C por 40 seg, una alineacion a 66° C por 1 minuto, extension a 72°C por
2 minutos, seguida de una extension final a 72° con duracion de 15 minutos. Posteriormente se

conservo a 4° C por tiempo indefinido.

La calidad de los productos de PCR fue analizada mediante electroforesis en un gel de agarosa al
3% tefido con bromuro de etidio y cuando la calidad de los amplicones fue optima, fueron
purificados enzimaticamente (ExoSAP-IT® PCR Product Cleanup, Affymetrix, Inc.), para su
posterior analisis por secuenciacion automatizada directa de ambas cadenas (tipo Sanger con Big

Dye® Terminator Cycle Sequencing kit, Life Technologies).

Las secuencias obtenidas y que cubren la totalidad del exén 10 de TSHR, fueron alineadas con
las secuencias de referencia (NG_009206.1 RefSeqGene y NM_000369.2) a través del programa
Codon Code Aligner. Se determind si los cambios observados estaban descritos previamente
como variante génica patogénica o polimorfismo en la literatura de acuerdo a la base de datos
dbSNP del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), del Human Genome Mutation Database del
Instituto Cardiff (http://Iwww.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), Clin Var

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=TSHR[gene) y TSH receptor mutation database II

(http://endokrinologie.uniklinikum-leipzig.de/tsh/index.php). En caso de que se encontraran

cambios no descritos, se considerarian patogénicos si el efecto que se predice condiciona en la
proteina un codén de paro prematuro o un corrimiento de marco de lectura. De igual forma a las
variantes puntuales de sentido erréneo o no sinénimas, se les clasificaria como cambios dafinos o
tolerables mediante evaluacién in silico a través de los programas PolyPhen
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), SIFT (http://sift.jcvi.org/www/SIFT enst submit.html) vy

Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/).

Tamano de la muestra.
Se estudiaron todos los casos confirmados de HC por disgenesia (considerados como agenesia o
hipoplasia) con los cuales se contaba con los datos clinicos y un DNA de buena calidad, el tamafio

de la muestra fue a conveniencia, se analizaron 77 pacientes.

20


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=TSHR%5bgene
http://endokrinologie.uniklinikum-leipzig.de/tsh/index.php
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://sift.jcvi.org/www/SIFT_enst_submit.html
http://www.mutationtaster.org/

Analisis Estadistico
Las frecuencias de las variantes clinicas observadas se calcularon en porcentaje y media, las
frecuencias alélicas de las variantes génicas se determinaron mediante el método de conteo

alélico.

Consideraciones Eticas

Para la inclusion de los pacientes, se solicité autorizacion al padre o tutor mediante la firma de un
consentimiento informado. La informacion personal, de identidad y del genotipo fue manejada en
forma estrictamente confidencial, siguiendo las normas establecidas por la declaracién de
Helsinki: Las Buenas Practicas Médicas y del ELSI (del inglés “Ethical, Legar and Social Issues”).
El asesoramiento genético se brindd en todos los casos de acuerdo a los resultados obtenidos del

estudio molecular.

VII. RESULTADOS
A. RESULTADOS CLINICOS
Se incluyeron a 77 pacientes, con diagnéstico de HC por tamiz y/o clinicamente, los cuales se
clasificaron en 8 grupos de acuerdo a los hallazgos clinicos y de gabinete (Léger J. et al; 2014):
1. Hipoplasia tiroidea:
a. USG o gammagrama: hipoplasia tiroidea

b. Tiroglobulina: normal o baja

2. Agenesia / atirosis aparente:
USG o gammagrama: sin glandula

b. Tiroglobulina: normal

3. Agenesia / atirosis verdadera:
USG o gammagrama: sin glandula

Tiroglobulina: menor de 0.5 ng/dl

4. Probable ectopia tiroidea:
a. USG: ausencia de glandula

b. Tiroglobulina: alta
5. Agenesia/ atirosis por estudio de imagen:

USG o gammagrama: sin glandula

b. Tiroglobulina: no determinada
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6. Agenesia/atirosis por estudio de imagen, con tiroglobulina discordante:
USG o gammagrama: sin captacion

b. Tiroglobulina: elevada

7. Hipoplasia tiroidea por estudio de imagen:
a. USG o gammagrama: hipoplasia tiroidea

b. Tiroglobulina: no determinada

8. Hipoplasia tiroidea por estudio de imagen, con tiroglobulina discordante:
USG o gammagrama: hipoplasia tiroidea

b. Tiroglobulina: elevada

El grupo 1 quedé constituido por el 6.4% (n=5) del total de los pacientes; el 2 por el 33.7% (n=26);
el 3 por 15.5% (n=12); el 4 por 3.8% (n=3); el 5 por el 19.4% (n=15); el 6 por el 7.7% (n=6); el 7
por 10.3% (n=8) y el grupo 8 por el 2.5% (n=2) del total de los pacientes. Para clasificar a los
pacientes por el tipo de disgenesia se conté con estudio de imagen en todos ellos (n=77); sin
embargo, se realiz6 gammagrama sélo en el 51.9% (n=40) de los casos y USG en el 48.1%
restante (n=37) (ver tabla 3).

Gammagrama UsG
Hipoplasia Agenesia Hipoplasia Agenesia
No. Pacientes | No. pacientes | No. pacientes | No. pacientes
Grupo 1 0 0 5 0
Grupo 2 0 19 0 7
Grupo 3 0 9 0 3
Grupo 4 0 0 0 3
Grupo 5 0 6 0 9
Grupo 6 0 6 0 0
Grupo 7 0 0 8 0
Grupo 8 0 0 2 0

TABLA 3. Se muestran los resultados de los estudios de gabinete (Gammagrama/USG) de

acuerdo a los diferentes grupos

El diagnéstico de HC se establecioé por tamiz en 74 de los 77 pacientes incluidos, en los otros 3
pacientes el diagnéstico de HC se realizé por presencia de manifestaciones clinicas y se confirmé
mediante perfil tiroideo al 2do mes en un paciente del grupo 2 y en el 1er y 3er mes en dos

pacientes del grupo 5.
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Con respecto a los 74 pacientes en quienes el diagnostico se realizé por tamiz, en el 93.5 %
(n=72) el diagndstico se hizo con sangre de talén, mientras que en el 2.6% (n=2) el diagnédstico se

hizo con sangre de cordon.

El rango de edad de los 74 pacientes al momento del diagnéstico por tamiz fue de 5 a 120 dias,
mientras que por subgrupos el rango de diagndstico minimo, maximo y media se muestra en la
tabla 4. En todos los pacientes se realizaron pruebas confirmatorias y al establecerse el

diagnostico de HC se inicio tratamiento con levotiroxina (ver tabla 4).

Edad al diagnéstico | Minimo Maximo Media
por Tamiz (dias) (dias) (dias)
Grupo 1 17 90 47.4
Grupo 2 10 120 53.2
Grupo 3 16 60 41.4
Grupo 4 14 90 54.6
Grupo 5 21 120 46.8
Grupo 6 30 90 50
Grupo 7 5 60 37.1
Grupo 8 21 30 255

TABLA 4. Se muestran por grupos, la media de las edades al diagnéstico por tamiz, asi

como edades minimas y maximas.

Con respecto al sexo, del total de 77 pacientes, hubo un predominio del femenino sobre el
masculino, con un 77.9% (n= 60) y 22.1% (n=17) respectivamente. En la tabla 5 se muestra la

distribucion del sexo por los grupos de TD (ver tabla 5).

Femenino Masculino
Grupo 1 3 2
Grupo 2 21 5
Grupo 3 9 3
Grupo 4 3 0
Grupo 5 14 1
Grupo 6 3 3
Grupo 7 5 3
Grupo 8 2 0

TABLA 5. Se muestra la distribucion por sexo de acuerdo a los diferentes grupos

Con respecto a las semanas de gestacion al nacimiento, del total de nuestros pacientes, 89.6%
(n=69) nacieron de término, 9.1% (n=7) pretérmino y 1.3% (n=1) postérmino. De los 7 pacientes
que nacieron pretérmino, estos fueron de 32, 33, 33.2, 34, 34, 36 y 36 SDG, en quienes se les

realiz6 diagndstico confirmatorio a los 30, 30, 60, 30, 5, 60 y 45 dias de nacidos respectivamente.
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Los pacientes que nacieron pretérmino pertenecieron a los grupos: 1, 2, 5, 7 y el paciente
postérmino correspondio al grupo 2.

Se midi6 tiroglobulina (TG) al momento del diagndstico en el 68.8% de la poblacion (n=53), en el
31.2% (n=24) restante, no se determind la misma. Con respecto a los subgrupos, en el grupo 1, el
rango de TG fue de 0.4-19.9 ng/dL, con una media de 5.5 ng/dL; en el grupo 2, el rango de TG fue
de 0.5 —49.9 ng/dL, con una media de 11.9 ng/dL; en el grupo 3, todos los pacientes presentaron
niveles de TG 0.1 ng/dL; en el grupo 4, el unico paciente con TG medida tuvo un valor de 155.9
ng/dL; en el grupo 5, no se midié TG; en el grupo 6, el rango de TG fue de 68.6-300 ng/dL con una
media de 122.9 ng/dL; en el grupo 7, no se midid TG en los pacientes; en el grupo 8, el rango de
TG fue de 62.7-80.6 ng/dL, con una media de 103 ng/dL (ver figura 5).
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FIGURA 5. Se muestra la media de medicion de TG de acuerdo a grupos, en donde se

muestra predominio del grupo 4 y ausencia de medicién en los grupos 5y 7

Dentro de los parametros bioquimicos, el 100 % presentaron valores confirmatorios de TSH

elevados, con un rango de 8,2 a 840 uUl/mL y una media de 126,6 (ver tabla 6 y figura 6).

Grupos Media Minimo y maximo
1 108,6 43 - 200

2 112,8 46,2- 614,6

3 69,6 8,2-100

4 230,9 36,9-580,9

5 159,2 27,5-840

6 87,6 75-150

7 121,8 19,9-491

8 425,0 75-775

TABLA 6. Se muestran la media, minimo y maximo de los valores de TSH de acuerdo a

grupos
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FIGURA 6. Se muestra la media de TSH de acuerdo a los diferentes grupos

Con respecto a la T4L, esta se midi6é en el 94.8% (n=73) de los pacientes, con un minimo de 0 y

un maximo de 5.9 ng/dL y una media de 0,61 ng/dL (ver tabla 7 y figura 7).

Grupos Media Minimo y maximo
1 0,9 0,5-1,4
2 0,2 0-1,5
3 0,3 0-1,3
4 0,7 0,5-0,9
5 0,5 0,07-1,5
6 0,1 0,1-0,5
7 2,6 0,75-5,9
8 0,55 0’5-0’6
TABLA 7. Se muestran la media, minimo y maximo de los valores de T4L de acuerdo a
grupos
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Figura 7. Se muestra la media de T4L de acuerdo a los diferentes grupos
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De acuerdo al peso y talla, el rango de peso al nacimiento de los pacientes pretérmino fue de 1.5
a 3 kg, con una media de 2.2 kg, el rango de los pacientes de término fue de 1.6 a 4.2 kg con una
media de 3.2 kg y el Unico caso postérmino tuvo un peso de 3.5 kg. Con respecto a la talla, el
rango de talla en los pretérmino fue de 44-52 cm con una media de 46.7, en los pacientes de
término fue de 41-54 cm con una media de 50,5 cm y la talla del Unico caso postérmino fue de 50

cm.

Con respecto a las caracteristicas clinicas que presentaron los pacientes se observé en orden de
frecuencia: ictericia en 68.8% (n=53), hernia umbilical en 55.8% (n=43), fontanela anterior amplia
en 51.9% (n=40), estrefimiento en 46.7% (n=36), llanto ronco en 42.8% (n=33), macroglosia en
37.6% (n=29), piel seca en 33.7% (n=26), facies tipica en el 25.9% (n=20), edema en 16.8%
(n=13), hipotonia en 16.8% (n=13), cianosis peribucal en 14.2% (n=11), lentitud en la ingesta de

alimentos en 6.4% (n=5), hipotermia en 6.4% (n=5) y dificultad respiratoria en 5.1% (n=4) (ver

figura 8).
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FIGURA 8. Caracteristicas clinicas encontradas en los pacientes diagnosticados con HC

B. RESULTADOS MOLECULARES
Se realizé el analisis molecular de 77 pacientes pero se excluyé a un paciente del grupo 2 (HC-
234) por no presentar un producto de PCR adecuado, por lo que no se logré realizar el ensayo de

secuenciacion (ver figura 9).
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FIGURA 9. Gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de Etidio se observa de los carriles 1
al 12 DNA obtenido de leucocitos de sangre periférica de pacientes con hipotiroidismo, el

cual se considera de buena calidad.

Se realizé la PCR del exén 10 del gen TSHR obteniéndose un producto de 1524 pares de bases.
Con la secuenciacion de este producto se incluye el analisis del sitio aceptor de splicing asi como
el codon de paro natural con los primers sobrelapados (TSHR-EX10FSeq y TSHR-EX10RSeq)
(ver figura 10).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 CTL
HC-234

)

Figura 10. Andlisis de productos de PCR (5ul/ de cada reacciéon) del exén 10 del gen TSHR
en gel de agarosa al 1.5% tefido con bromuro de etidio (1524 pb): carriles del 1 al 6 y del 8
al 14 productos de PCR acordes al tamafo esperado en 13 pacientes con HC, en el carril 7
no se observa producto amplificado por lo que esta muestra no fue analizada por
secuenciacion (muestra HC 234), CTL muestra control normal.

La secuenciacion del exén 10 del gen TSHR en los 76 pacientes incluidos, no revel6 la presencia
de variantes patogénicas previamente descritas, sin embargo se observaron 3 variantes puntuales
ya descritas en la literatura y con rs asignado en la base de dbSNP

(http://www.ncbi.nIm.nih.goVv/SNP/)

Uno de los cambios se encontrd6 en un paciente correspondiente al grupo 2 (HC 272),
observandose una posiciéon mixta G>A en la posicion 1377 del cDNA (c.1377G>A) la cual
condiciona un cambio sinénimo en el codon 459 (p.Ala459Ala) el cual se encuentra reportado
como un polimorfismo (rs 113951800).
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusld=7253) de acuerdo a las secuencias de
referencia (NG_009206.1 y NM_000369.2) (ver figura 11). Las frecuencias alélicas de esta
variante en este estudio fueron: G=0.993 (n=151) y A=0.006 (n=1).
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FIGURA 11. Electroferograma parcial del exén 10 del gen TSHR (cadena R) de la muestra

HC 272. El andlisis del electroferograma y de acuerdo a las secuencias de referencia
NG_009206.1 y NM_000369.2 muestra una posicion con una base mixta o G/A en el
nucleétido 1377 (flecha) del cDNA del gen TSHR (c.1377G>A) la cual condiciona un cambio
sinbnimo en el codén 459 (p.Alad59Ala), mismo que se encuentra reportado como
polimorfismo (rs 113951800)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusld=7253).

De igual forma se encontré otro cambio ya reportado ¢.2181G>C, el cual modifica el sentido del
codén 727 de acido glutamico (GAG) por un acido aspartico (GAC) p.Glu727Asp, el cual se
encuentra reportado en la base de dbSNP (http://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP/) (rs1991517); este
cambio se identific6 en 11 individuos en estado heterocigoto y en 65 pacientes en estado
homocigoto, por lo que la frecuencia alélica para el alelo G es de 0.072 (n=11) y para el alelo C
0.927 (n=141). Los 11 pacientes con esta variante en estado heterocigoto correspondieron a los
grupos: 2 (HC 268 y HC302), 3 (HC 315), 5 (HC 256, 273, 324 y 329), 6 (HC 194 y 264), 7 (HC
210) y 8 (HC 238) (ver figura 12).
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Figura 12. Electroferogramas parciales del exén 10 del gen TSHR (cadena F) El analisis de
los electroferogramas y de acuerdo a las secuencias de referencia NG_009206.1 y
NM_000369.2, muestra una posicion con una base mixta o G/C en el nucleétido 2181 del
cDNA del gen TSHR ¢.2181G>C el cual cambia el sentido del codén 727 de acido glutamico
(GAG) por un acido aspartico (GAC) p.Glu727Asp dicha variante se encuentra reportada en
dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/SNP/snp ref.cgi?locusld=7253) (rs1991517), el

cambio se observa en estado heterocigoto en las figuras A, B, C, D, E mientras que en la

figura F se encuentra en estado homocigoto para el alelo C (flechas).

Ademas se encontr6 otra variante en el exon 10 del gen TSHR la cual genera una posicion mixta
T>C en la posicion 1264 del cDNA (c.1264T>C), y condiciona un cambio de sentido en el codén
422 de triptéfano (TGG) por una arginina (CGG) (p.Trp422Arg). Esta variante se encuentra
reportada en la base de dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) (rs746029360) y en EXAC se
encuentra descrita Unicamente en 2 alelos de 11578 de origen latino. El analisis in silico con los
programas SIFT, Mutation Taster y PolyPhen, lo considera un cambio danino. El caso que la

presenta es del sexo femenino (HC 324), clasificada en el grupo 5 (agenesia tiroidea por estudio
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de imagen con ulltrasonido sin medicién de tiroglobulina), en quien se establecié el diagndstico a
través del tamiz neonatal reportado al mes de edad, fecha en la cual inicio manejo con presencia
de fontanela anterior amplia, estrefiimiento y hernia umbilical como caracteristicas clinicas

asociadas al HC (ver figura 13).
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FIGURA 13. Electroferograma parcial del exén 10 del gen TSHR (cadena R) de la muestra
HC 324. El andlisis del electroferograma y de acuerdo a las secuencias de referencia
NG_009206.1 y NM_000369.2, muestra una posicion con una base mixta o T/C en el
nucleétido 1264 (flecha) del cDNA del gen TSHR ¢.1264T>C el cual cambia el sentido del
codoén 422 de triptéfano (TGG) por uno de arginina (CGG) p.Trp422Arg dicha variante se
encuentra reportada en la base dbSNP
(http://lwww.ncbi.nim.nih.gov/snp/?term=rs746029360) y en EXAC con una frecuencia alélica
de 0.00001647, (rs746029360, descrita sélo en 2 alelos de 11578 de origen latino (ExAC); no
asi en las bases de datos HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/), CLIN VAR

(http://Incbi.nim.nih.gov/clinvar/?term=TSHR[gene]) o TSH Receptor mutation database:

(http://lendokrinologie.uniklinikum-leipzig.de/tsh/index.php).

VIII. DISCUSION

A. CLiNICA
En el 2013, la Dra Cassio mencioné que los pacientes con hipoplasia tiroidea pueden estar
subdiagnosticados como agenesia, ya que en varios casos, se utiliza unicamente como
herramienta diagndstica USG o gammagrama; y debido a que el USG es operador dependiente,
cuando la glandula tiene un tamafio reducido, no alcanza a ser vista por el operador que realiza el
estudio; mientras que, en los casos de gammagrama, cuando la tiroides es demasiado pequefa,
puede no captar adecuadamente el radiofarmaco. Por tal motivo ella sugiere la toma de
tiroglobulina como coadyuvante para el diagnoéstico diferencial entre estas dos entidades; Beltrao
en 2010, propuso que la TG es el mejor método para valorar la presencia de tejido tiroideo, ya que
esta es una proteina especifica de la gandula tiroides. En el presente estudio, algunos pacientes
se clasificaron como atirosis o hipoplasia sélo con base al estudio de imagen (ultrasonido o
gammagrama) ya que se cuenta con medicion de TG unicamente en el 68.8% de los casos, lo

anterior debido a que la informacion de las pruebas tiroideas confirmatorias se tomé de manera
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retrospectiva del expediente clinico y varios casos no contaban con la medicion de TG sin ser un
criterio de exclusion, por lo anterior, se decidio clasificar a los pacientes en 8 grupos haciendo la
aclaracién de si contaban o no con TG y si sus niveles estaban acorde a lo observado con el

estudio de imagen.

Con respecto a la distribucion por grupos, se esperaba encontrar de manera mas factible variantes
génicas patologicas en los pacientes del grupo 1 con hipoplasia tiroidea y con menor posibilidad
en los del grupo 2 y 3, agenesia verdadera y agenesia aparente respectivamente, ya que son los
casos que cuentan con gammagrama y medicion de tiroglobulina en este trabajo y al ser los
fenotipos clinicos que se describen con mayor frecuencia en la literatura asociados a mutaciones
en el gen TSHR.

En tres pacientes no se puede descartar que se traten de ectopia verdadera ya que en ellos el
diagnéstico se considerd como probable, debido a que aunque el USG reportdé ausencia de
glandula y la medicion de la TG fue alta (Léger J. et al; 2014), en estos casos la certeza de que se
trata de ectopia requiere el estudio con gammagrama para determinar presencia o no de tejido
tiroideo, dado que en estos pacientes no se pudo realizar este ultimo estudio se decidio

mantenerlos en este trabajo para descartar en ellos mutaciones en el gen TSHR.

Con respecto a los pacientes del grupo 6 y 8, en quienes se encontré agenesia o hipoplasia por
estudio de imagen, con TG discordante (elevada); se mantuvieron en el estudio ya que de acuerdo
a reportes de literatura, Abramowicz en 1997 encontré también mutacion en el gen de TSHR
p.(Ala553Thr) en una familia de padres consanguineos y 4 hijos; en quienes los padres y dos
hermanos sin manifestacion de HC fueron heterocigotos para la mutacién, mientras que los otros
dos hijos, fueron homocigotos; estos dos ultimos, inicialmente se diagnosticaron con agenesia
tiroidea mediante examen fisico y gammagrama con Tc-99m, posteriormente por USG tiroideo se
hizo el diagndstico de hipoplasia tiroidea; ambos con TG elevada al momento del diagndstico. Asi
mismo Sura-Trueba en 2009, encontré una mutacion homocigota en el gen de TSHR p.(GIn489His
en dos hijos, de padres consanguineos del norte de Africa, con diagndstico de atirosis/agenesia
tiroidea por USG y por imagen por Resonancia Magnética (IRM) a pesar de haber contado con
niveles normales de TG. En la literatura se refiere que la elevacion de la TG en plasma en casos
con disgenesia, puede ser secundaria a una polarizacién incompleta de los tirocitos, un
sefalamiento anormal de la TG por acumulacién en el reticulo endoplasmico rugoso de TSHR mal

plegada o por rompimiento intercelular de foliculos displasicos (Abramowicz et al; 1997).

A pesar de que el estandar de oro para la deteccion de HC es el gammagrama (Perry et al; 2006),

en este trabajo se incluyeron sélo 40 pacientes que contaban con este estudio, mientras que se
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realizé USG en los 37 restantes, lo anterior se debe a que en nuestra Institucién, en los ultimos
afnos, no se tiene disponible el equipo para la realizacion del gammagrama. Llama la atencién que
en los pacientes a quienes se les hizo gammagrama, en ningun caso se detecté hipoplasia
tiroidea, lo que coincide con lo previamente mencionado por la Dra Cassio en 2003, de que en los
casos de hipoplasia muy severa, existe la posibiidad de que el radiofarmaco no sea
correctamente captado por la glandula, originando un diagnéstico erroneo de aplasia tiroidea. En
los pacientes a quienes se les realizd USG, se detectd tanto hipoplasia como aplasia tiroidea, sin
embargo al ser un estudio operador dependiente, tiene como limitante que dificiimente se logran
detectar los casos de ectopia tiroidea; como ejemplo en la literatura se menciona un estudio de 40
pacientes con HC por DT, con rango de edad entre 12 dias, en los cuales la deteccion de ectopia

tiroidea por gammagrama fue de 91.7% contra solo 9.1% con USG (Perry et al; 2006).

El diagndstico de HC se establecio por tamiz en 74 de los 77 pacientes, el sitio de toma de tamiz
en todos nuestros pacientes fue adecuado, ya que se realizé en talon o cordéon umbilical, los

cuales son los dos sitios aceptados por el Lineamiento Técnico de la Secretaria de Salud, 2007.

El rango de edad al diagndstico de HC por tamiz neonatal de los 74 pacientes fue de 5 a 120 dias
con media de 30 dias; 38 pacientes fueron diagnosticados antes de los 30 dias y 36 pacientes
después, con un maximo de 120 dias. No conocemos el motivo del retraso en el diagndstico, sin
embargo, el 100% iniciaron su tratamiento el mismo dia en que se les realiz6 el diagndstico de HC.
Es ampliamente conocido que la edad de deteccion de HC es muy importante, en México se
recomienda que el tamiz neonatal debe realizarse dentro de los primeros 5 dias con un maximo de
30 dias cuando la sangre es proveniente de talén (Lineamiento Técnico de la Secretaria de Salud,
2007). La Dra Vela en 2004, quien del afo 2001 a 2002, estudi6 la edad al diagnéstico de nifios con
HC provenientes de los 32 estados de la republica mexicana, observé que en el Distrito Federal hubo
un retraso de 2.5 dias con respecto a la meta ideal (primeros 30 dias de vida); para mejorar esto y
disminuir las secuelas de un diagnéstico y manejo tardio, ella menciona como principal condicionante
el factor operativo (lo que involucra el proceso de tamiz desde la toma de muestra hasta la

confirmacién del caso).

Con relacion al sexo de los pacientes hubo un predominio del femenino sobre el masculino, con
una relacién de 8:2; aunque esta diferencia en el sexo de los afectados con HC se encuentra
descrito en la literatura, en este estudio el predominio de mujeres fue mayor a lo reportado tanto
en literatura latinoamericana como anglosajona, en donde mencionan una relacién 3:1 (Lorey et
al; 1992) y 2:1 respectivamente (Rose et al; 2006, Rastogi et al; 2010); sin embargo,

desconocemos la causa de esta diferencia.
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De acuerdo a las semanas de gestacion al nacimiento, el 9.1% de los pacientes nacieron
pretérmino, a todos se les realizd perfil tiroideo confirmatorio una vez que habia transcurrido el
tiempo en el que puede existir fluctuacion en las hormonas tiroideas, salvo en un paciente de 34
semanas de gestacion, perteneciente al grupo 7, en quien el diagndstico confirmatorio se realizo al
5to dia de vida. Dado que el presente estudio es transversal, no contamos con el registro de los
resultados de seguimiento de pruebas tiroideas de este paciente, sin embargo, de acuerdo al
Lineamiento Técnico de la Secretaria de Salud, 2007, debié haberse confirmado el diagnéstico al
repetir las pruebas de funcion tiroidea entre las siguientes 4 y 8 semanas al ser pretérmino, con el
fin de que dicha medicibn sea cuando se haya concluido el tiempo de inmadurez del eje

hipotalamo - hipdfisis- tiroides, con la consecuente disminucién transitoria de T4.

Dentro de los parametros bioquimicos, el 100% de los pacientes presentaron valores
confirmatorios elevados de TSH, en un rango de 8,2 a 840 uUl/ml, con una media de 126,6
uUl/ml, sin existir correlacion entre el tamafio glandular y los niveles de TSH entre los grupos 1, 3
y 4; ya que la media de niveles de TSH fue mas alta en los pacientes con ectopia e hipoplasia
tiroidea (230,9 y 108,6 uUl/mL respectivamente) y mas baja en los pacientes con agenesia/atirosis
verdadera (69,6 uUl/mL), lo cual no es esperado de acuerdo a reportes en la literatura; incluyendo
el del 2016 de Uyttendaele quien estudié 139 pacientes con HC y en donde los valores de TSH
mas altos los observd, como era de esperarse, en los casos de atirosis (64 ectopia tiroidea y 46
atirosis, con valores de TSH de 158.4 uUlI/mL y 252 uUl/mL respectivamente) (Uyttendaele et al;
2016).

De acuerdo a la T4L, esta se midié en el 94.8% de los pacientes, los niveles mas bajos se
encontraron en los pacientes con diagndstico de atirosis/agenesia tiroidea, grupos 2,3 y 6. Esto
era esperado, ya que entre menos tejido tiroideo existe, hay menor produccion vy
secundariamente, menor conversion de hormonas tiroideas en tejidos periféricos (Guyton et al;
2000).

Con respecto al peso, la media de pacientes de término fue de 3.2 kg, lo que era esperado y
mostré gran similitud con lo reportado por la doctora Vela en 2004, quien estudié a 731 recién
nacidos con diagndstico confirmado de HC en quienes la media de peso al nacimiento fue de 3
298 kg.

La media de talla de los pacientes pretérmino fue de 46.7 cm, del paciente postérmino fue de 50
cm y de los de término fue de 50.5 cm, las cuales son tallas esperadas de acuerdo a sus semanas
de gestacion y las cuales no se afectaron por el diagnéstico de HC al nacimiento debido a que no

contaban con comorbilidades asociadas.

33



El predominio de las caracteristicas clinicas presentadas por los pacientes, fueron similares a las
previamente descritas en la literatura, sin embargo el orden de presentacion varié. La ictericia fue
la mas frecuentemente encontrada en el 68.8% (n=53), lo que coincide con lo reportado en la
literatura universal; Rastogi en 2010 también describe a la ictericia como el signo principalmente
asociado a HC, sin embargo él posiciona a la dificultad para la ingesta en segundo lugar (Rastogi
et al; 2010), mientras que en nuestros pacientes, el segundo hallazgo observado fue la hernia
umbilical (n=43, 55.8%) y fontanela anterior amplia en tercer lugar (n= 40, 51.9%). En
comparacion con la literatura mexicana, la doctora Vela en 2004, observé a la hernia umbilical
(43.63%) como la manifestacion clinica mas frecuentemente, seguida de ictericia (41.58%) y piel
seca (36.9%) (Vela et al; 2004). Las diferencias entre nuestros casos y los descritos en literatura

son esperadas dado que el HC es una entidad con amplia variabilidad clinica.

. MOLECULAR

En los ultimos afos, el gen del receptor de TSH (TSHR) también se ha asociado como agente
causal de disgenesia tiroidea a nivel mundial. Aunque esta constituido por 10 exones es en el
exon 10 donde se describen mas del 50% de las mutaciones hasta ahora identificadas, siendo las
mas comunes de tipo puntual. De acuerdo a las bases de datos Human Genome Data Base
(HGDB) (http://www.hgmd.cf.ac.uk/) y Clin Var (http://ncbi.nim.nih.gov/clinvar/?term=TSHR[gene]),
se han descrito alrededor de 60 mutaciones, de las cuales 50 son puntuales y de estas
aproximadamente 35 ocurren en el exén 10; por lo anterior, en este trabajo, se reportan los
hallazgos del analisis de solo el exdn 10; sin embargo, se tiene contemplado realizar el estudio de

los demas exones.

En los pacientes analizados no se observaron variaciones génicas patoldgicas, sin embargo se

identificaron 3 variantes previamente descritas en la literatura.

La primera ¢.1377G>A, condiciona un cambio sinébnimo en el codén 459 (p.Ala459Ala), mismo que
se encuentra reportado como polimorfismo en la base de datos dbSNP con el numero
rs113951800 (http://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=113951800) con unas frecuencias
alélicas de G=0.9933 (n=151) y A=0.0066 (n=1), lo que es muy similar a lo observado en otras
poblaciones como: en descendientes de mexicanos residentes en Los Angeles, Estados Unidos
(EU) (G=1.0000 A=0.0000), colombianos de la region de Medellin (G= 0.9840 A= 0.0160), hindues
Guijarati residentes en Houston (G= 0.9369 A= 0.0631), chinos (G= 0.9946, A= 0.0054), ingleses
(G= 0.9780 A=0.0220) y residentes de Tokio en Japon (G=1.0000 A= 0.000)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/).
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El polimorfismo ¢.2181G>C fue el que se observé con mayor frecuencia en nuestra poblacion, el
cual cambia el sentido del codéon 727 de acido glutamico (GAG) por un acido aspartico (GAC)
p.Glu727Asp; dicha variante se encuentra reportada en la base dbSNP con la referencia
rs1991517 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs1991517), para esta variante se observé una
frecuencia del alelo G de 0.072 (n=11) y para el alelo C de 0.927 (n=141); estas frecuencias son
muy similares a las observadas en otras poblaciones, tanto de origen mexicano residentes en EU
Los Angeles (G= 0.1094 C= 0.8906) como en poblacién asiatica (G=0.1796 C=0.8204)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/). Yuan en el afio 2008 estudid a 79
pacientes con hipotiroidismo congénito por disgenesia tiroidea o hipotiroidismo subclinico,
encontrando este polimorfismo ¢.2181G>C en 30 de 79 pacientes (4 en estado homocigoto G/G y
26 en estado heterocigoto C/G), con una frecuencia alélica de G= 0.2151 y C= 0.7848 (Yuan et al;
2008), las cuales son muy parecidas a las de nuestro estudio. No observé alguna asociacion entre
este polimorfismo y el HC, debido a que al hacer la comparacién entre pacientes y 100 controles
(4 en estado homocigoto G/G y 29 en estado heterocigoto C/G, con una frecuencia alélica de

G=0.185y C de 0.815) no encontraron una diferencia estadistica significativa.

La variante ¢.2181G>C a pesar de ser un cambio no sinénimo p.Glu727Asp, se considera un
polimorfismo dado que el acido glutamico es poco conservado evolutivamente lo que sugeriria que
la proteina puede tolerar su cambio sin verse afectada, el estudio in silico en 3 programas (SIFT,
Mutation Taster y PolyPhen) lo predicen como no patogénico y porque se ha observado en

controles sanos (Yuan et. al.2008).

La tercera variante ¢.1264T>C, cambia el sentido del codon 422 de triptéfano (TGG) por uno de
arginina (CGG) p.Trp>Arg; dicha variante se encuentra reportada como un polimorfismo en
dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=746029360) asi como en EXAC, en esta
ultima con una frecuencia alélica de 0.00001647 (rs746029360), descrita solo en 2 alelos de
11578 alelos de origen latino, en las dos bases de datos anteriormente mencionadas no se refiere
el fenotipo clinico de las personas que lo presentan. Consideramos que en esta variante los datos
que no apoyan de que se trata de un polimorfismo son: no se encuentra reportada en individuos
homocigotos, el aminoacido triptéfano se encuentra muy conservado hasta en 12 especies
diferentes lo que sugiere que su cambio seria poco tolerable con posibilidad de afectar la funcién
de la proteina y que en el analisis in silico con 3 programas (SIFT, Mutation Taster y PolyPhen) se
considera dafino. Esta variante no esta reportada como patogénica en las bases de datos: HGMD
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/), CLIN VAR (http://ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=TSHR[gene]) y TSH

Receptor mutation database: (http://endokrinologie.uniklinikum-leipzig.de/tsh/index.php).
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La variante ¢.1264T>C la observamos sélo en un alelo de una paciente con agenesia por estudio
de imagen y dado que consideramos que no hay suficiente evidencia en la literatura para
considerar a este cambio como un polimorfismo sino como una variante de significado clinico
incierto, para correlacionar si es responsable del hipotiroidismo en nuestra paciente, realizaremos
en un futuro en los padres y en su Unico hermano mayor pruebas de funcion tiroidea, aunque se
refieren clinicamente sanos y el analisis dirigido de esta variante, asi como la busqueda de esta
en 100 controles sanos y de acuerdo a los resultados determinaremos si tenemos mayores

fundamentos para definir su patogenicidad.

En el presente trabajo no encontramos variaciones genéticas patolégicas al igual que algunos
autores como Cortinhas en 2015 quien estudié a 106 pacientes brasilefios con HC primario en
donde identificé 5 polimorfismos pero no variantes génicas patolégicas (Cortinhas et al; 2015);
pero a diferencia de otras poblaciones en donde se han descrito mutaciones en el gen TSHR
como: Lee en 2011, en 79 pacientes coreanos con hipotiroidismo congénito corroborado por
gammagrama identifico en 13 de ellos mutaciones en TSHR: 3 en estado homocigoto para
p.Arg450His, 2 heterocigotos compuestos (p.Arg450His/p.Arg519Cys y
p.Arg450His/p.Gly132Arg) y 8 heterocigotos (cinco con la mutaciéon p.Arg450His y uno con las
mutaciones p.Gly132Arg, p.Gly245Ser y p.Phe525Ser, respectivamente), todas previamente
descritas excepto la mutacién p.Phe525Ser; con lo que la frecuencia de mutacién en el gen
TSHR en este grupo fue de 16.5% (Lee et al; 2011). En poblacion japonesa, Narumi de 1979 a
2006 estudié a 103 pacientes con HC, quien encontré 4 mutaciones en 6 pacientes (4.3%), el
primero homocigoto p.Arg450His, el segundo, heterocigoto compuesto
(p.Gly132Arg/p.Arg450His); el tercero, heterocigoto compuesto (p.Asp403Asn/p.Arg450His); dos
casos heterocigotos para p.Arg450His y un caso heterocigoto para p.Ala204Val. Las mutaciones
identificadas por Narumi ya habian sido descritas excepto dos de ellas (p.Gly132Arg y
p.Ala204Val) (Narumi et al; 2009). Esta diferencia en la deteccion de mutaciones en el gen
TSHR apoya el hecho de que la identificacion de éstas puede variar de un grupo étnico a otro
sin embargo, dado que en este estudio sélo se analizé el exdn 10, no se descarta que este gen
pueda ser responsable de algunos casos de hipotiroidismo, por lo que esta pendiente analizar
los otros 9 exones codificantes en los cuales también se han encontrado mutaciones en otras

poblaciones (Davies et al; 2015).
Ademas del gen de TSHR, se requiere analizar otros genes candidatos que participan en el

desarrollo de la glandula tiroides para determinar su participacion como causales de HC por

disgenesia en la poblacién mexicana.
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IX. CONCLUSION

- Se observd una proporcion del sexo femenino vs masculino (8:2), mayor a lo descrito en literatura,
aungue no conocemos la explicacion a esto.

- De los 74 pacientes diagnosticados por tamiz, hubo un retraso en el diagnéstico en el 48.6% (n=36)
con respecto a la media ideal (30 dias), esto es importante modificar ya que la deteccion oportuna de
HC evita el desarrollo de secuelas neurolégicas a corto, mediano y largo plazo.

- Se considera una limitante del presente estudio el que no a todos los pacientes se les realizd
gammagrama, el cual es considerado el estudio estandar de oro para el diagndstico por imagen de
HC, por lo que no se descarta que algunos pacientes no estén clasificados correctamente, como por
ejemplo los 3 casos con probable ectopia tiroidea lo cual esta basado s6lo por ultrasonido.

- Otra limitante para la clasificacién de los pacientes es que no todos contaron con la medicion de
tiroglobulina, como se recomienda en literatura, por lo que algunos se clasificaron como
agenesia/atirosis o hipoplasia tiroidea con base sélo al estudio de imagen.

- No se descarta la participacion de mutaciones en el gen TSHR como causales de
hipotiroidismo en nuestra poblacidbn ya que estd pendiente analizar los otros 9 exones
codificantes, en los que se localizan el 50% de variantes génicas patogénicas descritas.

- Se identificaron 3 variantes previamente descritas en la literatura: una sinénima y dos no sinénimas.
- La variante ¢.1377G>A, p.Ala459Ala mostro frecuencias alélicas muy similares a las reportadas en
otras poblaciones.

- El polimorfismo, ¢.2181G>C, p.Glu727Asp fue el que se observé con mayor frecuencia en nuestra
poblacion, con frecuencias alélicas similares a lo reportado en otras poblaciones.

- La tercera variante c.1264T>C, p.Trp422Arg, esta reportada en las bases de datos dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=746029360) y en ExAC, como polimorfismo; sin
embargo; consideramos que no hay suficiente evidencia en la literatura que apoye lo anterior, por lo
que debe ser clasificada como una variante de significado clinico incierto.

- Para definir la patogenicidad de la variante ¢.1264T>C, p.Trp422Arg se requiere realizar pruebas
de funcién tiroidea y analisis molecular en los padres y en el Unico hermano de nuestra paciente
asi como buscarla en 100 controles sanos.

- Ademas del gen de TSHR, se requiere analizar otros genes candidatos que participan en el
desarrollo de la glandula tiroides para determinar su participacién como causales de HC por

disgenesia en la poblacién mexicana.
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X. ANEXOS
ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO (PARA EL CASO iNDICE)

ANALISIS CLIiNICO Y MOLECULAR DEL GEN DEL TSHR PACIENTES CON
HIPERTIROTROPINEMIA

¢Para qué se efectua este estudio?
Para conocer mejor la causa genética que contribuye a presentar hipertirotropinemia y es
probable que en el futuro los resultados puedan servir para un mejor diagndstico, prondstico y

tratamiento de esta enfermedad.

¢En qué consiste el estudio?

Se obtendra una muestra de sangre periférica, de 3 a 5 ml, y se obtendra el material genético
(DNA) de su hijo (a), el cual determina sus caracteristicas fisicas y de éste se analizaran
regiones que pueden estar implicadas en el padecimiento de hipertirotropinemia. Se espera

contar con la participacion de minimo 100 pacientes para este estudio.

¢ Quiénes pueden participar en el estudio?
Todos los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de Pediatria que tengan

hipertirotropinemia no secundaria a causas externas.

¢ Quiénes no podran participar en el estudio?

Aquellos pacientes que no deseen participar en el estudio.

¢ Qué se le pedira a su hijo que haga?
Se extraera en una ocasion, una muestra de sangre periférica, de 3 a 5 ml, tomada por personal
calificado y bajo todas las medidas de seguridad, como son el uso de equipo estéril y

desechable, asi como el uso de guantes.
¢ Quién sufragara los gastos del estudio?

Ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacion, tendran un costo para

usted.

38



¢ Qué beneficio mi hijo puede esperar?

Directamente no tendra un beneficio, la informacién obtenida durante el proyecto de
investigacion generara conocimiento para conocer mejor la causa genética que contribuye a
presentar hipertirotropinemia y es probable que en el futuro los resultados puedan servir para un

mejor diagndstico, prondstico y tratamiento de esta enfermedad.

A quién debo llamar en caso de tener preguntas?

Puede comunicarse con los investigadores responsables: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel y Dr.
Miguel Angel Alcantara Ortigoza. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de
Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306

Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica. Tel

10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

¢Mi hijo puede negarse a participar en este estudio y se le puede pedir a mi hijo que
abandone el estudio?

La participacién de su hijo (a) es total y absolutamente voluntaria, pueden abandonar el estudio y
retirar el consentimiento informado en cualquier momento sin que esto tenga ningun tipo de

repercusion en la atencién de su hijo (a) en cualquier servicio de la Institucion.

¢ Quiénes van a tener informacion de los datos de mi hijo?

Los datos personales de su hijo (a) en el estudio, seran mantenidos en estricta confidencialidad
y no sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros familiares,
etc., si no es con su autorizacién expresa y por escrito.

La informacion necesaria para el analisis de los resultados, puede ser evaluada y revisada
unicamente por los médicos e investigadores del presente proyecto. De igual forma, toda la
informacion clinica e impresa de su hijo (a) recabada para el presente proyecto, quedara
resguardada bajo llave y los datos clinicos y genéticos en archivos electrénicos quedaran
encriptados. Soélo los investigadores responsables del proyecto, tendran la llave y la clave de

acceso a esta informacion para preservar la confidencialidad.

¢Qué se va a hacer con las muestras biolégicas (extraccion de DNA)?

Quedara codificada bajo una clave que no incluya su nombre y datos clinicos en el contenedor
de dicha muestra, y ésta quedara bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto Nacional de Pediatria, de la Secretaria de Salud y esta muestra sélo podra ser
empleada para futuros estudios de investigacion encaminados al estudio de Hipotiroidismo
congénito, si usted asi lo autoriza, para lo cual los investigadores del INP se volverian a poner en

contacto con usted, y preservando siempre la confidencialidad de la informacioén derivada.
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¢ Puedo conocer los resultados del estudio?
Si usted asi lo solicita, en cualquier momento, se le hara de su conocimiento por los

investigadores responsables del estudio.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione, decido que mi hijo (a) participe en este
estudio, una vez que he leido cuidadosamente este formato y se me ha explicado en forma clara
en que consiste este estudio y mis preguntas han sido contestadas. Asi mismo entiendo que
nuestra participacion no conlleva ningun tipo de compensacion econémica. Finalmente hago
constar que si deseamos no participar, ello no repercutira en la atencion médica brindada a mi
hijo (a) dentro de la Institucién y que se me ha informado que ninguno de los estudios derivados

del presente proyecto de investigacion, tendran un costo para mi.

Atentamente

Padre, Madre o tutor Firma Fecha

Nombre del nifo

Nombre del Testigo Direccién Fechay Firma

Nombre del Testigo Direccion Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Recibi copia de este consentimiento

Nombre y firma Fecha
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Investigadores responsables: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel y Dr. Miguel Angel Alcantara
Ortigoza. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto
Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306

Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica. Tel

10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.
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ANEXO 2

ASENTIMIENTO INFORMADO (CASO iNDICE)

ANALISIS CLINICO Y MOLECULAR DEL GEN DEL TSHR PACIENTES CON
HIPERTIROTROPINEMIA

¢Para qué se efectua este estudio?

Para conocer mejor la causa genética que origina tu enfermedad.

¢En qué consiste el estudio?
Se te tomara una muestra de sangre de 3 a 5 ml, y se estudiaran regiones que pueden estar
implicadas en tu enfermedad. Se espera contar con la participacién de minimo 100 nifios como

tu, para este estudio.

¢ Quiénes pueden participar en el estudio?
Todos los pacientes atendidos en el |Instituto Nacional de Pediatria que tengan

hipertirotropinemia no secundaria a causas externas.

¢ Quiénes no podran participar en el estudio?

Aquellos nifios que no deseen participar en el estudio.

¢ Qué se te pedira que hagas?
Se te tomara una muestra de sangre periférica, de 3 a 5 ml, tomada por personal calificado y
bajo todas las medidas de seguridad, como son el uso de equipo estéril y desechable, asi como

el uso de guantes.
¢Quién pagara los gastos del estudio?
Ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacién, tendran un costo para

ti.

¢ Qué beneficio puede yo esperar?

La informacién obtenida durante este estudio nos ayudara a saber mas sobre tu enfermedad.
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¢A quién debo llamar en caso de tener preguntas?
Puedes comunicarte con los investigadores responsables: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel y Dr.
Miguel Angel Alcantara Ortigoza. Asi como a la Dra. Matilde Ruiz Garcia en caso de que tengas

dudas sobre tus derechos.

¢ Puedo negarme a participar en este estudio y puedo abandonar el estudio?
Tu participacion es total y absolutamente voluntaria. Puedes decidir ya no querer participar en el
estudio en cualquier momento, sin que esto afecte tu atencion en cualquier servicio de la

Institucion.

¢ Quiénes van a tener la informacién de mis datos?

Tus datos personales en el estudio, serdn mantenidos en estricta confidencialidad y no sera
compartida con otras personas.

La informacion necesaria para el analisis de los resultados, puede ser evaluada y revisada
unicamente por los médicos e investigadores del presente proyecto. De igual forma, toda la
informacién clinica e impresa de ti, recabada para el presente proyecto, quedara resguardada

bajo llave.

¢ Qué se va a hacer con la muestra de sangre que ya no ocupen?

Quedara codificada bajo una clave que no incluya tu nombre y datos clinicos en el contenedor de
dicha muestra, y ésta quedara bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto Nacional de Pediatria, de la Secretaria de Salud, manteniendo la confidencialidad de la

informacion derivada.

¢ Puedo conocer los resultados del estudio?
Si tu asi lo solicitas, en cualquier momento, se te hara de tu conocimiento por los investigadores

responsables del estudio.

DECLARACION DE ASENTIMIENTO

Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione, decido participar en este estudio, una
vez que he leido cuidadosamente este formato y se me ha explicado en forma clara en que
consiste este estudio y mis preguntas han sido contestadas. Asi mismo entiendo que mi
participacién no conlleva ningun tipo de compensacion econdémica. Finalmente si no quiero
participar, ello no afectara en mi atencion médica brindada dentro de la Instituciéon y que se me
ha informado que ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacion,

tendran un costo para mi ni mis papas.
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Atentamente

Nombre del Paciente Fechay Firma
Nombre del Testigo Fechay Firma
Nombre del Testigo Fecha y Firma
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ANEXO 3

CONSENTIMIENTO INFORMADO (PARA FAMILIARES DE 1ER GRADO)

ANALISIS CLINICO Y MOLECULAR DEL GEN DEL TSHR PACIENTES CON
HIPERTIROTROPINEMIA

¢Para qué se efectua este estudio?
Para conocer mejor la causa genética que contribuye a presentar hipertirotropinemia y es
probable que en el futuro los resultados puedan servir para un mejor diagnostico, prondstico y

tratamiento de esta enfermedad.

¢En qué consiste el estudio?
Se obtendra una muestra de sangre periférica, de 3 a 5 ml, y se obtendra el material genético
(DNA) de usted, el cual determina sus caracteristicas fisicas y de éste se analizaran regiones

que pueden estar implicadas en el padecimiento de hipertirotropinemia

¢ Quiénes pueden participar en el estudio?
Todos los familiares de primer grado de los pacientes atendidos en el Instituto Nacional de

Pediatria que tengan hipertirotropinemia y se haya localizado una mutacion o polimorfismo.

¢ Quiénes no podran participar en el estudio?

Aquellos familiares que no deseen participar en el estudio.

¢ Qué se le pedira a usted que haga?
Se extraera en una ocasion, una muestra de sangre periférica, de 3 a 5 ml, tomada por personal
calificado y bajo todas las medidas de seguridad, como son el uso de equipo estéril y

desechable, asi como el uso de guantes.

¢Quién sufragara los gastos del estudio?
Ninguno de los estudios derivados del presente proyecto de investigacion, tendran un costo para

usted.
¢ Qué beneficio puede esperar?

Directamente no tendra un beneficio, la informacién obtenida durante el proyecto de

investigacion generara conocimiento para conocer mejor la causa genética que contribuye a
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nacer con hipotiroidismo congénito y es probable que en el futuro los resultados puedan servir

para un mejor diagndstico, pronéstico y tratamiento de esta enfermedad.

A quién debo llamar en caso de tener preguntas?

Puede comunicarse con los investigadores responsables: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel y Dr.
Miguel Angel Alcantara Ortigoza. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de
Investigacion del Instituto Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306

Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica. Tel

10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

¢Puedo negarme a participar en este estudio?
La participacién de usted es total y absolutamente voluntaria, puede abandonar el estudio y
retirar el consentimiento informado en cualquier momento sin que esto tenga ningun tipo de

repercusion en la atencion de su hijo (a) en cualquier servicio de la Institucién.

¢ Quiénes van a tener informacion de mis datos?

Los datos personales de usted en el estudio, seran mantenidos en estricta confidencialidad y no
sera compartida con terceros como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc.,
si no es con su autorizacién expresa y por escrito.

La informaciéon necesaria para el analisis de los resultados, puede ser evaluada y revisada
unicamente por los médicos e investigadores del presente proyecto. De igual forma, toda la
informacion clinica e impresa de usted recabada para el presente proyecto, quedara
resguardada bajo llave y los datos clinicos y genéticos en archivos electrénicos quedaran
encriptados. Sélo los investigadores responsables del proyecto, tendran la llave y la clave de

acceso a esta informacioén para preservar la confidencialidad.

¢Qué se va a hacer con las muestras biolégicas (extraccion de DNA)?

Quedara codificada bajo una clave que no incluya su nombre y datos clinicos en el contenedor
de dicha muestra, y ésta quedara bajo el resguardo del Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto Nacional de Pediatria, de la Secretaria de Salud y esta muestra sélo podra ser
empleada para futuros estudios de investigacion encaminados al estudio de Hipotiroidismo
congénito, si usted asi lo autoriza, para lo cual los investigadores del INP lo recontactarian, y

preservando siempre la confidencialidad de la informacion derivada.
¢ Puedo conocer los resultados del estudio?

Si usted asi lo solicita, en cualquier momento, se le hara de su conocimiento por los

investigadores responsables del estudio.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione, decido participar en este estudio, una
vez que he leido cuidadosamente este formato y se me ha explicado en forma clara en que
consiste este estudio y mis preguntas han sido contestadas. Asi mismo entiendo que nuestra
participacién no conlleva ningun tipo de compensacion econdémica. Finalmente hago constar que
si deseo no participar, ello no repercutira en la atencién médica brindada a mi hijo (a) dentro de
la Institucion y que se me ha informado que ninguno de los estudios derivados del presente

proyecto de investigacién, tendran un costo para mi.

Atentamente

Padre o Madre Firma Fecha

Hermano Mayor de 18 afos Firma Fecha

Nombre del Testigo Direccién Fechay Firma
Nombre del Testigo Direccién Fecha y Firma

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha

Investigadores responsables: Dra. Ariadna Gonzalez del Angel y Dr. Miguel Angel Alcantara
Ortigoza. Laboratorio de Biologia Molecular, 9° Piso de la Torre de Investigacion del Instituto
Nacional de Pediatria, S.S. Tel 10-84-09-00 Ext. 1306

Presidente del Comité de Etica: Dra. Matilde Ruiz Garcia. Servicio de Neurologia Pediatrica. Tel

10840900 ext. 1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.
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ANEXO 4

NUMERO DE REGISTRO/MUESTRA:

HOJA DE CAPTACION DE DATOS
ANALISIS CLINICO Y MOLECULAR DEL GEN DEL TSHR PACIENTES CON
HIPERTIROTROPINEMIA

# EXPEDIENTE INP

TSH por tamiz: 0= no realizado 1= corddn 2= talén

NOMBRE DEL NINO (A)
FECHA DE NACIMIENTO SEXO
EDAD AL DIAGNOSTICO

EDAD DE INICIO DE TRATAMIENTO

EDAD AL INGRESO DEL PROYECTO

PESO (al nacer) TALLA (al nacer) SDG
NOMBRE DE LA MADRE EDAD
NOMBRE DEL PADRE EDAD
DOMICILIO

TELEFONO

DATOS CLINICOS

1=Presente, 2= ausente

FACIES TIiPICA FONTANELA POSTERIOR AMPLIA

ICTERICIA EDEMA MACROGLOSIA

LLANTO RONCO HIPOTERMIA

PIEL SECA (aspera) HIPOTONIA

HIPOACTIVIDAD ESTRENIMIENTO HERNIA  UMBILICAL

LENTITUD en INGESTA de ALIMENTOS
MALFORMACIONES ASOCIADAS
¢ CUALES?

PRUEBAS CONFIRMATORIAS INP: EXTRA-INP:
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PERFIL TIROIDEO

EDAD DEL PERFIL TIROIDEO EDAD CRONOLOGICA
PRUEBA RESULTADO Valor PRUEBA | RESULTADO Valor
referencia* referencia *
T3 Total 72-170 ng/dl T3 Libre 1.8-6.0 pg/ml
T4 Total 4.5-12.5 mcg/dl | T4 Libre 0.8-1.9 ng/dl
Tiroglobulina** 0.5-55.0 ng/dl T.S.H. 0.4-4.0
uUl/ml
*Valores de referencia por técnica de laboratorio de hormonas del INP.
** Edad a la que se realizo:
DIAGNOSTICO: TAMIZ CLINICA AMBOS
GAMMAGRAMA TIROIDEO: CON TX: SIN TX:

EDAD A LA QUE SE REALIZO EL GAMMAGRAMA:
HALLAZGOS: 1= tiroides ectopica, 2=tiroides hipoplasica, 3=ausencia de tiroides

USG TIROIDEO:
EDAD A LA QUE SE REALIZO EL USG TIROIDEO:
HALLAZGOS: 1=tiroides ectopica, 2=tiroides hipoplasica, 3=ausencia de tiroides

RESULTADOS DE ANALISIS MOLECULAR

GEN ALTERACION EN LA EXON MUTACION | POLIMORFISMOS
SECUENCIACION IDENTIFICADOS

TSHR
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ARBOL GENEALOGICO:

OBSERVACIONES:

REGISTRO DE FAMILIARES DE CASOS INDICE

FECHA de TOMA de MUESTRA

TIPO DE MUESTRA:

NOMBRE DEL FAMILIAR

FECHA DE NACIMIENTO

SEXO

DOMICILIO

EDAD

TELEFONO

No de Registro interno (muestra DNA):
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