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RESUMEN 

La hormona del crecimiento humano (HGH) es un polipéptido de 191 aminoácidos y peso 
molecular de 22 kDa que posee Jo&pueatss^ulhJro^mtracatenanoir entre restos de 
cisteína localizados en las posiciones 53 y 165 y entre 182 y 189. La hipófisis produce 
varías isoformas de la HGH debido principalmente a procesamientos alternativos del 
trascrito primario ó a modificaciones post-traduccionales. 
La deficiencia de HGH durante la infancia se manifiesta con velocidad de crecimiento 
menor al 10% del normal ó curva de talla corta con desviación estándar mayor de 2.5. 
Hasta el momento se han reconocido 2 clases de deficiencias de la hormona: aislada 
(IGHDIA, IGHD IB, IGHDII y IGHDIII) y combinada (asociada con niveles disminuidos de 
las otras hormonas de la pituitaria). 
En el presente proyecto se reclutó un grupo de pacientes con deficiencia aislada y $ 
combinada de HGH con el propósito de determinar las causas de su padecimiento. Se 
planteó como objetivo principal el localizar mutaciones puntuales ó deledones, tanto en la 
región promotora como en la región codificante del gen hGH-N. Asimismo, se planteó 
determinar las mutaciones que pudieran encontrarse en el gen que codifica para el 
receptor de la hormona (GHR), asi como en los genes de los factores de transcripción que 
regulan la expresión de su gen, como son el Pit-1 y el Prophet-1. 
Para llevar a cabo la búsqueda de mutaciones en estos pacientes se aplicaron dos 
técnicas: el análisis de heterodúplex y/o el análisis de restricción según fuera el caso de la 
región del gen que se estuviera analizando. Luego, en caso necesario, cuando el 
fragmento amplificado fuera demasiado grande, se cortó con una enzima de restricción 
para producir fragmentos de tamaño adecuado. Finalmente, para analizar los sitios de 
cambios nucleotidicos se procedió a secuenciar dicha región. 
De un total de 25 pacientes analizados, 11 resultaron positivos en la formación de 
heterodúplex. Cabe mencionar que la totalidad de ellos lo fueron para la región promotora 
del gen hGH-N. Se eligieron 4 de ellos (basándose en su migración electroforétíca) para 
secuenciación, resultando un total de 7 sitios distintos de cambios nucleotidicos en la 
secuencia del promotor; 6 de estos ya habian sido reportados como polimorfismos en 
esta región, en tanto que un cambio aún no ha sido reportado y se trata de una inserción 
de una adenina en la posición -64. Los 14 restantes resultaron negativos en la formación 
de heterodúplex. En- conclusión todas las mutaciones detectadas en los pacientes 
analizados lian sido reportadas como polimorfismos, pero no se puede excluir la 
posibilidad de que una combinación de ellas puedan en conjunto la expresión del gen 
hGH-N. Asimismo se estandarizaron las condiciones de amplificación de los exones de los 
genes: GHR, hGH-N, Pit-1y Prop-1 pero en ninguno de estos genes se detectaron 
mutaciones. 
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I. INTRODUCCIÓN 

1.1 TRASTORNOS DEL CRECIMIENTO 

Se denomina crecimiento al conjunto de cambios continuos que conducen a 
un ser viviente desde el nacimiento a la madurez. Este proceso es complejo y 
multifactorial e incluye fenómenos de liipertrofia e hiperplasia tisulares. 
Dentro de la especie humana hay condicionantes genéticos ó biológicos a los 
que se suman factores externos ó ambientales y variaciones del propio 
crecimiento a lo largo del tiempo que darán lugar a la talla adulta (Tanner, 
1986). Los factores genéticos no determinan únicamente la talla definitiva, 
sino también el tiempo y la forma en que dicha talla se alcanza. En 1985 
Tanner y D avies, construyeron curvas de estatura, ilustrando sus gráficas y 
los cambios dramáticos en la velocidad de crecimiento durante los años de la 
pubertad, tanto en niños como en niñas. En los niños el inicio de la pubertad 
varia de 9-14 años y en las niñas oscila entre los 8.6- 12 años (Jiménez-
Hernández etal., 1990). 
El retraso constitucional del crecimiento y la pubertad (RCC) es la causa más 
común de talla baja y retardo puberal. Esto se debe a una variación del 
desarrollo normal en la que el desarrollo puberal se alcanza tardíamente, a 
causa de una maduración atrasada del eje hipotálamo-hipófisis-gonadal. Por 
definición, se puede considerar que el retardo puberal en mujeres es cuando 
no hay desarrollo mamario ni vello pubiano a la edad de 13 años y en los 
varones cuando a los 14 años no han tenido aumento testicular con ausencia 
o presencia de vello pubiano (García etal., 1993J. 
La frecuencia estimada de retrasos del crecimiento asociados a trastornos de 
la producción y/o la acción de la HGH, es de aproximadamente uno de cada 
4000 a 10000 recién nacidos vivos (Vimpani et al., 1977/ Roña et al, 1977! 
Lacey et al., 1974; Lindsay et al, 1993). En tanto que la mayor parte de los 
casos son esporádicos y se atribuyen a agresiones cerebrales y anomalías del 
desarrollo, un 5*30% de los pacientes tienen un familiar afectado de primer 
grado, lo que sugiere una causa genética (Lacey et al., 1974; lindsay et al., 
1993). 
Así mismo, también hay evidencia de factores ambientales y de anomalías 
anatómicas hipotálamo-hipofisiarias que producen déficit de HGH. Estos 
constituyen menos del 20% de los casos esporádicos (Cacáari et al, 1990). Es 
conveniente tener en cuenta que muchos casos de familiares afectados pasan 
desapercibidos, ya que en los trastornos autosómicos recesivos la 
probabilidad de tener un hijo afectado es de lA y la probabilidad de tener 2 
hijos con la enfermedad es de 1/16, lo cual es difícil dado el tamaño actual de 
las familias. 



El enanismo es un trastorno del crecimiento, producido en parte por 
desequilibrios glandulares endocrinos, para los cuales se han descrito 
algunas causas (tabla l). 

Tabla 1. Causas endocrinas de talla baja. 

Secreción disminuida de 
HGH 

Causas hipotalámicas 

Secreción disminuida de GRH (hormona liberadora 
de HGH) 
Lesiones orgánicas 
Causas hipofisarias 
Secreción disminuida de GH aislada ó asociada a 
otras hormonas hipofisarias 
Lesiones orgánicas 
Deficiencia funcional de HGH (Deprivación 
emocional) 

Actividad defectuosa de la 
HGH 

Receptores defectuosos de HGH (enanismo de Laron) 

Secreción de formas normales de HGH 
Alteración nutricional de la formación de 
somatomedina inducida por la HGH 

Respuesta esquelética 
alterada a la 
8omatomedina (o HGH) 

Talla baja constitucional 

Disgenesia gonadal (Síndrome de Turner) 
Enfermedad renal crónica 
Enfermedad inflamatoria crónica 
Exceso de corticoides 
Enfermedades hipofisarias v suprarrenales 
Tratamiento con dosis farmacológicas de corticoides 

Hipotiroidismo 
(primario o secundario) 

Pubertad precoz Orgánica 
Central (SNC) ("pubertad precoz verdadera** con 
cierre precoz de las epífisis óseas) 
Pseudopubertad precoz 
Idiopàtica ("pubertad precoz verdadera") 

Diabetes mellitus 

Insuficiencia 
corticosuprarrenal 

( Fuente* Catálogo Merck. Sharp y Dohme, 1994) 



1.2 LA GLÁNDULA PITUITARIA PRODUCE LA HGH. 

La gláiidiila pituitaria (hipófisis) desempeña un papel importantísimo ea-eJ. 
funcionamiento normal del cuerpo humano, por la diversidad de hormonas 
que produce. Entre ellas destacan las hormonas de acción directa como la del 
crecimiento(HGH), que determina dicho proceso, y la gonadotrófica, que 
estimula la diferenciación sexual de los individuos. Sin embargo, el más 
importante de los roles de esta glándula es el de dirigir, mediante hormonas 
de acción indirecta, el funcionamiento de las demás glándulas endocrinas, 
actuando como la directora de la «orquesta endocrina». No obstante la 
importancia de sus funciones, es la más pequeña de las glándulas endocrinas 
conocidas. Su peso es de alrededor de medio gramo en el ser humano adulto, 
y mide un centímetro de largo y 1.5 cm de ancho, con un espesor de 6 
milímetros. Se encuentra situada en una depresión o cavidad del hueso 
esfenoidal, llamada la silla turca (figura l). 
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Figura 1. La glándula pituitaria. Esta glándula juega un papel muy importante en el 
sistema endocrino, pues su función es unir a éste con el sistema nervioso central. Esta 
pequeña glándula se localiza en la base del cerebro y cuenta con dos partes: pituitaria 
anterior (adenohipófisis) y pituitaria posterior (neurohipófisis). 
La pituitaria anterior recibe señales del hipotálamo, las cuales pueden estimular ó inhibir la 
secreción de hormonas, que después son secretadas al flujo sanguíneo donde actúan sobre 
órganos blanco específicos. Las hormonas secretadas por la adenohipófísis son-
Estimulante del tiroides(TSH), folículo-estimulante (FSH), luteinizante(LH), prolactina 
(PRL), adrenocorticotrópica (ACTH) y la HGH. 



1.3 CARACTERÍSTICAS DE LA DEFICIENCIA DE HORMONAS 
HIPOFISIARIAS 

En niños la deficiencia de FSH y LH puede causar eunocoidismo y falta de 
desarrollo sexual. La FSH y LH tienen un efecto indirecto en el crecimiento 
de los huesos por obstrucción de la epífisis. La deficiencia de GH en niños se 
presenta como retardo del crecimiento y maduración sexual retrasada. Estos 
pacientes pueden presentar hipoglucemia debido a la pérdida del efecto 
gluconeogénico de la HGH, el cuál contrarresta el efecto de la insulina. En los 
adultos la deficiencia HGH se presenta como debilidad, disminución de 
tolerancia al ejercicio y decremento del funcionamiento social. 

1.3.1 DIAGNÓSTICO CLÍNICO DE DEFICIENCIA DE HGH (GHD) 

La deficiencia de la hormona del crecimiento (GHD) se puede diagnosticar 
por una disminución en la concentración plasmática de la HGH. El 
diagnóstico de GHD se basa principalmente en un criterio auxológico en 
niños y en la evidencia de enfermedad de pituitaria, con otras deficiencias 
conjuntas del eje de la pituitaria, en adultos. El diagnóstico GHD luego se 
confirma bioquímicamente por medición de la HGH durante varias pruebas 
estimulantes. Se aceptan niveles de respuesta a pruebas provocativas por 
abajo de 10 ng/ml como pre-requisito para terapia de reemplazamiento en 
niños. Esta prueba confirma el diagnóstico de GHD. El diagnóstico es fácil 
cuando la respuesta pobre de la HGH está acompañada por hipoglucemia y 
otras deficiencias pituitarias, pero el diagnóstico resulta difícil cuando la 
respuesta baja de la HGH es aislada. Niños normales a veces tienen 
respuestas anormales de HGH en pruebas de estímulo, lo cual pasa 
principalmente durante el periodo de prepubertad ó en pubertad atrasada. El 
nivel de la HGH plasmática es también anormal en la obesidad. La 
concentración de la HGH que define la GHD y los valores de la HGH en 
suero, obtenidos con una sola muestra pueden variar considerablemente 
dependiendo del ensayo utilizado. 
Las pruebas empleadas para valorar la secreción de HGH pueden ser del tipo 
farmacológico, fisiológico, por determinación de los valores plasmáticos de 
GRF, por determinación plasmática de som atóme din a, por determinación de 
HGH en orina y finalmente por determinación de IGF-I en saliva y orina 
(Tabla 2). 



Tabla 2. Determinaciones para valoración de la secreción de HGH 

N ß Pruebas 

1 Fisiológicas 
(sueño, ejercicio). 

2 Farmacológicas 
(Hipoglucemia/Insulínica, Clonidina, L-Dopa, 

Propranolol) 
3 Determinación de los niveles plasmáticos de GRF 

4 Concentraciones plasmáticas de Somatomedina C 

5 Perfil secretorio de HGH de 24 h. 

6 Determinación de niveles de la HGH en orina de 24 
h. 

7 Valoración de las concentraciones de IGF-I en orina 

8 Estudio de las concentraciones de IGF-I e IGF-II 

1.4 SECRECIÓN Y ACCIÓN DE LA HGH 

La secreción de HGH está controlada por interacción de componentes 
neuronales y mecanismos de retrocontrol. Según el conocimiento reciente, se 
indica que él Sistema Nervioso Central (SNC) controla la secreción de HGH 
por medio de los factores hipotalámicos- GHRH (Hormona liberadora de la 
GH) que es estimulante y SS (Somatostatma), que inhibe la liberación de 
HGHs, los cuales una vez liberados desde sus somas neuronales 
correspondientes, alcanzan la eminencia media y son vertidos en el sistema, 
portal hipofisiario desde donde son transportados a la hipófisis (Ceda et al, 
1987) donde interactúan provocando la secreción de la HGH (Fig. 2). 



Figura 2. Mecanismo de secreción y acción de la HGH. Cascada de transactivación donde 
se muestran los genes y hormonas principales que intervienen en la secreción de HGH. 
Tomado de Ceda, et al, 1987. 

En conclusión, la secreción de la HGH está controlada por GHKH y SS. Pero 
en adición a lo anterior, algunas hormonas periféricas modulan la expresión 
del gen hGH-N, estando entre ellas: las hormonas tiroideas (T3), la 
hidrocortisona, el factor de crecimiento similar a la insulina ÚGF-I) y la 
insulina, que actúan de manera directa en la expresión del gen. La hormona 
T3 y la hidrocortisona estimulan la producción del RNAm del gen hGH-N, en 
cambio IGF-I y la insulina inhiben al gen. 

El déficit de HGH puede resultar de una lesión intracraneal ó aparecer en 
ausencia de cualquier anomalía anatómica subyacente. Estas categorías del 
déficit se distinguen con los términos de orgánica e idiopàtica. Las 
estadísticas de distribución de las diferentes formas muestran que un 20-25% 
pertenecen a lesión hipotalámico-hipofisiaria, un 10% son hereditarias y el 
70% son de origen idiopàtico (tabla 3). 

Así mismo se debe considerar que puede haber resistencia hormonal por? 
1) Sensibilidad anormalmente disminuida, cuando se requieren 

concentraciones hormonales mayores para obtener una respuesta 
considerada normal. 

2) Disminución de la respuesta, cuando la respuesta máxima está 
disminuida sin ninguna alteración en la sensibilidad. 

Las alteraciones de un síndrome de resistencia hormonal se localizan en tres 
áreas- pre-receptor, receptor y post-receptor. En 1966 se describió el primer 
caso de enanismo familiar distinto de los casos de GHD que tenía tasas 



plasmáticas elevadas de HGH y bajas concentraciones de somatomedinas, 
debido a un síndrome de resistencia a la HGH. £1 estudio de receptores en 
hígado es el único método de demostración de este síndrome de resistencia a 
HGH por carencia de receptores GHR. en esto tejjdoFOa^stal- probablemente 
ocurre en otros tejidos). 

1.5 CRITERIOS DE EVALUACIÓN DE UN PACIENTE CON 
SOSPECHA DE DEFICIENCIA DE HGH. 

1.-Talla baja patológica (de más de 2.5-3 DS), en un niño con proporciones 
normales (Figura 3). 

2.-Crecimiento anormal para la edad cronológica (inferior a 7 cm/año 
durante los tres primeros años e inferior a 4 cm /año desde la edad de tres 
años hasta el inicio de la pubertad. 

3.-Retraso en la maduración esquelética (edad ósea mayor de 2 DS por 
debajo de la media para la edad cronológica). 

4.- Consideraciones clínicas particulares- historia clínica de trauma craneal, 
tumor del SNC, hipoxemia, hemorragia intracraneal, displasia septo-óptica, 
antecedentes de radioterapia, hipoglucemia y presencia de micropene. 

Se han tenido problemas para la elección del método más adecuado para definir 
GHD en adultos. Ya que la secreción de HGH disminuye con la senescencia y 
también está reducida en la obesidad, estos factores deben ser tomados en 
cuenta en una evaluación de este tipo de desorden. Se han investigado las 
cualidades diagnósticas de medición, siendo las siguientes pautas: 
a) El pico de GH responde a hipoglucemia inducida por insulina ÜTT). 
b) Niveles de IGF-I en suero. 
c) Niveles de proteína 3 de unión al factor de crecimiento similar a la 

insulina OGFBF-3). 
Al llevar a cabo esta serie de pruebas en 23 pacientes considerados 
deficientes de HGH y en 35 sujetos normales de edad similar se ha llegado a 
la conclusión de que la ITT, es la única prueba capaz de distinguir pacientes 
con GHD de sujetos normales (Ho KK et al, 1994¿ Por lo anterior se puede 
decir que la deficiencia de HGH en adultos puede diagnosticarse 
confiablemente por el ITT. Los tipos de trasmisión genética de la GHD se 
explicarán en la sección 1.7. 



Figura 3. Enanismo hipofisiario. Se muestra una adolescente de 17 años con deficiencia 
de HGH comparada con una adolescente sana de la misma edad. 

1.6 ESTRUCTURA Y FUNCIÓN DE LA HGH. 

La HGH tiene la función principal de estimular el crecimiento longitudinal 
de los huesos y de promover el crecimiento post-natal, el cual se encuentra 
asociado a una gran variedad de factores fisiológicos, anatómicos y 
metabólicos. Además, incrementa el uso de la glucosa en músculo y tejido 
adiposo, aumenta el transporte de aminoácidos y estimula la glucogénesis. 
Los efectos de esta hormona se ejercen por la acción directa mediada por 
receptores de membrana e indirectamente sobre los tejidos (Phillips, 1989), 
estos últimos efectos están mediados por proteínas como las somatomedinas o 
factores de crecimiento similares a insulina (IGFs). En cuanto a estructura, 
la HGH consiste de una cadena polipeptídica con un PM aproximado de 22 
kDa y una longitud de 191 aminoácidos. Tiene dos puentes disulfuro 
iii traca ten arios entre restos de cisterna localizados en las posiciones 53 y 165 
y entre la 182 y 189. Recién sintetizada, cuenta con un péptádo señal de 26 
aminoácidos para dirigir él transporte de la pre-hormona a través de J a 
membrana del retículo endoplásmico hacia la cisterna, donde es secretada al 
torrente sanguíneo (Paladini, 1982). 
Lewis y cois, en 1978 aislaron una variante a partir de la hipófisis, la cual 
tiene una deleáón de los residuos 32 a 46 de la isoforma 22 kDa y PM de 
20kDa. Esta variante tiene actividad biológica alterada y se verifica por el 
hecho de que no tiene los efectos rápidos tipo insulina, por lo que se puede 
decir que esta propiedad depende de dichos residuos eliminados. 



1.6.1 LOCALIZACIÓN DEL GEN hGH-N. 

El gen hGH*N, que produce la HGH, forma parte de un grupo de genes 
emparentados denominado locus-hGHrhPL-^assíi^fcs^e también genes que 
codifican para el lactógeno .placentario (HPL). Estos genes abarcan un área 
de aproximadamente 50 kb (Chen et al. , 1989), que se localiza entre las 
bandas q22-24 del brazo largo del cromosoma 17 (George et al., 1981/ 
Harper et al., 1982). Se cuenta con la secuencia de cada uno de sus genes, así 
como de sus secuencias flanqueantes, dando en total 66.45 kb (Chen et al., 
1989). 
El locus hGH-hPL está constituido por cinco genes orientados en la misma 
dirección transcripcional de 5'a 3', y tienen un alto grado de similitud (92 a 
98%) en sus secuencias (Barsh et al., 1983/ Hirt et al, 1987). Cada uno de 
dichos genes consta de cinco exones con cuatro intrones intercalados (figura 
4). Dos de ellos codifican para HGHs, normal y variante, que se expresan en 
los somatotrófos de la pituitaria y en las células del sinátiotrofoblasto 
placentario, respectivamente (Frankenne et al., 1987). Los otros tres genes 
restantes codifican para HPLs. Todos los genes del locus se originaron por 
duplicación a partir de un ancestro común (Barsh et al., 1983/ Chen et al., 
1989), (figura 4). 

Figura 4. Estructura del gen hGH-N. Este se encuentra en el extremo 5'del locus y su 
organización es típica de todos los miembros de esta familia, destacándose entre sus 
peculiaridades su promotor que dicta su expresión en la hipófisis. Tomado de Castrillo et al, 
1998. 



1.7 ALTERACIONES GENÉTICAS DE hGH-N. 

En cuanto a los defectos genéticos que producen deficiencia de la HGH se 
encuentran los sigui&íteSSE^ 
a) Alteraciones del gen hGH-N. 

b) Alteraciones en loci distantes que causan deficiencias de GH por 
mecanismos epistáticos (Propl, Pitl). 

c) Alteraciones de genes que controlan la respuesta a la GH (GHR). 

En la actualidad se conocen cuatro tipos mendelianos de déficit aislado de la 
GH. Su clasificación se ha basado en el modo de herencia y en el grado de 
deficiencia de la GH (Phillips m, 1989). El tipo IA se hereda de modo 
autosómico recesivo, se caracteriza por la ausencia de GH endógena y 
reacción inmune a GH exógena, por lo que es difícil de tratar. El tipo IB 
también se hereda de forma autosómica recesiva, presenta niveles 
disminuidos de GH endógena y responde al tratamiento con GH exógena. El 
tipo II se hereda de forma autosómica dominante y cuenta con niveles bajos 
de GH endógena. Los tipos I y II son debidos a mutaciones en el locus hGH-
N. El tipo m ligado al cromosoma X, cursa con niveles disminuidos de GH 
endógena. El panhipopituitarismo, una alteración que se caracteriza por 
deficiencia de varias hormonas hipofisiarias, puede tener formas de herencia 
autosómica recesiva o ligada al cromosoma X. (Tabla 3) 

Tabla 3. Defectos genéticos asociados a GHD. 

Tipo Patrón de 
herencia 

Niveles de 
HGH 

Respuesta 
a HGH 

exógena 

Déficits 
asociados 

IGHD IA AR Ausente Transitorio Ninguno 

IGHD IB AR Disminuidos Si Ninguno 

IGHD II AD Disminuidos Si Ninguno 

IGHD III Ligado al X Disminuidos Si Gammaglobuli 
na 

Enanismo 
panhipopituitari 
oí 

AR Disminuidos Si TSH,FSH,LH, 
ACTH 

Enanismo 
panhipopituitari 
olí 

Ligado alX Disminuidos Si TSH,FSH,LH, 
ACTH 

Enanismo de 
Laron 

AR Normal ó 
disminuidos 

No Ninguno 

HGH 
bioinactiva ¿? Normal Si Ninguno 

Fuente: Phillips III, 1989. 



1.7.1 DEFICIENCIAS AISLADAS FAMILIARES DE HGH. 

a) Deficiencia aislada de hormona del crecimiento tipo IA (IGHDIA). 
Esté^tqnrde defecto es el más severo. Los niveles circulantes 
pueden detectar ni en condiciones b as ales, ni después de un estímulo 
provocativo (TUig, 1971/ Si bien se desconoce su incidencia, se estima que 
han sido publicados 50 casos, no relacionados entre sí en todo el mundo 
(Phillips m , 1989; Hjelle, 1981/Goosens, 1986). Además, cuando un paciente 
recibe HGH exógena, la mayor parte de ellos desarrolla anticuerpos anti-
HGH, los cuales bloquean la respuesta del tratamiento (Phillips, 1989). Por 
otro lado, además de la deledones, se han descrito otras mutaciones en el gen 
hGH-N relacionadas con este fenotipo y niveles plasmáticos indetectables de 
HGH (Phillips m , 1982; Phillips IH, 1992; Igarashi, 1993). 
En cuanto a las bases moleculares, este defecto se debe a una deleáón de 
ambos alelos del gen hGH-N (Phillips DI, 1981). Las pruebas analíticas 
demuestran un déficit total selectivo de HGH, con normalidad en el resto de 
las hormonas hipofisiarias. Los pacientes afectados presentan características 
físicas inconfundibles del enanismo hipofisiario tales como las siguientes'» 
Cráneo grande, frente abombada, nariz chata, puente nasal hundido, 
expresión inteligente, rasgos faciales de muñeco, proporciones corporales 
respetadas y obesidad relativa. En este caso se trata de una ausencia 
completa de HGH y no de un déficit clásico. 

b) Deficiencia aislada de hormona del crecimiento tipo IB (IGHD IB). 
Este tipo de defecto presenta un fenotipo menos severo y está asociado con 
niveles plasmáticos bajos pero detectables de HGH, después de un estímulo 
farmacológico (Phillips, 1989/ y además tras la administración de HGH 
exógena no desarrolla anticuerpos que neutralicen el tratamiento. Por lo 
tanto, en este caso se trata de un déficit y no de una ausencia como en el tipo 
IA. 

c) Deficiencia aislada de hormona del crecimiento tipo H (IGHD II). 
Estos pacientes presentan las mismas características que los pacientes IGHD 
IB (Phillips m , 1989) pero este defecto se hereda de forma dominante. El 
déficit de HGH de uno de los padres se transmite verticalmente a los hijos 
receptores del alelo afectado. La alteración molecular causante de este déficit 
se ha descrito en familias no relacionadas (Cogan, et al., 1993). En todos los 
casos se trata de mutaciones en un alelo a nivel del intrón III del gen hGH-N 
que produce un efecto dominante negativo aún no caracterizado a niyel 
molecular, lo que origina una pérdida del exón 3 en el RNA maduro y afecta 
la actividad de la proteína generada. 
Tani y cois, en 1987 describieron cinco casos de IGHD en tres generaciones 
sucesivas. Los tres pacientes que fueron estudiados no presentaron 
anormalidad en los genes de HGH en un análisis de Southern blot. La. 
hormona fue detectada en el plasma por radioinmunoanálisis (RIA) pero los 



niveles fueron claramente más bajos que en niños normales y no se obtuvo un 
aumento significativo con la prueba de tolerancia a insulina ó con la prueba 
triple Arginina-TRH-LHRH. Tampoco tuvieron efecto alguno las inyecciones 
repetidas del GHRF. 
Phillips y Cogan en 1994 se refirieron a la forma autosómica dominante de la 
deficiencia como IGHD II, ellos indicaron que la severidad clínica variaba 
considerablemente entre parientes y que los pacientes afectados respondían 
bien al tratamiento sin desarrollar anticuerpos. 

d) Deficiencia aislada de hormona del crecimiento tipo m (IGHD DI). 
Se han reportado tres familias con este tipo de deficiencia la cual muestra un 
patrón de herencia ligado al cromosoma X , en la que todos los varones 
afectados tenían también hipogammablobulinemia (Fleisher, 1980; Conley, 
1992) lo que ha sugerido que este desorden se debe a un síndrome de genes 
continuos. El tratamiento de estos pacientes con GH se asoció con 
un incremento de los linfoátos B y niveles plasmáticos elevados de 
inmuno globulinas (Rappaport, 1993). Actualmente existen evidencias que 
sugieren la presencia de varios loci en el cromosoma X capaces de intervenir 
en la regulación de la HGH (Ogata, 1992). 

1.7.2 PANHIPOPITUITÁRISMO 

Algunos casos autosómicos recesivos tienen anomalías anatómicas con silla 
turca pequeña o alargada. Los loci responsables aún no se han establecido, 
excepto para un subtipo autosómico recesivo que se asocia a déficits de GH, 
PRL y TSH, con normalidad del resto de la función hipofisiaria (Witt, 1989). 
Este fenotipo humano es parecido al fenotipo de lo ratones enanos Snell y 
Jackson, donde el fenotipo es causado por mutaciones en el locus Pit-1, con 
deficiencias de GH, PRL y TSH. 
De este modo, se han podido describir algunas mutaciones en el gen Pitl relacionadas con 
panhipopituitarismo en humanos. Sin embargo, muchos de los casos de enanismo 
panhipopituitario no están ligados a alteraciones del gen Pit-1, por ello ha sido necesaria la 
evaluación de otros genes entre los que se encuentra el factor transcripcional que activa al 
gen Pit-1, llamado gen Prophet 1 (Prop-1). 

Alteraciones genéticas de los genes: Pit-1 y Prop-1 

En la región promotora del gen hGH-N se encuentran los dos sitios de unión 
para el factor de transcripción específica de HGH, conocido como Pit-1 (Meyes 
y Habener, 1993) que es parte de una familia de péptidos fijadores a sitios 
específicos en el DNA El gen Pit-1 contiene dos dominios (dominio específico 
POU y homeodominio POU), se localiza en el cromosoma 3pll(Ohta, et al. 
1992), consta de seis exones y cinco intrones. Este factor participa en la 



activación específica de los genes GH, PEL y TSH (Bodner, et al. 1988; 
Ingraham, et al. 1988) y se han reportado anomalías en el mismo causantes 
de patología en el crecimiento humano (Figura 5). 
¿Es necesaria la presencia de Pit-1 para transdudr el efecto-de.GHRIts©b^ásÉ 
síntesis de la H6H y su falta de activación ocasiona deficiencia congènita en 
la síntesis de esta (Struthers, et al. 1991). Se ha sugerido que la expresión 
del gen del receptor de GHRH podría controlarse directa o indirectamente por 
Pit-1 (Casanueva, 1992). 
La expresión de Pit-1 en el somatotropo en una determinada fase 
embrionaria, activa permanentemente al gen GH específicamente en este tipo 
celular. Entre otros factores, el AMPc y los glucocorticoides regulan la 
expresión del gen Pit-1. 

Dominio de transactivación Dominios de unión al DNA 

^ 1 2 3 4 5 6 

Alal58Pro Arg271Trp 

Figura 5. Mutaciones descritas en el gen Pit-1. Se han reportado mutaciones en los exones 
1, 3 ,4 y 6 del gen Pit-1, siendo la más frecuente la del exón 3, que se trata de una transición 
de fenilalanina a cisteína en la posición 135 (Fenl35Cis). Tomado de Fellegrini et al, 1996. 

Recientemente se ha identificado un nuevo factor de transcripción, el Prop*l, 
que tiene un homeodominio pareado. Este factor es específico de la pituitaria 
y se expresa solo en la etapa embrionaria temprana en ratón, habiendo sido" 
clonado recientemente por Duquesnoy y cois, en 1998. Con el fin de estudiar 
su participación en la deficiencia combinada de hormonas de la pituitaria 
(CPHD), estos autores aislaron el DNAc humano y determinaron la 
organización intrón/exón y la localización cromosómica de este gen en el 
humano, demostrando luego por procesamiento in vitro su importancia 
funcional en la producción de somatotropinas, lactotropinas, tirotropinas y 
gonadotropinas. 
Se han buscado defectos genéticos en Prop-1 en pacientes con CPHD que 
presentan deficiencia múltiple de hormonas (GH, PRL, TSH, LH y FSH) y 



En 1999 Deladoey y cois, analizaron 73 pacientes, encontrando que 35 de 
ellos tenían CPHD causada por un defecto genético de PROP1. Las 
alteraciones encontradas incluían: mutaciones sin sentido, mutaciones de 
cambio de marco de lectura y mutaciones .*de procesamiento. Además de lo 
anterior encontraron repeticiones en tándem GA, en el gen PROP 1 en la 
posición 296-302 que representan "hot spot" para CPHD. 
Las consecuencias de la anormalidad de Prop-1 incluyen deficiencia de 
gonadotropina, así como también deficiencias en somatotropinas, 
lactotropinas y tirotropinas dependientes de Pit-1. La severidad del fenotipo 
de deficiencia de hormona es compatible con la pérdida completa de actividad 
dePROPl. 
En resumen los pacientes con defectos en Prop-1 tienen niveles alterados de 
GH, PRL, TSH, LH y FSH, pero tienen preservados los niveles de ACTH. La 
reserva de ACTH es probada después de hipoglucemia inducida por insulina. 
Los niveles del pico de cortisol resultan normales siendo aproximadamente 
de 550 nmol/L. 

1.7.3 ENANISMO DE LARON 

Estos pacientes presentan un fenotipo similar al de GHD en combinación con 
concentraciones elevadas de HGH (Laron, et a/. 1966). La insensibilidad periférica a la 
HGH es la condición donde no hay cambios metabólicos ni tampoco inducción de 
crecimiento, en presencia de concentraciones normales o elevadas de la hormona (Laron, 
1984). En Ecuador se han descrito un grupo de sujetos afectados ( Rosenbloom, et al. 
1990) que presentan un defecto genético homogéneo en el gen GHR. Este gen se localiza 
en el brazo corto del cromosoma 5 (5pl3.1-pl2) (Bailón, et al. 1989) tiene 9 exones (2-
10) que codifican para el receptor completo (Figura 7). 

Alteraciones en el gen GHR (receptor de HGH) 
En principio, se debe considerar que hay dos tipos de resistencia hormonal: 
a) Por sensibilidad disminuida anormalmente, cuando se requieren 
concentraciones hormonales mayores para obtener una respuesta 
considerada normal 
b) Por disminución de la respuesta, cuando la respuesta máxima está 
disminuida sin ninguna alteración en la sensibilidad. 
Las alteraciones de un síndrome de resistencia hormonal se localizan en tres 
áreas: Pre-receptor, receptor y post-receptor. En 1966 se describió el primer 
caso de enanismo familiar distinto de los casos de GHD que tenía tasas 
plasmáticas elevadas de HGH y bajas concentraciones de som atóme dinas, 
debido a un síndrome de resistencia a la HGH. Anteriormente el estudio de 
receptores en hígado era el único método de demostración de este síndrome 
de resistencia a la hormona por carencia de receptores GHR en este y 



probablemente en otros tejidos, ahora también se cuenta con metodologías 
moleculares como la PCR. 

Hasta el momento en el gen del receptor se han reportado deleáones que 
incluyen a los exones 3, 4, 5 y 6, lo que causa la suspensión del paso de la 
sedal al nivel de la región codificada por el exón 7, con la pérdida de los 
dominios transmembranal y citoplásmico del receptor. Aunadas a estas 
alteraciones se han descrito 18 mutaciones puntuales en distintas regiones 
del gen GHR (Figura 6) que comprometen la estructura de diferentes 
regiones del receptor (Amselem, et al,1989). La mutación puntual 
más frecuente es la encontrada en el exón 6 (Figura 7) correspondiendo al 
cambio de üna adenina por una guanina en el codon 180 (Berg, et al, 1993). 

Dominio extracelular Dominio intracelular 

5 p!3-p!2 

Glu44Lis Glu224Asp 
Ala478Tre 

Cisl22X Arg211His 

Figura 7. Mutaciones descritas en el gen GHR En la figura se ilustran las mutaciones 
puntuales que se han reportado en los exones 4, 5, 6, 7 y 10, siendo las más frecuentes las 
detectadas en el exón 6. Una de ellas corresponde al cambio de arginina por cisteína en el 
codón 161, asimismo es importante la mutación £180 splice (empalme), generada por la 
transición de A por G que conduce a una deleción de 24 nucleótidos del exón 6. Tomado de 
Goddar et al, 1995. 



1.8 JUSTIFICACIÓN 

La deficiencia de HGH en humanos tanto aislada po¿to, asociada a otras 
anomalías, es hereditaria en . el 10% de los casos. Aunque las alteraciones 
endocrinas constituyen una minoría entre las causas de retraso del 
crecimiento, resulta muy importante tratar de identificarlas debido a que 
pueden ser susceptibles a tratamiento. En la actualidad no es posible 
identificar mediante pruebas bioquímicas convencionales un trastorno 
hipofisiarío específico en individuos con talla baja. Por lo tanto resulta 
imprescindible aplicar metodologías moleculares que permitan detectar con 
certeza las alteraciones genéticas que generan defectos en el crecimiento de 
los individuos con GHD. 

1.9 OBJETIVO GENERAL 

Detectar mutaciones en los genes hGH-N, GHR, Pit-1 y Prop-1, en niños con 
talla baja debida a GHD. 

1.9.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Ampliar el banco de la U.L.I.E.G. de DNAs de pacientes con diagnóstico 
de GHD. 

b) Buscar mutaciones en la región promotora y en la región codificante del 
gen hGH-N. 

c) Detectar mutaciones en el gen Pit-1. 

d) Buscar mutaciones en el gen Prop-1. 

e) Rastrear mutaciones en el gen GHR. 



II MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1 MATERIAL BIOLÓGICO 

Las muestras de sangre de pacientes deficientes en HGH fueron recolectadas 
en el Hospital "José. E. González" de la Universidad Autónoma de Nuevo 
León, la Clínica-Hospital de especialidades N.25 del IM.S.S. de Monterrey, 
la Clínica-Hospital del I.S.S.S.TE de Monterrey, la Clínica-Hospital del 
S.N.T.E sección 50 de Monterrey y en el Hospital del Centro Médico Nacional 
"La Raza" del I.M.S.S. de México, D.F. (tabla 4). 

Tabla 4. Banco de DNAs de pacientes con deficiencia aislada y 
combinada de HGH (ver cuadros clínicos en apéndices 2 y 3). 

ORIGEN DE 
PACIENTES 

PACIENTES 
IGHD 

EXISTENTES 
ENLAUUEG 

PACIENTES 
IGHD 

ADICIONADO 
s 

AL BANCO 

TOTAL 
PACIENTES 
IGHD EN EL 

BANCO 

PACIENTES 
CPHD 

EXISTENTES 
ENLAUUEG 

PACIENTES 
CPHD 

ADICIONADO 
s 

AL BANCO 

TOTAL 
PACIENTES 

CPHD EN 
EL BANCO 

Clinica 25 
IMSS, 

Monterrey 

17 10 27 4 4 

Hospital de 
Maestros 

SNTE 
Monterrey 

9 9 

Hospital 
Regional 
ISSSTE 

Monterrey 

7 1 8 1 1 

Centro 
Médico 

Nacional 
"La Raza" 

IMSS 
México, 

D.F. 

13 13 

Universida 
d de Chile. 
Facultad 

de 
Medicina 
Stgo de 

Chile 

4 4 

Totales 41 20 61 1 4 5 



2.2 REACTIVOS Y EQUIPO 

REACTIVOS 

Trizma base T-8524 (Sigma), EDTA E5134 (Sigma), SDS lauril sulfato L4390 
(Sigma), proteinasa K P2308 (Sigma), ácido bórico B-6768 (Sigma), fenol 
P4161 (Sigma), acetato de amonio A1542 (Sigma), agarosa A9539 (Sigma), 
bromuro de etidio E4391 (Sigma), azúl de bromofenol B5525 (Sigma), cianol 
de xileno X4126 (Sigma), persulfato de amonio en polvo A9164 (Sigma), N, N* 
metilen bis-acrilamida A9099 (Sigma), acrilamida A9099 (Sigma), TEMED 
T7024 (Sigma), formamida F-7503 (Sigma), aceite mineral M5409 (Sigma), 
Tritón T-8532 (Sigma), etanol absolutol00983.2500 (Merk), cloroformo 
CX1055-9 MCA Merk (Probiotek), glicerolMerk (Probiotek), ácido clorhídrico 
Ó1689 (Casa Rocas), deoxinucleótidos trifosfato (DATP U-1201, DGTP U-
1211, DCTP U"1221, DTTP U-1231) (Promega), Taq DNA polimerasa que 
incluye buffer de reacción 10X sin MgCl y solución de MgCl (Promega), 
iniciadores (gen HGH, exón 6 de GHR, exones 1, 3 Y 4 de PIT-1 y gen PROP-
1) (Promega), estuche QIAEXII 28304 (QIAGEN), enzimas de restricción Bgl 
I, Acc I, Ava n, Sma I, Aß HI, Hae III, Mnl I, Pst I y Ssp I (New Engl 
Biolabs), estuche de secuenáación cíclica 78500 (USB), IR2 solución stop 830-
04997(LI'COR). 

DESECHABLES 

Puntillas amarillas HOY (CEL Asocíate Inc), puntillas azules 111B (CEL 
Asocíate Inc), puntillas blancas 100C (CEL Asocíate Inc), tubos Eppendorf 
502C (CEL Asocíate Inc), tubos Eppendorf 508C (CEL Asocíate Inc), tubos 
Eppendorf 509C (CEL Asocíate Inc), tubos Falcon 3216 (CEL Asocíate Inc), 
tubos Falcon 3250 (CEL Asocíate Inc), guantes de látex medianos 804-10 
(CEL Asocíate Inc), crioboxes de propileno R800 (CEL Asocíate Inc), cinta 
amarilla para sellar (GIBCO BUL), recipientes (Nalgene), cajas de tubos 
Vacutainer con EDTA de 7 mi, cajas de agujas Vacutainer 21gll/2, agujas 
mariposa Vacutainer 2 lg3/4, bolsas de algodón 50g (Protec). 

EQUIPO DE LABORATORIO 

Sistemas de electroforesis vertical modelo S2 (GIBCO BRD, fuente de poder 
Power PAC 3000 (Bio-Rad), equipo de electroforesis horizontal (Bio-Rad), 
fuente de poder modelo 250 (GIBCO), micropipetas de presiáón de- 2ml, 
10ml, 20ml, 200ml y 1000 mi (Gilson), horno de microondas 0.7FT (LG), 
mechero Bunsen 6 IN (VWR), centrifuga modelo 5415C (Brinkmann), 
termomixer (Brinkmann), vortex Maxi mix, plancha térmica (Thermolyne), 
equipo para análisis y documentación de geles Gel'Doc (Bio-Rad), 



microcentrifuga (Eppendorf), baño de agua (Precisión), potenciómetro 744 
(MetroHM), congelador -70°C(REVCO), portapipetas, gradillas, termociclador 
Minicycler TM Modelo PTC 150 (MJ Research), termociclador (Hybaid 
Expréss),- -transluminader -UV/W (Fotodyne/, equipo-*, de secuenciación-
automática sistema IR2 (LI-COR), computadoras Macintosh que incluyen los 
programas para análisis de secuencias: Amplify, 1.2B, DNA Strider 1.1 y 
Oligo 4.0 y computadoras IBM con Windows 98 incluyendo el Office 2000, 
Explorer 5.0 y Adobe Photoshop 2.0. 

2.3 METODOLOGÍA 

2. 3. 1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

a) La extracción de DNA genómico a partir de sangre periférica de los 
pacientes seleccionados, se practicó utilizando la técnica de TSNT, 
clasificando las muestras de los pacientes en deficiencia aislada (GHD) y 
combinada (CPHD). 

b) En los pacientes con GHD se buscaron mutaciones en la unidad 
transcripcional del gen hGH-N, por medio de su amplificación y 
utilizando el análisis de heterodúplex. 

c) Cuando la prueba anterior resultó negativa se continuó con la detección 
de mutaciones en la región promotora de dicho gen, por medio de PCR y 
usando también la técnica del análisis de heterodúplex. 

d) Cuando el tamizaje anterior arrojó resultados negativos se procedió a 
buscar las mutaciones en el gen GHR (receptor de la hormona) con las 
mismas técnicas mencionadas. 

e) En cuanto a los pacientes con CPHD, primero se procedió a analizar el 
gen Pit-1 y si el análisis resultaba negativo, se analizaba finalmente el 
gen Prop -1. 

fi Por ultimo se precisaron las mutaciones, rescatando y purificando las 
bandas de las regiones que resultaron positivas en el análisis de 
heterodúplex, con el fin de determinarles su secuencia por medio de la 
técnica de secuenáaáón automática. (Figura 8). 
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Figura 8. Estrategia experimental Esta consistió en la extracción del DNA de muestras 
de pacientes, la amplificación de la región seleccionada por PCR, la verificación de la 
amplificación en gel de agarosa, el rastreo de mutaciones por restricción y/o heterodúplex 
y la secuenciación de las muestras que resultaron positivas. 

2« 3. 2 CRITERIOS DE INCLUSIÓN 

Los pacientes se seleccionaron basándose en los siguientes criterios* 

a) Retraso del crecimiento. 
b) Cara inmadura. 
c) Cariotipo normaL 
d) Proporciones corporales normales. 
e) Retraso en el desarrollo óseo. 
f) Niveles de HGH de menos de 7 ng/ml, después de la estimulación con un 

fármaco (clonidina, L-dopa ó propanolol). 
g) Valores de los niveles de las hormonas hipofisiarias- FSH, PRL, TSH, 

ACTH y LH. (Ver Apéndices 2 y 3). 

2. 3. 3 DESCRIPCIÓN GENERAL DE LAS TÉCNICAS CLAVES 

2. 3. 3. 1 EXTRACCIÓN DE DNA GENÓMICO 

El DNA se obtuvo a partir de las muestras de sangre obtenidas de los 
pacientes y de los controles, utilizando para ello el método TSNT el cual 
utiliza como solución amortiguadora de lisis al Tris-HCl, EDTA, SDS y a la 
proteinasa K. Después de la lisis celular se procedió a la extracción del DNA 



genómico usando solventes orgánicos (fenol» cloroformo, alcohol isoamílico) y 
finalmente se precipitó con etanol absoluto. 
2. 3. 3. 2 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (P.C.R.) 

La PCR requiere de dos iniciadores de aproximadamente 20 pares de bases, 
una DNA polimerasa termoestable, los cuatro desoxirribonucleótidos (dATP, 
dCTP, dGTP y dTTP), cloruro de magnesio, solución amortiguadora y el DNA 
templado que va a amplificarse. Los iniciadores tienen que ser 
complementarios a las secuencias que flanquean la secuencia blanco de las 
cadenas opuestas del DNA templado, orientados de tal manera que la DNA 
polimerasa sintetice el segmento entre ellos. 
El primer paso de la reacción involucró la desnaturalización del DNA 
templado a una temperatura de aproximadamente 94° C, la temperatura 
luego se bajó entre 37°C y 60°C para que se produjera el alineamiento entre 
el DNA templado y los primers. Los iniciadores alineados con la secuencia 
blanco fueron extendidos con la DNA polimerasa a una temperatura de 72°C. 
El ciclo de desnaturalización, alineamiento y síntesis de DNA se repitió 
aproximadamente 30 veces (el primer ciclo generó un producto de tamaño 
indeterminado, pero ya para el segundo empezó a reemplazar 
exponencialmente al delimitado por los primers). Los productos de un 
ciclo de amplificación sirvieron como templados para el siguiente ciclo y así 
sucesivamente cada ciclo dobló la cantidad de producto, resultando en la 
acumulación exponencial del DNA blanco. 
En la tabla 5 se enlistan los iniciadores que se utilizaron en cada una de las 
amplificaciones que se llevaron a cabo. 

Tabla 5. Iniciadores utilizados en el presente estudio 

j CLAVE 
::->xox-:xx: : :- : : - x - x ' v x ' x ' x ^ x x x x : : 

wmmmm 

PITEX1B 5' CCCGGTCÁTATQTAAACTGT1 i 3' 

i P J T E X S a « ! 5* TTCTTGAACCCAAAOGTTl!AGái3ir 

W <V - r ' f C C T A C T ^ ^ G C C A T T A 3 

PRGPtf -5' CGAACATTCAúAGACAúAÍjTCCCAGA 3? | 5 í 

PROEX2A f I ^ T C C A ^ C C G A G C A G 

'' EXÓN 6 DEL GEN GHR 
i ' S M i i GHREX6A í 5* ATTGTCTCTGTCfGTGTAd?AAf<5 $ 

mam i 



2.3.3.3 ANÁLISIS DE HETERODÚPLEX 

Se realizó de la siguiente manera: 
1.-Se desnaturalizaron los productos amplificados (200ng en vol de 2¿it) incubando a 
una temperatura de 95°C durante 10 min. 
2.- £1 producto amplificado desnaturalizado se incubó durante 6 hrs a 37°C. 
3.- Después de la incubación se realizó una centrifugación ligera y se cargó en un gel 
de políacrílamida adicionándole buffer stop. Generalmente las condiciones de 
electroforesis fueron las siguientes: 
Voltaje=250 volts y tiempo=15 hrs. 
4.- Finalmente, el gel de poliacrilamida se tiñó con bromuro de etídio (2 jig/ml), para 
su posterior análisis en el aparato Gel Doc 1000 que cuenta con transluminador 
(UV/Vis), computadora e impresora de inyección de tinta blanco y negro (Fig 9). 

rmal 

Desnaturalización 

MNmm irnmm i m w m t m / m m 

Renaturalización mmm mmm mmm 
Homodímlex Heterodúplex Homodúplex 

1 2 3 

Gel de Poliacrilamida 

Figura 9. Análisis de un heterodúplex. Bu esta figura se muestra claramente la formación de un 
heterodúplex. Inicialmente se tiene un paciente con un alelo normal y el otro mutado. Al someta" d 
ampíícóo a desnaturalización se generan cadenas sencillas de DNA ai ambos alelos y después de 
permitir la renaturalización se pueden producir tres tipos de cadenas ai azar: un homodúplex normal, 
un homodúplex mutado y el heterodúplex que resulta de la combinación de una cadena normal y una 
cadena mulada. Este proceso se puede visualizar en un gel de poliacrilamida por medio de una banda 
con corrimiento eiectroforético relativamente alterado. 



2. 3. 3. 4 SECUENCIACIÓN 

Las bandas que mostraron un patrón de mqvikda^^ectroforética alterado se 
extrajeron, se purificaron con el estuche comercial "QIAEX IT, para finalmente 
secuenáarlas para precisar la mutación. En algunos casos, los productos de PCR 
se cortaron con enzimas para detectar con certeza la mutación. Por ejemplo, en 
él caso de los productos de la amplificación del exón 2 del gen Prop-1, éstos se 
cortaron con Bcgl, ya que cuando se presenta la mutación, se genera un sitio de 
restricción para esa enzima. 
Para analizar las secuencias se utilizaron programas computacionales como: 

Amplify versión 1.2, DNA Strider versión 1.2 y OLIGO versión 4.0, además de 
los programas de Microsoft Office 2000. 

2. 3. 4. PROTOCOLOS 

2. 3. 4. 1 EXTRACCIÓN DEL DNA GENÓMICO 

Reactivos 
a) Buffer de lisis TSNT, que constó de: tritón 100 al 2%, SDS 1%, NaCl 
lOOmM, Tris HC1 10 mM pH 8 y EDTA 1 mM pH 8. 
b) TE que constó de: Tris HC110 mM pH 7.5 y EDTA 1 mM pH 8. 
c) SEVAG que se produjo mezclando 24 partes de cloroformo con una de alcohol 
isoamílico. 
d) TBE concentrado 10X, que se elaboró con 108 g/1 de Trizma base, 55gA de 
ácido bórico y 40 mlA de EDTA 0.5 M pH 8. 
e) EDTA 0.5 M, se elaboró disolviendo 186 g de sal disódica dihidratada de 
EDTA en un litro de agua destilada. 
0 Buffer de carga, que constó de: 0.25 g. de azul de bromofenol, 0.25 g de áanol 
de Xileno y 30ml de Glicerol y se aforó a 100 mi de agua destilada, 
g) Bromuro de etidio, se usó una solución stock de 10 mg/ml, que se diluyó a 
una solución de trabajo de 1 |ig/mL 
El procedimiento se efectuó como sigue: 
1.a Se colocaron 200 pl de sangre periférica con EDTA 0.5 mM como 
anticoagulante en un tubo Eppendorf de 1.5 mi. 
2.- Se centrifugó durante 5 min a 4500 rpm Se desechó el plasma y el paquete 
celular se resuspendió en 200 pl de solución amortiguadora de lisis TSNT. 
3.- Se adicionaron 500 \j1 de fenol saturado, 100 pL de SEVAG y 200 nL de TE 
IX. 
4.a En cada adición de una nueva solución se mezclaron por inversión a 
excepción del SEVAG con el que se utilizó vortex por 5 min 
5.- Después se centrifugó por 8 min a 14000 rpm, y el sobrenadante se transfirió 
a otro tubo Eppendorf, al cual le fué agregado 1 mi de etanol al 100% y después 
se mezdó por inversión hasta que se observó la precipitación del DNA genómico. 
6.- Se centrifugó a 14000 rpm durante 8 min, descartándose el sobrenadante. 



7/ La pastilla se lavó con etanol al 70%, se mezcló y se centrifugó nuevamente a 
las mismas condiciones citadas en el paso 6. 
8.- La pastilla se dejó secar por 10 min a 37°C. 
9.a Finalmente el DNA se resuspendió en 50 \¿L de TE IX y para la verificación 
de su integridad se corrió en un gel de agarosa al 2.0%, ya después de su tinción 
con bromuro de etidio, se estimó su concentración con el aparato de análisis de 
imágenes Gel-Doc 1000. 
10.- La concentración del DNA se puede determinar espectrofotométricamente 
(Absorbanáa a 260 nm), donde la calidad es detectada mediante la relación de 
absorbanáa 260nm/280nm. 

2. 3. 4. 2 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR). 

2. 3. 4. 2.1 PCR DEL GEN hGH-N 

A) LOS OLIGONUCLEÓTIDOS 
Para realizar la amplificación del gen hGH-N, se utilizaron los primers 
consenso^ 
403 = 5'ccgaattccaggagaggcactgggga 3' y 

138 = 5' ttggttctctctagaggtcagtgttgga 3' 

Estos iniciadores amplificaron un fragmento de 2155 pb. 

B) LA REACCIÓN. 
l.-La PCR se preparó mezclando los componentes que se mencionan a 
continuación, excepto el DNA genómico, para luego proceder como se indica 
en la tabla 6-A. 

Tabla 6-A Reactivos utilizados en la amplificación del gen hGH-N. 

Reactivos Concentración 
inicial 

Concentración 
final 

Volumen 
final 50^1 

(1 Reacción) 

Volumen final 
50jil 

(10 Reacciones) 
Amortiguador 
Taq (libre de 
Ms) 

10 X IX 5.0 jd 50.0 jd 

Iniciador 403 25 jiM 0.5 uM 1.0 (d 10.0 ni 
Iniciador 138 5uM 0.3 uM 3.0 jd 30.0 ul 
dNTPs 10 mM 0.2 mM 1.0 wl 10.0 ni 
MgCl2 25 mM 2.0 mM 4.0 fd 40.0 )d É 

Enzima- Taq 
DNA polimerasa 

5 U/fil 1.0 U 0.2 fd 2.0 fd 

H2O MiliQ estéril 34.8 m1 348.0 ul 
DNA 200 ng/jd 200 ng/ul 1.0 ul 



2.- Se trasladó con una pipeta la cantidad correspondiente de mezcla de 
reacción a cada tubo. 
3.a Se agregó 1.0 jd de DNA genómico a cada tubo, se mezcló brevemente y se 
centrifugó. 
4.a Se adicionaron 25 jd de aceite mineral, para evitar evaporación de la 
muestra a amplificar y se centrifugó nuevamente. 
5.a Se colocaron los tubos en el termociclador (MiniCycler Programmable 
Thermal Controller Model PTC-150), utilizando el programa MCPHGH-AAV 
que contiene las condiciones detalladas en la tabla 6-B: 

Tabla 6-B. Condiciones aplicadas en el PCR del gen hGH-N. 

Programa Paso [ Temperatura |i Tiempo 1 
í MCPHGH-AAV 1 f 94°C 1 6:05:00 1 
: 2 1 94«C || 0:00:30 ¡ 

3 j 62°C i! ó w ó ó ! 
r 4 i 72°C || 0:01:00 ] 
: 5 j Ir al segundo paso 30 veces i 
: 6 | 72°C Ó:Ó5:ÓÓ 

7 | Terminación I 

6.- Se retiró el aceite mineral con TE y cloroformo, mezclando y centrifugando 
y enseguida se pasó la fase acuosa a un tubo nuevo, rotulado previamente. 
7.a Se verificó la amplificación del fragmento, cargando 5 jd de cada muestra 
en un gel de agarosa al 2.0%, junto con un marcador de peso molecular (X+Pst 
i) y se sometió a electroforesis a 100 volts por aproximadamente 60 min para 
finalmente visualizar las bandas tiñendo el gel en una solución de bromuro 
de etidio (2 ug/ml), para poder observar en un transluminador UV o en el 
aparato analizador de imágenes Gel-Doc 1000. 
8.aDespués de verificar la amplificación se continuó con la digestión del 
producto amplificado con la endonudeasa de restricción A va II que cuenta 
con 5 sitios de reconocimiento en el producto amplificado. 
9.a Después de la restricción se procedió a efectuar la técnica del análisis por 
heterodúplex iniciando con la desnaturalización del producto, colocándolo a" 
una temperatura de 95°C durante 10 min. 
10.-Después de la desnaturalización, se incubaron los amplicones a 
temperatura ambiente durante 2 hrs, para permitir la renaturalización de las 
cadenas de DNA y la posible formación de heterodúplex. 
11.- Finalmente para analizar estos productos digeridos, las muestras se 
cargaron en un gel de poliacrilamida al 10 % y se realizó la electroforesis a 12 
miliamperes durante 15 hrs. Al término de este periodo, se sacó el gel y se 
tiñó con bromuro de etidio (2 ug/ml) durante 10 min, para después 



visualizarlo en el Gel-Doc, donde se analizaron las seis bandas producidas 
con la digestión enzimàtica. 
12.- Finalmente, para precisar las mutaciones, se secuenciaron las bandas 
que tenían un patrón ue corrimiento electroforético diferente a las demás, 
utilizando el equipo de secuenciación automática. 

2. 3. 4. 2. 2 PCR DEL PROMOTOR DEL GEN hGHN. 

A) LOS OLIGONUCLEÓTIDOS 
Para amplificar la región promotora de este gen se usó el juego de oligos' 
138= 5' ttggttctctctagaggtcagtgttgga 3' y 

145= 5' tttacggccgcttacctgtagccat 3' 

Estos iniciadores generaron un producto de amplificación de 655 pb. 

B) LA REACCIÓN. 

l.-La PCR se preparó mezclando los componentes que se mencionan a 
continuación, excepto el DNA genómico, para luego proceder como se indica 
en la tabla 7-A. 

Tabla 7-A. Reactivos utilizados en la amplificación del promotor del 
gen hGH-N. 

Reactivos Concentració 
n inicial 

Concentraci 
ón final 

Volumen final 
25pl 

(1 Reacción) 

Volumen final 
25|il 

(10 Reacciones) 
Amortiguador 
Taq (libre de MÍ?) 

10 X IX 2.5 ]l\ 25 |d 

Iniciador 145 5 n M 0.5 MM 2 . 5 *il 25 |d 
Iniciador 138 5 F I M 0.5 11M 2.5 jil 25 |d 
dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.5 ni 5.0 |d 
MgCl2 25 mM 2.0 mM 2.0 jd 20.0 jd 
Enzima Taq 
DNA 
Polimerasa 

5U/fd 1.0 U 0.2 |il 2.0 jd 

H2OMÍHQ 
estéril 

13.8 |il 138.0 |d 

DNA 200 ng/jil 200 ng/jil 1.0 11I 

2/ Se trasladó con una pipeta la cantidad correspondiente de mezcla de 
reacción a cada tubo. 



3.- Se agregó l.Ojd de DNA genómico a cada tubo, se mezcló brevemente y se 
centrifugó. 
4.- Se adicionaron 25 fd de aceite mineral, para evitar evaporación de la 
muestra a amplifícar-y se centrifugó nuevamente. 
5«- Se colocaron los tubos en el termociclador (MiniCycler Programmable 
Thermal Controller Model PTC-150), utilizando el programa MPHGH-AAV 
que contiene las condiciones que se detallan en la tabla 7-B. 

"Tabla 7-B. Condiciones usadas en el PCR del promotor del gen hGH-N. 

¡Programa Paso Temperatura Tiempo 
I MPHGH-AAV 1 94°C 0:05:00 
! 2 94°C 0:00:30 
: 3 55°C 0:0i:00 
| 4 72°C 0:0i:00 
: 5 Ir al segundo paso 30 veces 
j i 6 72°C 0:05:00 

7 Terminación 

6.a Se retiró él aceite mineral con TE y cloroformo, mezclando y centrifugando 
y enseguida se pasó la fase acuosa a un tubo nuevo, rotulado previamente. 
7/ Se verificó la amplificación del fragmento, cargando 5 jd de cada muestra 
en un gel de agarosa al 2.0%, junto con un marcador de peso molecular (pBS 
+ Hae m ) y se sometió a electroforesis a 100 volts por aproximadamente 60 
min para finalmente visualizar las bandas tiñendo el gel en una solución de 
bromuro de etidio (2 jig/ml), para poder observar en un transluminador UV o 
en el aparato analizador de imágenes Gel-Doc 1000. 
8.' Después de verificar la amplificación se procedió al análisis de 
heterodúplex (2.3.4.2.1). 
9.a Para analizar los productos amplificados, las muestras se cargaron en un 
gel de poliacrilamida al 7 %, y se realizó la electroforesis a 12 miliamperes 
durante 18 hrs, este gel se táñó también con bromuro de etidio (2 pg/ml), 
para poder analizar las bandas en el Gel-Doc 1000. 
10.-Finalmente se secuenáaron las bandas que resultaron positivas en el 
flnáligjg de heterodúplex, usando el equipo de secuenciación automática. 



2. 3. 4. 2. 3 PCR DEL GEN PROP-1 

A) LOS OLIGONUCLEÓTIDOS 
Rara realizar la amplificación del gen PROP-1 se utilizaron los primers: 

Prop5 = 5' cgaacattcagagacagagtcccaga 3' y 

Prop3 = 5' gaattcaccatgatctccca 3' 

Estos iniciadores produjeron un fragmento de 3513 pb 
( Mullis y Rosenfeld, 1998). 

B) LA REACCIÓN. 
1.a La PCR se preparó mezclando los componentes que se mencionan a 
continuación, excepto el DNA genómico, para luego proceder como se indica 
en la tabla 8-A. 

Tabla 8-A. Reactivos utilizados en la amplificación del gen Prop-1. 

Reactivos Concentrad 
ón inicial 

Concentraci 
ón final 

Volumen final 
25pl 

(l Reacción) 

Volumen final 
25 jd 

(10 Reacciones) 
Amortiguador 
Taq Üibre de Mg) 

10 X IX 2.5 pl 25.0 |d 

Iniciador Prop 3 25 uM 0.6 uM 0.6 fd 6.0 ul 
Iniciador Prop 5 25 uM 0.6 uM 0.6 ul 6.0 ul 
dNTPs 10 mM 0.2 mM, 0.5 ul 5.0 ul 
MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.5 jd 15.0 fd 
Enzima Taq 
DNA 
Polimerasa 

5 U/pl 1.25 U 0.3 jü 3 ul 

HzO MiliQ estéril 18 ul 180.0 ul 
DNA 100 ng/jd 100 ng/id luí 

2.- Se trasladó con una pipeta la cantidad correspondiente de mezcla de 
reacción a cada tubo. 
3.- Se agregó l.Ojd de DNA genómico a cada tubo, se mezcló brevemente y se 
centrifugó. 
4.- Se adicionaron 25 jd de aceite mineral, para evitar evaporación de la 
muestra a amplificar y se centrifugó nuevamente, 
5.- Se colocaron los tubos en el termoáclador (MiniCycler Programmable 
Thermal Controller Model PTC-150), utilizando el programa PROPl-AAV 
que contiene las condiciones detalladas en la tabla 8*B. 



Tabla 8-B. Condiciones aplicadas en el PCR del gen Prop-1. 

F_ Programa Paso Temperatura Tiempo i 
1 PROP1-AAV 1 94°C 0:01:00 ] 
I 2 94°C 0:00:30 | 
1 3 55°C 0:00:30 | 

4 68°C 0:06:00 1 
i 5 1 Ir al segundo paso 30 veces j 
< i i m 

s í 7 Terminación 

6.- Se retiró el aceite mineral con TE y cloroformo, mezclando y centrifugando 
y enseguida se pasó la fase acuosa a un tubo nuevo, rotulado previamente. 
7.- Se verificó la amplificación del fragmento, cargando 5 jd de cada muestra 
en un gel de agarosa al 1.4 %, junto con un marcador de peso molecular (X 
+P$t I) y se sometió a electroforesis a 100 volts por aproximadamente 60 min 
para finalmente visualizar las bandas tiñendo el gel en una solución de 
bromuro de etidio (2 fig/ml), para poder observar en un transluminador UV o 
en el aparato analizador de imágenes Gel-Doc 1000. 
8.* Después de verificar la amplificación se procedió a la digestión del 
amplicón con las enzimas: Sma I, AÜVX y Ssp I para obtener fragmentos que 
se pudieran analizar por heterodúplex (2.3.4.2.1). 
10.- Para analizar los productos amplificados, las muestras se cargaron en un 
gel de poliacrilamida al 10 %, y se realizó la electroforesis a 12 miliamperes 
durante 15 hrs, este gel se tiñó también con bromuro de etidio (2 iig/ml), 
para poder analizar las bandas en el Gel-Doc. 
11.-Finalmente se secuenáaron las bandas que resultaron positivas en el 
análisis de heterodúplex, usando el equipo de secuenáaáón automática. 

2. 3. 4. 2.4 PCR DEL GEN GHR 

A) LOS OLIGONUCLEÓTIDOS 
Para realizar la amplificación del exón 6 del gen GHR se utilizaron los primers: 
GHREX6A = 5' attgtgtetgtetgtgtactaatg 3' y 
GHREX 6B = 5' atagaaagaaaagtcaaagtgtaag 3' 

Estos iniciadores produjeron un fragmento de 263 pb (Berg., 1994). 



B) LA REACCIÓN. 
1.- La PCR se preparó mezclando los componentes que se mencionan a 
continuación, excepto el DNA genómico, para luego proceder como se indica 
jeaJa tabla 9-A. 

Tabla 9-A. Reactivos utilizados en la amplificación del exón 6 del gen 
GHR. 

Reactivos Concentraci 
ón inicial 

Concentraci 
ón final 

Volumen 
final 25fil 

(l Reacción) 

Volumen final 
25fil 

(10 Reacciones) 
Amortiguador 
Taq (libre de Mg) 

10 X IX 2.5 fd 25.0 id 

Iniciador 
GHREX6A 

25 JIM 1.5 MM 1.5 pl 15.0 jd 

Iniciador 
GHREX6B 

25 uM 1.5 pM 1.5 (d 15.0 jü 

dNTPs 10 mM 0.4 mM 1.0 m1 10.0 ni 
MgCl2 25 mM 2.0 mM 2.0 fd 20.0 ni 
Enzima Taq 
DNA Polimerasa 

5 U/fd 1.25 U 0.3 jd 3 ^ 

HsO MiliQ estéril 15.2 m1 
DNA 100 ng/jd 100 ng/pl 1.0 ¿d 

2 / Se trasladó con una pipeta la cantidad correspondiente de mezcla de 
reacción a cada tubo. 
3." Se agregó l.Ojd de DNA genómico a cada tubo, se mezcló brevemente y se 
centrifugó. 
4.a Se adicionaron 25 pl de aceite mineral, para evitar evaporación de la 
muestra a amplificar y se centrifugó nuevamente. 
5.- Se colocaron los tubos en el termoádador (Hybaid Express) utilizando el 
programa A32 que contiene las siguientes condiciones: 

Tabla 9-B. Condiciones aplicadas en el PCR del exón 6 del gen GHR. 

Programa Paso Temperatura Tiempo i 
Á32 1 94°C ¡ Ó:Ó3:ÓÓ 

i % 

i 2 94°C Ü (j:Ó0:45 í 
3 55°C j{ Ó:Ói:60 | 

i í 5 Ir al segundo paso 30 veces ) 
! 6 72°C li 6:05:06 ] 

7 Terminación 



6.- Se retiró el aceite mineral con TE y cloroformo, mezclando y centrifugando 
y enseguida se pasó la fase acuosa a un tubo nuevo, rotulado previamente. 
7.a Se verificó la amplificación del fragmento, cargando 5 ¿d de cada muestra 
en un gel de agarosa al 1.4 %rjunto-cuk.un marcador deceso-molecular (pBS 
+ Hae W y se sometió a electroforesis a 100 volts por aproximadamente 60 
min para finalmente visualizar las bandas tiñendo el gel en una solución de 
bromuro de etidio (2 p.g/ml), para poder observar en un transluminador UV o 
en el aparato analizador de imágenes Gel-Doc 1000. 
8.'Después de verificar la amplificación se continuó con la detección de la 
mutación de Adenina a Guanina que genera un nuevo sitio de corte para la 
restricción con la enzima 
Mnl I, en el codón 180 del fragmento amplificado y la presencia de esta 
mutación genera un fragmento de 113 pb, en caso contrario se obtiene un 
fragmento de 194 pb. 
9.-Posteriormente esta digestión, se cargó en un gel de poliacrilamida al 10%, 
tiñendo el gel con Bromuro de Etidio (2 ug/ml), para analizar las bandas en 
el Gel-Doc. 
10.a Finalmente se secuendaron las bandas que resultaron positivas en el 
análisis de heterodúplex, usando el equipo de secuenáadón automática. 

2. 3. 4. 2. 5 PCR DEL GEN Pit-1 

A) LOS OLIGONUCLEÓTIDOS 
Para realizar las amplificaciones se utilizaron los iniciadores siguientes, para el 
exón i: PITEXlA y PITEX1B; para el exón 3: PITEX3A y PITEX3B y para el 
exón 4- PITEX4A y PITEX4B, que produjeron los fragmentos que se detallan en 
la tabla 10 (Pellegrini, 1996). 

Tabla 10. Fragmentos producidos en las amplificaciones del gen Pital. 

Qaves Oligonucleotidos Fragmentos 
PITEXlA 
PITEX1B 

5' gaatcggccctttgagacag 3' 
5' cccggtcatatgtaaactgt 3' 

261 pb 

PITEX3A 
PITEX3 

5' gtagtttaaccccttgtcttta 3' 
5' agatttgcaaaccaagttctt 3' 

259 pb 

PITEX4A 
PITEX4B 

5' gatacacagatttgtgtgac 3' 
5' tcctacttattgaagccatta 3' 

318 pb 

B) LA REACCIÓN. 
1.a La PCR se preparó mezclando los componentes que se mencionan a 
continuación, excepto el DNA genómico, para luego proceder como se indica 
en la tabla 11-A. 



Tabla 11-A. Reactivos utilizados en las amplificaciones del gen Pit-1. 

Reactivos 
i 

Concentració 
^mkafc&U* 

Concentrad 
final 

Volumen 
final 
25nl 

(1 Reacción) 

Volumen final 
25|il 

(10 Reaccione!)' 

Amortiguador Taq 
(libre de Mg) 

10 X IX 2.5 jd 25.0 fd 

Iniciador 
PITEX1A o 
PITEX3A o 
PITEX4A 

25 mM 1.5 1.5 fd 15.0 jd 

Iniciador 
PITEX1B o 
PITEX3B o 
PITEX4B 

25 JLM 1.5 (iM 1.5 jd 15.0 id 

dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.5 pl 5.0|d 
MgCl2 25 mM 2.5 mM 2.5 id 25.0 |d 
Enzima Taq DNA 
Polimerasa 

5U/M1 1.25 U 0.3 id 3»d 

HüOMiliQ estéril 15.2 »1 
DNA 100 ng/jd 100 ng/jd 1.0 pl 

2.a Se trasladó con una pipeta la cantidad correspondiente de mezcla de 
reacción a cada tubo. 
3." Se agregó l.Ojd de DNA genómico a cada tubo, se mezcló brevemente y se 
centrifugó. 
4.a Se adicionaron 25 pl de aceite mineral, para evitar evaporación de la 
muestra a amplificar y se centrifugó nuevamente. 
5.a Se colocaron los tubos en el termoáclador (Hybaid Express) utilizando el 
programa A22 que contiene las condiciones detalladas en la tabla ll'B. 

Tabla l l aB. Condiciones aplicadas en los PCRs del gen Pit-1. 

Programa Paso Temperatura \¡ Tiempo 
A22 1 94°C | 0:05:66 

I 2 94°C |¡ 6:01:06 
: 3 5Ó°C 1! 6:61:30 
: 4 72°C Si 0:02:66 

5 Ir al segundo paso 30 veces 
1 6 72°C p 6:65:06 

7 Terminación 



6.a Se retiró el aceite mineral con TE y cloroformo, mezclando y centrifugando 
y enseguida se pasó la fase acuosa a un tubo nuevo, rotulado previamente. 
7.a Se verificó la amplificación del fragmento, cargando 5 jd de cada muestra 

-en un gol de agarosa al 1.5 %, junto coa-un marcador-de- pes&jnúteoüs&ípBS 
+ Hae III ) y se sometió a electroforesis a 100 volts por aproximadamente 60 
min para finalmente visualizar las bandas tiñendo el gel en una solución de 
bromuro de etidio (2 jig/ml), para poder observar en el transluminador UV. 
8.-Después de verificar la amplificación, se continuó con la detección de la 
mutación por medio del análisis de heterodúplex (descrito anteriormente), 
para lo cual se realizó una electroforesis del producto amplificado en un gel 
de poliacrilamida al 10%. 
9.a Finalmente, para visualizar las bandas del gel de heterodúplex, este se 
tiñó con bromuro de etidio (2 \Lg/mÜ y se analizó en el gel-doc. 
10.a Las muestras que resultaron positivas al análisis de heterodúplex se 
purificaron por Qiaex II para secuenáarlas y precisar las mutaciones. 

2.3. 4. 3 PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS PARA SECUENCIACIÓN 

1.a Se extrajo la banda de interés del gel de poliacrilamida, se trituró y se 
colocó en un tubo de 1.5 mL Enseguida se adicionaron 50*100 jd de agua 
destilada de manera que cubriera la totalidad del fragmento. 
2.a Se incubó el frag. a 85 °C, durante 5 min y enseguida a 65°C por 25 min. 
3.-.Se rescató el sobrenadante con una micropipeta, cuidadosamente sin tocar 
la poliacrilamida y se colocó en tubo nuevo rotulado. 
4.~ Se hicieron varias diluciones con la solución anterior, para re amplificar el 
fragmento. 
5.- Se corrió en gel de agarosa el total de la reamplificación, para extraer 
dicha banda y purificarla con el éstuche de Qiagen (QIAEXEI). 
6.a Se extrajo la banda y se añadieron 300 fd de buffer QX 1 por cada 100 
mg de gel. 
7.a Se adicionaron 20 jd de solución de QIAEX II y se mezclaron 
cuidadosamente con el vortex durante 25 seg. 
8.a Se incubó a 53 °C por 10 min para solubilizar la agarosa y unir el DNA. 
(se checó que el color de la mezcla fuera amarilla, pero si era naranja se 
adicionaban 10 jd de acetato de sodio 3M, pH 5.0 y se mezclaba e incubaba 5 
min adicionales). 
9.- Se centrifugó por 25 seg y se removió cuidadosamente el sobrenadante. 
10.a Se lavó la pastilla con 500 pl de buffer QX1, se mezcló con el vortex y se 
centrifugó por 25 seg (este paso removió restos de agarosa). 
11.a Se lavó la pastilla 2 veces con 500 jd de buffer PE. Se resuspendió la 
pastilla, se mezcló con el vortex y se centrifugó durante 25 seg (este paso 
removió trazas de sales contaminantes). 
12.a Se puso a secar la pastilla a 37 °C durante 10-15 min (evitando que se 
secara demasiado porque ello dificultaba la disolución de la pastilla). 



13.- Se eluyó con 20 jil de agua (PH 7 .0-8.5) y se incubó a 53 °C por 5 min. 
1 4 S e centrifiigó por 25 seg y se rescató cuidadosamente el sobrenadante en 
un tubo de 0.2 mi rotulado previamente. 

15.- Generalmente se repitieron los pasos 13 y 14 y se combinaron los eluidos. 

2. 3. 4. 4 SECUENCIACIÓN AUTOMATIZADA. 

A) REACCIÓN DE SECUENCIACIÓN CÍCLICA 

1.- Se preparó la mezcla maestra de la tabla 12-A 
Tabla 12-A. Reactivos de la mezcla maestra para secuenciación. 

Reactivos Volumen 
Templado de DNA* variable 
Primer no-marcado (1 pmol/id) 3.0 ul 
Buffer de reacción 
(concentrado) 

1.5 |il 

Termo-secuenasa (4U/ul) 2.0 id 
H20 variable 
Total completar 27 id 
* Templados: Plásmido 350 500 finol 

Producto PCR 20-50 finol 
DNAss 100-250 finol 

2.a Se etiquetaron cuatro tubos de PCR de 0.2 mi con: A, C, T, G, enseguida 
se agregaron a cada uno 2pl de la mezcla de terminación específica. 
3.a Se mezcló perfectamente la mezcla maestra y se centrifugó brevemente. 

Se adicionaron 6.5 pl de esta mezcla a cada tubo del p. anterior y se 
mezclaron. 
4.* Se adicionó una gota de aceite mineral a cada tubo 
5.- Se centrifugó brevemente a 12000 rpm 
6.- Se colocaron los tubos en el termoáclador (Hybaid express) y se eligió el 
programa Sequenase que contiene las condiciones de la tabla 12-B. 

Tabla 12-B. Condiciones aplicadas en el PCR de secuenciación. 

Programa Paso Temperatura Tiempo 
Sequenase 1 95°C 0:02:00 

2 95°Q 0:00:30 
3 50°C 0:00:30 
4 72°C 0:00:45 
5 Ir al segundo )aso 30 veces 
6 72°C 0:05:00 
7 •4°C Humedecer 



7.- Se purificaron las muestras (para remover terminadores marcados que no 
estaban incorporados) con la técnica de precipitación que se describe a 
continuación. 

BX PURIFICACIÓN DE MUESTRAS (Precipitación con violeta intenso) 

1." En un tubo de 0.5 mi se colocaron los siguientes reactivos- 1.0 pl de 
acetato de sodio 3M, 8.5 pl de reacción de secuenáaáón cíclica, 1.0 pl de 
oo-preápitante violeta intenso y 20 pl de etanol al 100%. 
2.a Se mezclaron en vortex aproximadamente 10 seg, luego se incubaron las 
muestras a temperatura ambiente durante 5 min, después se mezclaron para 
aumentar la consistencia de la pastilla (esto hizo que el proceso de aspiración 
fuera más eficiente y efectivo). 
3.- Se centrifugó a 12000 rpm por 20 min. 
4.- El sobrenadante se aspiró evitando perturbar la pastilla. 
5.- Se adicionaron 200 pl de etanol al 70 %. 
6.a Se mezclaron en vortex aproximadamente 10 seg. 
7.- Se repitieron los pasos 3 y 4. 
8.- Se dejaron secar al aire. Alternativamente se secaron con vacío, o se 
incubaron a 90 °C. 
9.- Se resuspendieron con 5.0 pl de solución Stop IR2 (LI-COR). 
10.* En vortex se mezclaron por aproximadamente 20 seg, se centrifugaron 
brevemente y se transfirieron las muestras tubos de 0.2 mi. 
11.- Las muestras se desnaturalizaron a 95 °C, durante 3 min, se 
almacenaron a 4 °C y se cargaron entre 1.0 y 1.5 pl en el gel de 
secuenáación. 



III RESULTADOS 

a : 1 ANÁLISIS BIOQUÍMICO 

Se eligieron para este estudio un total de 5 pacientes diagnosticados 
presuntamente como CPHD, cuyas características físicas y bioquímicas se detallan 
a continuación^ Todos los niños analizados fueron del sexo masculino, la edades de 
tos pacientes variaron de 4 a 14 años y el rango de altura en promedio fue de 1.30 
m. Las edades óseas variaron en promedio 5 años, las concentraciones de GH en 
suero en respuesta a la ingestión de clonidina fueron en todos los casos 
indetectables, así mismo las concentraciones de IGF-1 también fueron 
indetectables en dos de los sujetos analizados (R1 y R2). Las concentraciones de 
LH y FSH en suero resultaron anormales para la edad. Las concentraciones de 
PRL en suero estuvieron dentro de los limites normales. Las concentraciones de 
testosterona fueron uniformemente indetectables. Finalmente todas las 
concentraciones de TSH en suero fueron sensiblemente bajas en algunos casos 
(O.OlmU/ml), pero en otros casos los niveles de esta hormona no se detectaron. 
Desafortunadamente los miembros de las familias de estos sujetos fueron 
inaccesibles para el estudio, pero de acuerdo al reporte médico varios de ellos 
tienen estatura baja, lo cual sugiere que estos pacientes pueden representar casos 
genéticos de deficiencia combinada de hormonas (CPHD). En cuanto a los 
pacientes diagnosticados presuntamente con IGHD, se eligieron un total de 20, 
cuyos datos antropométricos y bioquímicos se destacan en seguida: Los niños 
analizados fueron del sexo masculino y femenino, las edades variaron de 2 a 16 
años y el rango de altura fue en promedio 1.42 m. Las edades óseas variaron en 
promedio 2.5 años. Las concentraciones de GH en suero en respuesta a clonidina 
variaron de ND a 14.28 ng/ml. Las características restantes de estos pacientes se 
detallan en los cuadros clínicos de los apéndices 2 y 3. 

3.2 ANÁLISIS MOLECULAR 

Una vez que se obtuvo el DNA de las muestras de cada uno de los pacientes con 
IGHD y CPHD (diagnosticados principalmente sobre la base de los niveles de las 
hormonas hipofisiarias) (Tabla 4), se procedió a estandarizar las reacciones de 
PCR para la amplificación de las regiones de interés de los genes: hGH*N, GHR, 
Pit-1 y Prop-1 después de lo cual se continuó con el análisis de heterodúplex y 
finalmente con la determinación de la secuencia de las muestras que resultaron 
positivas para este análisis. 



3.2.1 ANÁLISIS DEL PROMOTOR DEL GEN hGH-N. 

Para este análisis se eligieron 20 pacientes diagnosticados clínicamente con 
deficiencia aislada QGHBK =Ubá ̂ eE-estl&líla risada la amplificación de la región 
promotora del gen hGH-N, se continuó con la detección de cambios nucleotídicos 
en dicha región, por medio del análisis de heterodúplex (Figura 10). 

+ Htx 

DNA aislado Amplicones 
Heterodúplex 

Purificación 

pB +Ha 

Figura 10. Análisis de heterodúplex de la región promotora del gen hGH-N. En el gel 
correspondiente a los heterodúplex, se observan homodúplex en los carriles 2 y 3, en tanto que la ' 
formación de heterodúplex en los carriles 1 y 4, de los cuales se rescataron y purificaron las 
bandas anómalas para precisar sus cambios nucleotídicos por secueneiación. M= Marcador de peso 
molecular; X + Pst 1= DNA del bacteriófago X digerido con Pstl', pBS + Hae 111= DNA del plásmido 
pBS cortado con Hae ID, 

En este ensayo se observó la formación de heterodúplex en 11 muestras de 
pacientes con deficiencia aislada (EGHD) de 20 que se eligieron para el análisis de 
la región promotora del gen hGH-N. 



Para este análisis se eligieron 20 pacientes con deficiencia aislada ÜGHD). Una 
la amplificación de este gen, no se pudo continuaran :el 

anáfisis de heterodúplex directamente, debido a su gran tamaño: 2155 pb (Fig. ll). 
Por esa razón se optó por cortar el amplicón con la enzima Ava II, la cual generó 6 
fragmentos: 604, 489, 461, 357, 193 y 51. La formación del heterodúplex en 
cualquiera de estos fragmentos nos indicó, la región que se debía secuenáar. 

14055 pb-
13485 pb-

516 pb—tij 

2151 pb 

Amplificación c 
(Promotor)̂  pb. 

489 pb-
461 pb-

357 pb. 

193 pb. 

Análisis de 
Heterodúplex 

+ Ava II 

Figura 11. Análisis del gen hGH-N fragmentado para heterodúplex. En esta figura se observan los 
patrones obtenidos antes y después de la digestión del amplicón con Ava II, Para el análisis por 
heterodúplex, los productos de digestión se resolvieron en un gel de poliacrilamida al 10%. 

En este ensayo, 11 pacientes resultaron positivos. Cabe destacar el hecho de que 
son los mismos 11 pacientes positivos del análisis anterior (promotor del gen hGH-
N) ya que esta amplificación también incluyó la región promotora del gen, misma 
que contribuyó a los cambios nucleotídicos. 



Este análisis fué aplicado a 5 pacientes que presentaban deficiencia combinada de 
hormonas hipofisiarias (CBHD). Una ve^jestodarisafeíteímip^ los 
exones 1, 3 y 4 del gen Pit-1, se continuó con la detección de cambios nucleotídicos 
en dichos exones por medio del análisis de heterodúplex (Figura 12). 

PCR del exón 3 

318 pb 

261 pb 

261 pb 

Análisis de Heterodúplex 
de los exones 3 y 4 

PCR del exón 1 

257 pb 
259 pb 

p B S + 

587pb— 
434 pb— 

267pb— 261 pb 

636 

521 pb 

Figura 12. Análisis del gen Pit-1. En esta figura se resumen las amplificaciones de los exones del 
gen Pit-1 de muestras CPHD, asi como el análisis de heterodúplex de cada una de ellas. Cabe hacer 
notar que en loe geles que corresponden al análisis de heterodúplex, se depositaron dos filas de 
muestras diferentes, con una separación de dos horas de corrimiento electroforético entre ellas. 

Así mismo cabe mencionar que el análisis del gen Pit-1 generó resultados 
negativos, por lo que se podría afirmar que en ninguno de estos exones se 
encuentran las mutaciones que están afectando o trastornando el crecimiento de 
estos individuos. 



Este análisis filé aplicado a 5 pacientes que presentaban CPHD. Una vez 
estándarizada^-aB^ifícación• del-gen -Prop-1, no se pudo continuar con el análisis 
de heterodúplex directamente, debido también a su gran tamaño: 3515 pb (Figura 
13).^Por esta razón se optó por cortar el amplicón con la enzima Sma I, la cual 
genera fragmentos: 1950, 1264 y 483 pb. Así mismo, se utilizaron 
simultáneamente las enzimas: AfiVH y Sspl, las cuales generan tres fragmentos*. 
2200,915 y 512 pb (Figura 13). 

X + BstE 

pb 

+ Smal + Afl III y Ssp I 

Amplificación 

4 
k + BsíE II 

Análisis de Heterodúplex 

2200 pb 

915 pb 

512 pb 

1950 pb 

1264 pb 

Figura 13. Análisis del gen Prop-1. En esta figura se ilustran los ensayos realizados para el gen Prop-1 ra el que 
la digestión con Sma I produce un fragmento de 483 pb que incluye al exón 2, en el que se lian reportado 
mutaciones. En la digestión con AJI m y Ssp I el fragmento de 512 pb es el que incluye al exón 2. 

En el análisis de heterodúplex del gen Prop-1 también se obtuvieron resultados 
negativos al analizar los fragmentos correspondientes al exón 2 donde se han 
reportado mutaciones en este tipo de pacientes, por lo que se puede afirmar que en 
las muestras analizadas, el exón 2 del gen Prop-1 está exento de mutaciones. 



3.2.5 ANÁLISIS DEL GEN GHR 
Este análisis fué aplicado a 20 pacientes. Una vez estandarizada la amplificación 
del exón 6, donde se ha reportado la mutación más frecuente de este gen, se 
-eentmuó con la digestión de este exón con la enzima Seo RVyg^gg infirmar que 
se trataba de este exón. Posteriormente se prosiguió con la detección de las 
posibles mutaciones, por medio de un análisis de restricción, para lo cual se utilizó 
la enzima Mnl I, ya que en caso de que un paciente tuviera la mutación, se 
generaría otro sitio de reconocimiento para dicha enzima por lo que se produciría 
un fragmento de 113 pb. En caso contrario, o sea cuando la mutación está 
ausente, se desprende un fragmento de 190 pb (Fig. 14). 

+ Eco R V + Mnl I 

\ +BstE n 
1371 pb 

224 pb 263 pb 

P C R del exón 6 

>.+#5* En 
1371 pb 

702 pb 

Análisis de heterodúplex 

pBS+//aeIII 
587 pb 
458 pb 

290 pb 

174 pb 222 190 pb 

Figura 14. Análisis del exón 6 del gen GHR Se presenta la detección de mutaciones en. 20 
pacientes por dos tipos de análisis: heterodúplex y restricción. Después de la amplificación del exón 
6 del gen GHR se procedió a cortarlo con la enzima EcóSSf únicamente para verificar que se 
tratara de este exón, después de ello se procedió a detectar las mutaciones por medio de la 
restricción con la enzima Mnl I, ya que en caso de que un paciente tuviera la mutación se 
generaría otro sitio de reconocimiento para dicha enzima por lo que se produciría un fragmento de 
113 pb. En caso contrario o sea cuando haya ausencia de la mutación se desprende un fragmento 
de 190 pK A la par y para verificar el resultado anterior, también se llevó a cabo el análisis de 
heterodúplex del fragmento amplificado de 263 pb. Cabe hacer notar que en los geles que 
corresponden al análisis de heterodúplex, se depositaron dos filas de muestras diferentes, con una 
separación de dos horas de corrimiento electroforético entre ellas. 



3.2.6 RESULTADOS DEL ANÁLISIS DE LOS GENES. 

Los resultados que se generaron después del análisis de los genes se presentan en 
las tablas 13 y 14.~También se muestren los análisis anteriores de dichos 
placientes, realizados por González y Mar-Aguilar en 1998 ( ver apéndices 2 y 3). 

Tabla 13. Resultados del análisis de los genes de pacientes con diagnóstico de 
deficiencia"" combinada (CPHD) 
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Tabla 14. Resultados del análisis de los genes de pacientes con diagnóstico de 
deficiencia aislada (IGHD) 
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ENR- ensayo no realizado. 
Signo positivo^ presencia de cambio nucleotídico o mutación. 
Signo negativo- carencia de mutación. 



El escrutinio de análisis de mutaciones en los exones de los genes analizados en 
este proyecto generó resultados negativos, sin embargo se detectaron siete cambios 
nucleotídicos en distintas posiciones de la secuencia de la región promotora del 
gen hGH-N (tabla 15). 

Tabla 15. Cambios nucleotídicos detectados en el promotor del gen hGH-N. 

ninguna 

Inserción G (-93) C Ü , R 2 , R 3 , 
R10 * 

* No reportado previamente. 
** Reportado por Wagner y colaboradores en 1997. 

jfc'X.R Cas&to T (<$$) A aíngüna 

Todas las muestras secuenciadas en este trabajo presentan bastantes cambios 
nucleotídicos que van desde tres cambios como es el caso del paciente Cll, hasta 
siete cambios como es el caso de la muestra RIO (Figura 20), lo cuál muestra la 
heterogeneidad de la región promotora del gen hGH-N. 
La figura 20 muestra en detalle los cambios nucleotídicos encontrados, así como la 
localización de cada uno de ellos. Cabe hacer notar que el paciente RIO presentó 
todos estos cambios, incluyendo uno no reportado previamente en la literatura. 



Kl Ol 45 
NORMAL 

INICIADOR 136 
TTGGTTCTCTCTAGTGGTCAGTGTTGGRACTGCATCCAGCTGACTCAGGCTGACCC 
TTGGTTCTCTCTAGTGGTCAGTGTTGGAACTGCATCCAGCTGACTCAGGCTGACCC 
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

RI 0145 
NORMAL 

AGGAGTCCTCAGCAGAAGTGGAAT TCAGGTCTGAATCGTGCTCACAACCCCCACAATC TA 
AGGAGTCCTCAGCAGAAGTGGAATTCAGGACTGAATCGTGCTCACAACCCCCACAATCTA 

RI 0145 
NORMAL 

TTGGCTGTGCTTGGCCCCTTTTCCCAACACACACATTCTGTCTGGTGGGTGGAGGTTAAA 
TTGGCTGTGCTTGGCCCCTTTTCCCAACACACACATTCTGTCTGGTGGGTGGAGGTTAAA 

RI0145 
NORMAL 

CATGCGGGGAGGAGGAAAGGGATAGGATAGAGAATGGGATGTGGTCGGTAGGGGGTCTCA 
CATGCGGGGAGGAGGAAAGGGATAGGATAGAGAATGGGATGTGGTCGGTAGGGGGTCTCA 

R10145 
NORMAL 

RI0145 
NORMAL 

CAJA NF-X 
AGGACTGGCTATCCTGACATCCTTCGCCGCGTGCAGGTTGGCCACCATGGCCTGCTGCCA 
AGGACTGGCTATCCTGACATCCTTCTCCGCGTTCAGGTTGGCCACCATGGCCTGCGGCCA ************************* ****** ********************** **** 

-369(g) -362(h) -339<i) 
CAJA USP-1 

GAGGGCACCCACGTGACCCT TAAAGAGAGGACAAGTTGGGTGGTATCTCTGG CTGACACT 
GAGGGCAC CCACGTGACCCT TAAAGAGAGGACAAGTT GGGTGGTATCTCTGGCTGACACT 

RI 0145 
NORMAL 

CT6TGCACAACCCTCACAACACTGGTGACGGTGGGAAG6GAAAGATGACAAGCCAGGGGG 
CTGTGCACAACCCTCACAACACTGGTGACGGTGGGAAGGGAAAGATGACAAGCCAGGGGG 

R10145 
NORMAL 

CAJA SP-1 CAJA P±t-1 distal 
CATGATCCCAGCATGT GTGGGAGGAGC TTC TAAATTATCCATTAGCACAAGC CCGTCAGT 
CATGATCCCAGCATGTGTGGGAGGAGCTTCTAAATTATCCATTAGCACAAGCCCGTCAGT 

RI0145 
NORMAL 

CAJA Pit-1 proximal 
GGCCCCATGCATAAATGTACACAGAAACAGGTGGGGGCAACAGTGGGAGAGAAGGGGCCA 
GGCCCCATGCATAAATGTACACAGAAACAGGTGGGGGCAACAGTGGGAGAGAAGGGGCCA * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 

R10145 
NORMAL 

R10145 
NORMAL 

CAJA ZATA -64 (ava) 
GGGTATAAAAAGGGCCCACAAGAGAC CAGCTCATAGGATCCCAAGGCCCAACTCC CCGAA 
GG- TATAAAAAGGGCC CACAAGAGACCAGCTC-AAGGATCCCAAGGCCCAACTCCCCGAA ** ******************,*********** ************************** 
(n) -93 -63 (p) 

INICIADOR 145 
CCACTCAGGGTCCTGTGGACAGCTCACCTAGC TGCAATGGCTACAGGTAAGCGC CCCTAA 
CCACTCAGGGTCCTGTGGACAGCTCACCTAGCGGCAATGGCTACAGGTAAGCGCCCCTAA 

-4 ( t ) 

Figura 15. Variaciones nucleotídicas del promotor del gen hGH-N. En la figura se muestran los distintos 
cambios nucleotídicos encontrados en la secuencia del promotor del gen hGH-N. La clave R10145 indica 
la seqwaicia del promotor del gen hGH-N del paciente RIO; La clave NORMAL indica la secuencia del 
promotor del gen hGH-N de un sujeto sano. Cabe hacer notar que la mutación -339 (i), aparentemente 
afecta a la caja NF-1 del paciente RIO. 



IV DISCUSIÓN 

La regulación de la síntesis y liberación de GH, está modulada por una familia de 
"genes que incluyen los factores de trascrí^ciSrrPrt)^ p y '̂ ÍTT.1 ESTO "regülairia 
diferenciación de células de la pituitaria en somatotrofos los cuales sintetizan y 
liberan GH. Otros genes que también son importantes en la síntesis de GH son 
GHR y las proteínas de unión a la GH (GHBP), los genes de IGF-1 y su receptor 
IGF-IR, cuyos productos estimulan el crecimiento en varios tejidos incluyendo 
huesos y músculo (Phillips et al, 1997). Como consecuencia de la complejidad de la 
regulación de la HGH, existen múltiples sitios en los que una alteración genética 
puede resultar en la producción de déficit de HGH y por consiguiente el enanismo. 
Además muchos de los casos de enanismo panhipopituitario no están ligados a 
alteraciones del gen Pit-1. Por consiguiente será necesaria la 
evaluación de otros genes involucrados en la regulación de la HGH, como el gen de 
Prop-1. Otros genes candidatos de alteración genética son: IGF-1, GHR, IGF-IR, 
GHBP, GHRH. 
En el presente trabajo se eligieron sujetos con retraso de crecimiento 
diagnosticados presuntamente con deficiencia de hormona de crecimiento aislada o 
combinada. La mayoría de los pacientes estudiados presentaron en común varias 
de las siguientes características- retraso severo del crecimiento, edad de inicio del 
tratamiento entre 1-15 años, piel y cabello delgados con crecimiento más lento de 
lo normal, dientes permanentes apiñonados, voz de tono muy agudo, hipoglucemia, 
presencia de micropene, pubertad retrasada, frente prominente y nariz pequeña, 
retraso de la edad ósea, cariotipo normal y niveles pico de GH por debajo o por 
arriba de 7 ng/ml, después de varios estímulos provocativos con clonidina, 
levodopa-propanolol o ejercicio. 
En 1996 Sornson y colaboradores clonaron y describieron al gen Prop-1 y 
demostraron que era importante para la determinación de los linajes de Pit-1 
tanto como para la diferenciación de gonadotropinas en la glándula pituitaria. Por 
lo tanto los pacientes con un defecto en el gen de Prop-1 no sólo son deficientes en 
GH, PRL y TSH, sino también en los niveles de LH y FSH. Por ello se buscaron 
defectos en el gen Prop-1 (exón 2) en pacientes con CPHD los cuales presentaban 
niveles bajos o indetectables de GH, TSH, PRL, LH y FSH. Desafortunadamente 
en ninguno de los 5 pacientes analizados en este trabajo se encontraron 
mutaciones en el exón 2 del gen Prop-1, pero estas mutaciones se pudieran 
encontrar en los exones restantes que se analizarán posiblemente en trabajos 
posteriores. 
Del total de las muestras analizadas, únicamente se observó formación de 
heterodúplex en once. De ellas se eligieron cuatro para secuenciar, basándose en 
su patrón de migración diferencial, con el fin de precisar las variaciones 
nucleotídicas de cada una. Se encontraron siete sitios distintos de cambios 
nucleotídicos, en distintas localizaciones de la secuencia de la región promotora del 
gen hGH-N. Las localizaciones de estos sitios son muy interesantes, pues la 
mayoría se encontraron entre la posición -550 pb y el sitio de inicio de la 



traducción (+lpb). Esta región es importante para la regulación transcripáonal y 
contiene los elementos ás para una variedad de factores como NF-1, USF, SP1, 
Pit-1 y TBP. Algunos de estos sitios de variación de secuencia (g, h, i, m, n, o y p) 
caen cerea*deseste&-eleffientw€is/«Scha-reportado que las variaciones de secuencia 
en estos sitios, ocurren normalmente tanto en pacientes con GHD, como en 
individuos sanos. Cabe hacer notar que las variaciones marcadas como i, n y t se 
encontraron en todas las muestras de los pacientes analizados en este trabajo. 
Aunque la variación de secuencia t está a 83 pb de distancia de un sitio de unión 
consenso, no se puede excluir que este cambio en uno o ambos alelos del promotor 
del gen hGH-N de pacientes con GHD pueda perturbar la expresión por algún 
cambio estructural secundario. Durante la realización de esta tesis se detectó una 
nueva mutación en la posición -64 (-64 inserción A), la cuál probablemente no 
tenga un efecto severo, al no afectar ninguna caja promotora. 
En resumen todas las variaciones de secuencia encontrados en él promotor del gen 
hGH-N de pacientes GHD también se han encontrado en personas normales 
(Wagner et al, 1997), excepto para la nueva mutación mencionada lineas arriba. 
Ya que la mayoría de estos datos indican que ninguna variación nucleotídica 
sencilla está relacionada con deficiencia de HGH, no se puede descartar la 
posibilidad de que alguna combinación de estas variaciones puedan en conjunto 
perturbar su síntesis o función. No obstante las bases moleculares para IGHD, 
probablemente pueden no ser atribuidas a las variaciones en la región promotora 
del gen hGH-N y las localizaciones precisas de los defectos moleculares de esta 
enfermedad, aún son desconocidas. 



V CONCLUSIONES 
1.- Se estandarizaron las condiciones de amplificación de los exSrieslIe los genes 
analizados: GHR, hGH-N, Pit*l y Prop-1 pero en ninguno de ellos se detectaron 
mutaciones. 
2.- En el promotor de hGH-N, se encontró una inserción de A en la posición -64 que 
no se había reportado. Así mismo, se localizaron seis variaciones nucleotídicas 
distintas ya reportadas en esta región promotora, por último cabe denotar que no se 
puede excluir la posibilidad de que una combinación de estos cambios nucleotídicos, 
puedan en conjunto afectar la expresión del gen hGH-N. 
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HEx: Expediente extraviado; ENR: Eximen no realizado 
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ND: No detectable; EEx: Expediente extraviado; ENR: Examen no realizado 






