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RESUMEN

Objetivos. Describir la estandarizacion de la detecciéon molecular y la frecuencia del polimorfismo de GHRd3 del gen
del receptor de la hormona de crecimiento en una poblacion de nifios peruanos con talla baja idiopatica. Materiales y
meétodos. Se estudiaron 64 muestras de sangre periférica de pacientes con diagndstico de talla baja idiopatica atendidos en
el servicio de endocrinologia del Instituto Nacional de Salud del Nifio en Lima, Peru. La amplificacion del exon 3 se llevo a
cabo empleando los cebadores G7, G2 y G3 optimizandose las condiciones de PCR, como la temperatura de hibridizacion
y las concentraciones de magnesio. Resultados. Se determiné la especificidad de los cebadores a 67 °C y no se obtuvo
diferencias entre las concentraciones de magnesio probadas. El 67% de los pacientes fueron homocigotos para GHRfl, 28%
fueron heterocigotos y 5% fueron homocigotos para GHRd3. Conclusiones. La técnica permitié establecer los genotipos
de los pacientes con talla baja idiopatica, determinandose que solo el 5% de ellos presenta el genotipo susceptible de mejor
respuesta al tratamiento con rhGH, lo cual puede ser considerado en la decisién de iniciar la terapia.
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GHRD3 POLYMORPHISM OF GROWTH HORMONE RECEPTOR GEN IN

PERUVIAN CHILDREN WITH IDIOPATHIC SHORT STATURE

ABSTRACT

Objectives. To describe the standardization of molecular detection and frequency of a growth hormone receptor gene
deleted for exon three (GHRd3) polymorphism in a population of Peruvian children with idiopathic short stature. Materials
and methods. Peripheral blood samples were used from patients (N=64) who were diagnosed with idiopathic short
stature and were treated at the endocrinology unit of the National Institute of Child Health in Peru The amplification of
exon 3 was carried out using G1, G2, and G3 primers by optimizing PCR conditions, such as annealing temperature and
magnesium concentration. Results. The specificity of primers was maximized at 67 °C and there were no differences
between magnesium concentration tests. Two-thirds (67%) of patients were GHRfl homozygous, 28% were heterozygous,
and 5% were GHRdA3 homozygous. Conclusions. The test was useful in determining the genotypes of patients with
idiopathic short stature and revealed that only 5% had a genotype that would respond better to rhGH treatment. Thus,

molecular assays may be useful when considering the decision to start drug therapy.
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INTRODUCCION

El receptor de la hormona de crecimiento (GHR) activa
vias de transduccion de sefiales que pueden ejercer una
accion directa sobre el metabolismo celular, modificando
proteinas del citoplasma o, indirectamente, activando
factores de transcripcion. Un evento bien caracterizado
es la produccion del factor de crecimiento semejante a
la insulina tipo | (IGF-I), el cual favorece la proliferacion
celular e inhibicion de la apoptosis (-3,

En el humano, el gen GHR esta codificado por nueve
exones, de los cuales del 3 al 7 codifican el dominio

extracelular, cuya funcién es unirse a la hormona de
crecimiento “). Respecto a este dominio, se han descrito
dos isoformas importantes: GHRfl, donde el dominio
extracelular esta codificado por los exones del 3 al 7,
y GHRd3, donde se ha delecionado el exén 3 29,
Estudios sugieren que el polimorfismo GHRd3 podria
ser causa de variabilidad de respuesta al tratamiento
con hormona de crecimiento humana recombinante
(rhGH) en pacientes con talla baja, aunque este hecho
no esta totalmente esclarecido ©7.

La diferencia de respuesta a la terapia observada en
pacientes con talla baja idiopatica que reciben rhGH,
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puede deberse a factores como la edad, talla de inicio,
dosis y duracién del tratamiento, asi como retardo en la
edad 6sea; no obstante, los factores genéticos también
pueden estar involucrados en dicha variabilidad, y es
donde el estudio del polimorfismo GHRd3 puede tener
impacto ©7. El efecto del polimorfismo GHRd3 ha sido
estudiado en diferentes enfermedades que afectan el
crecimiento, incluyendo nifios con talla baja idiopatica,
demostrandose que pacientes con uno o dos alelos
GHRd3 presentan una velocidad de crecimiento mayor
en el primer y segundo afio de tratamiento con rhGH,
comparado con aquellos homocigotos para GHRfl &1,
Si bien existen estudios que indican que la afinidad
del receptor GHRd3 por la GH no se ve afectada,
otros estudios sugieren que la delecion del exén 3
puede cumplir una funcién fundamental en los cambios
conformacionales durante la transactivacion de los
dimeros de GHR por parte de la hormona de crecimiento
®.12) Estos estudios dan cuenta de la importancia de
individualizar la terapia segun el genotipo del paciente, lo
que resalta aun mas, considerando el gasto econémico
elevado que implica el tratamiento, ademas de no ser de
facil acceso en Per.

En el presente estudio se describe la estandarizacion de
la deteccién molecular y la frecuencia del polimorfismo
GHRd3 en una poblacién de nifios con talla baja
idiopatica, atendidos en el Instituto Nacional de Salud
del Nifio (INSN) en Lima, Peru.

MATERIALES Y METODOS
MUESTRAS ANALIZADAS

Estudio descriptivo donde se evalla 64 pacientes con talla
baja idiopatica, referidos al Servicio de Endocrinologia del
INSN, entre enero de 2013 a enero de 2015. Los pacientes
cumplian con los criterios de consenso para talla baja
idiopatica, que considera aquella talla/edad por debajo de
2 desviaciones estandar de la mediana segun edad y en
ausencia de alguna enfermedad metabdlica, endocrina, u
otra que explique la talla baja ("¥. Se utilizaron pruebas de
estimulacion farmacolégicas a la hormona de crecimiento
con clonidina y L. dopa que resultaron con valores
normales. Se us6 el método por RIA (radioinmmune assay)
y se considerdé normal una concentracién de hormona de
crecimiento mayor a 7 ng/dL. El pico de GH promedio
fue de 12,9 + 2,1 ng/mL. Para el analisis molecular las
muestras fueron enviadas al Laboratorio de Bioquimica
y Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Federico Villarreal.

EXTRACCION DE ADN
El ADN fue extraido a partir de 52 muestras de sangre

periférica en tubos con EDTA (etilendiaminotetracético)
y 12 muestras de sangre seca en tarjetas FTA™. En el
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primer caso el ADN se extrajo a partir de un kit de extraccion
de acidos nucleicos (Roche), empleando 200 L de sangre
periférica incubados con buffer de lisis y proteinasa K. Los
lisados fueron cargados a tubos con filtro de silica en el
cual el ADN fue lavado y eluido para su posterior analisis.
EI ADN de sangre seca en tarjetas FTA™ fue purificado a
partir de discos de 2 mm de diametro sometidos a lavados
sucesivos con reactivos de purificacion (GE Healthcare).
Los discos lavados fueron empleados como muestras en
los protocolos de PCR.

ESTANDARIZACION DE LA REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La PCR se realiz6 usando los cebadores propuestos por
Pantel ef al. ® G1: 5-TGTGCTGGTCTGTTGGTCTG-3’;
G2: 5-AGTCGTTCCTGGGACAGAGA-3; vy G3:
5-CCTGGATTAACACTTTGCAGACTC-3’ (Figura 1). Para
la estandarizacion de la PCR se probaron diferentes
concentraciones de i6n Mg* en el rango de 1,5 mM a
3 mM, y diferentes temperaturas de hibridizaciéon de los
cebadores en el rango de 60 a 67 °C. Las concentraciones
de cebadores se fijaron en 0,8 uM, las de dNTPs en 250 pM
y la de Taq polimerasa en 0,5 U/pL. Las condiciones de
PCR fueron 2 min a 94 °C, seguidos de 35 ciclos de
94 °C por 30 s, 60-67 °C por 30 s, y 72° C por 1 min
20 s; luego, una etapa de extension final a 72 °C por
5 min. Los productos de amplificacion se visualizaron
por electroforesis en geles de agarosa al 2%, tefiidos
con RunSafe (Cleaver Scientific).

GENOTIPIFICACION GHRFL/GHRD3

El andlisis de los genotipos se realiz6 mediante dos
reacciones de PCR, una multiplex con los cebadores G1,
G2 y G3 para la deteccion simultdnea de los dos alelos
GHRd3 y GHRfl (532 pb y 935 pb, respectivamente)
(Figura 1), y una reaccion monoplex con los cebadores
G1y G3 para confirmar el genotipo GHRfl homocigoto,
segun recomendacién de Alvarez-Nava et al. 4. Los
resultados fueron analizados en geles de agarosa
al 2%, tefhidos con RunSafe (Cleaver Scientific).
Los pacientes fueron clasificados como genotipo
homocigoto GHRd3 y homocigoto GHRIl si se observo
la amplificacién de un Unico alelo con una banda de
532 0 935 pb en la electroforesis, respectivamente, y
como heterocigoto GHRfI/GHRd3 si se observaron las
dos bandas. Se calcul6 el equilibrio de Hardy-Weinberg
de acuerdo con el procedimiento estandar utilizando el
analisis de chi cuadrado.

CONSIDERACIONES ETICAS

Por cada paciente se utilizaron muestras de sangre
periférica obtenidas bajo consentimiento informado. El
protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de
Etica del INSN.
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Figura 1. Estrategia de deteccion de GHRfl y GHRd3. Los
cebadores G71 y G3 permiten la deteccién del alelo GHRfl
mediante una banda de 935 pb. G3 es el cebador que realiza la
amplificacion diferencial hibridando en la region del exén 3. El
fragmento de 3248 pb no es amplificado bajo las condiciones
empleadas. Los cebadores G71y G2 detectan del alelo GHRd3
amplificando un fragmento de 532 pb.

RESULTADOS
DESCRIPCION DEL GRUPO DE ESTUDIO

Se estudiaron 42 nifios de sexo masculino y 22 de sexo
femenino con un puntaje Z talla/edad promedio de -2,7
+ 0,3 e indice de masa corporal de 15,9 + 0,5. La edad
promedio fue de 8,9 + 0,5.

ESTANDARIZACION DE LA PCR

No se observaron diferencias en la eficiencia de la PCR
al probar distintas concentraciones de i6n Mg++ (datos
no mostrados), por lo que se establecid arbitrariamente
la concentracion de 2,5 mM para realizar los analisis
subsiguientes. La temperatura de hibridizacién éptima
fue de 67 °C, siendo la Unica temperatura en la cual en
la PCR fue especifica, es decir, a dicha temperatura,
los cebadores se unen a su secuencia complementaria
exacta y no a secuencias solo similares, por lo que no
generan bandas de tamafio diferentes a las esperadas

en la electroforesis (Figura 2).
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Figura 2. Estandarizacion de la PCR para la deteccién de
GHRfl'y GHRd3. A la izquierda del marcador de peso molecular
(M) la reaccion multiplex y a la derecha la reaccién monoplex.
a. Se observa un incremento de la especificidad de la PCR al
aumentar la temperatura de hibridizacion de los cebadores de 60
a 65 °C. (—) Indica las bandas inespecificas que desaparecen
con el incremento de la temperatura. (—) Indica las bandas que
corresponden a los alelos GHRfl (935 pb) y GHRA3 (532 pb). b.
Se observa que la reacciéon se hace totalmente especifica a la
temperatura de 67 °C. M: marcador de peso molecular (pb)

GENOTIPIFICACION GHRf/GHRd3

Se hallé una elevada frecuencia del genotipo homocigoto
GHRIfl (67%) sobre el del homocigoto GHRdA3 (5%).
Ademas, se determiné una frecuencia intermedia de
heterocigotos (28%) (Figura 3b). La genotipificacion no
fue afectada por el método de obtencion de la muestra,
sangre periférica liquida en tubos con EDTA o sangre
periférica seca en tarjetas FTA™. Estas frecuencias
cumplen con la Ley de Hardy-Weinberg habiéndose
obtenido en el test de x? un valor p de 0,37.
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Figura 3. Analisis del polimorfismo del exén 3 del gen GHR. a.
Electroforesis en agarosa al 2% para genotipificacion GHRfl/
GHRA3 (se muestra solo la reacciéon multiplex). La presencia
de una unica banda de 935 pb indica genotipo homocigoto
GHRIl (columnas 1, 2 y 4); una banda de 532 pb indica genotipo
homocigoto GHRd3 (columna 6), y la presencia de dos bandas
indica el genotipo heterocigoto (columnas 3 y 5). M: marcador
de peso molecular (pb). b. Frecuencias genotipicas GHRIfl/
GHRA3 en pacientes con talla baja idiopatica. Se observa que la
frecuencia del genotipo GHRd3 homocigoto solo alcanza el 5%
de la poblacién analizada.

DISCUSION

La activacion del receptor de la hormona de crecimiento
(GHR) puede verse influenciada por alteraciones
genéticas de los exones del gen que la codifica.
Godowski et al. ® fueron los primeros en describir en
dos pacientes, las deleciones en los exones 3, 5y 6,
sefialando que podrian ser la causa de la insensibilidad
al tratamiento con la hormona de crecimiento observada
en dichos pacientes. En la actualidad se reconocen dos
isoformas con implicancia clinica: una en su total longitud
(GHRIfi) y otra con el exé6n 3 delecionado (GHRd3). La
isoforma GHRA3 se habria originado en el proceso de
recombinacion homologa de dos secuencias retrovirales
que flanquean el exén 3 en el hombre ©.

La deteccion molecular de la variante polimérfica GHRd3
se realiza en dos momentos; en un primer momento
se lleva a cabo mediante PCR multiplex, usando tres
cebadores (G1, G2y G3), de los cuales el G3 permite la
deteccion del alelo GHRfly el G2 del alelo GHRd3 ©. En
los casos que resulten heterocigotos u homocigotos para
GHRIfl, el andlisis culmina; sin embargo, los casos que
resulten homocigotos para GHRd3 requieren un segundo
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analisis confirmatorio, el cual consiste en realizar una
PCR convencional monoplex, usando los cebadores G1y
G3, para la deteccion solo del alelo GHRTI. En el presente
estudio, un caso se hallé inicialmente como homocigoto
para GHRd3 y resulté ser heterocigoto en el segundo
analisis. Lo que quiere decir que la PCR multiplex puede
conducir a obtener falsos homocigotos GHRA3. Ello se
deberia a una competencia entre la amplificacion de los
alelos GHRfl y GHRd3 en la PCR muiltiplex, en la que
el fragmento de menor tamafio (GHRd3 de 532 pb) ve
favorecida su amplificacion (Figura 3a). Respecto a los
métodos de obtencion de la muestra, no evidenciamos
problemas en el procedimiento técnico entre usar sangre
periférica liquida en tubos con EDTA o sangre periférica
seca en tarjetas FTA™, ni observamos ninguna
influencia en el resultado de la genotipificacion. El uso
de tarjetas FTA™ podria resultar una ventaja al trabajar
con poblacion pediatrica, aunque debe mencionarse
que por el volumen de sangre obtenido por este método,
la cantidad de analisis genéticos posibles son menores
respecto al empleo de sangre liquida.

La importancia del estudio del polimorfismo GHRd3
radica en su implicancia en el tratamiento que reciben los
pacientes con problemas de talla baja. En el afio 2001 y
2003 la FDA aprobo¢ el uso de la hormona de crecimiento
recombinante humana (rhGH) en nifios pequefios para
la edad gestacional (SGA) y en nifios con talla baja
idiopatica, respectivamente ©. Los estudios indican que
las personas que tienen el alelo GHRd3 responden mejor
a la rhGH con respecto a aquellos que poseen el alelo
GHRfl %), La explicacién es alin motivo de controversia,
aunque existe la hipdtesis de que GHRd3 favorece la
actividad del receptor por cambios conformacionales en
el dominio extracelular en respuesta a su unién con la
hormona de crecimiento ©. Si se tienen en consideracion
que los residuos de aminoacidos codificados por el exon
3 no se encuentran localizados en la superficie de unién
a la hormona de crecimiento, las diferencias de afinidad
del receptor por su ligando, no es una explicacion
convincente para explicar las diferencias bioldgicas entre
ambas isoformas (9,

El admitir que el polimorfismo GHRd3 seria un marcador
de respuesta a la terapia es una explicacion plausible;
sin embargo, aun no se ha logrado consenso sobre
su utilidad. Los estudios de la respuesta a la rhGH en
pacientes con talla baja con presencia o no de GHRd3
tienen como fundamento la medida de la velocidad de
la talla de los pacientes durante el primer y el segundo
ano de tratamiento. De otro lado, debe sefalarse
que estos estudios han involucrado diversos tipos de
condiciones como: pequefios para la edad gestacional,
talla baja idiopatica, sindrome de Turner y deficiencia
de hormona de crecimiento ('9; habiéndose obtenido
datos contradictorios, aunque en muchos estudios se ha
encontrado la existencia de asociacién del polimorfismo
GHRd3conincremento de mayor velocidad de crecimiento
y, por lo tanto, de la talla del paciente que recibe rhGH ©¢-12),
Asi, Jorge et al. 19, sefialan que se deben tener en cuenta
criterios de inclusidon adecuados para un buen analisis.
Dichos autores estudiaron pacientes con deficiencia de
hormona de crecimiento, encontrando asociacion entre la
respuesta a rhGH y GHRd3, e indicaron que los estudios
contradictorios se debian a la inclusion de sujetos que
tenian niveles hormonales inferiores a 10 ng/mL, que
luego de la prueba de estudio de reserva pituitaria de
GH se comportaran como no deficientes, proponiendo
el uso del corte de 7 ng/mL cuando la hormona es
medida mediante RIA y 3,3 ng/mL cuando se utilizaba la
inmunofluorometria monoclonal.

Una vez establecida la importancia y utilidad del GHRA3,
debe tenerse en cuenta la distribucién alélica y genotipica
del polimorfismo en la poblacién, lo que da la idea de
cuantos pacientes en algin momento podrian beneficiarse
de su deteccion. Los reportes indican que el alelo GHRd3
esta distribuido en promedio en el 15% de la poblacion
general, encontrando la frecuencia del genotipo homocigoto
GHRd3 entre el 5y al 20% ©7'41724_ A |a fecha, no existe
un reporte del mismo en poblacién peruana. El presente
estudio no tiene un enfoque poblacional, sin embargo,
llama la atencion la baja frecuencia del genotipo
homocigoto para GHRd3 (5%) (Figura 3) (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo GHRd3 en diferentes poblaciones del mundo

Referencia Pais n GHRfl/GHRIl (%) GHRIflI/GHRd3 (%) GHRd3/GHRd3 (%)

(6) Francia 150 58 33 9

(7) Espafa 289 27 57,8 15,2
(14) Venezuela 50 56 30 14
17) Turquia 477 35 39 26
(18) Alemania 62 45 40 15
(19) Canada 368 53,3 35,6 11,1
(20) Suiza 211 47,9 43,6 8,5
(21) Benin 154 30 44 26
(22) Inglaterra 100 53 40 7
(23) Brasil 105 54,3 36,2 9,5
(24) Argentina 192 60 34 6
Presente estudio Peru 64* 67 28 5

"La poblacion peruana corresponde a pacientes con talla baja idiopatica, a diferencia del resto de estudios indicados donde se presenta a una poblacion testigo
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El presente estudio posee limitaciones. Este reporte esta
orientado a dar a conocer la importancia del polimorfismo
GHRd3 en pacientes candidatos a recibir terapia con
rhGH, y describir la deteccion molecular del mismo.
Queda pendiente la inclusion de pacientes bajo terapia
con rhGH vy la correlacion de la respuesta al tratamiento
con el polimorfismo GHRdA3. Ademas, los pacientes
aqui estudiados padecen todos de talla baja idiopatica,
dicha caracteristica no requiere ninguna conclusién de
momento, por lo menos no hasta incluir una poblacion
testigo, con la cual compararla. Finalmente, es de suma
importancia considerar el estudio de la distribucion de
GHRA3 en poblacion peruana. Los resultados aqui
presentados indican que la frecuencia de GHRd3 es
baja y probablemente similar a lo reportado a otras
poblaciones.

Finalmente, el polimorfismo GHRd3 es un factor genético
que modula la respuesta a la terapia con hGH, lo cual ha
sido estudiado en diversas alteraciones del crecimiento.
La deteccidon molecular permite su identificacion rapida
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