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RESUMEN

Objetivos. La delecion (GHR43) o insercion (GHR(I) del exdn 3 es un polimorfismo comtn en el gen del receptor
de la hormona de crecimiento (GHR) en los seres humanos. La presencia del alelo GHRA3 se ha asociado con el
grado de respuesta de terapia con Hormona de Crecimiento Recombinante Humana (rhGH). El objetivo de este
estudio fue determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de este polimorfismo en un grupo de 69 nifios
venezolanos con talla baja que estaban recibiendo rhGH.

Métodos. Se extrajo DNA a través de la técnica del método combinado Fenol/Sevag e Inorganica. Se determiné
el genotipo del exdn 3 del gen GHR usando tanto PCR- monoplex como PCR-multiplex.

Resultados. Entre los pacientes con talla baja la frecuencia genotipica se distribuyé de la siguiente manera:
GHR(fI/GHRfl (55%) GHRfl/GHRA3 (35%) y GHRA3/GHRd43 (10%) y la frecuencia alélica fue de 0,27 para GHRA3 y
0,73 para GHR{l. Para el grupo testigo la frecuencia genotipica se distribuyo asi: GHRfI/GHRfI (56%), GHRfl/
GHRdA3 (30%) y GHRA3/GHRd3 (14%) y la frecuencia alélica era de 0,29 para GHRdA3 y 0,71 para GHR{l. Las
caracteristicas clinicas basales de los pacientes con talla baja eran similares entre los diferentes genotipos
encontrados en el grupo de estudio.

Conclusiones. La proporcion del genotipo y los alelos del gen GHR fueron similares entre el grupo testigo y los
pacientes con talla baja, lo que traduce que la etiologia de la talla baja no obedece a este polimorfismo.
Palabras clave: Deficiencia de Hormona de Crecimiento, Equilibrio de Hardy-Weinberg, Frecuencia Alélica y
Genotipica, gen GHR, Polimorfismo, Talla Baja.

ABSTRACT

Objective. The deletion (GHRd43) or insertion (GHR(fI) of exon 3 is a common polymorphism in the receptor
growth hormone gene (GHR) in humans. The presence of the allele GHRd3 has been associated with the degree
of responsiveness to therapy with recombinant human Growth Hormone (rhGH). The aim of this study was
to determine the genotypic and allele frequencies of this polymorphism in a group of 69 Venezuelan children
with short stature who were receiving rhGH.

Methods. Genomic DNA was extracted from blood lymphocytes using combined method Fenol/SEVAG +
Salting out. The GHR-exon 3 was genotyped using both PCR monoplex and multiplex assays.

Results. Among patients with short stature, genotype frequency was distributed as follows: GHRfI/GHR(I
(55%), GHRfl/GHRA3 (35%) and GHRA3/GHRd3 (10%) and allele frequency for GHRd43 and GHRfl was 0.27 and
0.73, respectively. For the control group, genotype frequency was distributed as follows: GHRfI/GHR(I (56%),
GHRfI/GHRd3 (30%) and GHRA3/GHRA3 (14%) and allele frequency for GHRA3 and GHR(fI was 0.29 and 0.71,
respectively. The baseline clinical features of patients with short stature were similar among different geno-
types found in the study group.

Conclusions. The proportion of genotype and allele of the GHR gene were similar between the control group
and patients with short stature, which translates that the etiology of short stature is not due to this polymor-
phism.

Key words: Allele and Genotype Frecuencies, GHR gene, Growth Hormone Deficiency, Hardy-Weinberg Equi-
librium, Polymorphism, Short Stature.
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INTRODUCCION

La Hormona de Crecimiento (GH) es el
principal determinante del crecimiento
postnatal. Es secretada por la adenohipofisis y
actua sobre las células dianas a través del
receptor transmembrana propio de la GH
conocido como Receptor de la GH (GHR). Este
es el responsable de todas las acciones de la GH.
La uniéon GH-GHR conduce a la activacion de
la via Janus kinases (JAK) and Signal Transdu-
cers and Activators of Transcription (STAT)
(JAK-STAT) y el posterior incremento en la
producciéon de al menos tres péptidos
dependientes de la GH: el Factor Insulinoide
Tipo I (IGF-I), la Proteina de Unién al IGF tipo
3 (IGFBP3) y la subunidad acido-labil. Estos tres
péptidos se combinan para formar la principal
forma circulante de IGF, la cual es llevada a las
células dianas para unirse al receptor del IGF-L
De esta manera, la GH estimula indirectamente
una cascada de eventos que conduce a la trans-
cripcion de genes blancos. Mutaciones en el gen
GHR son las responsables del sindrome de
Laron, una condicién autosdémica recesiva de
talla baja severa debido a resistencia a la GH'>.
También se han descrito mutaciones en el gen
GHR en pacientes con talla baja idiopatica’.
El gen GHR es un gen de copia tnica que se
localiza en el brazo corto del cromosoma 5, mas
especificamente en 5p13.1-p12. Este gen
contiene 90 kb e incluye 9 exones codificantes
(numerados de 2 al 10) y varios exones no-
codificantes que se empalman alternativamente
ubicados en la region 5"-no-traducida*. El exén
2 codifica el péptido senal, los exones 3-7
codifican el dominio extramembrana, el exon
8 codifica el dominio transmembrana y los
exones 9 y 10 codifican un dominio intracito-
plasmatico. Dos de las isoformas mas comunes
de GHR en humanos se generan por retencion
(GHR-fl) o exclusiéon (GHR-d3) del exén 3°.
Estos alelos tienen una amplia distribucion en
el humano, con un rango de frecuencia de 68-
75% para el alelo GHR-fl y 25-32% para GHR-
d3¢”. El polimorfismo proteico codificado por
el alelo GHR-d3 produce la pérdida de los
aminodcidos 7 al 28 y la sustitucion A6D en el
extremo N-terminal del dominio extracelular
del receptor, el cual se conserva evolutivamente
entre muchas especies de mamiferos. Por lo
tanto, el alelo codificante GHR-d3 es especifico
de los humanos? La presencia de una sola copia
del alelo GHR-d3 parece ser suficiente para el
crecimiento normal en la especie humana. Este
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patron evolutivo sugiere que la pérdida o
retencion del exon 3 puede afectar la expresion
del receptor o su funcion, especificamente al
afectar la unién con la GH, el procesamiento
del receptor, su transporte, estabilidad, union
a otros ligandos, dimerizacién de mondmeros
de GHR o senal de traduccion. Sin embargo,
los residuos de aminoacidos desde 6 al 28 de la
proteina GHR no se han podido modelar a
través de estudios de cristalografia, por lo que
se presume que estos residuos no participan
directamente en la unién a la GH ya que
estudios in vitro han encontrado que la afinidad
ala GH por parte del GHR no esta afectada por
el polimorfismo del receptor®. Por el contrario,
se ha especulado que esta region muy flexible
del gen GHR puede jugar un papel fundamen-
tal en los cambios conformacionales durante la
transactivacion de los dimeros de GHR por
parte de la GH. También, es posible que juegue
un efecto sobre la transcripcion génica, el
empalme de RNA, la estabilidad proteica y la
glicosilacion asi como el transporte a la mem-
brana celular, etc.

El GHR es un receptor transmembrana que,
en humanos, contiene 638 residuos de
aminodcidos (incluyendo el péptido sefial de
membrana de 18 residuos) y consiste de un
dominio extracelular de uniéon a hormonas de
246 aminoacidos, un dominio de transmem-
brana y un dominio intracito-plasmatico de 350
aminoacidos?®. Una vez unido a la GH, la
molécula de GHR puede formar homodimeros
que son esenciales para la activacion del recep-
tor, mediando, por lo tanto, los bien conocidos
efectos de la GH. Después de la dimerizacion
de las dos cadenas transmembranas para formar
el GHR funcional, los individuos homocigotos
tienen los homodimeros GHR-fl o GHR-d3 en
su superficie, mientras los heterocigotos tienen
homodimeros de GHR-fl, homodimeros GHR-
d3 y heterodimeros de GHR-fl- GHR-d3".

La terapia hormonal con GH recombinante
humana (rhGH) es un tratamiento aprobado
para varias entidades entre las que se incluyen
pacientes con deficiencia de GH, talla baja
idiopatica, retardo del crecimiento intrauterino,
y algunos trastornos genéticos como sindrome
de Turner, sindrome de Noonan, sindrome de
Prader-Willj, sindrome de Silver-Rusell, etc. El
tratamiento se basa en dosis estandares fijas
calculadas por el peso o la superficie corporal
del paciente. Existe una respuesta variable de
esta terapia entre los pacientes sometidos a la
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misma, la cual puede depender de varios
factores entre los cuales cabe mencionar la
duracion del tratamiento, la talla al comienzo
del tratamiento, el retardo en la edad 0Osea, la
talla al inicio de la pubertad, la talla media pa-
rental, la velocidad del crecimiento en el primer
ano del tratamiento, edad al comienzo del
tratamiento, y el pico maximo de GH a las
pruebas de estimulacién, etc®'?. Sin embargo
estos factores explican solo parcialmente la
variabilidad interindividual a la respuesta a la
rhGH, lo que implica que factores de tipo
genético involucrados en la accién de la GH
pueden tener un efecto en esta variabilidad,
independiente de los factores ya mencionados.
Ya que la GH actta a través del GHR, es
concebible que polimorfismos en la proteina
GHR codificados por variantes alélicas en el gen
GHR, puedan afectar la respuesta a la rhGH
exogena en ninos deficientes o no-deficientes
de GH, y esto podria abrir nuevas perspectivas
en el campo de la farmacogenética. Reciente-
mente, se ha reportado una asociacion entre el
genotipo GHR-d3 con una mejor respuesta a
altas dosis de rhGH en nifios con talla baja
debido a retardo del crecimiento intrauterino
o talla baja idiopatica®. En ese estudio la res-
puesta a rhGH se midio a través de la velocidad
de crecimiento durante el primer y segundo
ano de tratamiento. Los nifios que tenian uno
o dos alelos GHR-d3 mostraban una respuesta
mayor hasta el 75% en la velocidad de creci-
miento en comparaciéon con los nifios que
tenian el alelo GHR-fl. Estudios in vitro usando
fibroblastos HEK co-transfectados con elemen-
to de respuesta lactogénico (LHRE) y los genes
GHRfl y GHRdA3 y utilizando, ademas, la acti-
vidad de la luciferasa como sistema reportero
se encontr6 una bioactividad mayor in vitro de
GHR-d3 con respecto a GHR-fI®. Estos hallazgos
farmacogenéticos sobre el eje de la GH tienen
el potencial de promover una base para la
individualizacion racional de la terapia con
rhGH. Otros estudios han replicado estos
hallazgos en pacientes con deficiencia severa de
GH?", en sujetos con sindrome de Turner y con
retardo de crecimiento intrau-terino'. Sin em-
bargo, como se han reportado hallazgos
contradictorios en la respuesta a la rhGH en
pacientes con talla baja y su asociacién con el
genotipo GHR'", asi como también a una gran
variabilidad en la frecuencia alélica de los poli-
morfismos GHR-fl y GHR-d3 entre diferentes
poblaciones’, se plantea la necesidad de estudiar
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la respuesta de la rhGH en la poblaciéon
venezolana de pacientes deficientes y no
deficientes de GH que reciben rhGH que porten
estos polimorfismos. Para tal fin, se necesita
establecer las frecuencias genotipicas y alélicas
entre individuos sanos de talla normal y en
pacientes con talla baja que reciben thGH para
sentar las bases para un estudio a mayor escala

MATERIALES Y METODOS

Individuos: Este fue un estudio multicéntrico,

analitico, retrospectivo, descriptivo, no

intervencionista donde se estudiaron 69

pacientes con talla baja que estaban recibiendo

rhGH, los cuales se identificaron previamente
en la consulta de asesoramiento genético de la

Unidad de Genética Médica de la Universidad

del Zulia, Maracaibo; de la Unidad de

Endocrinologia Pediatrica del Hospital de

Clinicas Caracas, del Servicio de Endocrinologia

del Hospital de Nifos “J.M. de Los Rios”, de la

Unidad de Endocrinologia del Hospital

Universitario de Los Andes de la Universidad

de Los Andes, Mérida y Servicio de

Endocrinologia, Hospital de Especialidades

Pediatricas de Maracaibo, Venezuela. Los

mismos incluyeron pacientes con diagndstico

de deficiencia aislada o combinada de GH,
sindrome de Turner, talla baja idiopatica, o con
retardo del crecimiento intrauterino.

Para efectos de este trabajo se tomaron en

cuenta las siguientes definiciones:

1. Se defini6 talla baja como una talla por
debajo del percentil 3 para su edad y sexo
segun los datos de FUNDACREDESA para
la poblacion infantil venezolana.

2. Se considerd como sindrome de Turner a la
ausencia del segundo cromosoma sexual o
alteracion estructural en el mismo aunado a
caracteristicas propias del trastorno
(estigmas turnerianos + talla baja).

3. Se consideré como retardo del crecimiento
intrauterino como una talla al nacer por
debajo de dos desviaciones estandares.

4. Se defini6 como deficiencia de GH a la
presencia de niveles de GH por debajo de
10 ng/ml por dos valoraciones farmaco-
logicas.

5. Se definié como talla baja idiopatica a la
presencia de talla baja sin una causa evidente
de la misma. Este fue un diagndstico de
exclusion después de haberse realizados los
estudios senalados en los criterios de
exclusion (item 5).



Los criterios de exclusién fueron:

1. Edad menor de 3 afios y mayor de 14 afios.

2. Presencia de pubertad antes o durante el
primer ano de tratamiento indicado por
telarquia en las nifas y un volumen testicu-
lar > de 3 ml.

3. Los pacientes no debieron haber recibido
terapia combinada (GH + otros farmacos
inductores del crecimiento).

4. Las pacientes con sindrome de Turner y
aquellos con baja talla por retardo del
crecimiento intrauterino o talla baja
idiopatica debieron haber tenido un valor
mayor de 10 ng/ml a través de dos pruebas
farmacoldgicas de concentraciones de GH
para descartar deficiencia de GH.

5. Presencia de anormalidades en los siguientes
parametros: cariotipo (excepto para sindro-
me de Turner), ecocardiograma, pruebas de
funcionalismo renal, etc.

Se analizaron las variables clinicas antes del

inicio del tratamiento en 69 nifos prepuberes

de los cuales 36 pacientes tenian deficiencia de

GH (21 ninos y 15 nifias) y 22 eran pacientes

con sindrome de Turner. El resto de los

pacientes (n=11) estaban agrupados en los otros
diagnosticos. Los pacientes con deficiencia de

GH al comienzo del tratamiento tenian una

edad cronoldgica de 8.91 + 4.2 afios, edad Osea

de 5.2 + 3.1. Veintitrés pacientes presentaron
deficiencia aislada de GH y 13 deficiencia
combinada. En las pacientes con sindrome de

Turner la edad cronoldgica era de 9.1 + 5.3 afios

y la edad dsea de 6.2 + 5.1 afios.

El grupo testigo estaba conformado por 50

individuos venezolanos sanos con talla normal

sin antecedentes familiares de talla baja selec-
cionados a partir de la cohorte de estudiantes
del ultimo bienio de la Escuela de Medicina de
la Facultad de Medicina de la Universidad del

Zulia.

Andlisis molecular: Se tomaron 5 ml de una

muestra de sangre total por venipunciéon por

cada individuo y se recolectaron en un tubo de
propileno impregnado con EDTA disodico. Se
extrajo el DNA por el método combinado Fenol/

Sevag e Inorganica (desarrollada en el labora-

torio de Genética Molecular de la UGM-LUZ)

y se confirmaron su integridad, verificaciéon y

calidad.

Para determinar el genotipo en el exén 3 del

gen GHR, se realizo una prueba de PCR multi-

ple, usando los primers G1: 5'-TGTGCTGGTCT

GTTGGTCTG-3'; G2: 5-GTCGTTCCTGGGA
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CAGAGA-3' y G3 5'-CCTGGATTAACACTT
TGCAGACTC-3'" (numero de acceso al
GenBank: AF155912). Las condiciones de la
PCR fueron las siguientes: una etapa inicial de
desnaturalizacién de 5 minutos a 94°C, seguida
de 35 ciclos que consistié 30 segundos a 94°C,
30 segundos a 60°C, y un minuto a 72°C
seguidos de un periodo de extension final a
72°C por 7 minutos. Los productos de
amplificacion se visualizaron por electroforesis
sobre geles de agarosa al 2%, tefiidos con
bromuro de etidio. Se calcularon las frecuencias
alélicas en un grupo testigo de 50 individuos
adultos sanos con talla normal para saber si
estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg y se
compararon con la frecuencias alélicas en los
diferentes subgrupos de estudio.

Andlisis estadistico: Las variables cualitativas se
expresaron como frecuencias y porcentajes,
mientras que las variables cuantitativas se
expresaron como promedio + desviacion
estandar. Los pacientes se agruparon por
diagnostico y a su vez se subclasificaron por la
presencia de los polimorfismos GHRd3 o
GHRfl para de esta manera comparar las
caracteristicas clinicas basales entre los
diferentes genotipos a través test no pareados
de t de Student para variables continuas (edad,
edad osea, puntuacion de Desviacién Estandar
(SDS) de la talla corregida por talla de los pa-
dres, talla al comienzo del tratamiento, donde
sera considerado como significativo, un valor
de p < 0,05.

Se calculo el Equilibrio de Hardy-Weinberg de
acuerdo con el procedimiento estandar
utilizando el analisis de x*. Se analizaron las
diferencias de las frecuencias de genotipo
GHRdA3/fl entre los grupos por la prueba x>

RESULTADOS

Se encontrd cierta inexactitud en el momento
de la asignacion del genotipo con la técnica de
PCR multiple competitiva descrita por Pantel
et al (1995) con los genotipos homocigotos y
heterocigotos d3, siendo re-asignado después
de una segunda PCR a fl (Figuras 1y 2). Por lo
tanto, cuando se detecté un genotipo d3/d3
correspondiente a una banda de 532 pb y/o
cuando se detectd una banda que poten-
cialmente correspondia a 935 pb levemente
amplificada, se hizo una nueva amplificacion
de PCR usando solamente los primeros G1 y
G3 (PCR monoplex)-

En la Tabla I se muestran las frecuencias
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genotipicas y alélicas del grupo de estudio
incluyendo todos los diagndsticos (deficiencia
de GH, sindrome de Turner, talla baja
idiopatica, etc.). Entre los pacientes con
deficiencia de GH, la distribucion de los
diferentes genotipos GHR fue de 17 (54,84%)
para fl/fl; 11 (35,48%) para fl/d3 y 3 (9,68%)
para d3/d3. Las frecuencias alélicas de fl y d3
fueron de 0,73 y 0,27, respectivamente. Estos
porcentajes cumplen con la Ley de Hardy-
Weinberg [LH-W: a? + 2ab + b*= 0,73* + 2(0,73
x 0,27) + 0,27%) = 1]. La distribucion de las
frecuencias genotipicas en el grupo testigo fue
de 28 (56%) para fl/fl; 15 (30%) para fl/d3 y 7
(14%) para d3/d3. Las frecuencias alélicas de fI
y d3 fueron de 0,71 y 0,29, respectivamente.
Se observd una proporcién similar para los
genotipos GHRfI/GHRfl, GHRd3/GHRd3 y
GHR(fI/GHRdA3 entre el grupo de estudio y el
grupo testigo.

Los nifios con los genotipos fl/d3 y d3/d3 tenian
caracteristicas clinicas basales similares y
debido a que estudios previos no han mostrado
diferencias entre los pacientes heterocigotos y
homocigotos para el alelo d3, se combinaron
estos pacientes para un andlisis posterior. Asi
mismo, no se observaron diferencias
significativas entre las caracteristicas basales
(talla, sexo, deficiencia aislada o combinada,
edad cronoldgica, edad 0sea, etc.) entre aquellos
pacientes que tenian genotipo fl/fl y aquellos
con al menos un alelo d3 (fl/d3+d3/d3).

DISCUSION

El desarrollo de tecnologias de alto impacto para
la evaluacién de la expresion proteica
(protedmica) o de genes (gendmica)
involucradas en el crecimiento abre las puertas
para un mejor diagndstico y manejo de los
pacientes con trastornos del crecimiento.
Nagalla y Rosenfeld han evaluado los patrones
de expresion proteica en pacientes con
deficiencia de GH (GHD) y con insensibilidad
a la GH (GHI) resultantes de mutaciones en el
gen GHR usando varias técnicas protedmicas,
y han identificado patrones proteicos
discriminatorios®. En estudios preliminares,
pacientes con GHI o GHD pueden ser
distinguidos de sujetos sanos con una certeza
del 99% a través de la protedmica y los patrones
proteicos de GHI y GHD pueden ser
discriminados uno de otros con una certeza del
96%. Estas observaciones requieren una
confirmacién a gran escala, pero apoyan
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fuertemente el valor diagnostico de estas nuevas
tecnologias®.

Por otra parte, la farmacogenética es el estudio
de como los genes de una persona pueden
influir en la respuesta a un medicamento. En
la segunda mitad de siglo XX, vino a estar claro
que la variacion genética puede explicar porqué
las personas responden de formas diferentes al
mismo medicamento. Desde entonces, los
progresos en la investigacion de la
farmacogenética han sugerido que hay un
potencial real de trasladar estos hallazgos del
laboratorio al cuidado y manejo del paciente®.
Existen varios ejemplos de cémo los
polimorfismos genéticos pueden influir en el
resultado de la terapia?2%. En el presente, la
constitucion de un individuo estd siendo
explorada en un intento de predecir una mejor
respuesta a la terapia con rhGH. A un nivel
monogénico mds simple, se sabe que
mutaciones en el gen del receptor de la
hormona liberadora de GH que produce una
GHD severa respondera muy bien a la thGH,
mientras que un nino con mutaciones en el gen
GHR (sindrome de insensibilidad congénita a
la GH, sindrome de Laron) no lo hara. Sin em-
bargo, estos genes pueden tener cambios en sus
secuencias de DNA que no anulan comple-
tamente la generacion o funcién de la proteina.
Estos cambios son llamados polimorfismos. Un
polimorfismo puede ser definido como una
variante en la secuencia de DNA que ocurre al
menos en el 1% de la poblacion. Estos cambios
en la secuencia del DNA de un gen no son
suficientes para causar una enfermedad pero
afectan la funcion de la proteina de tal manera
que da origen a una variacidén natural. Un
polimorfismo individual puede tener un
impacto sobre una caracteristica individual,
pero mas probablemente es el efecto sumatorio
o aditivo de polimorfismos en varios genes que
genera esta variacion. Se han descrito polimor-
fismos en los exones 3, 6 y 10 del gen GHR®
Mientras que los polimorfismos en los exones
6 y 10 son clasicos polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs), el primero es un inusual
polimorfismo genético consistente en la
delecidon o retencion de todo un exon. Este
polimorfismo tiene una amplia distribucion
entre la especie humana.

Con la finalidad de comparar los pacientes
estudiados con una poblaciéon normal, se han
analizado el genotipo GHR en las distintas
poblaciones (TablaI). La proporcion de los alelos
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Tabla 1. Distribucién de las Frecuencias Alélicas y Genotipicas del Polimorfismo GHRd3 en

Diferentes Poblaciones Estudiadas

NUmero d3/d3 (n) flid3 (n) flffl (n) Frecuencia Frecuencia Referencia
de Individuos Alélicad3 Genotipica fl
150 9(13) 33 (49) 58 (88) 0.25 0.75 6
289 15 (44) 58 (167) 27 (78) 0.44 0.56 7
62 15 (9) 40 (25) 45 (28) 0.35 0.65 13
46 11 (5) 50 (23) 39 (18) 0.36 0.64 18
82 41 (34) 11 (9) 48 (39) 0.47 0.53 19
158 17 (27) 42 (67) 41 (64) 0.38 0.61 20
193 8 (15) 41 (80) 51 (98) 0.28 0.72 21
368 11 (40) 36 (133) 53 (195) 0.29 0.71 22
211 8.5 (18) 43.6 (92) 47.9 (101) 0.3 0.7 23
175 17 (30) 30 (52) 53 (93) 0.32 0.68 24
50 14 (7) 30 (15) 56 (28) 0,29 0,71 Presente Estudio

GHR-fl y GHR-d3 entre el grupo testigo fueron
similares a las de las poblaciones caucasicas y
latinoamericanas previamente reportadas en la
literatura (Tabla I)"**. En la mayoria de los
trabajos las frecuencias alélicas y genotipicas del
grupo de estudio y el grupo testigo son
similares, y la mayoria han alcanzado el
equilibrio de Hardy-Weinberg. En el estudio de
Seidel y cols (2003), las frecuencias genotipicas
se desvian de lo esperado para el equilibrio de
Hardy-Weinberg. Esto parcialmente puede ser
el resultado de las relaciones familiares en el
seno del grupo de estudio’. Aunque, las
frecuencias genotipicas han variado entre
distintas poblaciones, éstas no alcanzan
diferencias estadisticamente significativas en-
tre los grupos testigo y de estudio en cada uno
de los trabajos publicados. La proporcion de
los alelos GHR-fl y GHR-d3 entre el grupo
testigo en el presente trabajo fue similar a las
de las poblaciones caucésicas y latinoamericanas
previamente reportadas en la literatura'®>.
Ademas, la distribucién de los diferentes
genotipos GHR fue igual entre el grupo testigo
y el grupo de estudio, cumpliendo ambos con
la ley de Hardy-Weinberg. Esto podria
traducirse que el polimorfismo GHRd43 no esta
relacionado con la etiologia de la talla baja en
nuestros pacientes. Sin embargo, la influencia
que este polimorfismo puede tener sobre la talla
no esta aun dilucidada. Audi y cols (2006)
analizaron esta interrogante con mucha
suspicacia’. Estos investigadores encontraron
frecuencias genotipicas similares en ambos
sexos, en la poblacion total (n = 289), en el
grupo mas alto (talla <+2SD y >+1SD, n=59) y

el grupo de talla intermedia (talla<+1 SDy > -
1SD, n=170) pero en el grupo de talla mas
pequena (talla d”-1SDS y e”-25D, n=60), la
frecuencia del genotipo d3/d3 fue menor
aunque no alcanz¢ significancia estadistica. A
pesar de que las frecuencias alélicas fueron
similares en los tres grupos en el trabajo de Audi
y cols. (2006), entre las frecuencias genotipicas
solo se alcanz6 el equilibrio de Hardy-Weinberg
en el grupo intermedio de talla, pero no en los
mas altos o los mas pequenos’. Cabe sefialar
que las frecuencias alélicas y genotipicas
reportadas por diferentes trabajos publicados
no asocian éstas con los datos sobre la talla en
los individuos analizados en el grupo testigo.

Se ha reportado una inexactitud de la técnica
original descrita por Pantel y cols.® para
amplificar el alelo fI” #%. Horan y cols. (2006)
compararon la técnica de Pantel y cols.® con la
técnica de PCR en tiempo real (RT-Q-PCR) y
describieron un descenso del 30% en los
genotipos d3/d3 a través de la técnica RT-Q-
PCR?. Tales hallazgos también fueron descritos
mas recientemente por Audi y cols. (2006) a
través de la técnica de PCR convencional tanto
en el grupo testigo como en los pacientes con
talla baja y retardo del crecimiento
intrauterino’. En el presente trabajo, hemos
encontrado la misma inexactitud a través de la
técnica PCR multiplex en el grupo testigo, y
por tal motivo, hemos realizados PCR
monoplex tanto en el grupo testigo como en el
grupo de estudio (Figuras 1y 2). Las frecuencias
genotipicas y alélicas descritas en el presente
trabajo son el producto de la caracterizacion de
los alelos a través de esta tltima técnica por lo
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que recomendamos no practicar la técnica de
PCR multiplex.

Aunque se han identificado mutaciones en los
genes involucrados en el eje GH-IGF en
pacientes con trastornos del desarrollo, en los
actuales momentos la atencién se esta

o9 10 111s 13
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Fig. 1. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro
de etidio donde se aprecia reaccion multiplex con
las bandas GHRfl y GHRd3.

(1) Marcador de peso molecular OX174 DNA/Haelll. (2)
Control GHRA3/GHR43. (3) Control GHRflI/GHRdA3. (4) Control
GHRfI/GHRAfl. (5) Paciente GHRfI/GHR(l. (6) paciente GHR(l/
GHRAfl. (7) Paciente GHRfI/GHRfl. (8) testigo negativo. (9)
Paciente GHRfI/GHRdA3. (10) Paciente GHRfI/GHRfl. (11)
Paciente GHRd3/GHRd3. (12) Paciente GHRfI/GHRfl. (13)
Paciente GHRfI/GHR{l.

ETp s AR

LOTE ph
503 pb:

Fig. 2. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro
de etidio donde se aprecia reacciones monoplex
con las bandas GHRfly GHRd3.

(1) Marcador de peso molecular O X174 DNA/Haelll. (2 y 6):
Paciente GHR-01. (3 y 7): paciente GRH-02. (4) Testigo
negativo para GHRdA3. (4 y 8): Paciente GHR-03. (9) Testigo
Negativo paraGHRfl. Paciente GHR-01 es GHRfI/GHRd3;
Paciente GRH-02 es GHRfI/GHRfl. Paciente GRH-03 es
GHRA3/GHRd3.

centrando en los polimorfismos de estos genes
que podrian resultar en una expresion o
funcion alterada. También polimorfismos en
genes no relacionados con este eje [Short Stat-
ure Homeobox (SHOX)-containing gene®, fi-
broblast growth factor receptor (FGFR-3)*, the
C-type natriuretic peptide receptor (NPR2)%],
seran foco de atencion y estudios. Por tal
motivo, pediatras, nutricionista, endocriné-
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logos, genetistas y bidlogos moleculares
deberan unir esfuerzos para estar a la par con
estos adelantos. La creaciéon de un grupo de
estudio transdisciplinario en Venezuela,
comienza a dar sus frutos con la recoleccién y
desarrollo de un banco de DNA para estar
preparados a los nuevos retos de la medicina
genomica.

En resumen, tanto la frecuencia genotipica
como la frecuencia alélica en poblacién
venezolana normal como en el grupo de
estudio se encuentran en equilibrio de Hardy-
Weinberg sin presentar diferencias signifi-
cativas entre ambos grupos. Estos resultados
son similares a los obtenidos en otras
poblaciones. Asi mismo, las caracteristicas
basales de los pacientes evaluados con talla baja
no se asocian con ninguno de los genotipos
estudiados en el gen GHR. Futuros trabajos son
necesarios para relacionar este polimorfismo
con la respuesta a corto y a largo plazo a la
terapia con rhGH en pacientes venezolanos.
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