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Genética endocrina
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ASOCIACION ENTRE UN POLIMORFISMO DEL
PROMOTOR 2 DEL GEN HNF4-A Y LA DIABETES
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Introduccion: El factor de transcripcion nuclear del hepatocito
4a (HNF4a, cromosoma 20q13) estd implicado en la regulaciéon
de diversos genes implicados en el metabolismo de la glucosa.
Recientemente se han identificado polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs) en el promotor 2 (P2) de este gen asociados
a la diabetes tipo 2 (DM2) en poblaciones de Judios Ashkenazi,
Finlandeses y Amish. Dada la similar base etiopatogénica de la
DM2 y de la diabetes gestacional (DG) hemos querido testar la
posible asociacion de uno de estos SNPs (rs2144908, A/G) con
la DG. El alelo menos frecuente (A), asociado a DM2 en estos
estudios previos, se ha descrito en la poblacién general con una
frecuencia alrededor de 0,16.

Sujetos y métodos: Se analizé una muestra de 71 pacientes
con DG y antecedentes familiares en primer grado de DM2 (se-
glin entrevista clinica) con las siguientes caracteristicas: edad
33,9 + 3,5 afios, IMC pregestacion 28,7 + 6,4, semana gestacio-
nal al diagnéstico 23 + 5 semanas. Como grupo control se to-
maron 82 sujetos aleatorios de una muestra representativa de la
poblacién canaria (estudio ENCA). Se disefié una PCR especi-
fica para localizar el cambio en la secuencia por la presencia o
ausencia de una diana de enzima de restricciéon (PCR-RFLP).
Resultados: En la muestra de la poblacién general (n = 82) en-
contramos 63 sujetos GG, 19 GA y ninglin AA, para el SNP
rs2144908 del gen HNF4a, de donde se deduce una frecuencia
del alelo A = 0,12. Por el contrario, entre las 71 pacientes con
DG se detectaron 38 de genotipo GG, 24 GA y 2 AA para este
polimorfismo, con una frecuencia del alelo A = 0,197. A pesar
de lo limitado del nimero de casos y controles incluidos, las di-
ferencias en la frecuencia alélica encontradas son estadistica-
mente significativas (chi = 6,4; p =0,011).

Conclusién: Hemos encontrado una asociacién positiva entre
el alelo A del polimorfismo rs2144908 del promotor del gen
HNF4a y el desarrollo de diabetes gestacional. Con las limita-
ciones del tamafio de los grupos analizados, y a falta de descar-
tar posibles asociaciones espureas basadas en subestructura po-
blacional (en marcha), nuestros resultados implican una
variante concreta del gen HNF4a en la predisposicion genética
a padecer diabetes gestacional.
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Introduccion: El enzima glucoquinasa (GK) fosforila a la glu-
cosa en el primer y limitante paso de la glucdlisis en la célula b
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pancredtica, jugando un importante papel en el metabolismo de
la glucosa y la secrecién de insulina por dicha célula. Mutacio-
nes en el gen de GK (GCK) van a dar lugar a muy diferentes
fenotipos clinicos, que van desde hiperglucemias a hiperinsuli-
nismo tanto de cardcter leve como severo.

Paciente y método: Informe clinico: Paciente de 18 meses de
edad atendido en el Hospital Materno Infantil de Mélaga por
hiperglucemias aisladas, especialmente postprandial. Antece-
dentes familiares: Madre con diabetes gestacional. Abuelos
maternos con diabetes. Bisabuela materna con diabetes (todos
con tratamiento insulinico). Prima hermana con diabetes melli-
tus tipo 1 por confirmar. Pruebas diagndsticas: Se determina-
ron anticuerpos pancredticos, glucemia basal, SOG y HB Alc.
Informe genético: El informe genético se realiz6 en base a una
bisqueda de mutaciones por secuenciacién directa del gen de
la glucoquinasa.

Resultados: Los anticuerpos antipancredticos fueron negati-
vos; Glucemia basal: 123 mg%; Insulinemia: 18 uU/ml.; SOG
(0-120 minutos): 114-134 mg%; Hb Alc: 6,7% (HPLC). Tras
el barrido del gen de la glucoquinasa se detecté la mutacién
CTG > CCG en la posicién 39 del exén 8, que corresponde al
codén 301 de la GeK (NM_000162) e implica el cambio de L
(leucina) por P (prolina). En estos momentos se estan realizan-
do los estudios funcionales de la proteina mutada en esta posi-
cién y genéticos en la familia del probando. En la actualidad el
paciente tiene 4 afios y medio con una buena evolucién; pre-
sentando esporddicamente valores elevados de glucemia post-
prandial tratado solo con dieta y con de Hb Alc: 6,1%.
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FENOTIPOS CLINICOS
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Introduccién: Glucoquinasa (GK) fosforila la glucosa en el
primer y limitante paso de la glucélisis en la célula b pancreati-
ca, gobernando el metabolismo de la glucosa y la secrecién de
insulina por dicha célula. Mutaciones en la GK van a dar lugar
a diabetes tanto de cardcter leve como severo, asi como a hipe-
rinsulinismo, también de caricter leve a severo. Se presentan
tres mutaciones encontradas en humanos con tres diferentes fe-
notipos clinicos y contiguas en la estructura espacial de la pro-
teina.

Método: Dos pacientes diagnosticados de diabetes y uno de hi-
perinsulinismo. El screening del gen de la GK se realiz6 por se-
cuenciacion directa. Para el estudio estructural se utilizé el mo-
delo de GK humana. El estudio funcional de la proteina nativa
y de las mutaciones encontradas, se realiz6 mediante especto-
fotometrfa.

Resultados: El estudio funcional de la mutacién GK-E440G
dio como resultado una disminucién leve de su afinidad por la
glucosa y de su eficacia catalitica comparada con la enzima na-
tiva. Esta disminucién fue atin mayor en la mutacion situada en
el aminodcido contiguo GK-S441W. Al estudiar la mutacién
hallada en el siguiente aminodcido GK-E442K, encontramos,
por el contrario, un aumento en la afinidad por la glucosa y la

Endocrinol Nutr. 2005;52(Espec Congr):1-123 37



47 Congreso Nacional de la Sociedad Espanola de Endocrinologia y Nutricion

eficacia catalitica con respecto a la proteina nativa sana. Los re-
sultados obtenidos explican que el hecho de la proximidad es-
pacial de las mutaciones en la GK no implican la aparicién de
un mismo fenotipo clinico.
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Conclusiones: El estudio del protooncogén RET debe hacerse
en pacientes y familiares. La identificacion de la mutacién de
forma precoz permite instaurar tratamientos profildcticos con
mayor tasa de curacién y menor recidiva.
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ESTUDIO DE 100 PACIENTES
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Introduccién: E1 MEN 2A se caracterizada por la presencia de
cdncer medular de tiroides (CMT) feocromocitomas (FEO) e
hiperparatiroidismo primario (HPT). Por su parte el MEN 2B
no asocia HPT y si hdbito marfanoide, ganglioneuromatosis in-
testinal, neuromas mucosos y escoliosis vertebral. En la actua-
lidad el estudio de mutaciones en el protooncogén RET es in-
dispensable para el diagndstico genético de los casos indice y
la deteccién de familiares afectos que permita un tratamiento
precoz de cualquier patologia.

Objetivos del estudio: Estudiar en 100 pacientes MEN 2 de la
Comunidad Auténoma de Murcia las alteraciones genéticas y
clinicas, asi como analizar la posible correlacién genotipo/fe-
notipo y valorar la relacién entre diagndstico precoz y prondsti-
co de la enfermedad.

Material y método: Se han estudiado genéticamente 371 suje-
tos pertenecientes a 17 familias don diagnéstico de MEN 2 con
el fin de identificar la mutacién del protooncogén RET. A los
portadores de la mutacién se les determiné la calcitonina plas-
madtica basal y tras estimulo con calcio. Como variables se ana-
lizaron: edad, genotipo, modo de diagndstico (genético o clini-
co), fenotipo y CMT (valores de calcitonina, tamafio, TNM).
Resultados: Se identificaron 100 portadores de mutacién de
protooncogén RET con los siguientes tipos: @) En el exén 11.-
13 familias eran portadoras de la mutacién Cys634Tyr mientras
que 2 tenfan la mutacién Cys634Arg. b) En el exén 14.- 1 fa-
milia con mutacién Val804Met. ¢) En el ex6n 16.- 1 familia
con s6lo un miembro afecto (MEN 2B) Met918Thr. De los 100
pacientes 77 presentaban calcitoninas altas y 33 normales. A
todos se les practicé cirugia reglada de tiroides. En los 33 que
recibieron cirugia profildctica el estudio anatomopatoldgico re-
vel6 19 CMTs y 14 Hiperplasias de células C (HCC). Se en-
contrd correlacién entre edad de diagndstico y tamaio del tu-
mor (p < 0,004), edad de diagnéstico y TNM (p < 0,005) y
edad de diagnéstico con presencia de CMT o HCC (p < 0,01).
El diagnéstico en fase de HCC correlaciona con mayor tasa de
curacién (p < 0,001) y menor tasa de recidiva (p < 0,001). Los
fenotipos encontrados han sido: MEN 2A.-64 pacientes con
CMT; 30 CMT + FEO; 2 CMT + HPT; 3 CMT + FEO + HPT.
MEN 2B.- 1 paciente con CMT + hédbito marfanoide + escolio-
sis + neuromas mucosos + ganglioneuromatosis. Se ha encon-
trado una mayor asociacién de mutacién Cys634Arg en los pa-
cientes con HPT (p < 0,001) asi como en los pacientes con
CMT + FEO + HPT (p < 0,005) y en los pacientes con CMT +
FEO (p < 0,02).
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PREDICCION DEL RIESGO DE OSTEOPOROSIS
MEDIANTE MARCADORES MOLECULARES:
ANALISIS DE SNPS EN EL PROMOTOR DEL GEN
PPAR-GAMMA3 EN MUJERES POSMENOPAUSICAS

J.M. Quesada’, A. Casado?, R. Cuenca', L. Barrios'
y G. Dorado®

'Unidad de Metabolismo Mineral, *Unidad de Investigacion
Hospital Reina Sofia. Cérdoba, *Dep. Bioquimica y Biologia
Molecular Universidad de Cérdoba. Cordoba.

El gen ppar-gamma (ppar-y) codifica un receptor nuclear im-
plicado en diversos procesos fisioldgicos, teniendo una rele-
vancia especial en la diferenciacién de adipocitos a partir de
célula precursoras. Se ha sugerido que la induccién o repre-
sién del gen ppar-y puede estar implicada en la regulacion de
la osteoblastogénesis. Por tanto, los polimorfismos de este gen
han sido propuestos como candidatos a marcadores molecula-
res para la prediccién de la osteoporosis. Hasta la fecha se han
descrito varios polimorfismos del gen ppar-y3, estando rela-
cionados con diabetes, obesidad y osteoporosis. Recientemen-
te se ha descrito un polimorfismo de un nucleétido (SNP) en el
promotor del gen ppar-y3, que implica una transversiéon C/G
localizada en el sitio de unién del factor de transcripcién
STATSB. La presencia del alelo G impide la unién de
STATSB a la regién promotora, y por tanto evita la transacti-
vacién del promotor ppar-y3. Ademds, el alelo G se ha asocia-
do con un incremento del colesterol LDL. Hemos llevado a
cabo un estudio piloto en una poblacién de 225 mujeres pos-
menopdusicas de Cérdoba, a fin de evaluar la posible asocia-
cion entre este polimorfismo y la osteoporosis o baja densidad
dsea. De acuerdo con los criterios diagnésticos de la Organiza-
cién Mundial de la Salud (OMS), se considerd osteoporosis
cuando el valor de “T score” fue igual o inferior a —-2,5. En
este trabajo se ha puesto a punto una metodologia de genotipa-
je basada en PCR especifica de alelo en un sélo tubo, que he-
mos optimizado en nuestro laboratorio. Esta técnica permite
diferenciar los alelos por las diferentes temperaturas de fusion
de los amplimeros correspondientes. La poblacién estudiada
mostré frecuencias alélicas de 0,82 (C) y 0,18 (G). El genotipo
mas abundante fue CC (65,9%), seguido por CG (32,7%) y
GG (1,4%). Segtn el criterio de la OMS, las frecuencias aléli-
cas y los porcentajes genotipicos de ambos grupos fueron, res-
pectivamente: C (0,83), G (0,17); CC (67,6%), CG (31,7%) y
GG (0,7%) para mujeres normales y osteopénicas vs C (0,80),
G (0,20); CC (63,1%), CG (34,5%) y GG (2,4%) para mujeres
osteopordticas. Nuestro estudio indica que este polimorfismo
tiene probablemente un efecto sutil, aunque clinicamente rele-
vante, implicando el impacto de la edad y diversos farmacos
en la masa mineral 6sea. Por tanto, proponemos que deberia
llevarse a cabo un estudio multicéntrico a gran escala para de-
terminar los posibles efectos genéticos de este polimorfismo
en la osteoporosis.
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