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Figura 1. ELISA de muerte celular medida a los seis meses de edad. ANOVA*P<0,05.
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Introduccion

El estrés cronico gestacional induce alteraciones
duraderas en el eje hipocampo-hipotalamo-hipo-
fisis-adrenal (HHPA). Los glucocorticoides tienen
un fuerte impacto en la programacion prenatal. El
efecto del aumento de glucocorticoides maternos
podria quedar establecido en el eje hipocampo-
hipotalamo-hipofisario.

Objetivo

Investigar si el estrés cronico afecta al recambio ce-
lular en el eje hipocampo-hipotalamo-hipdfisis y los
mecanismos intracelulares implicados.

Metodologia

Se utilizaron ratas Wistar macho distribuidas en
4 grupos experimentales: 1) grupo control (C); 2)
ratas cuyas madres fueron sometidas a estrés por
restriccion de movimiento 45 minutos 3 veces/dia
durante siete dias antes del nacimiento (EP); 3) ra-
tas adultas sometidas a estrés por restriccion de
movimiento 45 minutos 3 veces/dia durante 10 dias
a los tres meses de edad (EA); 4) grupo de estrés
pre y adulto (EP/EA). Los animales se sacrificaron a
los 6 meses de edad, estudiandose la hipdfisis, hi-
potalamo e hipocampo. Se determind la expresion
de proteinas (western blotting), niveles de ARNm
por PCR-TR y niveles de muerte celular por ELISA.
La proliferacion celular se estudié mediante marca-
je inmunohistoquimico de BrdU.

Resultados

En los tres tejidos se observd inhibicion de muerte
celular (Figura 1) y de células proliferando marca-
das con BrdU en ratas estresadas prenatalmente,
asi como un aumento de los niveles del ARNm de
IGF-I, de la fosforilacion de CREB, y de los niveles
de calpastatina. Ademas, se observé un aumento
de los niveles de la proteina anti-apoptoética Bel-2 y
una disminucion del factor pro-apoptético p53. En
las ratas estresadas a los 3 meses de edad (EA) no
se observaron estos cambios y en las ratas adul-
tas estresadas, también sometidas a estrés prena-
talmente (EP/EA), se mantiene el efecto del estrés
prenatal.

Conclusion

El estrés prenatal produce una disminucion de la
tasa de recambio celular en el eje hipocampo-hi-
potalamo-hipdfisis con una disminucion de la proli-
feracion y de la muerte celular en el estado adulto
que podria estar mediado por un efecto autocrino-
paracrino del IGF-I.

Tiroides
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Introduccion

El receptor de TSH (TSHR) media el efecto de la
TSH en el desarrollo, crecimiento y sintesis hormo-
nal tiroidea. La transduccion de la sefal esta me-
diada por dos vias diferentes: la cascada Gs-cAMP,
involucrada en el crecimiento y diferenciacion del
tiroides, y la cascada Gg-IP(inositol-fosfato)-Ca**,
implicada en la generacion de H,O,. Mutaciones
bialélilcas con pérdida de funcién en el gen TSHR
conducen a hipotiroidismo congénito (gran hipopla-
sia tiroidea o resistencia a la TSH) y mutaciones mo-
noalélicas causan hipotiroidismo subclinico.

Objetivo
Establecer la prevalencia de mutaciones del gen
TSHR en una cohorte pediatrica con elevacion ais-
lada de TSH e investigar la correlaciéon genotipo-
fenotipo.

Pacientes y Métodos

En 72 pacientes con hipertirotropinemia permanen-
te se estudian los 10 exones codificantes del gen
TSHR, mediante PCR y secuenciacion directa.

Resultados

En 7 pacientes se identificaron 6 mutaciones hete-
rozigotas. Sélo uno fué diagnosticado en el progra-
ma de despistaje neonatal, 5 no fueron detectados
y a uno no se le realizd. Entre los pacientes no de-
tectados en el periodo neonatal, la edad al diagnods-
tico varié entre 4 meses y 13 afios. La TSH oscild
entre 8,4 a 19 mU/L (vn: <5). Se encontr6 hipopla-
sia tiroidea mediante gammagrafia y/o ecografia en
2 pacientes, en 4 el tamafio fue normal. Hay que
destacar 2 pacientes que presentaron descarga
con perclorato positiva, del 30 y 12%, indicando
un defecto parcial de yodacion (DOYP). Todas las
mutaciones identificadas se localizan en el exdn
10. Cuatro mutaciones son nuevas (L436P, R519H,
N714K, V721F) y dos (R540H y T655X) son ya des-
critas. Los pacientes con las mutaciones T655X
(localizada en la 3° asa extracelular) y N744K (lo-
calizada en el extremo carboxi-terminal) tienen un
fenotipo de dishormonogénesis tiroidea (DOYP).

Conclusiones

Un numero significativo de hipotiroidismos subclini-
cos son debidos a mutaciones heterozigotas en el
gen TSHR. Se necesitan estudios funcionales para
determinar el impacto de las mutaciones nuevas so-
bre la actividad del receptor, tanto en la generacion
de cAMP como de IP, especialmente en pacientes
con DOYP. La localizacién de la mutacion puede
ocasionar una alteracion preferente de la via Gg-IP-
Cat**, conduciendo a una generacion deficiente de
H,O, por parte de DUOX2.
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Los efectos de la hormona tiroidea (T3) son media-
dos por sus receptores nucleares ay B, codificados
por los genes THRA 'y THRB. La resistencia clasica
a T3 (R-T3) se debe a defectos del receptor intranu-
clear B (THRB). Su expresion clinica es variable,
con formas hipofisarias y generalizadas. Aunque
las mutaciones en THRB constituyen el hallazgo
molecular tipico, existen casos sin defectos en este
gen, cuya base genética es desconocida.

Objetivo
Investigar la etiologia molecular de una cohorte espa-
nola de 10 pacientes con diagnostico clinico de R-T3.

Pacientes y Métodos

Se analizaron los datos clinicos y biogquimicos de pa-
cientes y familiares de 1% grado. Se amplifico y se-
cuencio el cDNA especifico de la isoforma activa de
THRB (exones 7, 8, 9y 10) y su variante hipofisaria (3,).

Resultados

La edad media al diagnéstico fue de 5,5 afios
(0,1-14). Solo un caso fue detectado en el cribaje
neonatal. Motivos de consulta: sindrome de hipe-
ractividad con déficit de atencion (5/10), retraso
pondero-estatural con clinica digestiva (4/10), sos-
pecha de patologia tiroidea (2/10) y retraso mental
(1/10). Presentaban bocio 3/10, prematuridad uno,
CIR uno y trisomia 21 otro. Dos pacientes tienen re-
sistencia hipofisaria (hipertiroidismo sintomatico) y
8 generalizada. La TSH fue normal en un paciente y
en el resto elevada (5-25 mU/L), LT4 elevada en to-
dos (2-4,1 ng/dl), y la LT3 normal en dos y elevada
en los demas(2,4-14 ng/dl).

Se identificaron 4 mutaciones missense en TRHB
en 6 pacientes: tres noveles (R338W, R438H,
P453R) y una patogénica ya descrita (R243W) que
esté presente en 2 pacientes. La prolina P453 se ha
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descrito mutada previamente hacia a otro aminoa-
cido, sugiriendo que P453R es una mutacion fun-
cional. Todos nuestros casos de R-T3 con mutacion
en THRB muestran herencia dominante. Existe gran
variabilidad fenotipica intrafamiliar y la expresion
clinica y bioguimica parece disminuir con la edad.

Conclusiones

Se identificaron mutaciones en THRB en un alto por-
centaje de pacientes. Una misma mutacion puede
expresarse como resistencia hipofisaria o genera-
lizada. La variabilidad fenotipica intrafamiliar y la
existencia de pacientes sin alteraciones en THRB
sugieren heterogeneidad genética, probablemente
relacionada con defectos en coactivadores o corre-
presores nucleares de los receptores de T3.

02/d2-011

MUTACIONES EN GENES DE LA ORGANIFICA-
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Los defectos de organificacion del yodo (DOY) son
hipotiroidismos hereditarios debidos a la alteracion
de los genes responsables de la yodacion de la
tiroglobulina. Los DOY totales (DOYT), con des-
carga de yodo >90% tras perclorato, se deben a
mutaciones bialélicas en el gen de la tiroperoxidasa
(TPO), o de la Oxidasa Dual 2 (DUOX2). Sin embar-
go, existen pacientes con hipotiroidismo intenso y
DOYT en los que sélo se logran identificar muta-
ciones en uno solo de los alelos de estos 2 genes
candidatos. Recientemente se postula la existencia
del “tiroxisoma”, un complejo de todas las proteinas
participantes en la yodacion tiroidea que actuaria
como una unidad funcional.

Objetivo

Investigar la base molecular de 6 pacientes con
hipotiroidismo congénito con DOYT y una paciente
con bocio con DOY parcial (DOYP).

Pacientes y Métodos
Amplificacion por PCR y secuenciacion directa

del cDNA completo de los genes TPO, DUOX2 y
DUOXAZ (factor de maduracion de DUOX2), con
estudio funcional in vitro de las mutaciones en los
2 Ultimos genes.

Resultados

En TPO se identificaron un total de 7 mutaciones
en 7 pacientes afectados, 6 en heterocigosis y 1
en homocigosis. Cuatro son inéditas: dos mutacio-
nes con cambio de sentido (R665W, C696S), una
duplicacién de 4 pares de bases (1184-1187du-
pGCCG) y un error de splicing (IVS16-1). Tres ya
descritas: una delecién de nucledtido (808fsX831),
una insercion de un nucledtido en homogocigosis
(756fsX757), y una mutacion sin sentido (N425S, en
la paciente con bocio). Cuatro pacientes tienen de-
fectos bialélicos de TPO que explican el fenotipo. El
resto portan Unicamente mutaciones monoalélicas
de TPO junto a defectos monoalélicos patogénicos
en DUOX2 (K530X, con stop codén prematuro) y
DUOXA2 (G294E, que disminuye la capacidad de
generacion de H,0, al 50%).

Discusion

La mayoria de pacientes con DOYT presentan de-
fectos bialélicos de TPO. En otros, el fenotipo re-
quiere la busqueda de defectos adicionales, ya sea
en regiones promotoras o reguladoras de TPO o
en otros genes implicados en yodacion. La iden-
tificacion de defectos patogénicos adicionales en
DUOX2-DUOXA2 sugiere la posibilidad de que
algunos hipotiroidismos por DOYT sigan una he-
rencia digénica no-mendeliana y contribuyan a la
expresion clinica del hipotiroidismo.

Diabetes
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Introduccion

La obesidad vy la resistencia insulinica en la infan-
cia, asi como la diabetes tipo 2 en el adulto parecen
estar relacionadas con la resistencia a la accion de
la leptina e insulina. El uso de modelos experimenta-
les y especialmente de animales knockout de IRS2
permite explorar las dianas de sefializacion para
ambas hormonas y su relacién con alteraciones de
la homeostasis glucidica y la aparicion de diabetes.
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