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EDITORIALES

ALCANCES DEL DESARROLLO Y APLICACION DE LAS
TECNICAS MOLECULARES EN EL DIAGNOSTICO Y
TRATAMIENTO DE LA PATOLOGIA ENDOCRINA

Dres. Roxana Marino, Nora Saraco, Marco A. Rivarola*, Alicia Belgorosky**

Las técnicas moleculares han tenido y aun tie-
nen en la actualidad un fuerte impacto en la in-
vestigacion clinica como asi también en el diagnés-
tico de multiples patologias endocrinas. Con el
advenimiento, en los ultimos afos, de nuevas téc-
nicas moleculares, los futuros avances en endocri-
nologia analizaran el impacto de las caracteristi-
cas génicas particulares de un individuo sobre la
sintesis y degradacién de proteinas especificas.

Las técnicas moleculares han permitido cono-
cer y entender muchos procesos celulares a nivel
molecular. Durante muchos afos se penso que
cada gen daba lugar a una unica proteina; sin em-
bargo, en la mayoria de los casos un Unico gen da
lugar a varias proteinas. Por lo tanto, el tamafo
del proteoma de un organismo no puede facil-
mente predecirse por el tamano y caracteristicas
particulares de su genoma. A través del Proyec-
to Genoma Humano se ha estimado que el nime-
ro total de genes es de aproximadamente 20000,
y el numero de proteinas codificadas por esos ge-
nes se ha estimado entre 100000 y 2000000. Es-
ta discrepancia entre el numero de genes y pro-
teinas puede ser explicada por al menos dos me-
canismos importantes intracelulares: por procesa-
miento post-transcripcional del precursor de RNA
mensajero (MRNA), y por modificacion post-tra-
duccional de las proteinas. La expresion del gen
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de hormona de crecimiento humano (GH-1) es un
ejemplo de procesamiento tanto a nivel del mR-
NA como también de modificaciones post-traduc-
cional para generar a partir de un unico gen mul-
tiples formas proteicas moleculares.

Las primeras técnicas moleculares desarrolla-
das tanto para la investigacion clinica como pa-
ra el diagnodstico de patologia endocrina fueron
métodos de deteccion de secuencias especifi-
cas de ADN, RNA y proteinas: Southern blot, Nort-
hern blot y Western blot respectivamente. La apa-
ricion de las técnicas de PCR (polymerase chain
reaction) y transcripciéon reversa-PCR, que con-
sisten en la amplificacion de cantidades minimas
de ADN o ARN, permitio su aplicacion en toda el
area de biologia molecular, medicina forense y
en los andlisis arqueolégicos. La PCR y la diges-
tion con enzimas de restricciéon, PCR e hibridi-
zacion con oligonucleétidos alelo especificos,
amplificacion por PCR alelo especifica, son apli-
caciones de la técnica de PCR que permiten de
manera rapida y eficiente la deteccién de muta-
ciones génicas. Por ultimo, la secuenciacion di-
recta es una metodologia de eleccién para de-
teccion de mutaciones, permitiendo la confirma-
cion de otras técnicas de deteccion de “scree-
ning”. Sin embargo, la deteccién de cambios en
la secuencia de bases nucleotidicas no significa
necesariamente que sean responsables de la pa-
tologia del paciente. Es importante tener el con-
cepto que, frente a la deteccion de cambios en
la secuencia gendémica, este cambio debe ser in-
terpretado evaluando si es probable que pueda
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ser el responsable de alterar la funcionalidad de
la proteina. Por otro lado, el analisis para eva-
luar la funcionalidad de una proteina, en presen-
cia de un cambio de aminoacido, requiere técni-
cas moleculares complejas que deben ser reali-
zadas por un laboratorio especializado.

La identificaciéon de mutaciones en los genes
candidatos relacionados con las distintas pato-
logias permite la confirmacion diagndstica y es-
to se transfiere a un mejor manejo clinico del pa-
ciente a largo plazo, mejorando su tratamiento y
calidad de vida. En el caso particular de una de
las patologias mas frecuentes dentro de la endo-
crinologia como es la Hiperplasia Suprrarenal Con-
génita por déficit de la enzima 21-hidroxilasa, el
estudio molecular permite 1) Confirmar el diag-
nostico, sobre todo en las formas clinicas menos
severa en las cuales, con frecuencia, los estudios
hormonales no son contundentes para confirmar
el diagnostico. En algunos casos la identificacion
de las mutaciones permite predecir el grado de se-
veridad de la patologia, 2) El consejo genético al
paciente y su familia y la deteccion de portado-
res heterocigotos, 3) El estudio prenatal en una fa-
milia con riesgo.

El avance en el conocimiento de los mecanis-
mos moleculares ha modificado, en los ultimos
afos, el pensamiento médico tradicional de la pa-
tologia endocrindlogica, basado en la secrecion
hormonal, en la que se distinguia o una hipofun-
cioén o una hiperfuncién, por disminucion o au-
mento de la secrecion glandular, respectivamen-
te. Ahora pensamos en la secrecién endocrina de
una hormona o factor (ligandos), en la produccién
local de esa hormona o factor (efecto paracrino o
autocrino), en el receptor especifico (de membra-
na o nuclear), en la transduccién de la sefal del
complejo hormona-receptor, y en el promotor del
gen que se regula. Todos estos pasos son inhe-
rentes a la hipo o hiperfuncién. La problematica
es cada vez mas compleja, pero hemos ganado
precision en la comprension de los mecanismos
involucrados.

Recientemente, se han desarrollado nuevas
técnicas moleculares para el estudio de multiples
genes y las proteinas que codifican. Hay diferen-
tes areas de estudio como la gendmica (que es-
tudia la funcion de los genes y su interaccion), la
protedmica (la identificacién y funcion de las pro-
teinas) y la farmacogendmica (interaccion de las
drogas con los genes). La técnica molecular mas
util para el estudio de la gendémica es el chip de
ADN, (microarray); con el cual es posible analizar
un gran numero de genes al mismo tiempo en es-
tudios de expresiéon génica. Los chip de ADN tam-
bién pueden ser utilizados para detectar variacio-
nes en el numero de copias, que pueden asociar-
se a muchas patologias mediante hibridizacion
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genomica comparativa (CGH). Los SNP’s (single
nucleotide polymorphisms) son alteraciones de
un nucleotido a lo largo del genoma que ocurren
con una frecuencia mayor a 1% en la poblacion.
Los SNP’s pueden asociarse con patologias o pre-
disposicion a las mismas y pueden influenciar la
forma en que cada individuo responde a enfer-
medades, entorno ambiental y drogas. Por ejem-
plo, la familia de enzimas citocromo P450 podria
tener SNPs que predicen codmo un paciente pue-
de metabolizar una droga en particular. Otro ejem-
plo de la farmacogenética aplicada al tratamien-
to de patologias ha surgido recientemente en el
area de crecimiento. Existe una variante polimér-
fica en el receptor de GH (GHR) que carece del
exon 3 y hay evidencias que en presencia de es-
ta delecidén existiria una mayor respuesta al tra-
tamiento con rhGH. La relevancia de esta varian-
te polimérfica aun presenta controversias. Aun-
que aun se necesitan mas estudios para profun-
dizar en este tema en particular, es muy importan-
te toda el area de farmacogenética para el futuro
de la practica clinica en general.

En este volumen de Medicina Infantil se des-
criben en cada uno de los tépicos expuestos co-
mo impactan las anomalias génicas en la patolo-
gia endocrina. También se hace referencia a que
todavia se desconocen los mecanismos involu-
crados que expliguen muchas patologias. Se han
propuestos mecanismos poligénicos, sin embar-
go se desconoce cuales son y como interactuan.

Recientemente se han propuesto mecanismos
epigenéticos, es decir cambios en los mecanismos
que regulan la expresién de un gen, por ejemplo,
anomalias en los sitios de metilacion génica, lo
que condiciona en su gran mayoria inhibicién de
la expresion de un gen. Estos cambios pueden
quedar marcados en el genoma por factores que
impactan durante la vida fetal y que condicionan
la fisiopatologia de un érgano en la vida postna-
tal. Por ejemplo, existen evidencias que la desnu-
tricion fetal condiciona cambios epigenéticos en
el feto que son capaces de generar un aumento
del riesgo de padecer diabetes tipo 2 e hiperten-
sion arterial en la vida adulta. En la actualidad, el
analisis de los sitios de metilacion de un gen, se
ha incorporado a la estrategia de estudio, cuan-
do se sospecha que cambios epigenéticos po-
drian ser los causantes de una determinada pa-
tologia

Finalmente, en el Hospital de Pediatria Garra-
han el desarrollo del Laboratorio de diagndstico
de patologia endocrina a nivel molecular se inicio,
junto con otros laboratorios de estudios molecu-
lares, en la década de los afos 90 con el apoyo
de la Direccion Medica Ejecutiva, dirigida por el
Dr Juan Carlos O'Donnel, y la Secretaria de Cien-
cia y Tecnologia de la Nacién (FONCYT y CONI-
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CET). Hoy es una realidad incontrastable que nos
ha permitido la incorporacion del equipamiento
especifico y la formacion de recursos humanos.
En la actualidad el laboratorio de diagnostico mo-
lecular en el &rea endocrina es Centro de Referen-
cia Nacional para el diagnéstico molecular de di-
ferentes genes que estan involucrados en la pa-
tologia endocrina. Por otro lado, es importante
remarcar que la medicina del siglo XXI utilizara, ca-

da vez con mas frecuencia, estas metodologias,
no solo para confirmar diagnosticos sino también
para disefiar tratamientos individualizados y lo-
grar mayor eficiencia terapéutica, minimizando
los efectos adversos de los farmacos utilizados,
asi como también para la aplicacion de terapias
génicas de reemplazo de la accion de genes que
codifican para proteinas cuyas acciones son de-
ficientes o ausentes.
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