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Resumen

La acromegalia es considerada una enfermedad rara, presentdndose como un
padecimiento neuroendocrino de baja ocurrencia, provocado por la segregacion
descontrolada de hormona del crecimiento (growth hormone, GH) y el aumento del factor
de crecimiento similar a la insulina 1 (insulin-like growth factor 1, IGF-1). La aparicion
de los signos y sintomas, asi como el retraso del diagnostico hasta en unos 10 a 15 afios,
ha aumentado significativamente la morbimortalidad de los pacientes.

Se ha determinado que la acromegalia es causada por la aparicion de adenomas
hipofisarios de caracteristicas benignas, los tumores causados por mutaciones estan
relacionados con los genes AIP, MEN 1, MEN 4, Complejo de Carney y GNAS.

La presente investigacion tuvo como objetivo identificar mutaciones en el gen AIP
relacionado con el desarrollo de la acromegalia en pacientes del Hospital de
Especialidades Eugenio Espejo.

Se realizd el secuenciamiento de los 6 exones del gen AIP, utilizando la metodologia
Sanger, y el andlisis posterior para la identificacion de variantes génicas y su posible
relacion con el desarrollo de Acromegalia.

Se obtuvieron 9 variantes génicas dentro de los 32 pacientes que formaron parte del
estudio, presentdndose la mayoria de estas en la region terminal del gen, asociadas con la
codificacion de la region carboxi terminal, parte esencial para la actividad bioldgica de la
proteina. El estudio del modelo lineal de variables Dummy, determind la correlacion entre
la variable V243V y los microadenomas (P<0.05).

Palabras clave: Acromegalia, GH, gen AIP, variantes genéticas, secuenciamiento.



Abstract

Acromegaly is considered a rare disease, presenting as a neuroendocrine condition of low
occurrence, caused by the uncontrolled segregation of growth hormone (GH) and the
increase of insulin-like growth factor 1 (insulin-like growth factor 1, IGF-1). The
appearance of signs and symptoms, as well as the delay in diagnosis up to 10 to 15 years,

has significantly increased the morbidity and mortality of patients.

It has been determined that acromegaly is caused by the appearance of pituitary adenomas
with benign characteristics, the tumors caused by mutations are related to the genes AP,

MEN 1, MEN 4, Carney Complex and GNAS.

The objective of the present investigation was to identify mutations in the AIP gene related
to the development of acromegaly in patients of the Hospital de Especialidades Eugenio

Espejo.

The six exons of the AIP gene were sequenced, using the Sanger methodology, and the
subsequent analysis for the identification of gene variants and their possible relationship

with the development of Acromegaly.

Were obtained nine gene variants within the 32 patients that were part of the study,
presenting most of these in the terminal region of the gene, associated with the coding of
the carboxy terminal region of the protein, an essential part for the biological activity of
the protein. The study of the linear model of Dummy variables, determined the correlation

between variable V243V and microadenomas (P <0.05).

Key words: Acromegaly, GH, Gen AIP, genetic variants, sequencing.



Introduccion

La acromegalia es un padecimiento neuroendocrino de baja ocurrencia provocado por la
segregacion descontrolada de hormona del crecimiento (growth hormone, GH) y el
aumento del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (insulin-like growth factor 1,
IGF-1), generalmente causado por el desarrollo de un adenoma hipofisario generado en la
region del somatotropo (Caballero, 2015). El aparecimiento de los signos y sintomas asi
como el diagnostico de la enfermedad puede tardar entre 10 a 15 afios presentando
complicaciones cardiacas, renales, hepaticas, oculares y metabolicas, aumentando
significativamente la morbimortalidad de los pacientes (Cecenarro, Fanton, Estario,
Papalini, & Estario, 2015).

Este padecimiento tiene una baja incidencia a nivel mundial, estimandose un aproximado
de 5 casos por millén de habitantes por afio y una prevalencia de 60 casos por millén de
habitantes, a nivel mundial se han levantado diferentes registros sobre la enfermedad, con
un desarrollo temprano entre las edades de 18 a 20 afios (Enriquez-Estrada et al., 2016;
Pita, 2015).

Se ha determinado que la acromegalia se origina por la aparicion de adenomas hipofisarios
de caracteristicas benignas dividiéndose estos en dos grupos: primero, los adenomas
esporadicos con mutaciones en lineas germinales con predisposicion genética, pero sin
historia familiar, y segundo, los tumores esporadicos sin mutacion en lineas germinales
siendo estos los mé&s comunes.

Aquellos tumores causados por mutaciones estan relacionados con los genes AIP, MEN 1,
MEN 4, Complejo de Carney y GNAS. Existen diferentes tratamientos para combatir la

enfermedad, entre los cuales se encuentran los analogos de la somastotatina, estos regulan



la segregacion de la GH; en casos méas severos se requiere la intervencion quirdrgica por
medio de una cirugia endoscopica transesfenoidal (Betanzos et al., 2009; Fajardo-
montafiana et al., 2009).

El gen AIP (aryl hydrocarbon receptor-interacting protein), ubicado en el cromosoma 11
brazo q locus 13.2 (autosoma), se encuentra relacionado con el desarrollo de adenomas
pituitarios benignos cuando existen variaciones genéticas en su secuencia de bases
nitrogenadas. Cerca del 15 al 40 % de los casos FIPA (adenomas hipofisarios familiares
aislados) estan relacionados con variaciones en el gen AIP, afectando principalmente al
somatotropo y pueden estar presentes en linea germinal, como en células somaticas en los
adenomas esporadicos. EI gen AIP consta de seis exones que codifican una proteina de
330 aminoacidos (Genetics Home Reference, 2013; Igreja et al., 2010)

En el caso de las mutaciones en linea germinal, la herencia se describe como autosémica
dominante, esto quiere decir que, si uno de los progenitores presenta el gen dominante
mutado, la enfermedad se expresara en la descendencia con un 50 % de probabilidades, y
el hecho de tener Gnicamente una copia del gen mutado hace que el fenotipo de la
enfermedad se presente en ese individuo. Gracias a esto se ha descrito que
aproximadamente el 20 % de los casos familiares se desarrollan por variantes genéticas
en el gen AIP (Castafio, Martinez De La Piscina, Portillo, & Rica, 2017).

Actualmente las técnicas de diagndstico para la enfermedad se basan Unicamente en
protocolos bioquimicos, imageneologia y examenes fisicos al paciente; por lo cual la
actual investigacion tiene como objetivo identificar mutaciones en el gen AIP relacionadas

con el desarrollo de adenomas hipofisarios, utilizando la secuenciacion Sanger.



Capitulo 1

Marco conceptual

1.1 Enfermedades raras

Se consideran enfermedades raras o catastroficas aquellas de baja prevalencia y que se
presentan en menos del 1 % de la poblacion. A nivel mundial existen diferentes criterios
para considerar a una enfermedad como rara o catastrofica, en la Union Europea éstas se
consideran cuando existe un caso en 2000 personas, mientras que en Estados Unidos
cuando se presenta una en 1200 habitantes (WHO, 2013). Y la organizacion Mundial de
la Salud considera que un 7 % de la poblacion presenta una enfermedad rara y se han
determinado entre cinco y siete mil enfermedades raras que en su mayoria son de origen
genético representando un 80 % aproximadamente, pero estas también pueden ser de
origen infeccioso, degenerativo u oncogénico, se presentan desde el nacimiento en un 75
% y la mayoria de estos pacientes mueren antes de los 5 afios 0 pueden ser desarrolladas
a lo largo de la edad madura dificultando la calidad de vida (Federacién Espafiola de

Enfermedades Raras, 2016).

Entre los pardmetros para considerar a una enfermedad como rara o catastrofica se
determina la gravedad de la enfermedad, estas pueden ser agudas o cronicas, y pueden no
tener un tratamiento curativo. De igual manera se ha considerado a estas enfermedades
como huérfanas ya que por su baja incidencia existe carencia de investigacion para
desarrollar medicamentos o terapias curativas, determinandose que para 4000 de estas
enfermedades no existe un tratamiento, y de ser el caso que existiera el tratamiento, el
retraso en el diagnéstico clinico aumenta la agresividad de las enfermedades y la

discapacidad de las personas que las poseen (Carbajal & Navarrete, 2015).



Las enfermedades catastroficas son un problema social debido a la incapacidad que
causan, esta también la discriminacion y la exclusion de los diferentes grupos sociales,
afectando de manera directa a las personas con estas enfermedades. En Ecuador el
gobierno ha establecido leyes que apoyan a las personas con diferentes discapacidades a
ser incluidos por la sociedad en &mbitos laborales y sociales, considerando, ademas, la
atencion de calidad con respecto a la salud o educacién, como lo menciona la constitucion

en el articulo 48 y el articulo 50 (Asamblea Nacional del Ecuador, 2008).

1.2 Acromegalia

La acromegalia es una enfermedad causada por la secrecion excesiva de la hormona de
crecimiento (GH) en el torrente sanguineo, asociada generalmente a un adenoma
pituitario, la cual origina cambios significativos en la morfologia y fisiologia de los
pacientes, presentando estos una hipertrofia en el cuerpo con cambios en el rostro con el
crecimiento de mandibula, orejas, mentdn, asi como también presentan crecimiento
excesivo de extremidades, manos, pies, tejidos blandos y 6rganos internos como el
corazén, higado entre otros (Arroyo, Mestrén, & Webb, 2005). Véase en la figura 1. En
las personas adultas estd reconocida como una enfermedad con significativa
morbimortalidad, reduciendo la esperanza de vida de los pacientes comparandolos con

una poblacion general.
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Figura 1. Persona afectada con acromegalia.
Presencia de crecimiento desmesurado de zonas acrales y malformacion del rostro.
Fuente: (Mayo Clinic, 2018)

1.2.1 Antecedentes

El término Acromegalia fue propuesto por el neurdlogo Francés Pierre Marie en 1886,
que proviene del griego “akros” extremidades y “megas” grande; al tratar la enfermedad
en dos pacientes adultos en el Hospital Salpetriére de Paris. Afios mas tarde, en 1909
Cushing reportdé que los efectos clinicos disminuian después de realizar una

hipofisectomia (Manavela, 2009).

En Europa a partir de los 90s se empezaron a generar registros nacionales para levantar
informacion acerca de la enfermedad, su diagndstico y tratamiento; asi como el nimero
de pacientes por pais, logrando determinar que los paises con mayor presencia de casos
con Acromegalia son: Alemania, 19; ltalia, 25; Bélgica, 38; Espafia, 35, Dinamarca, 85

casos por millén de habitantes, mientras tanto a nivel latinoamericano se cuenta con los



registros de EPIACRO en México con 2057 casos hasta el 2016 y FAETH en Ecuador

con 18.7 casos por millén de habitantes (Enriquez-Estrada et al., 2016).

A partir del 2014 en Ecuador se empezaron a recolectar los primeros datos de pacientes
con acromegalia atendidos en las principales casas de salud del pais; en 2016 en
Guayaquil se empieza a registrar los primeros estudios diagndsticos endocrinoldgicos que
ayudaron para la identificacion y tratamiento de la enfermedad, aplicando diferentes
técnicas y pruebas bioguimicas (tamizaje de IGF-1; tolerancia de glucosa), de imagen de
hipdfisis y de anatomia patologica, permitiendo dar asi tratamiento a los pacientes con la
patologia entre los cuales se diagnosticaron 48 casos entre los afios 2000 y 2014, de los
cuales 17 fueron hombres y 31 mujeres con rangos de edad entre 40 a 60 afios (Gavilanez

Lopez et al., 2016; Lucas & Catald, 2005; Manavela, Juri, Danilowicz, & Bruno, 2010).

1.2.2 Epidemiologia
En la década de los 90°s, con la idea de recabar informacion de la enfermedad y su
epidemiologia, se generaron las primeras bases de datos en los paises europeos Alemania,

Espafia y Bélgica (Gavilanez Lépez et al., 2016).

Gracias a la generacion de estos registros se pudo determinar los porcentajes de
prevalencia de la enfermedad determindndose alrededor de 40 a 95 casos por millon de
habitantes, y segun los datos estadisticos levantados actualmente en Espafia se determinan

anualmente 2.5 casos por millén de habitantes (Gavilanez Lopez et al., 2016).

La acromegalia puede llegar a desarrollarse en ambos sexos y se ha determinado que esta
puede presentarse en distintas poblaciones con mayor incidencia en mujeres, tomando en

cuenta los primeros cambios morfoldgicos entre 19 a 20 afios de edad, mientras que los



cambios mas significativos se pueden llegar a observar a partir de los 40 afios en adelante
donde se realiza el diagnostico y determinacion de la patologia. EI diagndstico tardio de
los pacientes, enfermedades mal controladas y desequilibrios hormonales puede llevar a
la muerte, tomando en cuenta que la mayoria de casos confirmados de acromegalia
presentan un indice elevado de mortalidad entre 2 a 4 veces mas que la poblacién en
general, dependiendo de los niveles de hormona del crecimiento que se encuentre presente

en el torrente sanguineo (Despaigne, Despaigne, & Cascaret, 2015).

1.2.3 Manifestaciones clinicas

La acromegalia es una enfermedad en la cual las manifestaciones clinicas pueden tardar
alrededor de diez afios en presentarse en los pacientes para poder tener un diagnostico
claro. Uno de los primeros signos de padecimiento de acromegalia es el crecimiento de la
cara que genera prognatismo (adelantamiento del hueso maxilar inferior) por crecimiento
de la mandibula inferior, conjuntamente con diastema (separacion de los dientes). Seguido
de estos las siguientes anormalidades en presentarse son: crecimiento de la lengua asi
como de la laringe, generando dificultades respiratorias y crecimiento éseo generalizado

(frente, las manos y pies) (Melgar, Espinosa, Cuenca, Valle, & Mercado, 2015).

Al observar estas manifestaciones clinicas los pacientes acuden a un asesoramiento
médico en el cual se les diagnostica la enfermedad, en donde, el 75 % de los pacientes
presentan un adenoma hipofisario, este adenoma diagnosticado si presenta un crecimiento
elevado, llega a ejercer presion sobre las zonas aledarias de la hipdfisis, esto puede llegar
a invadir los senos cavernosos y aplicar presion sobre los nervios del craneo, que conlleva

a la generacion de cefaleas, asi como la pérdida de la vision dependiendo el tamafio del



tumor (Melgar et al., 2015). En la tabla 1 se puede observar la mayoria de las

manifestaciones clinicas descritas que causa el desarrollo de la acromegalia.

Tabla 1.

Principales signos y sintomas de la Acromegalia.

Signos y sintomas Frecuencia (%o)

Engrosamiento de las partes acras (manos y pies) 55-100
_\/isceromegalia (crecimiento del corazon, tiroides y otros 6rganos 80-90
internos)

Hiperhidrosis (Exceso de sudoracién) 50-90
Avrtralgias (dolores articulares) 35-80
Bocio (crecimiento de la glandula tiroides) 35-70
Irregularidades menstruales 30-85
Diastema (separacion de los dientes) 30-65
Dolor de cabeza 10-60
Sindrome del tanel carpiano (hormigueos y dolor de manos) 25-50
Hipertension arterial 18-50
Reduccion del campo visual 5-61
Intolerancia a la glucosa (diabetes mellitus) 10-70
Disminucion de la libido 12-46
Astenia o fatigabilidad 10-38
Galactorrea (salida de leche por el pezon) 5-36
Apnea del suefio 5-30
Enfermedad coronaria 11-13
Alteraciones del humor / irritabilidad 4-12

Fuente: (AEA Acromegalia, 2018)

1.2.4 Diagnostico

Al presentarse la enfermedad existe una incidencia baja de signos y sintomas hasta en una
década, se debe tener un diagnostico minucioso para detectarla, y al observar cualquier
cambio de las manifestaciones clinicas mencionadas anteriormente, es necesaria la
evaluacion endocrinoldgica con especialistas del tema, los cuales evaluaran un panel

relacionado al estudio hormonal (Vallecillos Tortosa, 2018).



Los especialistas endocrindlogos tienen que ser muy precisos en la evaluacion para
determinar que un paciente padece de acromegalia, ya que, al tener manifestaciones
insidiosas, se puede llegar asumir por los sintomas, que son otras patologias aisladas
como: la diabetes mellitus o la hipertension, que podrian revelar un mal diagndstico con

un incorrecto tratamiento (Torres et al., 2017).

Por lo que la Asociacion Americana de Endocrinélogos Clinicos ha propuesto evaluar
parametros que ya se conocen, que son habituales en las personas con acromegalia, tal
como la sudoracion excesiva, el crecimiento de la mandibula, dolores en las
articulaciones, el sindrome de tdnel carpiano, disminucion de la vision y campos visuales,
una aparicion repentina de diabetes o de hipertension arterial, son algunos de los sintomas
a tomar en cuenta, para posteriormente realizar la evaluacion bioguimica de las hormonas
implicadas y determinar si existe una autorregulacién o si existe una hipersecrecion

autonoma (Katznelson & Atkinson, 2011).

Al tener bien claro estos parametros, se procede a realizar una evaluacion de la
localizacion imageneologica de la patologia o el adenoma que causa el desequilibrio
hormonal, una vez obtenidos los resultados de las evaluaciones, se puede determinar si los

pacientes padecen de acromegalia (Rua, Sierra, & Maya, 2011).

1.2.5 Tratamiento
Una vez diagnosticada la enfermedad, se procede a tomar una decision terapéutica para el
tratamiento de los pacientes, en el que se debe evaluar puntos importantes como la edad

del paciente, morbilidades que estén presentes producto de la patologia, y de igual manera



las caracteristicas del tumor, como su tamafio y donde este se encuentra localizado

(Cordido, Garcia Arnés, Marazuela Aspiroz, & Torres Vela, 2013).

Se debe tomar en cuenta que cualquier tipo de tratamiento a ser aplicado tiene que cumplir
con objetivos como: el reducir la masa tumoral, controlar sintomas producidos por la
enfermedad, tiene que haber un control hormonal de la GH basal con cantidades menores
al 1 ng/mL, la GH post glucosa con cantidades menores a 4 ng/mL, se tiene que controlar
la aparicion de diabetes o la hipertension, y al ir cumpliendo estos objetivos se lograra

disminuir la tasa de mortalidad de los pacientes (Melgar et al., 2015).

Hay que considerar que el tratamiento mas aplicado es la cirugia transesfenoidal (CTE)
microscopica, ya que la tasa de curacion de los microadenomas se encuentra entre un 80
y 90 % y para los macroadenomas se considera una tasa de curacion entre el 50 %. Una
vez realizada la operacién en los pacientes se puede llegar a obtener mejores resultados
mediante técnicas como la radioterapia y el uso de medicamentos especificos (Mercado,

2012).

El uso de la técnica con radioterapia se aplica a los pacientes posoperatorios que presentan
macroadenomas invasivos, y los medicamentos mas utilizados para tratar a pacientes con
acromegalia son los analogos de la somatostatina, ayudando a contralar los niveles de

segregacion de la GH (Cordido et al., 2013).

1.3 Adenomas hipofisarios
Los adenomas hipofisarios (AH) en su gran mayoria son considerados de caracter
benigno, este tipo de tumores causan morbilidad en los pacientes con la patologia,

generalmente por un exceso hormonal en el torrente sanguineo o por el crecimiento
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anormal del tumor el cual comprime las zonas aledafas al mismo, de igual manera pero
en menor porcentaje existen adenomas que pueden tener un comportamiento agresivo

(Buitrago Orjuela, Pardo Santamaria, Lozano, Benitez, & Carvajal, 2018).

La hipersecrecion hormonal y un crecimiento de masa es uno de los mayores sintomas
que presentan los pacientes con adenomas hipofisarios, estos sintomas son controlados
por medio de farmacos agonistas de la dopamina utilizados en el caso de que los tumores
sean secretores de prolactina (prolactinomas), o con drogas analogas de la somatostatina
para los adenomas hipofisarios productores de GH. Alrededor del 25 % de este tipo de
tumores son dificiles de controlar, para los cuales es necesaria la utilizacion de técnicas
como la cirugia o la radioterapia (Castafio et al., 2017). Se ha determinado que en la
poblacién adulta la patologia llega alrededor del 14 al 22 %, mientras que en nifios se
considera una patologia rara con un 3 % de expresion (Iglesias Fuentes, Garcia Rodas,

Tédmala Vera, & Vaca Antepara, 2019).

1.3.1 Clasificacion de Adenomas Hipofisarios

Los adenomas hipofisarios se los clasifica en funcion de diversos parametros como son:
su tipo de secrecion hormonal, su tamafio y el tipo de patologia molecular del cual procede,
causando cada uno un tipo diferente de caso clinico y de fenotipo en los pacientes

afectados (Buitrago Orjuela et al., 2018).

1.3.2 Tipo de secrecion
Dependiendo el tipo de secrecion hormonal que presenta el adenoma, se lo puede clasificar
segun su significancia clinica, presentando adenomas hipofisarios funcionantes y no

funcionantes.
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Los adenomas funcionantes representan el 65 % de los casos presentando manifestaciones
clinicas de relevancia médica para el diagnéstico de diferentes enfermedades entre los
cuales se encuentran los prolactinomas como el mas frecuente con un 50 % de casos,
secretando prolactina en exceso produciendo el acrogigantismo; el de células
somatotropas es el 20 %, secretando grandes cantidades de hormona del crecimiento
promoviendo el desarrollo de la acromegalia; y el de células corticotropas el 10 % el cual
promueve el desarrollo del sindrome de Cushing; se ha determinado que existen tumores
mixtos generados por prolactinomas y somatotropinomas, presentando un doble secrecion

hormonal, predominan en la adolescencia (Castafio et al., 2017).

Los adenomas no funcionantes representan el 35 % de casos, estos tumores no presentan
una importancia clinica, al no presentar una secrecion hormonal significativa, entre los
cuales destacan los siguientes: Gonadotropinomas, siendo los mas frecuentes en la
poblacién mundial con alrededor del 85 %; adenomas de células nulas, presentando una
inmunohistoquimica nula para secrecion hormonal; adenomas silentes, con una
inmunohistoquimica positiva para diferentes hormonas, pero con mayor indice en
corticotropina (ACTH); Adenomas hipofisarios no funcionantes agresivos o atipicos,
aquellos que presentan un indice de multiplicacion elevado; y carcinoma hipofisario, con
presencia de metastasis craneoespinales o multisistémico (Garcia-Manzanares,

Montesinos, Fournier, & Hernandez, 2016).

1.3.3 Tamaiio del adenoma
A los adenomas hipofisarios se los clasifica por su tamafio: en microadenomas cuando su
tamafo es menor a 1 cm, estos tumores pueden ser secretores de diferentes hormonas

asociandolos con diversos sindromes como Cushing, Nelson y enfermedad de Addison
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(Ortega, Aguiar, Marrero, & Casas, 2015), mientras los macroadenomas presentan un
tamafio mayor de un 1 cm, son de caracteristicas benignas y en casos aislados se presentan
como malignos con una metastasis, se presentan en infantes con una edad promedio de 12
afios, estos macroadenomas pueden convertirse en adenomas gigantes presentando un

tamafo aproximado a los 4 cm (Iglesias Fuentes et al., 2019).

1.3.4 Patologia molecular

Los adenomas hipofisarios también se clasifican por su patologia molecular en
esporadicos y familiares. Siendo los esporadicos los mas frecuentes con un 95 % de casos
presentando mutaciones en sus lineas somaticas, mientras que los familiares representan
el 5 % restante con alguna mutacion en su linea germinal (Castafio et al., 2017).

Las alteraciones genéticas a nivel de lineas somaéticas son desconocidas, pero se han
encontrado mutaciones en los genes GNAS (proteina alfa estimuladora de unién a la
guanina) el cual se presenta aproximadamente en el 40 % de los adenomas esporadicos y
en el gen X-LAG (sindrome de acrogigantismo ligado a X) (Vallecillos Tortosa, 2018).
Los adenomas hipofisarios con predisposicidén genética y mutaciones en linea germinal,
se encuentran ligados a la produccion de GH o PRL asociados a diferentes lineas celulares.
Las mutaciones en el gen de la menina (MEN-1 [neoplasia endocrina maltiple tipo 1]) y
el gen CDKN1B relacionado al MEN-4, generan una patologia que puede desarrollar
hiperparatiroidismo, tumores neuroendocrinos o adrenales (Ceballos-Macias et al., 2015).
Cuando el gen PRKARIA, asociado en el complejo de Carney, presenta mutaciones en su
linea germinal en la subunidad 1- a, regula la expresion de la protein-cinasa A, se genera

la presencia de acromegalia asociada con hiperplasia adrenal micronodular pigmentada
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bilateral y se observa mixomas cardiacos y lesiones cutaneas, relacionado con mutaciones
en el complejo de Carney (Ceballos-Macias et al., 2015).

Mutaciones en la familia de genes SDH se asocia con paragangliomas, los cuales se
encuentran presentes en la base del craneo y en la nuca son inactivos, este tipo de tumores
que se denominan neuroendocrinos de células cromafinas se encuentran relacionados con
mutaciones en la familia de genes 3PA (Orrego, 2018).

En el sindrome DICER1 se describen los blastomas hipofisarios y blastomas
pleuropulmonares los que se expresan y desencadenan al existir una mutacion germinal
en el gen DICERL1 (Vallecillos Tortosa, 2018), Mutacion en el gen DICERL1 afecta a la
regulacion de microARN asociandose con el desarrollo de blastomas (Rica & Castafio,
2016).

Cuando se expresan adenomas hipofisarios en dos 0 mas miembros de una familia se los
denomina FIPA, estos casos presentan mutaciones en linea germinal de los genes AIP y
GPR101, presentando casos en pacientes pediatricos o a inicios de la nifiez y adolescencia
(Caimari & Korbonits, 2016). En la figura 2 se indica la clasificacion de las patologias

moleculares de los adenomas hipofisarios.
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Figura 2. Alteraciones genéticas en los adenomas hipofisarios.
El 95 % de las mutaciones son a nivel somatico y el 5 % de lineas germinales.
Fuente: (Castafio et al., 2017)
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1.4 Adenoma Pituitario Familiar Aislado (FIPA)

Se ha determinado que si se encuentran dos 0 méas casos en la misma familia se habla de
adenomas hipofisarios familiares aislados (familial isolated pituitary adenomas [FIPA]).
Los FIPA’s representan entre el 1 al 2 % de los adenomas hipofisarios y dentro de esto las
mutaciones del gen AIP puede representar alrededor del 15 % de los casos (Fajardo-

montafana et al., 2009; Lecoq, Kamenicky, Guiochon-Mantel, & Chanson, 2015).

Los FIPAS dentro de una misma familia pueden presentar adenomas hipofisarios
homogéneos cuando los miembros de la familia afectados tienen el mismo tipo de tumor,
0 adenomas hipofisarios heterogéneos cuando se presenta diferente tipo de tumor, y
presentan una penetrancia variable y en la mayoria de los casos es incompleta,
presentdndose en la segunda o tercera generacion. Los pacientes que presentan un
adenoma hipofisario con una caracteristica clinica de FIPA son diagnosticados al menos
unos 4 afios antes que pacientes con adenomas esporadicos. Las FIPAS heterogéneas con
presencia de prolactinomas se han determinado que presentan caracteristicas mas
agresivas con un mayor tamafo, invasivos y se extienden hacia el quiasma éptico

(Beckers, Aaltonen, Daly, & Karhu, 2013).

1.5 Gen AIP

El gen AIP determinado de esta manera por generar la proteina que interactia con el
receptor de hidrocarburo arilo (AIP), se encuentra conformado por 6 exones, codificando
para una proteina de 37 kDa de 330 aminoacidos, con una distribucion a lo largo de varios
tejidos en el organismo, presentando un tiempo de vida util intracelular de 32.7 horas en
humanos y 30.4 horas en ratones (Hernandez-Ramirez et al., 2016). Se ha comprobado

que esta involucrado con el crecimiento y division celular; y otra de las funciones que
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desempefia es actuar como un gen supresor de tumores, codificando una proteina de
control en la via de proliferacion celular (Genetics Home Reference, 2013).
El gen AIP se encuentra ubicado en el cromosoma 11 brazo g en la posicion 13.2 (National

Center of Biotechnology Information, 2018). Figura 3.

TR I T " B T " N T " B e O T " N N o I T O T N o o, B " B TR - B M N
. Hd A . H4 A P . P T . . o]
T BT T T T T T * P + P T - I I o T T T T I TN = o B T L I Ll T =
A4 ddddd 4 A4 44 d4d 44 d-dd + o T ™o
| P P s T P P ll.aa sl s PP EFPEPE {5 o » S (s

Figura 3. Ubicacion del Gen AIP.
Dentro del cromosoma 11 brazo q locus 13.2.
Fuente: (Genetics Home Reference, 2013)

1.5.1 Funcién del gen AIP
El gen AIP se ha descrito como un gen supresor de tumores, generando una interaccion
entre proteinas que ayuda a regular funciones como el crecimiento y division de las

células, controlando asi la proliferacion celular (Rica & Castafio, 2016).

Al existir mutaciones en la cadena codificante del gen AIP se inactiva la baja penetrancia
del gen, presentando alrededor de 17 al 20 % de familias con FIPA, en casos esporadicos
existe un reporte del 4 al 10 % de casos, y en el 50 % de los casos con mutacion en el gen
AIP se relaciona con un historial familiar positivo. Pacientes con mutaciones en este gen
presentan un inicio temprano con secreciones agresivas de hormona del crecimiento,

prolactina y adenomas mixtos de GH-PRL.

La proteina AIP presenta una caracteristica con siete alfa hélices antiparalelas, las cuales

presentan multiples uniones entre los complejos de las fosfodiesterasas y la proteina
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kinasa A, al presentarse alguna pérdida de estas interacciones se manifiesta el desarrollo

de la tumorogénesis hipofisaria (Ibafiez-Costa & Korbonits, 2017).

Cuando existe un estimulo del receptor del factor estimulante de la hormona del
crecimiento, este interacta con los receptores de la proteina G, esta, conforma una
subunidad proteica con la Gsa uniéndose a la adenil ciclasa, para catalizar la conversion
de ATP a AMPc; la sobreproduccion de AMPc produce la disociacion de la subunidad de
reguladores y catalizadores de la proteina quinasa A (PKA), liberando la subunidad
catalitica el cual es un factor de transcripcion para la expresion de la hormona del

crecimiento (Bizzi, Bolger, Korbonits, & Ribeiro-Oliveira Jr., 2019).

Esta via celular se regula por medio el complejo de las fosfodiesterasas 4A4, trasformando
al AMPc a su forma inactiva 5’AMP; la proteina AIP interactla directamente con el
complejo de fosfodiesterasas por medio de la union de las co-chaperonas ubicadas en el
carboxi terminal de la proteina AIP. Adicional a esto AIP regula la disociacion de la
subunidad catalitica y subunidad regulatoria de la proteina quinasa A. Sin embargo,
mutaciones en el gen AIP intervienen directamente en la expresion de las fosfodiesterasas
incrementando la proliferacion celular y la expresion de la Hormona del crecimiento

(Bizzi et al., 2019).
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Capitulo 2

Materiales y Métodos

La investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular del subproceso
de Anatomia Patoldgica del Hospital de Especialidades Eugenio Espejo de Quito, con
pacientes del servicio de endocrinologia diagnosticados con acromegalia, quienes
accedieron al estudio por medio de una autorizacion escrita para el uso de su muestra
(anexo 1), como control se utilizd6 muestras del personal del servicio los cuales no
presentan la enfermedad.

El estudio se evaludé sobre una poblacién de 32 pacientes diagnosticados con la
enfermedad, previa su autorizacion para realizar la toma de muestra de sangre.

2.1 Toma de muestra de sangre periférica.

La muestra de sangre se obtuvo de cada paciente con previa autorizacion, por medio de
venopuncién, se armo el sistema al vacio que consiste en un soporte, una aguja para
vacutainer y un tubo vacutainer, se ubica la vena donde se va a realizar la puncion, se
coloca el torniquete 10 cm sobre la vena localizada anteriormente, se desinfecta la zona
con algodon embebido en alcohol al 70 % y se procede con la puncién venosa obteniendo
aproximadamente 4 mL de sangre periférica, en tubos EDTA-K3 con la finalidad de evitar
la coagulacion de la muestra, una vez obtenida la muestra, fue etiquetada con los
respectivos codigos de genética clinica, nombre del paciente, fecha y el tipo de prueba a

realizarse, véase Tabla 2. Las muestras se conservan a 4 °C.
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Tabla 2.

Codificacion muestras sanguineas.

Muestra | Codificacion Genética Clinica COd'f'.CaC'.O,n
Investigacion

1 GC17-023 AIP-001

2 GC17-038 AIP-002

3 GC17-039 AIP-003

Elaborado por: Los autores, 2019

2.2 Extraccion de ADN gendmico.

La técnica de extraccion y purificacion de ADN se realizo6 con el kit “High Pure Template
Preparation Kit” de ROCHE, precalentando 50 pL de solucion de elucion (Elution Buffer)
por cada muestra a 70 °C, las muestras fueron homogenizadas con un leve agitamiento
para posteriormente tomar 200 pL de sangre total y colocarla en un tubo eppendorf libre
de nucleasas de 1.5 mL, en un tubo adicional se prepar6 una mezcla que contenia 200 pL
de solucion de union (Binding Buffer) y 40 uL de proteinasa K por cada muestra.

Una vez realizada la mezcla se afiadid 240 pL de esta a cada muestra de sangre, se
homogenizo y se incubd por 10 minutos a 70 °C, en este lapso de tiempo se armo y etiqueto
las columnas de extraccion con su respectivo tubo colector, trascurrida la incubacion a
cada muestra se agregdé 100 uL de isopropanol y se homogeniz6 la solucion, seguido a
esto se transfiri6 aproximadamente 700 puL de la mezcla a las columnas respectivas,
centrifugando a 8000 g durante 1 minuto, lo recolectado en la columna de extraccién se
colocé en un nuevo colector para proceder a los lavados.

Armada la columna se afiadio 500 pL de solucion de removedor de inhibidores (Inhibitor
Removal Buffer) llevando a centrifugacién por 1 minuto a 8000 g, posteriormente se

removid y reemplazo el tubo colector para adicionar 500 pL de solucién de lavado (Wash
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Buffer) centrifugando por 1 minuto a 8000 g, descartando y reemplazando nuevamente el
tubo colector, para afiadir nuevamente 500 pL de solucién de lavado (Wash Buffer) y
centrifugar por 1 minuto a 8000 g y después realizar una centrifugacién a maxima
velocidad por 10 segundos para asegurar que todo interferente sea eliminado.

Por ultimo se descartd el tubo colector y las columnas fueron colocadas en tubos
eppendorf de 1.5 mL previamente etiquetados, donde se afiadieron 50 pL de solucion de
elucién previamente precalentado a 70 °C por cada muestra, las mismas que se
centrifugaron por 1 minuto a 8000 g, se descartd la columna de extraccion y se almaceno
a -20 °C para su posterior analisis (Roche Diagnostic, 2008).

2.3 Cuantificacién de ADN

La cuantificacion se la realiz6 por medio de un espectrofotometro Genova Nano Uv/Vis
de Recor, primero se colocé 2 pL de solucién tampdén de ADN genémico (Elusion Buffer
ADN) con la finalidad de utilizarlo como blanco para la cuantificacion, una vez encerado
el equipo se procedi6 a poner 2 L de la muestra en el lector del equipo, ya terminada la
lectura, se toman los datos y se vuelve a colocar los 2 pL de la solucion tampon, se repitio
el mismo procedimiento para cada muestra (Recor Dental y Quimedic, 2014).

2.4 Amplificacion mediante PCR punto final

Para la amplificacion de las secuencias se establecio un protocolo estandarizado por los
autores, utilizando cebadores especificos para los exones que conforman el gen AIP
descrito por (Vierimaa et al., 2006) véase Tabla 3. Los cebadores fueron diluidos en agua
grado biologia molecular, para obtener una concentracion final de 2 uM, adicional a esto
se analiz6 en la base de datos NCBI (National Center of Biotechnology Information) con

la secuencia (NG_008969.1 RefSeqGene) para encontrar similitud.
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Tabla 3.

Primers especificos utilizados en la investigacion.

E Temperatura | Tamafio del
X0nes a : : : g
amplificar Secuencia de alineamiento | amplicén
() (pb)
1 Fw | CCGAGACATTCCTAGGCTCC 61 397
Rv CTCTCGCCTAAGGCCTCC
5 Fw | GGACTGGACTTCTCCTTGGG 61 347
Rv | GTCTAGCAGAGGGTGGAGGG
3 Fw GATGGTGGTGGGGAAGG 61 359
Rv ACCCCTGGGTGGACAGG
45 Fw | ATGTGGGTCAGGTCTGCTG 61 586
Rv | AAAGGCTAGGTCTTGACCC
5 Fw | AGGAGACATGAGGGCAGGC 62 469
Rv | AACAGCCACCCAAGTACCAG

Elaborado por: Los autores, 2019

La estandarizacion del protocolo para los diferentes exones se detalla en la Tabla 5,

utilizando 3 pL de muestra por cada exon, la amplificacion se la realiz6 en un

termociclador Boeco TC-TE con la siguiente programacion: 40 ciclos dividido en cinco

fases:

Desnaturalizacién inicial: 95 °C, 10 minutos; Desnaturalizacion: 95 °C, 10 segundos;

Alineamiento: 61 °C, 45 segundos; Extension: 72 °C, 45 segundos; Extension final: 72

°C, 10 minutos. Esto se realiz6 para los exones del 1 al 4-5, mientras tanto para el exon 6

la temperatura de alineamiento fue de 62 °C por 45 segundos (Boeco Germany, 2012).
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Tabla 4.

Protocolos de PCR utilizados para cada exon que conforma el gen AIP.

Reactivos Exénl | Exén2 | Ex6n 3 | Exén 4-5 | Ex6n 6
Agua grado biologia 6.7 6.7 6.7 6.7 6.8
molecular (L)

Buffer (uL) 15 1.5 1.5 1.5 1.5
MgCl, (UL) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2
dNTPs (L) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Primer 2 uM (Fw) (uL) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Primer 2 pM (Rv) (uL) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Tag polimerasa (UL) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Elaborado por: Los autores, 2019

2.5 Analisis de amplicones por electroforesis

Para observar las bandas esperadas, se realizé un gel de agarosa al 1 %.En un erlenmeyer
de 500 mL se colocaron 0.5 g de agarosa 'y 50 mL de TBE 1X, los cuales fueron llevados
al microondas por 3 minutos a una potencia de 50 W con la finalidad de que se fundiera
la agarosa en el TBE, una vez obtenida la mezcla, se coloco 2 pL de SYBR Safe DNA
gel stain de invitrogen, se homogenizo6 y coloco en la cubeta con sus respectivas peinetas
hasta que se solidifique el gel (Invitrogen, 2012).

Una vez solidificado el gel, se ubicd la cubeta en la cdmara de electroforesis, donde se
colocé aproximadamente 400 mL de TBE 1X. En un pedazo de parafilm se colocé 2 uL
de tampon de carga 6x DNA Loading de ThermoFisher Scientific por cada muestra, mas
2 UL adicional para el marcador de peso molecular GeneRuler 50 bp DNA Ladder de
ThermoFisher Scientific, se tomé 3 puL de muestra y se homogenizé con el tampon de
carga correspondiente para la muestra, una vez homogenizada la mezcla se pipetea, y

cuidadosamente se coloc6 todo el contenido en el pocillo correspondiente del gel;
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de la misma manera se lo realiz6 con 2 pL del marcador de peso molecular (ThermoFisher
Scientific, 2012).

Cargadas todas las muestras se programo la fuente de poder con 120 voltios, corriente de
80 amperios y 40 minutos, se cubrio de la luz a todo el equipo con la ayuda de un papel
toalla. Una vez que transcurrio el tiempo se retird la cubeta de la cdmara, y se la colocd
en el transiluminador Gel documentation Felix 1040, 18 Mpixel camera de Biostep, que
por medio de fotografias y luz UV fue posible visualizar las diferentes bandas que se logrd
amplificar en la PCR en el programa ArgusX1 7.14 de Biostep. En los casos que existio
amplificacion se conservé los tubos con los amplicones a -20 °C, aquellos que no
amplificaron se descartaron para realizar el proceso de PCR nuevamente (Biostep, 2012).
2.6 Purificacion de amplicones

Para la purificacion de los diferentes exones se utilizd el kit comercial ExoSAP-IT For
PCR Product Clean-Up de Applied Biosystems, se colocé 2 pL de ExoSAP-IT y 5 uL de
muestra, esto se realizé por cada exdn, a cada tubo se le dio un spin para homogenizar la
solucidn. Se obtuvo 5 tubos PCR por cada paciente (Applied Biosystems, 2012d).

Cada tubo de PCR fue llevado al termociclador el cual fue programado de la siguiente
manera: Activacion de la enzima: 37 °C, 15 minutos; Desactivacion de la enzima: 80 °C,
15 minutos, por un solo ciclo; logrando con esto obtener los productos libres de residuos
de cebadores y dNTPs.

2.7 Reaccion de Secuenciacion

La reaccion se llevo acabo6 con el kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing de
Applied Biosystems, realizando de la siguiente manera la Master Mix: agua grado biologia
molecular: 4.15 pL; solucién tampon: 1.75 uL; BigDye: 0.3 pyL; primer forward: 1.6 pL;

primer reverse: 1.6 pL; finalmente se coloca 2 pL del producto purificado previamente.
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Se analiz6 ambas cadenas del ADN de los diferentes exones para realizar la secuencia en
ambos sentidos, utilizando los cebadores directos e inversos, colocando los cebadores en
tubos diferentes. Véase en la Tabla 5 (Applied Biosystems, 2012b).

Tabla 5.

Protocolo para la reaccidn de secuencia para cada cadena de ADN.

Reactivos Primer Forward | Primer Reverse
Agua grado biologia molecular (uL) 4.15 4.15
Solucién tampén (uL) 1.75 1.75
BigDye (uL) 0.3 0.3
Primer (2 uM) (pL) 1.6 1.6
PCR purificada (uL) (2) (2)

Elaborado por: Los autores, 2019

Después de homogenizar los diferentes tubos PCR por medio de un spin, se procedi6 a
colocar los mismos en el termociclador con el siguiente protocolo: primera
desnaturalizacion: 96 °C, 2 minutos; desnaturalizacion: 96 °C 10 segundos; Alineamiento:
50 °C, 5 segundos; Extension: 60 °C, 3 minutos; esto se realiza por 30 ciclos.

2.8 Purificacion de productos de secuenciacion

Esta purificacion se la realiz6 con el kit BigDye Xterminator Purification de Applied
Biosystems, el cual contiene la solucion SAM vy la solucion BigDye Xterminator. En un
tubo eppendorf de 1.5 mL se realizéd una Master Mix entre las dos soluciones del Kit,
colocando 45 pL de solucion SAM y 10 pL de solucion BigDye Xterminator por cada
muestra, se homogenizo por medio de vortex la solucion y en una placa de 96 pocillos se
colocaron 55 L de la Master Mix en cada pocillo, seguido a esto se coloco el volumen
total de la muestra obtenida después de la PCR de secuencia (Applied Biosystems, 2012c).
Una vez que se termind de colocar todas las muestras en la placa, se ubico la alfombrilla

de sellado, y la placa fue llevada a agitacion durante 30 minutos a 6000 rpm, transcurrido
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este tiempo se realizé una centrifugacion a 1000 g por 2 minutos, una vez terminada la
centrifugacion, el plato fue llevado al equipo de electroforesis capilar Genetic Analyzer
3500 de Applied Biosystems.

2.9 Electroforesis capilar

Latécnica se realiz6 por medio del equipo Genetic Analyzer 3500 de Applied Biosystems;
se cred primero la orden de trabajo en el software Data Collection v3.1 proporcionado por
el proveedor, el tipo de ensayo seleccionado fue NEW Rapid_Seq_Assay-POP7, se
eligieron: como se ubicaria el nombre del ensayo en la carpeta y, como se encontraria el
grupo de resultados dentro de la misma (Applied Biosystems, 2012a).

Antes de ubicar la placa en el equipo, se debe colocar en el conjunto retenedor y base 96-
Well Standard de Applied Biosystems para que se acople a este, una vez realizado este
procedimiento, se colocé la placa en el equipo y se procedié a confirmar los parametros
preestablecidos, por ultimo se dio inicio a la corrida (Applied Biosystems, 2012¢).

2.10 Anélisis de resultados

El analisis de las secuencias se realizé por medio del software SeqScape3, permitiendo
identificar de manera rapida y oportuna las diferentes variables genéticas que existian en
las secuencias estudiadas, con la ayuda de este software se encontré la ubicacion, el tipo
de variante y su cigosis, comparando con la secuencia molde NG_008969.1 RefSeqGene
sin variantes genéticas, obtenida del GenBank del National Center of Biotechnology
Information (National Center of Biotechnology Information, 2018).

La interpretacion de cada electroferograma, se lo realiza gracias a que cada una de las
bases nitrogenadas presenta una irradiacion de un color determinado, el equipo recibe y

traduce la sefial, la cual es interpretada por el software presentando diferentes picos
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en intensidad y color, de esta manera se logra realizar la lectura e identificacion de las
variantes.

Las regiones en las secuencias donde se presentaron alglin tipo de variante, fueron
marcadas por el software del equipo logrando de esta manera determinar la ubicacion
exacta de dicho cambio, y modificacion producida a nivel de nucleétidos y
posteriormente, determinar si existid un cambio de un aminoacido por otro, segun el
cbdigo genético.

2.11 Anélisis estadistico

Se evaluaron diferentes variables entre las cuales destacan: el genero, la ubicacion
geogréfica, la edad debut, el tipo de tumor presente y la correlacion de las diferentes
variantes genicas con el desarrollo de la enfermedad por medio del modelo lineal de
variables Dummy. Los parametros evaluados fueron procesados en el programa

estadistico InfoStat/L 2018.

26



Capitulo 3

Resultados y Discusién
3.1 Caracteristicas de la poblacién en estudio
La poblacion en estudio, estuvo comprendida por pacientes diagnosticados con
acromegalia por el servicio de endocrinologia del Hospital de Especialidades Eugenio
Espejo de Quito, los pacientes fueron hombres y mujeres de diferentes edades y
localidades, adicional a esto se obtuvieron los datos del tipo de tumor que presenta cada
paciente, y la edad en la que empez6 a presentar sintomas de la enfermedad.
3.1.1 Relacidn del sexo en la enfermedad
De los 32 pacientes en estudio, 15 fueron hombres, representando el 47 % de la poblacion;
mientras que los 17 pacientes restantes fueron mujeres, representando el 53 % de la
poblacion. De esta manera, se evidencié un mayor nimero de casos en mujeres como lo
describe (Cecenarro et al., 2015); mientras tanto (Rojas, 2003) menciona en su estudio,
que no existe una correlacion entre el género y el desarrollo de laenfermedad. En la figura

4 se indica la distribucion que presenta la acromegalia en relacion al sexo del paciente.

HOMBRE: 15(47%)

MUJER: 17(53%)

Figura 4. Distribucion de la enfermedad respecto al sexo de los pacientes.
Mayor frecuencia en el género femenino.
Elaborado por: Los autores, 2019
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3.1.2 Edad debut de los pacientes

La edad en la que empezaron a presentar signos y sintomas cada paciente, oscila entre los
12 a 62 afios para la poblacion en estudio, presentando una media estadistica de 32.6 +
11.8 afos, a diferencia de los estudios realizados por (Sesmilo, 2013) en Esparia, donde la
edad debut calculada para poblacion en estudio es de 44.2 + 17 afios; de la misma manera
un estudio previo sobre la prevalencia de la enfermedad dentro del Ecuador dirigido por
(Gavilanez Ldpez et al., 2016), nos indica una edad promedio de debut de 47.3 + 16.7
afios en pacientes de la ciudad de Guayaquil.

Por esta razon, se pudo corroborar que la enfermedad puede presentarse en diversos

estadios de la vida del paciente. En la figura 5 se indica la distribucion de la edad debut.
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Figura 5. Distribucion de la edad de desarrollo de la enfermedad.

Promedio de 32 afios en la poblacion en estudio.

Elaborado por: Los autores, 2019
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3.1.3 Tipos de tumores presentes en la poblacion

Dentro de la poblacion en estudio, se logré determinar que 23 de los 32 pacientes
presentaban un macroadenoma secretor de GH, representando un 72 % de la poblacion y,
Unicamente 7 de los 32 casos presentan un microadenoma que representa el 22 % de la
poblacion, indicando que esta directamente relacionado con el desarrollo clinico de la
enfermedad.

Estos datos corroboran estudios previos de (Luque et al., 2016; Tortosa & Webb, 2016)
sobre adenomas secretores de hormona de crecimiento, donde se manifiesta que la
prevalencia de macroadenomas esta relacionado con el desarrollo de la acromegalia por
diferentes factores bioquimicos o moleculares.

Dos de los pacientes en estudio fueron intervenidos quirdrgicamente en otras casas de
salud, por esta razon no se pudo obtener la informacion sobre el tipo de adenoma que
presentaron. En la figura 6 se indica la frecuencia de los tipos de tumor presentes en la

poblacion estudiada, y el porcentaje de incidencia dentro del estudio.

A) B)
SIN DATO: 2(6%)

MICRO: 7(22%)

FRECUENCIA
©

o

MACRO: 23(72%)

MACRO MICRO
TIPO DE ADENOMA

Figura 6. Frecuencia de presencia de adenomas.

A) Frecuencia del tipo de tumor presente en la poblacion en estudio. B) Porcentaje de incidencia de los
tipos de tumor dentro del estudio.

Elaborado por: Los autores, 2019
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3.1.4 Ubicacién geogréfica de los pacientes

Los pacientes que fueron parte del estudio son originarios de varias provincias del pais;
50 % corresponden a la provincia de Pichincha; 9 % a Cotopaxi; 9 % a Tungurahua; 6 %
a Carchi, Manabi, y Loja respectivamente; y 3 % a las provincias de Chimborazo, El Oro,
Sucumbios e Imbabura. Se tuvo como centro médico de referencia al Hospital de
Especialidades Eugenio Espejo de Quito.

En la figura 7 se indica el porcentaje y la distribucion geogréafica por provincias de los

pacientes que conformaron el estudio.

A)

COTOPAXI  PCHINCHA CHMBORAZO ELORD  SUCUMBIOS — CARCHI  TUNGURAKUA  MANABI LOJA IMBABURA
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Figura 7. Distribucion geografica de los pacientes.

A) Relacidn porcentual de la distribucion por provincias de la enfermedad. B) Mapa de la distribucion
geografica de la enfermedad.

Elaborado por: Los autores, 2019
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A nivel de pais no existe un registro de la localizacién de los pacientes afectados con
acromegalia, sin embargo, Gavilanez Ldpez et al., (2018) menciona en su trabajo que
existe una prevalencia de 18.7 casos por millon de habitantes en el Ecuador, corroborando
la informacion presentada por Chanson & Salenave, (2008) quienes en su trabajo
describen a la acromegalia como una enfermedad rara y su tardio diagnostico por parte de
los especialistas en salud.

3.2 Analisis Molecular

3.2.1 Extraccion del ADN

Se obtuvo 50 pL de ADN diluido en el tampdn de elucion de cada una de las muestras de
sangre periférica. Se utiliz6 la cuantificacion de &cidos nucleicos, por medio del
espectrofotdmetro, la concentracion promedio obtenida fue de 62.243 ng/pL y una pureza
de 1.8. Los valores de pureza son similares a los mencionados por Bernal, Castafio-
Cerezo, & Lozano, (2012) donde indican que la relacion de absorbancias de A260/A280
debe presentarse entre el rango de 1.8 y 2.0 para considerarse un ADN libre de
contaminantes y totalmente puro, parametro de importancia para la realizacion de la

secuenciacion (Roche Diagnostic, 2008).

3.2.2 Amplificacion del gen AIP

Las muestras de ADN obtenidas de los 32 pacientes, fueron amplificadas con el uso de la
técnica de PCR de punto final. La correcta estandarizacion de las condiciones de PCR son
el pilar fundamental para la realizacion de cualquier prueba diagnostica en funcion de un
analisis molecular (Jurado-orejuela, Paredes-Amaya, & Libreros-Zufiiga, 2016). Se

amplificaron los 6 exones de los 32 pacientes y 19 controles, presentando bandas Unicas,
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de buena calidad y concentracion para cada region. Los amplicones de cada exdn estan

conformados por: 397 pb, 347 pb, 359 pb, 586 pb y 469 pb respectivamente (figura 8).

600 pb

500 pb

400 pb

350 pb

Figura 8. Comprobacion de amplificacion de regiones codificantes del gen AIP.
Gel de electroforesis con las diferentes bandas obtenidas.
Elaborado por: Los autores, 2019

3.3 Analisis de secuencias

Por medio del programa SegScape3 se pudo analizar la secuencia codificante completa
del gen AIP, logrando identificar variantes en los diferentes exones, obteniendo un total
de 8 polimorfismos y 1 mutacién en la poblacion que presenta la enfermedad, mientras
que en los controles se reportan 2 variantes.

3.3.1Ex6n 1

En los pacientes con acromegalia se encontr6 un cambio de una guanina por una citosina
en la posicion 70 de la cadena codificante, produciendo un cambio del aminoacido acido
glutamico (caracter acido) por la glutamina (caracter neutro); al ser esta una mutacién un

cambio de sentido, produce una proteina incapaz de cumplir las funciones normales para
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la cual es codificada (Galan Chilet, 2015). Este cambio se encontrd en dos pacientes sin
ningun tipo de relacion el uno con el otro, representando el 6.3 % de la poblacion.
Hernandez-Ramirez et al., (2015) describen una mutacion en la misma posicién pero con
el cambio ¢.70 G>T, con una poblacion de 238 individuos analizados de los cuales 9
pacientes presentaron la mutacion, esta mutacion esta asociada con una proteina truncada,
lo que provoca la aparicion de un codon terminador formando proteinas incompletas, la
cual se considera patogenica.

La variante encontrada no ha sido reportada en bases de datos, en la base de datos
(ClinVar, 2017) se reporta una mutacion en la posicion ¢.72 G>C la cual produce un
cambio del aminoacido acido glutdmico por el &cido aspartico con una significancia
clinica incierta, ya que no se conoce la afectacion clinica que produce esta mutacion.
Dentro del analisis del grupo control no se evidencio la presencia de ninguna variante en
este exon.

3.3.2Exén 4

Un paciente present6 el cambio de nucledtido en la posicion 516 de la cadena de ADN, la
variacion de una citosina por una timina, siendo una mutacién sinénima ya que se codifica
el mismo aminoécido (acido aspartico) que la secuencia molde. Esta variante corresponde
al 3.2 % de la poblacién en estudio; Buchbinder et al., (2008) reporta esta variante como
patogénica, presentando una significancia clinica en el desarrollo de adenomas
productores de GH, su estudio estuvo comprendido por una cohorte de 110 pacientes
caucasicos de Alemania, evidenciando la presencia del polimorfismo D172D en tres
pacientes con acromegalia; sin embargo (Karaca, Taheri, Tanriverdi, Unluhizarci, &
Kelestimur, 2015) reporta que dicho polimorfismo es de caracteristicas benignas. En el

grupo control no se encontrd ninguin cambio en la cadena de ADN en este exon.
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3.3.3Exon 5

Los pacientes con acromegalia, presentaron tres variantes génicas en el exén 5:

El cambio de una citosina por una adenina en la posicion 628, se encontrd en sus
dos formas de cigosis, dicho cambio produce el aminoacido lisina (caracter basico)
en lugar del aminoacido glutamina (caracter neutro); este cambio genera una
mutacion de cambio de sentido la cual puede ocasionar la codificacion de una
proteina con una actividad mayor promoviendo el desarrollo de adenomas (Roig
Fernandez, 2017).

La variante ¢.682 C>A se present6 en el 100 % de los pacientes, 31 en homocigosis
y 1 en heterocigosis; de igual manera en la muestra control también presento esta
variante génica en sus dos formas de cigosis presentandose 1 caso en heterocigosis
y 18 casos en homocigosis. Yarman, Ogret, & Oguz, (2015), presentaron en su
trabajo la relevancia que presenta este polimorfismo en las personas con
acromegalia, debido a que esta variante se encuentra en la region final del gen por
lo que presenta una gran importancia en el desarrollo de adenomas, a pesar de no
presentar significancias clinicas al ser una variante de caracter benigna, este autor
solo describe el polimorfismo en homocigosis; a pesar que estos estudios muestran
una importancia clinica, en nuestro estudio ponemos en evidencia que esta variante
no puede ser tomada en cuenta para un diagndstico de la enfermedad en la
poblacién ecuatoriana, ya que se presenta tanto en pacientes con acromegalia como
en un grupo de personas sanas, por lo que se podria estar comportando como un

polimorfismo poblacional.
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e En la posicion 729 se encuentra el cambio de una guanina por una adenina, en el
31.3 % de los pacientes, dando como resultado la codificacion de un aminoacido
igual al presentado por la referencia, codificando para la valina. En el grupo
control no existio la presencia de esta variante en ninguno de los casos.

e EI cambio de una citosina por una timina en la posicion 741 se encontré en el 25
% de los pacientes, produciendo un aminoacido igual al de la referencia siendo
este una tirosina. Dentro del grupo control no se evidencid la presencia de esta
variante.

Para ambos casos no existen reportes sobre las variantes, por lo que este seria el
primer reporte, para los pacientes ecuatorianos.

3.3.4 Exbn 6

En el exdn 6 se describen 3 variantes a lo largo de su cadena codificante:

e El cambio en la posicion 920 de una adenina por una guanina, genera el cambio
de una glutamina (caracter neutro) por una arginina (caracter basico). Este cambio
se presentd en el total de la poblacion en estudio, encontrandose tanto en pacientes
como en el grupo control, por lo que no podria ser utilizada como marcador
molecular para el diagnéstico de la enfermedad, ya que se podria estar
comportando como un polimorfismo poblacional dentro del pais. Yarman et al.,
(2015) describen de la misma manera a este polimorfismo en una poblacién turca
de 151 pacientes con adenomas hipofisarios y 70 controles en el estudio,
evidenciando la presencia del polimorfismos en la poblacion, por lo cual le da la

categoria de benigno en su significancia clinica.
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e En la posicién 808, se presento el cambio de una adenina por una guanina en la

cadena codificante, asociada con el cambio de acido glutdmico (caracter acido)

por la lisina (caracter basico), dicha variante se identifico en un solo paciente

representando el 3.2 % de la muestra, en el grupo control no existié este cambio

en ningun caso. No existen reportes sobre esta variante.

e Enla posicion 1053, un solo paciente present6 el cambio de una guanina por una

citosina en heterocigosis, a pesar de presentarse el cambio en la cadena codificante,

no existe el cambio de aminoécido (mutacion sinénima) codificando una leucina.

Este cambio no se evidencio en el grupo control. Esta variante no se encuentra

reportada en bases de datos, siendo este su primer reporte.

En la tabla 6 se indica las variantes encontradas y su cambio aminoacidito. En la figura 11

se indica la distribucidén de las variables dentro del estudio.

Tabla 6.

Ubicacion de variantes.

Codén Aminoéacido

Aminoécido

Nomenclatura

mutado nprmal modificado peptidica Referencia
Exonl | c.70 G>C Acido Glutamina 0. E24Q Primer reporte en
glutdmico ] este estudio
Ex6n4 | c516 C>T | Acido aspértico | /190 p. D172D (52276020
aspartico
Ex6n5 | c.682 C>A Glutamina Lisina p. Q228K rs641081
Ex6n5 | ¢.729 G>A Valina Valina p. V243V Primer reporte en
este estudio
Exén5 | c.741C>T | Tirosina Tirosina p. Y247Y Primer reporte en
) este estudio
EX6n6 | c.808 A>G Lisina Acido p.K270E | Primerreporte en
glutdmico este estudio
Ex6n 6 | ¢.920 A>G Glutamina Arginina p. Q307R rs4930199
. €.1053 . . Primer reporte en
Exén 6 G>C Leucina Leucina p. L351L este estudio

Elaborado por: Los autores, 2019
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La mayoria de variantes encontradas en la investigacion se encuentra en los exones 5y 6
(figura 9), corroborando informacién de diversos autores, quienes mencionan que las
variantes en las regiones finales del gen AIP, se encuentran relacionadas con una vida
significativamente mas corta de la proteina, afectando principalmente a la region carboxi-
terminal de la proteina, cambios conformacionales dentro de la proteina se asocian con un
menor tiempo de vida intracelular de la misma, aumentando el indice en el desarrollo de
los adenomas hipofisarios secretores de hormona del crecimiento (Bizzi et al., 2019;

Chahal, Chapple, Frohman, Grossman, & Korbonits, 2010; Lecoq et al., 2015).

Exon 1 Exon 2

Figura 9. Ubicacion de las variantes descritas en el estudio.

Se encontraron variantes génicas en los exones 1, 4, 5y 6, con mayor distribucion de variantes en la
parte terminal del gen AIP.

Elaborado por : Los autores, 2019

A nivel mundial, las variantes D172D, Q228K Y Q307R se reportan como patogénicas y
con predisposicién al desarrollo de adenomas hipofisarios, esto correlacionado con el
presente estudio pone en evidencia la diferencia entre la poblacion europea y la
ecuatoriana presentando las mismas variantes sin implicancia clinica. En la tabla 7 se
indica tres diferentes estudios en el gen AIP con la distribucion de las variantes en las
distintas poblaciones estudiadas a nivel mundial y la correlacién con la poblacién

analizada en este estudio.
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Tabla 7.

Comparacion de estudios a nivel mundial en el gen AIP con la presente investigacion.

Variantes poblacién ecuatoriana

Otros estudios

Coddn | Nomenclatura Nug;ero (Esmﬁggf{ (Buchbinder (00 et al.,
mutado peptidica pacientes | al., 2015) et al., 2008) 2015)
c.70G>T 9
Casos de
c.70 238
GI>C p. E24Q 2 estudiados No descrita No descrita
descrita
como
patogénica
3 pacientes de
110
c.516 . estudiados, .
C>T p. D172D 1 No descrita descrita como No descrita
polimorfismo
silencioso
114 Pacientes
estudiados, se
€.682 . : reporta el
CSA p. Q228K (H) 31 No descrita | No descrita polimorfismo
en pacientes y
controles
%:ESA% p. Q228K (HT) 1 No descrita | No descrita No descrita
((:312: p. V243V 10 No descrita | No descrita No descrita
CC7>AI|_1 p. Y247Y 8 No descrita | No descrita No descrita
c.808 . : .
ASG p. K270E 1 No descrita | No descrita No descrita
114 pacientes
estudiados, se
.920 . : reporta el
ASG p. Q307R 32 No descrita | No descrita polimorfismo
en pacientes y
controles
0'612(5:3 p. L351L 1 No descrita | No descrita No descrita

Elaborado por: Los autores, 2019
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3.4 Andlisis estadistico

En base a la correlacion estadistica por medio del modelo lineal de variables Dummy, se
evidencié que la variante V243V, puede estar asociada con el desarrollo de
microadenomas (p = < 0.05), esta variante se encontré en mayor proporcion en los

pacientes comparacion a las otras variantes descritas.
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Conclusiones

Se encontraron 9 variantes génicas, E24Q, D172D (H), Q228K (HT), Q228K (H), V243V
(H), Y247Y (H), Q307R (H), K270E (H), L351L (HT), dentro de las cuales las variantes
Q228K (HT), Q228K (H) y Q307R (H) se encontraron tanto en pacientes con la

enfermedad como en el grupo control en el 100 % de los casos.

Se reportan cinco variantes nuevas para el gen AlIP para la poblacion con acromegalia del
Ecuador E24Q, V243V (H), Y247Y, K270E, L351L. La variante V243V se correlaciona

con los microadenomas en pacientes con acromegalia (p = < 0.05)

Las variantes D172D, Q228K, Q307R, han sido asociadas con el desarrollo de adenomas
hipofisarios, sindromes de predisposicion al cancer de caracter benigno, y se encuentran
ubicados dentro de los adenomas hipofisarios aislados familiares “FIPAS”. Sin embargo,
en nuestro estudio las variantes Q228K (H) y Q307R (H) fueron reportadas en pacientes

y controles, por lo que se pueden comportar como polimorfismos poblacionales.

En el Ecuador el rango de edad debut oscila entre los 12 a 62 afios, con una media de 32
afios, la aparicion tardia de la enfermedad en nuestro pais puede deberse a que el

diagndstico demora entre 10 a 15 afios.
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Recomendaciones

Mantener en constante seguimiento a los familiares de los pacientes diagnosticados con
acromegalia en etapas tempranas, para bridarles un asesoramiento genético, lo que
ayudard a identificar la existencia de algin polimorfismo o mutacién en el gen AIP, que
podrian llegar a ser adquiridas o hereditarias, considerando el estado genealdgico del

paciente.

Realizar el estudio del gen AIP con un nimero mayor de muestras con la final de
determinar si las variantes Q228K y Q307R se comportan como polimorfismos

poblacionales ecuatorianos.

Procurar sectorizar la atencion médica de los pacientes con enfermedades raras, con el fin
de poder brindar una atencién global y sistematizada a todos los pacientes y de esta manera

poder obtener los datos necesarios para futuras investigaciones y tratamientos.

El trabajo multidisciplinario entre los diferentes servicios promueve un avance técnico-
practico en los diversos roles ocupados por cada especialista. Es de vital importancia
contar con el recurso humano correspondiente y capacitado para cada area dentro de

investigacion.
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Realizar el estudio de los genes: GNAS, GPR101, HGH/PRL relacionados a mutaciones
en lineas tumorales, y los genes: X-LAG, MEN 1, MEN 4, PDE8, PDE11A, al complejo
SDHX y DICER1, relacionado a mutaciones en lineas germinales; con el fin de

establecer un panel genético para el correcto diagndéstico de la enfermedad.
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AnNexos

Anexo 1. Formato de consentimiento informado

{

HOSPITAL DE ESPECIALIDADE 5 EUGENIO ESPEJD
COMSENTIMIENTO INFORMADO

1. Informacion general

En &l Hospital de Especialidadzs Eupenic Espejo en la ciudad de Quito, a los __ dias dal
mes de del 201_, se procede 3 la emision del acta de consentmiento

informado relativa al estudio molecular de=

2. Informacion relativa al pacients

El pacienie , can
cedula de identidad . vecing de

., matural de .
de pénero v estado civil

Informacion del estudio

Este documents sirve para gue usted, o quisn ko represente, de su consentimiento para la

participacidn de I3 toma de muesira en esta infervencidn y posterior diagnostico de la

enfermedad. Esto significa gue nos autoriza 3 reshzarls. Usted puede retirar este
consentimients cusnds ko desee. Firmarlo no l2 obliga a usted a realizarse | intervencicn.

De su rechazo no se derivara ninguna consecuencia adversa respecto a la calidad del resto

de |z atencicn recibida. Andes de firmar, es importante que lea despacio la informacion

siguiente.

21 En que consiste: Exfraccion de una musstra biologica (sangre wenosa periférica)
destinada a la realizacidn de estudios geneticos.

2.2 Como se realiza; Se proceders a la extraccion de musstra de sangre venosa perifarica
por venopuncidn, medisnte solicitud emitids por el facultativo autorizado ¥ segon los
IManuales de Toma de Muestras del Laboratoric Clinico.

2.3 Qué efectos le producira: I3 venopuncitn provocara ligem dobor tras la insercion de la
agujs. La aparicion 42 un ligero hematoma, que se evitard aplicands una presidn
adecuada fras ls puncidn venosa.

24 En qué le beneficiara: El estudio genstico aportard informacion gque ayuds en al
diagnéstico de la erfermedad estudiada.

2.5 Qué riesgos tiene: Cualguisr actuacion médica tiene riesgos. Por eso es importants
que usted conozea los riesgos que pusdsn aparecer en este proceso o intersencion.
Los efectos secundarios de una extraccion de sangre son pocd CoOMmANes,

Elaborado por: Los autores, 2019
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3. Ofra informacion de interés

El esfudio rdlaculsr de: , pusds ayudar
a la confirmacion del dizgndstico clinica, con el fin de realizar wna deteccion precoz ¥
empezar el frafamients de k& enfermedad. De dicha informscion == pusden derivar
repercusiones para otros miembros de su familia de padecsr dicha enfermedad y el riesgo

de fransmitirls 3 su descendenciz. Asi mismo pusden aparecer problemas psicologicos o
conductuales derivados de la informacion obtenida.

Enfre las limitaciones de estos examenes hay que fensr en cusnta que en algunas
ocasiones I3 téonica actusl no permite la deteccion 42l 100% de la causa de |3 enfermedad
en estudio, con lo cual el resultado no concluyenta no cambiard la conducta clinica.

La rmusstra obtenida se guardara siempre cumpliends con las normas establecidas de
bioseguridad del [aboratoro comespondiente vy respetando la confidencialidsd de los

resultados los cuales seran divulgados solo al pacienie o su represeniants kegal.

4. Profesionzles oque interviensn en el proceso de  informacion  ylo
consentimiento

Apallidos y Mambre Cargo Fecha Firma

3. Consentimiento

o, , manifizstc que estoy conforme con 3
intervencidn que == me ha propuessto. He leido v comprendido |a informacion anterior. He

podido pregurtar y aclarar todas mis dudas. Por esa he tomado conscients y librements la
decisidn de auiorizarla. También s que puedo refirar mi consentimiento cuando lo estime

opariunc.
L | N Auiorizo |3 conservacion v wiilizacidn posterior de mis musstras bickgicas
para disgnadstico relacionada directaments con |s enfermedsd que padezco.

En cuidad de Quito, 2 los __ dias del mes de del 20

Firma del pacients Firma del representante legal

Elaborado por: Los autores, 2019
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Anexo 2. Formato de registro de pacientes

) ) . TIPO
COADI|I§30- EDAD PROVINCIA CUANE;L?_)AClON PUREZA RESULTADO SECUENCIACION SEXO EI)EI?BAUDT DE
Exonl [ Exon2 | Exon3 | Exén4 Exon 5 EX6n 6 TUMOR

AIP-001 32 COTOPAXI 104.520 1,860 WT WT WT WT Q228K (H) + V243V Q307R (H) MUJER 30 macro
AIP-002 19 PICHINCHA 43.313 1,836 WT WT Q228K (H) Q307R (H) + K270E HOMBRE 16 macro
AIP-003 14 PICHINCHA 26.026 2,000 WT WT WT WT Q228K (HT) + V243V + Y247Y Q307R (H) HOMBRE 12 micro
AIP-004 20 CHIMBORAZO 47.378 1,753 WT WT WT WT Q228K (H) + V243V Q307R (H) HOMBRE 18 macro
AIP-005 43 COTOPAXI 143.740 1,828 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) MUJER 43 macro
AIP-006 58 COTOPAXI 15.463 2,015 WT WT WT WT Q228K (H) + V243V + Y247Y Q307R (H) HOMBRE 54 macro
AIP-007 54 EL ORO 64.785 1,956 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) MUIJER 44 macro
AIP-008 42 SUCUMBIOS 32.933 1,880 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) MUJER 37 micro
AIP-009 38 CARCHI 3605 1,922 E24Q WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) HOMBRE 32 macro
AIP-010 69 PICHINCHA 5.815 1,998 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) MUJER 50 macro
AIP-011 35 PICHINCHA 73.354 1,723 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) HOMBRE 27 macro
AIP-012 61 PICHINCHA 3.189 1,811 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) HOMBRE 35 macro
AIP-013 42 PICHINCHA 20.942 1,831 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) HOMBRE 19 macro
AIP-014 35 PICHINCHA 46.753 1,841 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) MUJER 30 macro
AIP-015 36 PICHINCHA 69.434 1,884 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) MUIJER 35 macro
AIP-016 64 PICHINCHA 64.953 1,823 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) HOMBRE 62 macro
AIP-017 45 PICHINCHA 40.220 1,805 WT WT WT D172D Q228K (H) Q307R (H) MUJER 35 macro
AIP-018 38 TUNGURAGUA 49,213 2,264 WT WT WT WT Q228K (H) + V243V + Y247Y Q307R (H) MUJER 28 micro
AIP-019 39 MANABI 70.788 1,751 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) MUIJER 36 macro
AIP-020 39 CARCHI 94,853 1,881 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) HOMBRE 36 macro
AlIP-021 31 PICHINCHA 40.559 1,992 WT WT WT WT Q228K (H) + V243V + Y247Y Q307R (H) + L351L (HT) HOMBRE 18 macro
AIP-022 45 LOJA 29.611 1,94 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) MUJER 38 macro
AIP-023 29 PICHINCHA 32.36 1,925 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) MUJER 24 micro
AIP-024 54 PICHINCHA 50.459 1,758 WT WT WT WT Q228K (H) + V243V + Y247Y Q307R (H) MUJER 34 micro
AIP-025 41 PICHINCHA 53.496 2,165 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) MUIJER 36 -

AIP-026 26 PICHINCHA 152.31 1,883 WT WT WT WT Q228K (H) + V243V + Y247Y Q307R (H) MUJER 16 macro
AIP-027 29 TUNGURAGUA 81.624 1,747 E24Q WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) HOMBRE 18 macro
AIP-028 53 LOJA 17.389 1,87 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) MUJER 48 macro
AIP-029 56 TUNGURAGUA 42.241 2,117 WT WT WT WT Q228K (H) + V243V + Y247Y Q307R (H) HOMBRE 40 micro
AIP-030 29 PICHINCHA 60.911 1,883 WT WT WT WT Q228K (H) + V243V + Y247Y Q307R (H) HOMBRE 23 macro
AIP-031 43 IMBABURA 77.283 2,087 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) HOMBRE 31 -

AIP-032 45 MANABI 121.13 1,975 WT WT WT WT Q228K (H) Q307R (H) MUJER 39 micro

Elaborado por: Los autores, 2019
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Anexo 3. Variantes encontradas en el gen AlP de pacientes con acromegalia
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Anexo 5. Proyecto de Vinculacion Caracterizacion psicosocial, clinica y molecular
en pacientes con acromegalia del Hospital de Especialidades Eugenio Espejo

OBJETIVODE  |Caracterizar el comportamiento psicosocial, caracteristicas clinicas y alteraciones maleculares en pacientes con acromegalia del
DESARROLLO  [Hospital de Especialidades Fugenio Espejo,

I i i INFORME DE PROYECTOS g s
#DSATESIANA NFORME DE PROY de mayo de 2018

PEDIDD L Aprobacion del proyecto ]
::(l)\:l;g ;EL | Caracterizacion psicasotial, dinicay molecular en pacivntes con acromegalia del lospital de Especialidades Eugenio Espejo ]
PROGRAMA I 0

VINCULACION Investigacién social (5.1}

INSTITUCION DURACION DEL
EXTERNA lospital Eugenio Espejo PROYECTO abril 2018-octubre 2019
INVOLUCRADA
TALENTO
Germania Kacolys ” i
HUMANO Juan Carlos Romero Carrera UPS Biotecnologia y Psicolagia
EJECUTOR
ESTUDIANTES L lossue Mlejandro Ramirez Loaiza, Carlos Julio Rocha Mendicta; Gema Elizabeth Arévaln Covefia
PARTICIPANTES
OBJETIVOS DE Objetivo especifico Indicador Meta Medios de verificacion
DESARROLLO, z denticados
¥ do adbcsiion Ko Contar con e 0% de ls
INDICADOR Y No. de akechdos que p : TR
META Identficar los conflicios conticks psicosnciaies "mn s
Fe! :; s:;ale:aqlf d’i‘; snil,l n s [Nn. de conficos peionsociles acuden al HEE y a denicacion [Fichas madicas
znbv ol d:d d: ik enconyados y qua muesiian de la variable de confick
: o ! ila en los - psicosocial 6on mayor
No. akcados que requisren PRI
Mo. de grupos conformados por s [ Al Smine del proyech se cuenta
Lr.l‘wemenm.pmgrafms d? ) PRSI con un programa de
X LB ; No. du sesiones realzadas paiiami probado par | Makices de seguimienis de
ke :;a"di'd o ¥i0a 40 0. 60 evaluna lzadas  |ol HEE y ol §3% de lns acdvidados.
2 ¥ g feclad kchdos presentan en
entrmdad de acromegafa. Ro. de que p 5 4
meork en su caidad de vida su calidad de vida
No. de muesyas bmadas da ks
Ci i lecularment: el = o
Vel No. de de |. :
qen AIP implicado en el desarrolin fos alackidios C 1 al menos el 80% de
de la Acromenalia, que ayudark a N0, 98 raalioRnGS SOBN e de bs akciados de Inkrme de resuliados.
la dekerminacidn de los bioores uf 0 ka que tene el HEE,
hereditarios y a su prevencinn, Ug 6n 6l gen AIP.
i P " |No. de mutaciones que estin
asociadas a la acromegalia
Tipo (Exteminemo)  Flnancamients Mooko iotal - Observaciones
El sigulente valor se divide de la siguiente manera;
PRESUPUESTO

1. USD 2833.92 conespande &l costo lora de los docentes de fas Camera de
intemo ups 6853.72 Psicologia y Bisecnivlogia, no es un valor d L para el proy

2. USD 019,80, es un valor desembolsable para o DIGY ECI0 QUE SE ESUmird
dostie o Vicemegiorado para la compra do 1os reantvos y moviizackn

Hospital Eugenio 24350 El fnanciamiento serd en recursce hamanes, malenales y reocivos parael
Espejo secuenclamientn y andlisis de 135 secuencias.

Exlemo

Resolucién Consejo de Carrera de Psicologla No, 0501-011-2018-04-24
Resolucion Censeio de Camera de Biolecnologia Mo. 0490-014-2018-04-16

h " 2
EVICERMACTRMA L

U3 #AY0

— V] T
S5 1 0 I //24"/-’- /
Mgs. Nancy Dastidas \ Ph.DUdsé Juncasa i

REVISION APROBACION i B 2:-1

DIRECTORA DE VINCULACION CON VICERRECTOR i “dvidricion

LA SOCIEDAD UPS SEDE QUITO SEDE QUITO b o i e s S
i N SV A - SEANT P
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UNIVERSIDAD POLITECNICA

JSALESIANA

ECUADOR

Oficio N° 011
Quito, D.M. 24 de abril de 2018

Master
Bastidas Arroyo Nancy
Directora Técnica de Vinculacion con la Sociedad Sede Quito

Presente

De mi Consideracion

EI CONSEJO DE CARRERA PSICOLOGIA SEDE QUITO reunido el 24 de abril del 2018, resolvi6:

RESOLUCION No. 0501-011-2018-04-24

El Consejo de Carera de Psicologia, resuelve: AVALAR el Proyecto: CARACTERIZACION PSICOSOCIAL, CLINICA ¥ MOLECULAR EN
PACIENTES CON ACROMEGALIA DEL HOSPITAL DE ESPECIALIDADES EUGENIO ESPEJO, presentado por el docente Romero Cruz Juan
Carlos, respensable del proyeclo que se va a realizar en conjunto con la Carrera de Bi gia de los Ri

Atentamente,

ECGICN DE CARRERA
il DE PSICOLOGIA

ECUAQOG

= 5 -
ifio Eduardo Grondona Opazo
PRESIDENTE CONSEJO DE CARRERA

27-ABR-2018 15:27:08
PAGINA: 1 DE 1

SECRETARIA DE CAMPUS EL GIRON

Av. 12 de Octubre N24-22 y Wilson « Bloque A, PB - Teléfonos: 3962 800 / 3962 900 Ext.: 2126
Teléfono directo: 3962 819 « Correo electrénico: eacosta@ups.edu.ec
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UNIVERSIDAD POLITECNICA

SALESIANA

ECUADOI

Oficio N° 014

Quito D.M., 16 de abril de 2018

Sefiora Doctora
Nancy Bastidas

Directora Tecnica de Vinculacion con la Sociedad

Presente

De mi Consideracion

El CONSEJO DE CARRERA BIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSOS NATURALES SEDE QUITO reunido el 16 de
abril del 2018, resolvié:

RESOLUCION No. 0490-014-2018-04-16

El Consejo de Carrera de Bic logia de los R Naturales, Ive; AVALAR el Proyecto "CARACTERIZACION PSICOSOCIAL,
CLINICA Y MOLECULAR EN PACIENTES CON ACROMEGALIA DEL HOSPITAL DE ESPECIALIDADES EUGENIO ESPEJO", presentado por
Ia docente Germania Karolys del Area de Vinculacion de la Carrera, proyeclo que se va a realizar en conjunto con la Carrera de Psicologia.

Atentamente,

| 7 { / "

&J i g
T o | 7 =
Diana ll'.ucia Calero Consuegra
PRESIDENTE CONSEJO DE CARRERA

17-ABR-2018 16:16:01
PAGINA: 1 DE 1

SECRETARIA DE CAMPUS EL GIRON

Av. 12 de Octubre N24-22 y Wilson « Bloque A, PB » Teléfonos: 3962 800 / 3962 900 Ext.: 2126

Teléfono directo: 3962 819 « Correo electrénico: eacosta@ups.edu.ec
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CON LA SOCIEDAD

DIRECCION DE VINCULACION CON LA SOCIEDAD

Carreras: Ingenieria en Biotecnologia de los Recursos Naturales y Psicologia

PROYECTO: CARACTERIZACION PSICOSOCIAL, CLINICA Y MOLECULAR EN PACIENTES CON
ACROMEGALIA DEL HOSPITAL DE ESPECIALIDADES EUGENIO ESPEJO

Entidad Solicitante : Hospital Eugenio Espejo

Entidad proponente : Universidad Politécnica Salesiana, Carrera de Psicologia, Carrera de
Biotecnologia de los Recursos Naturales

Quito, —marzo, 2018

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSOS NATURALES

Campus el Girén, Bloque B, Av. Isabel La Catélica N23-52 y Madrid « Teléfono directo: 3962 878
Teléfonos: 396 2800 / 396 2900 Ext: 2217 « Correo electrénico: dealero@ups.edu.ec
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L\ ? SALESIAVMLARIO PARA LA PRESENTACION DE PROYECTOS DE vmcumcm ‘

‘ CON LA SOCIEDAD - UPS

1. INFORMACION GENERAL

1.1. Titulo del proyecto
Caraclerizacion psicosocial, clinica y molecular en pacientes con acromegalia del Hospital de
Especialidades Eugenio Espejo

1.2. Area del Conocimiento:
Ciencias Sociales y del Comportamiento Humano, Ciencias de la Vida.
1.3. Tiempo de Duracién
1.31.  Fecha de inicio: abril 2018
1.3.2.  Fecha de finalizacion: octubre 201%
1.3.3.  Duracion total: 18 meses entre abril 2018 y octubre 2019
1.4, Instituciones participantes
Contactos Institucionales:
Hospital Eugenio Espeijo: promotora
Nombre: Dra. Gabriela Jaramillo

Teléfono: 0987234136
Correo: gaby_jaramillok@yahoo.com

Universidad Politécnica Salesiana:

[ Carrera de Biotecnologia Carrera de Psicologia

Germania Karolys Juan Carlos Romero
Teléfono: 3962 800/900 ext. 2298 Teléfono: 3962 800/900
Correo: gkarolys@ups.edu.ec Correo: jromeroc@ups.edu.ec

1.5. Financiamiento (resumen del presupuesto)

Tipo Financiamiento Monto total  Observaciones
(Externo/Interno)
UPS 6853.72 El siguiente valor se divide de la siguiente manera:

1. USD 2833.92 corresponde al costo hora de los
docentes de las Carrera de Psicologia y Biotecnologia,
no es un valor desembolsable para el proyecto

2. USD 4019 .80, es un valor desembolsable para el
proyecto que se asumira desde el Vicerrectorado para
la compra de los reactivos y movilizacion:

Externo Hospital Eugenio 28350 El financiamiento sera en recursos humanos
Espejo (diagnostico médico) materiales y reactivos durante el
diagnéstico de la enfermedad.

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSOS NATURALES

¥
Campus el Girén, Bloque B, Av. Isabel La Catélica N23-52 y Madrid « Teléfono directo: 3962 878
Teléfonos: 396 2800 / 396 2900 Ext: 2217 « Correo electrénico: dealero@ups.edu.ec
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1
‘1 %
Elf proyecto se lo realizara a pacientes con acromegalia del Hospital Eugenio Espejo de Quito, que
acuden de varias provincias del pais.

2. DIAGNOSTICO

2.1. Linea base
Las enfermedades catastroficas son un problema social debido a la incapacidad que causan, esta también
la discriminacion y la exclusion de los diferentes grupos sociales, afectando de manera directa a las
personas con estas enfermedades. Por parte del gobierno se han establecides leyes que apoyan a las
personas con discapacidad a ser incluidas por la sociedad en ambitos laborales y sociales, considerando
ademas, la atencion de calidad con respecto a la salud o educacion, como lo menciona la constitucion en
el articulo 48 y el articulo 50. (Asamblea Nacicnal, 2008)

La Acromegalia es una enfermedad cronica multisistémica causada por la segregacion excesiva de
hormona del crecimiento, usualmente causado por el desarrollo de un tumor benigno en la glandula
pituitaria, en raras ocasiones la patologia se puede presentar de manera paranoplastica por la presencia
de tumores en los organos ubicados a nivel del torax. Los principales signos y sintomas de la enfermedad
son el crecimiento desproporcionado del esqueleto, tejidos blandos y organos internos, causando
principalmente el crecimiento excesivo, produciendo malformaciones faciales y acrales, ademas de esto
produce un crecimiento desmesurado de organos como el corazon, higado, piel y la glandula tiroides,
sintomas que aparecen de manera lenta y progresiva durante varios anos llegando a presentarse en
décadas, lo que retrasa de manera significativa el diagnostico de 10 a 15 afos. (Arellano, Dominguez, &
Aguilar, 2007; Rua, Sierra, & Maya, 2011)

Segun la Fundacion de Apoyo a Enfermos con Trastornos Hipofisarios (F.A.E.T.H) en el pais hasta el 2009
existia cerca de 100 personas con la enfermedad, llegando hacer un grupo de alto impacto; actualmente
cerca de 250 personas padecen de la enfermedad. Dicha asociacion esta conformada por personas que
presentan la discapacidad de diferentes partes del pais feniendo su sede principal en la ciudad de
Guayaquil con el apoyo directo del Hospital Universitario de Guayaquil y el Hospital de Especialidades
Eugenio Espejo en la ciudad de Quito en donde cada aio se realiza una reunion para tratar los diferentes
temas que aquejan a esta poblacion. (El Comercio, 2017; F.AETH, 2017)

Con la finalidad de abordar esta problematica se plantea el presente proyecto el cual se basa en describir
cual es la relacion existente entre la Acromegalia y el nivel de aceptacion social, con lo que se plantea
caracterizar el comportamiento psicosocial, caracteristicas clinicas y alteraciones moleculares en pacientes
con acromegalia del Hospital de Especialidades Eugenio Espejo, con la finalidad de comprender como el
desarrollo de la enfermedad durante las diferentes etapas ha influido en la calidad de vida de cada paciente.

Esto se lo realizara con la intervencion de Universidad Politécnica Salesiana y el Hospital de Especialidades
Eugenio Espejo con apoyo de la Carrera de Psicologia se levantaran datos psicosociales, se realizaran
encuestas de calidad de vida a los pacientes con acromegalia y, por parte de la Carrera de Biotecnologia
se realizara el estudio molecular del gen implicade en el desarrollo de la Acromegalia con la finalidad de
determinar los factores hereditarios y su prevencion. El Hospital de Especialidades Eugenio Espejo aportara

s
con equipos y personal capacitado para el seguimiento y realizacion del proyecto. La determinacion de los ( QLT ‘41?\

factores que promueven la enfermedad es un punto clave para entender el desarrollo de la misma y de esl 19 Q‘
manera poder abordar el aspecto psicosocial, clinico y molecular de la enfermedad. \ 5:“

La generacion del proyecto, el estudio de esta enfermedad y la vinculacion con la sociedad, ayudara a‘
comunidad que presenta acromegalia a conocer con anticipacion si-un familiar puede presentar esta.:

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSOS NATURALES
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: fmmuﬁe ser heredable, la finalidad del proyecto es ofrecer un diagnéstico temprano, . .

a los familiares de los pacientes para brindar un tratamiento adecuado y disminuir la discapacidad déntrs™ '
de este grupo de personas.

2.2. Situacion problematizante (problema, oportunidad, y/o necesidad)

Dentro de Ecuador existen grupos de priorizacion dentro de los cuales entran aquellas personas que
presentan algin nivel de discapacidad, sea esta provocada por algun tipo de accidente o enfermedad.
Dentro de esta perspectiva entran aquellas personas que sufren de acromegalia, dicha enfermedad causa
un crecimiento desmesurado de la zona acral y el rostro, dificultando que la persona afectada pueda realizar
las diferentes actividades de su vida diaria, como realizar trabajos manuales, atender necesidades basicas
personales y adicional pueden presentar problemas de aprendizaje si es el caso de que la enfermedad
haya empezado a desarrollarse a temprana edad impidiendo el correcto desarrollo cognitivo del paciente.
(Arellano et al., 2007)

La enfermedad presenta un caso clinico particular al no solo afectar a las extremidades del cuerpo, este
padecimiento esta ligado a problemas a nivel sistémico afectando diferentes organo, produciendo
problemas a nivel cardio-respiratorio, endocrinolégico, visuales, gastrointestinales y metabolicos, por ello
se ve la necesidad de contar con un diagnostico oportuno con la finalidad de contrarrestar los diferentes
signos y sintomas presentados por la enfermedad. (Rua et al., 2011)

En el Ecuador la F.A.E.T.H reline a las personas con la enfermedad, encontrandese mas de 250 casos
registrados, la fundacion se ha encargado de gestionar que por parte del CONADIS se les otorgue un nivel
de discapacidad a cada persona, adicional a esto se ha logrado conseguir que las personas con esta
enfermedad puedan ser beneficiarias de un bono por parte del gobierno.

Normalmente el diagnostico dura alrededor de 10 a 15 afios hasta que se puedan evidenciar los signos y
sintomas de la enfermedad, por ello la importancia de un prueba diagnostica temprana, en donde a través
de técnicas de biologia molecular se pueda describir el gen mutado que causa la enfermedad, dicho
diagnostico no demoraria mas de 24 horas al ser una técnica altamente sensible y rapida de analizar.
{Cronica, 2016)

La problemética sobre esta enfermedad es que no existe una identificacion temprana, los sintomas se
presentan cuando la persona es adulta y el padecimiento es bastante avanzado, el bajo autoestima que
pueden llegar a padecer estas personas es un factor que necesita el apoyo de un psicoanalista para poder
sobresalir y volver a incluir a la persona a la sociedad.

La implementacion del proyecto daria la oportunidad al paciente de conocer a tiempo la identificacion
molecular de la enfermedad, con lo cual se le daria terapia farmacologica y un adecuado seguimiento
psicoldgico.

2.3. Matriz de involucrados

Beneficiarios  Descripcion Namero
Indirectos Familiares de los pacientes diagnosticados con 60 familias
acromegalia.

Personal del servicio de endocrinologia y genética del 12 médicos
Hospital de Especialidades Eugenio Espejo.
Directos Pacientes diagnosticados con acromegalia 60

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSQS NATURAlES

Campus el Girén, Bloque B, Av. Isabel la Catélica N23-52 y Madrid « Teléfono dlredo 3962 878
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3.1. General

Caracterizar el comportamiento psicosocial, caracteristicas clinicas y alteraciones moleculares en pacientes
con acromegalia del Hospital de Especialidades Eugenio Espejo.

3.2, Especificos

» Identificar los conflictos psicosociales que presentan las personas que padecen la enfermedad de
acromegalia

e Implementar programas de acompaiamiento psicosociales para mejorar la calidad de vida de los
pacientes que padecen la enfermedad de acromegalia.

»  Caracterizar molecularmente el gen AIP implicado en el desarrollo de la Acromegalia, que ayudara a
la determinacion de los factores hereditarios y a su prevencion.

4. TIPO DE INTERVENCION
4.1. Descripcion de las actividades ylo Lineas de accion

4.2, Productos esperados

1. Informe de sistematizacion de los resultados obtenidos a partir de la aplicacion de un instrumento
para el relevamiento de informacion.

2. Diseio de un programa de intervencion para el mejoramiento de Ia calidad de vida de los usuarios
del servicio.

3. Informe de los resultados obtenidos a partir del analisis de muestras de ADN de cada paciente.

4.3. Linea de intervencion
Linea de fortalecimiento organizacional

4.3, Proceso de vinculacion
Investigacion (5)

4.4, Programa de vinculacion
Investigacion Secial (5.1)

4.5. Resolucion de Carrera

4.6. COMPOSICION DEL EQUIPO UNIVERSITARIO

Se refiere al personal de la UPS que va a participar en la ejecucion del proyecto

NOMBRE Cl CARRERA RESPONSABILIDADES EN EL
PROYECTO
Germania Margarita Karolys G. 1708492499 Ingenieria en Responsable UPS caractenizacion
Biotecnologia molecular. - X
Juan Carlos Romero Cruz 1750337642 Psicologia Responsable UPS caracterizacion
psicosaclal MM SR S
Ramirez Loaiza 1750492793 Ingenieria en Desarrollo de técnicas Moleculares
Jossué Alejandro Biolecnologia R
Rocha Mendieta Carlos Julio 1750337642 Ingenieria en Desarrolio de técnicas Moleculares
Biotecnologia o IR TS|
Gema Lizbeth Arévalo Covenia 1722343827 Psicologia Relevamiento de informacion y

- programa de acompanamiento, |
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5.3. Matriz de indicadores y metas
Esta matriz debe indicar hasta donde vamos a llegar con los objetivos especificos, por ejemplo:

Objetivo especifico

Identificar los conflictos
psicosociales que presentan
las personas que padecen
la enfermedad de
acromegalia

Implementar programas de
acompanamiento
psicosociales para mejorar
la calidad de vida de los
pacientes que padecen la
enfermedad de
acromegalia.

Caracterizar
molecularmente el gen AIP
implicado en el desarrollo
de la Acromegalia, que
ayudara a la determinacion
de los factores hereditarios
y a su prevencion.

Indicador

No. de afectados identificados

No. de afectados que presentan
conflictos psicosociales

No. de conflictos psicosociales
encontrados y que muestran
repitencia en los afectados

No. afectados que requieren
acompanamiento psicosocial

No. de grupos conformados por los
afectados

No. de sesiones realizadas

No. de evaluaciones realizadas
No. de afectados que presentan
mejoria en su calidad de vida
No. de muestras tomadas de los

afectados

No. de secuencias analizadas de los
afectados

No. de mutaciones encontradas que
en el gen AIP.

No. de mutaciones que estan
asociadas a la acromegalia

5.4. Criterios de Seguimiento y Evaluacion

54.1.

Informes de Seguimiento

El proyecto estara dividido en tres fases:

Meta

Contar con el 90% de la
informacion actualizada de los
pacientes con acromegalia
que acuden al HEE y la
identificacion de la variable de
conflicto psicosocial con
mayor reincidencia

Al término del proyecto se
cuenta con un programa de
acomparamiento aprobado
por el HEE y el 83% de los
afectados presentan mejorias
en su calidad de vida

Caracterizar al menos el 80%
de muestras de los afectados
de acromegalia gue tiene el
HEE.

Medios de
verificacion

Fichas médicas

Matrices de
seguimiento de
actividades.

Informe de
resultados.

1. Relevamiento de informacion a cargo de la Carrera de Psicologia y del Departamento de
Psicologia del Hospital Eugenio Espejo, quienes entregaran un informe al finalizar la

carrera DE INSHUTRER N BROTRERIGLS

n. St entre arLebug tg{:cx(r:rrc? Raé gg\mo qre csglggmestre
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2. Programa de acompaiamiento a cargo de la Carrera de Psicologia, entregara el informe’dé
resultados obtenidos de la implementacion del programa de acompanamiento.

SALESIANOS

3. Genética y técnicas moleculares, se entregara un informe de resultados al finalizar el analisis de
muestras,
Primer informe de avance: 31 de julio de 2018
Segundo informe de avance: 28 de febrero de 2019
Tercer informe de avance: 31 de julio de 2019
Informe final: 31 de octubre 2019

54.2.
1. Ribrica de evaluacion de los usuarios hacia los programas ofertados.

Informes de Evaluacion

5.5. Cronograma
Incluir aqui un cronograma para la ejecucion de las actividades se sugiere el siguiente formato con el que
se conectan las actividades con cada objetivo:

mabwjelivo Especifico

[ 0. ESPECIFICO

Actividad

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD

wommsz

vz

Dwmmz
~omz
@unm=z

“Identificar los conflictos
psicosociales que presentan
las personas que padecen la
enfermedad de acromegalia

Implementar programas de
acompanamiento
psicosociales para mejorar la
calidad de vida de los
pacientes que padecen la
enfermedad de acromegalia.

| Disefiar un inslrumento para el relevamiento de
la informacion
Aplicacion del instrumento

Tabulacion de los resultados

Entrega de resultados 2 los usuarios
Taller diagnostico con los usuarios del servicio.

Disedar_un programa de intervencion

&~ em=

W m=

anm=
=
=

(ﬁﬂ'lz‘

Rem=

Aglicar el programa de intervencion

Evaluacion del programa de intervencion

Entrega de informe

Caracterizar molecularmente
el gen AIP implicado en el
desarrollo de la Acromegalia,
que ayudara a la
determinacién de los factores
hereditarios y a su
prevencion,

Toma de muestra de sang}e periférica  de
pacientes del servicio de endocrinologia

Obtencion de ADN gendmico a partir de muestras
de sangre

 Amplificacion de regiones especificas del gen AP |

| Secuenciacion del gen AIP

| Determinacion de polimorfismos en el gen AIP

["Elaboracion informe de resultados
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El proyecto se realiza de manera conjunta con el Hospital Eugenio Espejo, quien daré apoyo en Ia’ parte' e
clinica, logistica y diagndstico molecular. Asegurando la participacion de los pacientes diagnosticados con
acromegalia que asisten a este centro de salud, quienes de manera voluntaria han decidido ser parte del
proyecto, conociendo los beneficios que obtendran para el mejoramiento de su calidad de vida. Teniendo
como antecedente que los pacientes firmaran un conocimiento informado, en el que acepta participar de
los procesos diagndsticos y los programas de acompaiiamiento que se implementaran.

El Hospital Eugenio Espejo aportara con personal médico, equipos, materiales y reactivos para desarrollar
las técnicas moleculares de secuenciamiento y diagndstico clinico, que equivale a aporte significativo de
28556.25 délares que presenta la institucion como contraparte.

La Universidad Politécnica Salesiana aportara con un monto de 6853.72 permitiendo asi que el proyecto
mantenga un buen nivel de sostenibilidad y se puedan cumplir asi los objetivos planteados.

6. RECURSOS ECONOMICOS (PRESUPUESTO)

PROYECTO DE CARACTERIZACION PSICOSOCIAL, CLINICA Y MOLECULAR EN PACIENTES CON
ACROMEGALIA DEL HOSPITAL DE ESPECIALIDADES EUGENIO ESPEJO

UNIDAD COSTO VALOR  FINANCIAMIENTO FINANCIAMIENTO

BESSRESIN HORAS HORA  TOTAL UPS HEE
TALENTO HUMANO 2833,92 4950
g)cmdinador Germania Karolys Gutiérrez % 1345 12624 12624

Dacente 15715

Juan Carlos Romero Cruz (*) % B3 2 15

MéQicq Inynista Juan Diego Moscoso & 15 990 990
Vintimilla{**)

Respgnsable dgl lab. biologia molecular: 66 15 490 090
Gabriela Jaramillo

Médico: Gabriela Galvez 66 15 990 990
Medico Endocrindloge: Jorge Luis Salazar 66 1% 990 990
Meédico Genetista Carlos Reyes 66 15 990 990
MATERIALES E INSUMOS DIRECTOS 3019,8 23400
Bateria de test psicoldgicos 66 03 198 198

Pruebas diagnésticas moleculares 66 300 19800 3000 16800
Ensayos clinicos 66 100 6600 6600
GASTOS ADMINISTRATIVOS 1000

[ 10 100 por

Movilizacién dalidas ealida 1000 1000

SUBTOTAL GASTOS USD 6853,72
TOTAL GASTOS USD 35203,72

* El costo hora esta contemplado dentro de las 40 horas del distributivo del docente

oL JGH‘ 4
**El costo sera asumido por el HEE

UAD ‘JV
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Juor)/CarIos Romero
ESPONSABLE DEL PROYECTO

/(‘ 2T r‘JG Q /
C. Germania Ka ‘," M
OCENTE RESPON DEL PROYECTO DOCENT|
CARRERA DE PSICOLOGIA

ARRERA DE BIOTECNOLOGIA .
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