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 A.1. Características y función del receptor tirosín-kinasa RET. 

 

A.1.1. Aspectos moleculares del proto-oncogén RET. 

 

El proto-oncogén RET es un gen que codifica para la proteína RET, un receptor 

de membrana con actividad tirosín-kinasa que se expresa en tejidos y tumores derivados 

de la cresta neural (Takahashi y cols, 1985, 1987, 1988; Santoro y cols, 1990; 

Nakamura y cols, 1994). Como su propio acrónimo sugiere, RET (REarranged during 

Transfection) fue clonado por primera vez por Takahashi y cols en 1985 como un 

oncogén quimérico, durante un ensayo clásico de transformación de células NIH 3T3 

con ADN procedente de linfoma humano. 

RET se localiza en la región cromosómica 10q11.2 (Ishizaka y cols, 1989) con 

una orientación 5´ centromérica / 3´ telomérica  (Pasini y cols, 1995a). Su estructura 

genómica se ha podido determinar mediante diferentes estrategias (Kwok y cols, 1993; 

Ceccherini y cols, 1994; Pasini y cols, 1995a; Myers y cols, 1995) y hoy día se sabe que 

consta de 21 exones distribuidos a lo largo de 60 kilobases, resaltando que alrededor del 

40% de su secuencia genómica corresponde a un inmenso intrón de 23 kb ubicado entre 

los exones 1 y 2.  

El ARN mensajero de Ret ha sido ampliamente estudiado en roedores y se ha 

observado que su patrón de expresión está finamente regulado durante el desarrollo 

embrionario, apareciendo unas tasas de expresión superiores en los estadíos iniciales. 

Durante esos estadíos iniciales, Ret se expresa primariamente en la cresta neural, 

sistemas nerviosos central y periférico y sistema excretor, donde está implicado en el 

desarrollo, migración y supervivencia celular (Pachnis y cols, 1993; Avantaggiato y 

cols, 1994; Schuchardt y cols, 1994; Tsuzuki y cols, 1995). En consonancia con su 

patrón de expresión, se ha visto que los ratones a los que se les provoca un bloqueo de 

la expresión de Ret durante su desarrollo embrionario (Ret “knockout”), carecen de 

nervios entéricos y ganglios cervicales superiores y presentan agenesia o disgenesia 

renal (Schuchardt y cols, 1994; Durbec y cols, 1996). Además, en base a esos estudios 

realizados en los ratones mutantes, se pudo demostrar que la mayor parte del sistema 

nervioso entérico y los ganglios cervicales superiores se originan a partir de un pequeño 

grupo de células de la cresta neural derivadas del rombencéfalo en un proceso que 
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depende del funcionamiento de Ret (Durbec y cols, 1996). También se han realizado 

estudios de expresión en tejido adulto de rata, observándose bajos niveles de expresión 

en pulmón, corazón, bazo, e intestino delgado, y altos niveles en cerebro, timo y 

testículo (Tahira y cols, 1988).  

En cuanto a estudios en humanos, la expresión de RET se detectó inicialmente en 

tumores derivados de la cresta neural tales como neuroblastoma, feocromocitoma y 

carcinoma medular de tiroides (Ikeda y cols, 1990; Santoro y cols, 1990; Takahashi y 

cols, 1991). Actualmente, la información sobre los perfiles de expresión de RET en 

tejidos sanos humanos está disponible en diversas bases de datos, entre las que se 

encuentra GeneNote (Gene Normal Tissue Expression), que recoge los resultados de los 

experimentos realizados por el Weizmann Institute of Science, basados en la tecnología 

“DNA array” ( http://genecards.weizmann.ac.il/cgi-bin/genenote//GN_search.pl).  

La importancia clínica de RET radica en su implicación en ciertas enfermedades 

humanas, tal como se describirá más adelante. Así por ejemplo, una proporción de casos 

de carcinoma papilar de tiroides son debidos a translocaciones somáticas que implican a 

RET y a otros genes activadores. También se han encontrado mutaciones somáticas de 

RET en un porcentaje de casos de cáncer medular de tiroides. Por último, mutaciones 

germinales que conducen a una ganancia de función del receptor son causantes de los 

síndromes de neoplasia endocrina múltiple tipo 2 (MEN 2; “Multiple Endocrine 

Neoplasia type 2”), mientras que mutaciones que conllevan una pérdida de función 

originan la enfermedad de Hirschsprung (HSCR). 

  

A.1.2. Estructura de la proteína RET. 

 
Estructuralmente, la proteína RET es una mólecula relativamente grande con un 

peso molecular de alrededor de 124 Kdaltons. Como la mayoría de los miembros de la 

familia de receptores tirosín kinasa (RTK), RET contiene un dominio extracelular, un 

dominio transmembrana, y un dominio intracelular (Figura A.1).  

El dominio extracelular no presenta homología con ningún otro receptor tirosín-

kinasa (Takahashi y cols, 1988, 1989). Incluye un péptido señal constituido por 28 

aminoácidos, así como una región con alta homología a la familia de moléculas de 

adhesión intercelular cadherinas, y una región rica en cisteínas. Veintisiete de los 28 

resíduos cisteínicos de dicha región se conservan entre especies, lo que sugiere que 
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estos aminoácidos desempeñan un papel fundamental en la formación de enlaces 

disulfuro intramoleculares, y por tanto en determinar la estructura terciaria de la 

proteína (Takahashi y cols, 1989; Schneider, 1992; Iwamoto y cols, 1993). 

Recientemente se han realizado estudios bioinformáticos para profundizar en el 

conocimiento de la estructura molecular del dominio extracelular de RET. En uno de 

esos estudios se ha encontrado que en total hay 4 dominios diferentes con homología a 

cadherinas, y que entre el segundo y el tercer dominio hay un sitio de unión a Ca2+ 

(Anders y cols, 2001).  

 

Figura A.1. Esquema de la estructura genómica del proto-oncogén RET y de su 

correspondiente proteína. Se muestran cada una de las isoformas de la proteína RET 

resultantes de la maduración alternativa del extremo 3´ de RET. 

 

 
S: Péptido señal; Cd: Región con homología a cadherinas; Cys: Dominio rico en cisteínas; TM: Dominio 

transmembrana; TK1 y TK2: Dominios tirosín-kinasa; IK: Región entre los dominios tirosín-kinasa. 

 

 

El dominio intracelular incluye al dominio con actividad tirosín-kinasa, donde 

reside la actividad catalítica del receptor, que se encuentra interrumpido por una región 

intermedia de 27 aminoácidos. Este dominio tirosín-kinasa se activa mediante la 

fosforilación de determinados residuos tirosínicos, desencadenando la activación de 
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ciertas rutas de señalización celular. Se han encontrado ciertas similitudes entre el 

dominio tirosín-kinasa de RET y el de los receptores de los factores de crecimiento 

derivados de plaquetas (Hanks y cols, 1988). 

Existen varios transcritos distintos generados por la maduración alternativa del 

extremo 3´ de RET , y que a su vez dan lugar a tres isoformas proteicas que difieren en 

su extremo carboxi-terminal (Tahira y cols, 1990; Myers y cols., 1995) (Figuras A.1 y 

A.2).  

 

Figura A.2. Patrón de maduración del ARN mensajero de RET. 

 

 

 
A). Los distintos transcritos de RET proceden de la combinación de exones alternativos en el extremo 3´, 

y del uso de diferentes sitios de poliadenilación.  (A)n: cola de poliadeninas; línea continua: intrones 

presentes en el transcrito; línea punteada: intrones ausentes. B) Secuencia aminoacídica que rodea a la 

tirosina 1062 en las tres isoformas proteicas de RET. 

 

Una serie de hechos indican que estas isoformas, conocidas como RET9 (1072 

aa), RET43 (1106 aa) y RET51 (1114 aa), presentan distintas propiedades biológicas y 

bioquímicas. (i) Se ha demostrado que la tirosina Y1062 juega un papel importante en la 

señalización celular mediada por RET (Takahashi, 2001; Coulpier y cols, 2002). Y1062 

representa un sitio de unión para varias moléculas adaptadoras tales como SHC, 

SNT/FRS2, IRS1, DOK1, DOK4, DOK5 y Enigma (Kurokawa  y cols, 2003). Como 

consecuencia, varias rutas de señalización entre las que se encuentran las de RAS/ERK, 

PI-3K/AKT, p38MAPK, JNK y ERK5, se activan principalmente a través de la 

fosforilación de Y1062. Pues bien, el contexto en el que se encuentra esta tirosina es 
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diferente en cada isoforma proteica, variando consiguientemente la afinidad de unión de 

las distintas moléculas efectoras. (ii) Por otra parte, RET51 presenta residuos tirosínicos 

adicionales que están ausentes en RET9 y RET 43. Uno de ellos es Y1096, que 

proporciona un sitio de unión para la molécula adaptadora GRB2. (iii) Por último, se ha 

comprobado que hay diferencias notorias en la expresión de las isoformas durante el 

desarrollo embrionario. Así por ejemplo, la cantidad relativa de transcritos de RET51 

está fuertemente regulada durante el desarrollo del riñón. En este tejido, la expresión de 

la isoforma RET51 es muy baja en comparación con la de RET9 durante las primeras 

semanas de gestación, pero posteriormente aumenta rápidamente hasta multiplicarse por 

siete (Ivanchuk y cols, 1998). Como consecuencia de todo esto se piensa que las 

distintas isoformas de RET podrían jugar diferentes papeles en el desarrollo y/o en los 

procesos tumorigénicos en que se ha visto que RET es partícipe. 

 

A.1.3. Mecanismo de activación del receptor RET. Formación del complejo 

multimérico. 

 

A diferencia de otros RTKs de mamíferos, la activación de la proteína RET 

requiere la previa formación de un complejo heterotetramérico, en el que participan 

miembros de dos grupos distintos de proteínas: un ligando soluble de la familia de 

factores neurotróficos derivados de la glía (“Glial Derived Neurotrophic Factors”, 

GDNF), y un co-receptor unido a la superficie celular de la familia de receptores α de 

GDNF.  

Los ligandos GDNF son miembros de la subfamilia TGF-β (Lin y cols, 1993) y 

se ha visto que todos ellos actúan como potentes factores de supervivencia neuronal 

(Baloh y cols, 2000). Hasta la fecha se han identificado 4 miembros pertenecientes a 

esta familia, que son GDNF, neurturina (NTN), artemina (ART) y persefina (PSP).  

Todos estos factores contienen un nodo cisteínico constituido por siete residuos 

cisteínicos conservados y espaciados de forma similar, y aproximadamente el 40% de su 

secuencia aminoacídica es idéntica. Se ha observado que GDNF, NTN y ART están 

implicados en la supervivencia de un amplio espectro de neuronas tanto periféricas 

como centrales, mientras que PSP participa en la supervivencia de neuronas 
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dopaminérgicas motoras y de la sustancia nigra tanto in vivo como in vitro, pero no en 

la de neuronas periféricas (Takahashi, 2001).  

Aunque los cuatro miembros de la familia GDNF actúan como ligandos de RET, 

no se unen directamente a este receptor sino que han de interaccionar previamente con 

un co-receptor de la familia GFRα (Figura A.3).  

 

Figura A.3. Activación del receptor RET por parte de los miembros de la familia 

GDNF.  

 

 
Estos co-receptores no tienen dominios intracelulares, sino que se encuentran 
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ligandos GDNF tiene una especial afinidad por un co-receptor GFRα concreto. Así, 

GDNF se une preferentemente a GFRα1, NTN a GFRα2, ART a GFRα3 y PSP a 

GFRα4, si bien también se pueden dar otras interacciones ligando-coreceptor diferentes, 
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aunque con menor afinidad (Jing y cols, 1996; Treanor y cols, 1996; Buj-Bello y cols, 

1997; Klein y cols, 1997; Sanicola y cols, 1997; Baloh y cols, 1998; Enokido y cols, 

1998). En resumen, parece necesaria la interacción de uno de los 4 ligandos (GDNF, 

NTN, PSP, ART) con alguno de sus 4 correceptores (GFRα1-4), antes  de que el 

complejo resultante pueda interaccionar con RET, produciendo su dimerización y 

autofosforilación (Figura A.3). Este sería el punto de partida de la cascada de 

activación, dependiente de RET, que se genera en respuesta a las señales externas. 

Fisiológicamente, RET parece transducir intracelularmente señales externas muy 

diversas, en diferentes tejidos y en diferentes estadíos del desarrollo; éstas irían desde 

señales de diferenciación, de crecimiento tisular, de supervivencia o apoptosis 

(Takahashi y cols, 2001). 

 

A.1.4. Señalización celular mediada por RET. 

 

RET ejerce sus funciones en la célula a través de una compleja serie de 

interacciones con varios tipos de moléculas. Así, cuando RET se activa puede 

desencadenar respuestas de crecimiento, diferenciación o supervivencia, dependiendo 

del tipo celular, así como de la etapa del desarrollo en que se dé dicha activación. Como 

se ha mencionado anteriormente, la dimerización de los receptores RET desencadena la 

autofosforilación de residuos tirosínicos intracelulares. Hasta la fecha se ha demostrado 

que de las 18 tirosinas intracelulares de RET, 9 pueden fosforilarse como consecuencia 

de la activación del receptor (Takahashi y cols, 1988; Liu y cols, 1996). Seguidamente, 

ciertas moléculas adaptadoras que contienen dominios SH2, reconocen la secuencia 

aminoacídica que rodea a los residuos fosforilados e interaccionan con estos sitios de 

manera específica. Entre esas interacciones se encuentran la de GRB7 y GRB10 

(“Growth factor Receptor-Bound protein 7 y 10”), que se unen a la tirosina Y905; la 

fosfolipasa C-γ (PLC- γ ) interacciona con la tirosina Y1015; la tirosina Y1062 es diana 

de una gran variedad de moléculas tales como SHC, SNT/FRS2 (“Fibroblast growth 

factor Receptor Substrate 2”), IRS1 (“Insulin Receptor Substrate 1”), DOK1, DOK4, 

DOK5 (“Docking protein 1, 4 y 5”) y Enigma; por último GRB2 (“Growth factor 

Receptor-Bound protein 2”) se une a la tirosina Y1096 (Figura A.4) (Borrello y cols, 

1994, 1996; Pandey y cols, 1995; Asai y cols, 1996; Arighi y cols, 1997; Lorenzo y 
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cols, 1997; Alberti y cols, 1998; Durick y cols, 1998; Grimm y cols, 2001; Kurokawa y 

cols, 2001; Melillo y cols, 2001a, 2001b; Murakami y cols, 2002).  

 

Figura A.4. Rutas de señalización en las que participa RET. 
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Como resultado de las interacciones de las formas fosforiladas de RET con todas 

estas proteínas adaptadoras, se activan varias rutas de señalización conocidas, en las que 

participan MAP-kinasas (“Mitogen Activated Protein kinases”). Las cascadas de las 

MAP kinasas están altamente conservadas en eucariotas y participan en varias rutas de 

señalización celular que controlan un amplio espectro de respuestas celulares, 

incluyendo crecimiento, diferenciación y respuestas ante estrés. Las MAP kinasas son 

una familia de serín/treonín-kinasas que incluyen p42/44MAPK (también conocidas como 

ERK1 y ERK2, “Extracellular signal-regulated kinases”) , JNK/SAPK ( proteín kinasa 

activada por estrés, “c-Jun N-terminal kinase/stress-activated protein kinase”), kinasa 

p38 y kinasa ERK5 o MEK5.  

También se ha observado que RET interacciona con la fosfolipasa C-γ (PLC- γ) a 

través de la tirosina Y1015, desencadenando la activación de esta ruta ( Borrello y cols, 

1996; Hansford y Mulligan, 2000; Figura A.4). 

 

A.1.4.1. Activación de la ruta RAS/ERK. 

 

Se ha demostrado que RET es capaz de desencadenar la ruta de RAS-ERK, la 

cual es esencial tanto para la supervivencia como para la diferenciación neuronal 

(Figura A.4) (Califano y cols, 1995, 2000; van Weering y cols, 1995; Worby y cols, 

1996). La cascada RAS-ERK se puede originar a través de la interacción de Y1062 de 

RET con la molécula adaptadora SHC o SNT/FRS2, lo que provoca la activación de 

GRB2, que a su vez activa a RAS. Alternativamente la activación de esta ruta se puede 

dar por interacción directa de la tirosina Y1096 con GRB2. También se ha visto que la 

interacción de GRB7 o GRB10 con Y905 está relacionada con la activación de esta ruta 

(Iwashita y cols, 1996a) (Figura A.5).  

La proteína GRB2 se acopla por un lado a uno de los residuos de fosfotirosina de 

RET, y por el otro a otra proteína conocida como SOS que, al ser activada por GRB2, 

funciona como una proteína de intercambio de guanina. Concretamente la unión de SOS 

a la proteína RAS convierte a ésta en su forma activa asociada a GTP, dotándola 

entonces de capacidad para desencadenar toda una cascada de proteín-kinasas que 

influirán en los procesos de proliferación y diferenciación celulares. La proteína RAS 

activada se unirá al dominio N-terminal de RAF, una kinasa de serinas/treoninas.  
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Figura A.5.Cascada RAS/ERK. 
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muchas proteínas, incluidos factores de transcripción que regulan la expresión de 

importantes proteínas del ciclo celular y de la diferenciación (Figuras A.4, A.5).  

Entre esos factores de transcripción se encuentra la proteína CREB (“cAMP 

Response Element binding”), que es capaz de activar la transcripción de genes 

conocidos como genes de acción inmediata o temprana (IEG, “Inmediate Early-genes”). 

Algunos de esos genes IEG codifican para otros factores de transcripción, que a su vez 

influirán posteriormente para activar a los genes de acción tardía. 

Pues bien, se ha visto que en algunos tipos celulares la activación mediada por 

RET de las rutas dependientes de RAS puede dar lugar a una diferenciación celular 

(Califano y cols, 2001). En cambio, en otros tipos celulares RET podría llegar a 

bloquear la diferenciación inducida por RAS evitando la translocación nuclear de ERK, 

y consiguientemente la inducción de la transcripción de genes IEG (Colucci-D´Amato y 

cols, 2000).  

 
A.1.4.2. Activación de la ruta PI-3K/AKT. 

 

La activación de la enzima fosfoinositol-3–kinasa (PI-3K), probablemente a 

través de la interacción de RET con GRB2 y GAB1 o GAB2, también se encuentra 

implicada en la proliferación y la supervivencia celular (Murakami y cols, 1999; Soler y 

cols, 1999). La estimulación de esta ruta por parte de RET está asociada con la 

motilidad e interacciones celulares, y puede conducir a la formación de lamelipodios y a 

la fosforilación de proteínas relacionadas con la formación de adhesiones focales (como 

la paxilina, FAK, p130cas...), o con el aumento de expresión de la conexina-43 

(Romano y cols, 1994; Xing y cols, 1996; van Weering y cols, 1998; Murakami y cols, 

1999b; Segouffin-Cariou y cols, 2000). RET también actúa a través de la PI3-K para 

estimular a la proteín-kinasa B o AKT-kinasa, que activa al factor de transcripción 

NFκB, jugando así un papel importante en la supervivencia y proliferación celular, pero 

también pudiendo participar en procesos neoplásicos (Murakami y cols, 1999; Soler y 

cols, 1999; Segouffin-Cariou y cols, 2000) (Figura A.4). 
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A.1.4.3. Activación de la ruta JNK. 

 

También se ha mostrado que RET activa la cascada de la kinasa JNK a través de 

la  GTPasa cdc42/RAC1. La kinasa JNK activa varios factores de transcripción entre los 

que se encuentra c-jun. La regulación de c-jun por JNK modula la apoptosis inducida 

por estrés en ciertos tipos celulares, y podría también jugar un papel en la inducción de 

los procesos de reparación de ADN en respuesta a daño genotóxico. Esta ruta está 

implicada en procesos neoplásicos (Marshall y cols, 1997), pero aún no se conoce muy 

bien como RET es capaz de desencadenarla, si bien se piensa que podría enlazar con la 

ruta de la PI3 kinasa (Hansford y Mulligan, 2000). Estudios recientes sugieren que la 

molécula adaptadora DOK1 se une a la tirosina 1062 de RET, y a otra proteína 

adaptadora conocida como NCK, pudiendo esta asociación ser también responsable de 

la activación de JNK (Kurokawa y cols, 2003) (Figura A.4). 

 

A.2. Aspectos clínicos y bases moleculares de la neoplasia endocrina múltiple 

tipo 2 (MEN 2) y el cáncer medular de tiroides esporádico.  

 

A.2.1. Clasificación clínica de los síndromes MEN 2. 

 

El cáncer medular de tiroides (MTC) representa aproximadamente el 5-10% de 

todos los tumores malignos de tiroides. Alrededor del 75% de todos los casos de MTC 

registrados son esporádicos, y los restantes (25%) están englobados en un cuadro 

hereditario conocido como neoplasia endocrina múltiple 2 (MEN 2) (Eng, 1999). El 

MEN 2 es un síndrome canceroso mendeliano autosómico dominante, que incluiría los 

siguientes cuadros clínicamente diferenciables: neoplasia endocrina múltiple 2A y 2B 

(MEN 2A y MEN 2B) y cáncer medular de tiroides familiar (FMTC). Las 

características clínicas de los diferentes cuadros, están resumidas  en la Tabla A.1. 

El síndrome MEN 2A se presenta con la clásica tríada de MTC, feocromocitoma 

(PHEO) en aproximadamente el 50% de los casos, e hiperparatiroidismo (HPT) o 

adenoma paratiroideo en un 15-30% de los casos (Schimke, 1984; Eng, 1999). Es la 

forma más común de MEN 2, abarcando aproximadamente el 90% de todos los casos.  
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El síndrome MEN 2B abarca un 5% de los casos MEN 2, y la clínica es similar a 

la de MEN 2A con la diferencia de que la edad de manifestación del tumor es una media 

de 10 años más temprana. Además no cursa con HPT, pero va acompañado de 

anormalidades del desarrollo como hábito marfanoide, ganglioneuromatosis, neuromas 

mucosos y engrosamiento de fibras nerviosas corneales (Gorlin y cols, 1968; Eng, 

1999).  

Finalmente, el FMTC tiene como único fenotipo el cáncer medular de tiroides 

(Farndon y cols, 1986; Eng, 1999). Se piensa que el curso de MTC en estas familias es 

más benigno que en MEN 2A y MEN 2B, y el pronóstico es más favorable. 

 

Tabla A.1. Subtipos clínicos de los síndromes MEN 2 

 
 MTC PHEO HPT OTROS RASGOS 

MEN 2A + + + Es la forma más común. Normalmente no tiene otros rasgos asociados 
MEN 2B + + - • Anormalidades músculo-esqueléticas: 

    - Hábito marfanoide 

    - Pies cavos 

    - Pectus excavatum 

    - Hipotonía y debilidad muscular 

    • Neuromas en labios, lengua y conjuntiva 

    • Engrosamiento de las fibras nerviosas corneales 

    • Ganglioneuromatosis del intestino 

FMTC + - - Es de manifestación tardía y curso lento 

 

 

A.2.2. Genética de los síndromes  MEN 2. 

 

A diferencia de otros síndromes cancerosos, que están asociados a la inactivación 

de genes supresores de tumores, los síndromes MEN 2 se producen por mutaciones 

activadoras del proto-oncogén RET. Se estima que aproximadamente el 92% de los 

casos de MEN 2 presentan mutaciones germinales en seis exones distintos de RET 

(exones 10, 11, 13, 14, 15 y 16) (Eng y cols, 1996a; Eng, 1999) (Figura A.6, Tabla A.2).  

 



Introducción 

 15

Figura A.6. Representación de la localización de las mutaciones de RET causantes de 

los síndromes MEN 2.  

 

 

 
En MEN 2A el 98% de los pacientes tienen mutaciones germinales 

identificables. Estas alteraciones aparecen agrupadas en un sitio caliente de mutaciones 

específico que se corresponde con 5 codones cisteínicos presentes en el dominio 

extracelular de la proteína (codones 609, 611, 618, 620 y 634) (Mulligan y cols, 1995; 

Eng y cols, 1996a). Rara vez se han observado la aparición de duplicaciones/inserciones 

en el exón 11 que se traducen en la inserción de 3 o 4 aminoácidos en el dominio 

cisteínico del receptor (Höppner y Ritter, 1997). Además, sólo en una ocasión se ha 

descrito una mutación afectando al codón 631, que si bien no es cisteínico se encuentra 

localizado próximamente a los codones cisteínicos 630 y 634 (Berndt y cols, 1998). 

Aproximadamente el 87% de las mutaciones MEN 2A afectan al codón 634, siendo la 

sustitución más frecuente la de cisteína por arginina (C634R), encontrada en más del 

50% de los casos (Mulligan y cols, 1995; Eng y cols, 1996a). En España, la tasa de 

mutaciones de las familias MEN 2A ha ofrecido unos resultados comparables con los 

obtenidos en otras poblaciones. Sin embargo, cabe destacar la mayor prevalencia de la 

mutación C634Y, lo que sugiere un efecto fundador de esta mutación en nuestra 

población (Sánchez y cols, 1998; 1999). Los estudios bioquímicos efectuados con las 

proteínas mutadas en los codones cisteínicos, indican que los cambios de aminoácidos 

Fenotipo MEN 2 

Membrana 
celular

Codones mutados Exón

Dominios 
Tirosín-kinasa

Dominio cisteínico

609
611
618
620

10 FMTC/MEN 2A

FMTC/MEN 2A
FMTC/MEN 2A
MEN 2A/FMTC

630
634 11

FMTC
MEN 2A/FMTC

768
790-1 13

FMTC
FMTC/MEN 2A

804 14 FMTC

883
891

15 MEN 2B
FMTC

918 16 MEN 2B

Fenotipo MEN 2 

Membrana 
celular

Codones mutados Exón

Dominios 
Tirosín-kinasa

Dominio cisteínico

609
611
618
620

10 FMTC/MEN 2A

FMTC/MEN 2A
FMTC/MEN 2A
MEN 2A/FMTC

630
634
630
634 11

FMTC
MEN 2A/FMTC

FMTC
MEN 2A/FMTC

768
790-1
768
790-1 13

FMTC
FMTC/MEN 2A

FMTC
FMTC/MEN 2A

804 14 FMTC

883
891

15 MEN 2B
FMTC

918 16 MEN 2B



Introducción 

 16

localizados en esta región, conducen a la pérdida de los puentes disulfuros 

intramoleculares presentes en la proteína normal. En consecuencia, aún en ausencia de 

señales externas, las proteínas deletéreas sufren dimerizaciones espontáneas provocando 

a su vez una autofosforilación de los dímeros de RET, que permanecen activos de 

manera autónoma. La consecuencia final es la activación constitutiva de las vías 

metabólicas de señalización de RET, siendo ésta la alteración primaria que produce la 

transformación de las células parafoliculares del tiroides (Borrello y cols, 1995; Santoro 

y cols, 1995; Rossel y cols, 1997).  

Muchas de las mutaciones causantes de MEN 2A, también pueden originar 

FMTC. En más del 80% de las familias FMTC se han encontrado sustituciones en los 

codones cisteínicos 609, 611, 618, 620 y 634, si bien su distribución es menos uniforme. 

Curiosamente, la mutación C634R, que es la más frecuente en MEN 2A, no aparece 

nunca asociada a FMTC (Mulligan y cols, 1995; Eng y cols, 1996a). Existen también 

descripciones de mutaciones localizadas en el codón cisteínico 630, y de inserciones 

que introducen nuevas cisteínas en el dominio cisteínico del receptor (Komminoth y 

cols, 1995; Pigny y cols, 1999). Además de las mutaciones que afectan a las cisteínas 

extracelulares, FMTC se encuentra también asociado a sustituciones aminoacídicas que 

afectan al dominio intracelular, en los codones 768, 790, 791, 804 y 891 (Eng y cols, 

1995a; Bolino y cols, 1995; Fink y cols, 1996; Boccia y cols, 1997; Hofstra y cols, 

1997; Berndt y cols, 1998; Dang y cols, 1999; Antiñolo y cols, 2002). El mecanismo 

funcional de estas últimas mutaciones no ha sido suficientemente aclarado. No obstante, 

se piensa que estos cambios podrían conducir a un incremento de la unión de ATP a las 

proteínas mutadas y/o a la alteración de la especificidad de substrato de RET (Bolino y 

cols, 1995; Eng y cols, 1995a; Pasini y cols, 1997; Dang y cols, 1999; Iwashita y cols, 

1999) . 

En el caso de MEN 2B, aproximadamente el 95% de los pacientes portan la 

mutación M918T (exón 16), y alrededor del 2-3% porta la mutación A883F (exón 15) 

(Carlson y cols, 1994; Eng y cols, 1994, 1996 a; Hofstra y cols, 1994; Mulligan y cols, 

1995; Gimm y cols, 1997; Smith y cols, 1997). Ambas mutaciones, aparecen en la zona 

de reconocimiento y unión del substrato a RET alterando la especificidad de la proteína, 

que parece fosforilar con mayor afinidad los substratos propios de las kinasas 
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citoplasmáticas (Songyang y cols, 1995; Bocciardi y cols, 1997; Murakami y cols, 

1999).  

 

Tabla A.2. Mutaciones del proto-oncogén RET y los síndromes MEN 2 asociados 
 

Exón Codón Cambio de nucleótido Cambio de aminoácido Fenotipo 

     
10 609 TGC a CGC Cys a Arg MEN2A, FMTC 

  TGC a TAC Cys a Tyr MEN2A 
 611 TGC a TAC Cys a Tyr MEN2A 
  TGC a TGG Cys a Trp MEN2A, FMTC 
  TGC a GGC Cys a Gly FMTC 
 618 TGC a TTC Cys a Phe MEN2A 
  TGC a TCC Cys a Ser MEN2A, FMTC 
  TGC a AGC Cys a Ser MEN2A, FMTC 
  TGC a GGC Cys a Gly MEN2A 
  TGC a CGC Cys a Arg MEN2A, FMTC 
  TGC a TAC Cys a Tyr MEN2A, FMTC 
  TGC a TGA Cys a Stop MEN2A 
 620 TGC a CGC Cys a Arg MEN2A, FMTC 
  TGC a TAC Cys a Tyr MEN2A 
  TGC a TTC Cys a Phe MEN2A 
  TGC a TCC Cys a Ser MEN2A 
  TGC a GGC Cys a Gly MEN2A 

11 630 TGC a TTC Cys a Phe FMTC 
 634 TGC a TAC Cys a Tyr MEN2A, FMTC 
  TGC a CGC Cys a Arg MEN2A 
  TGC a TTC Cys a Phe MEN2A, FMTC 
  TGC a GGC Cys a Gly MEN2A 
  TGC a TGG Cys a Trp MEN2A 
  TGC a AGC Cys a Ser MEN2A 
  TGC a TCC Cys a Ser MEN2A, FMTC 

13 768 GAG a GAC Glu a Asp FMTC 
  GAG a GAT Glu a Asp FMTC 
 790 TTG a TTT Ley a Phe MEN2A, FMTC 
  TTG a TTC Ley a Phe MEN2A, FMTC 
 791 TAT a TTT Tyr a Phe FMTC 

14 804 GTG a TTG Val a Leu FMTC 
  GTG a  ATG Val a Met FMTC 
 804 y 806 804-GTG a ATG Val a Met MEN2B 
  806-TAC a TGC Tyr a Cys  

15 883 GCT a TTT Ala a Phe MEN2B 
 891 TCG a GCG Ser a Ala FMTC 

16 918 ATG a ACG Met a Thr MEN2B 

Duplicaciones Nº de base Secuencia insertada Aminoácidos insertados Fenotipo 

     
8 1741-1742 Ins GAG GAG TGT EEC 531-532 FMTC 

11 2056-2057 Ins TCG CGC ACG CRT 636-637 MEN2A 
 2049-2050 Ins ACG AGC TGT GCC TSCA 634-635 MEN2A 

 
También se ha encontrado un caso MEN 2B asociado a la doble mutación 

V804M e Y806C (Iwashita y cols, 2000). Se ha comprobado in vitro que esta 
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combinación de variantes tiene más capacidad transformadora que cada una de las 

variantes por separado, y que presenta propiedades biológicas similares a las de otras 

mutaciones de RET asociadas a MEN 2B. 

 

A.2.3. Etiología del cáncer medular de tiroides esporádico. 

 
El cáncer medular de tiroides esporádico, se define como un tumor de células 

parafoliculares del tiroides, que aparece en un paciente sin antecedentes familiares ni 

otras características asociadas a los cuadros de MEN 2, y sin ninguna alteración 

germinal característica del cuadro sindrómico (Schimke, 1984; Eng, 1999). Sin embargo 

varios estudios poblacionales han mostrado que un 3-7% de estos casos representan 

casos MEN 2 de novo con mutaciones germinales en RET (Eng y cols, 1995b; Wohllk y 

cols, 1996; Eng, 1999). 

La etiología del MTC esporádico no se conoce bien. Se ha observado que de un 

23 a un 70% de esos casos portan mutaciones somáticas en RET (Eng y cols, 1996b). 

No obstante, los análisis de subpoblaciones de células tumorales procedentes de un solo 

paciente revelan que las mutaciones en RET aparecen en subgrupos de clones, lo que 

sugiere que dichas mutaciones no son causantes del MTC, sino que aparecen durante la 

progresión de éste (Eng y cols, 1995b, 1998). Aunque se han descrito mutaciones en los 

exones 13 y 15, tratándose en la mayor parte de los casos de la mutación M918T, su 

mecanismo de aparición se desconoce por completo. Resultados de estudios realizados 

en la población alemana indican que existe una sobre-representación a nivel germinal de 

la variante de RET S836S (c.2439C>T) en los pacientes con MTC esporádico respecto a 

la población general, y curiosamente parece que la presencia de esta variante 

correlaciona con la aparición a nivel somático de M918T (Gimm y cols, 1999). Estos 

datos sugieren que S836S podría predisponer a la aparición de M918T, aunque esta 

hipótesis no está aún confirmada. 

 

A.2.4. Factores de susceptibilidad genéticos para MTC esporádico. 

 

El cSNP ("coding Single Nucleotide Polymorphism") S836S de RET es el primer 

factor de susceptibilidad genético descrito para MTC esporádico (Gimm y cols, 1999). 

Se trata de un cambio silente que fue identificado originalmente por nuestro grupo en el 
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exón 14 del proto-oncogén RET, en una familia afecta de MEN 2A y enfermedad de 

Hirschsprung (Borrego y cols, 1998). En un estudio de casos y controles realizado por 

Gimm y cols en 1999, se detectó la presencia de S836S en 9 pacientes de 49 (9%) y en 

sólo 5 controles sanos de 70 (3,6%). Al realizar el análisis estadístico comparativo entre 

pacientes y controles se observó una sobre-representación significativa de la variante en 

el grupo de pacientes (Test exacto de Fisher: p= 0.03). El mecanismo molecular de 

S836S es desconocido, aunque se postula que podría actuar creando tractos 

hipermutables hacia el segmento 3´ del proto-oncogén RET dando lugar así a la 

mutación somática M918T, en lugar de participar directamente en el proceso 

tumorigénico.  Alternativamente, se ha planteado que S836S podría aumentar la 

expresión de RET o generar la activación de sitios crípticos de maduración, 

conduciendo a la producción de proteínas mutantes. En cualquier caso han de realizarse 

estudios funcionales adicionales para determinar con exactitud el mecanismo molecular 

por el que S836S parece predisponer a desarrollar cáncer medular de tiroides. 

Con posterioridad se ha descrito la existencia de un nuevo factor de 

susceptibilidad para MTC esporádico localizado en el gen GFRA1 (Gimm y cols, 2001). 

Este gen codifica para el co-receptor GFRα1 de RET que, como se ha descrito 

detalladamente en la sección A.1.3, es necesario para la dimerización y consiguiente 

activación de la cascada metabólica del receptor. Dado que las mutaciones de RET que 

generan una ganancia de función están asociadas con MTC, sería igualmente factible 

que mutaciones en genes que codifican para los miembros del complejo 

heterotetramérico de activación de RET, puedan afectar a la cascada metabólica del 

receptor y jugar así un papel en la patogénesis de MTC. En la población alemana se 

detectó la sobre-representación del polimorfismo –193C>G, situado en el extremo 

5´UTR de GFRA1, y una sub-representación de c.537T>C en el exón 4 del mismo gen, 

al realizar un estudio poblacional comparativo entre casos MTC esporádicos y controles 

sanos (Gimm y cols, 2001). Además, tras analizar la expresión diferencial de GFRA1 a 

nivel de ARN mensajero y de proteína, estos autores encontraron una sobre-expresión 

en los tumores que portan el polimorfismo –193C>G. Estos datos podrían sugerir que –

193C>G actúa como un alelo de susceptibilidad de baja penetrancia para el desarrollo 

de MTC. Por otra parte, c.537 T>C podría tener un efecto protector contra el desarrollo 
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de la enfermedad. Sin embargo, los mecanismos precisos de actuación de ambas 

variantes de secuencia siguen siendo un misterio.  

  Dado que los fenómenos de asociación de las variantes anteriormente 

mencionadas a MTC esporádico podrían quedar restringidos a la población alemana, 

uno de los objetivos del presente trabajo de tesis ha sido la evaluación de la implicación 

de dichos cambios de secuencia en la patogénesis de MTC, en la población española 

(Ruiz y cols, 2001; Borrego y cols, 2002). 

 

A.3. Características clínicas y bases moleculares de la enfermedad de 

Hirschsprung. 

 

A.3.1. Concepto y características clínicas de la enfermedad de 

Hirschsprung. 

 

La enfermedad de Hirschsprung o megacolon agangliónico (HSCR, OMIM 

142623), es una patología congénita caracterizada por la ausencia de los ganglios 

intramurales de Meissner y Auerbach en una porción variable del intestino grueso, 

dando como resultado una obstrucción intestinal funcional. Se puede presentar bajo dos 

formas fenotípicas diferentes: HSCR de segmento corto (S-HSCR: 67-82% de casos), 

en la que se ve afectada una región por debajo del sigmoides superior, y HSCR de 

segmento largo (L-HSCR: 15-25% de casos) en la que la aganglionosis se extiende por 

encima del plexo esplénico. El criterio para catalogar a los pacientes con aganglionosis 

hasta el colon descendente es variable, pudiéndose considerar como una tercera forma 

fenotípica (HSCR de segmento colónico: 3-8%), o bien incluirse dentro de S-HSCR o 

L-HSCR (Chakravarti y Lyonnet, 2002). 

En la mayoría de los casos el diagnóstico de HSCR se realiza en el período 

neonatal, debido a una obstrucción intestinal con los siguientes signos: (1) dificultad en 

expulsar el meconio durante las primeras 48 horas de vida, (2) distensión abdominal que 

se alivia con la estimulación rectal o la administración de enemas, (3) vómitos y (4) 

enterocolitis neonatal (Torfs, 1998). Algunos casos se diagnostican más tarde en la 

infancia o en la etapa adulta con estreñimiento severo, distensión abdominal crónica, 

vómitos y retraso de crecimiento (Parc y cols, 1984). 
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Las principales técnicas diagnósticas incluyen la visualización abdominal por 

rayos X, enema de bario, manometría ano-rectal y biopsia de la pared rectal. En cuanto 

al tratamiento, es quirúrgico tras un preoperatorio meticuloso. Básicamente el principio 

consiste en situar el intestino normal en el ano, y eliminar la contracción tónica del 

esfínter anal interno. 

 

A.3.2. Epidemiología de la enfermedad de Hirschsprung. 
 

Se estima que la incidencia de HSCR es de 1 de cada 5000 nacidos vivos 

(Bodian y Carter, 1963; Amiel y Lyonnet, 2001). Sin embargo esta incidencia varía 

significativamente entre los distintos grupos étnicos alcanzando valores de 1.5, 2.1 y 2.8 

de cada 10000 nacidos vivos en caucasianos, afro-americanos y asiáticos 

respectivamente) (Torfs, 1998).  

Usualmente HSCR aparece como caso aislado, sin historia familiar previa 

(HSCR esporádico) aunque también hay casos familiares en los que se observan 

patrones de herencia autosómicos dominantes y recesivos, con penetrancia y expresión 

variables (Passarge, 1967). Existe una clara predominancia de varones afectos, siendo el 

ratio varones: mujeres = 4:1 (Badner y cols, 1990). Curiosamente este ratio varones: 

mujeres es significativamente más alto para S-HSCR que para L-HSCR (Badner y cols, 

1990; Torfs, 1998).  

Aproximadamente el 70% de los pacientes HSCR no tienen otras 

manifestaciones clínicas adicionales, mientras que en el 30% de casos restante este 

fenotipo se presenta como formas sindrómicas, asociado a otras malformaciones 

congénitas o a otro desorden genético adicional (Tabla A.3, Tabla A.4) (Amiel y 

Lyonnet, 2001). Concretamente HSCR aparece asociado a alguna anomalía 

cromosómica en un 12% de los casos, siendo la trisomía 21 la más frecuente (>90%). 

Por otra parte, el 18% de los pacientes HSCR aparecen con anomalías congénitas 

asociadas, tales como malformaciones gastrointestinales, fisura palatina, polidactilia, 

defectos en el septo cardíaco y anomalías cráneo-faciales (Spouge y Baird, 1985; 

Brooks y cols, 1998). 
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Tabla A.3. Síndromes asociados con HSCR (Amiel y Lyonnet, 2001). 
 
Síndromes MIM Rasgos clave 

Neurocristopatías   
WS4 (Shah-Waardenburg) 277580 Anomalías en la pigmentación (mechón blanco, iris bicolor, 

hipopigmentación  irregular), y sordera 
Yemenite deaf-blind 
hipopigmentación 601706 Pérdida de audición, anomalías oculares (microcórnea, coloboma, 

nistagmo), anomalías en la pigmentación. 
BADS 227010 Pérdida de audición, hipopigmentación de la piel y retina 
Piebaldismo 172800 Hipopigmentación irregular de la piel 
Haddad o enfermedad de Ondine 209880 Hipoventilación central congénita 

MEN 2A 171400 Carcinoma medular de tiroides, feocromocitoma, 
hiperparatiroidismo 

Riley-Day 223900 Anomalías del sistema nervioso autónomo 
   
HSCR siempre asociado   
Goldberg-Shprintzen 235730 Fisura palatina, hipotonía, microcefalia, retraso mental, rasgos 

faciales dismórficos 
 235740 Polidactilia, agenesia renal unilateral, hipertelorismo, sordera 
HSCR con anomalías límbicas 235750 Polidactilia postaxial, defecto en el septo ventricular 
 235760 Hipoplasia de las falanges distales y uñas, rasgos dismórficos 
 604211 Polidactilia preaxial, defecto cardíaco, anomalías laríngeas 
 306980 Braquidactilia tipo D 

BRESHEK  
Anormalidades cerebrales, retraso, displasia ectodérmica, 
malformaciones esqueléticas, HSCR, anormalidades de ojo y oido, 
displasia renal 

Diaplasia mesomélica tipo Werner  Mesomelia, polidactilia 
   
HSCR ocasionalmente asociado   
Bardet-Biedl  209900 Retinopatía pigmentaria, obesidad, hipogenitalismo, leve retraso 

mental, polidactilia postaxial 

Kauffman-McKusick 236700 Hidrometrocolpo, polidactilia postaxial, defecto cardíaco 
congénito 

Smith-Lemli-Opitz 270400 Retraso en el crecimiento, microcefalia, retraso mental, 
hipospadia, sindactilia de 2-3 dedos de los pies, rasgos dismórficos

Hipoplasia de cartílago y cabello 250250 Dwarfismo, displasia metafisaria, inmunodeficiencia 
   
HSCR rara vez asociado   
Distrofia muscular congénita de 
Fukuyama 253800 Distrofia muscular, polimicrogiria, hidrocefalia, ataques 

Clayton-Smith 258840 Rasgos dismórficos, dedos y uñas hipoplásticas, ictiosis 

Kaplan 304100 Agénesis del cuerpo calloso, pulgares cortos, ptosis, debilidad 
muscular 

Okamoto 308840 Hidrocefalia, fisura palatina, agénesis del cuerpo calloso 
   
Asociaciones misceláneas   
Pallister-Hall (CAVE) 140510  
Fryns 229850  
Aarskog 100050  
Enfermedad de Jeune o distrofia 
torácica asfixiante 208500  

Displasia frontonasal 136760  
Osteopetrosis   
Goldenhar 164210  
Lesch-Nyhan 308000  
Rubinstein-Taybi 180849  
Toriello-Carey 217980  
SEMDJL 271640  
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Tabla A.4. Anomalías cromosómicas asociadas a HSCR. 
 
Cromosoma Rasgos clave Número de casos 

+ 21 Síndrome de Down, S-HSCR, Varones: mujeres= 5.5-10.5 2-10% de casos HSCR 
del 10q11 Retraso mental, L-HSCR 2 casos 
del 13q22 Retraso metal y de crecimiento, rasgos dismórficos, S-HSCR 7 casos 

del 2q22-q23 Retraso en el crecimiento postnatal y microcefalia, retraso 
mental, epilepsia, rasgos dismórficos, L-HSCR o S-HSCR 3 casos 

del 17q21  4 casos 

dup 17q21-q23 Síndrome MCA/MR (“Multiple Congenital 
Anomalies/Mental Retardation”) 4 casos 

+ 22q11 Síndrome del ojo de gato  
 

A.3.3. Etiopatogenia de la enfermedad de Hirschsprung. 

 

La hipótesis más aceptada acerca de la etiopatogénesis de HSCR se basa en un 

fallo en la migración de neuroblastos de la cresta neural (CN) que, en condiciones 

normales, deben alcanzar el intestino delgado en la séptima semana de gestación, y el 

recto en la duodécima semana (Okamoto y Ueda, 1967). Las distintas formas clínicas 

que presentan una extensión variable del segmento agangliónico, podrían considerarse 

como el resultado de interrupciones del proceso migratorio en distintos períodos 

gestacionales (Martucciello y cols, 2000). 

La CN es una estructura muy peculiar. Tal como formuló Horstadius en 1950, 

“al originarse tan temprano, se considera uno de los primeros órganos en el desarrollo 

de los embriones de vertebrados. Sin embargo sólo tiene una existencia temporal, y sus 

células se dispersan por todo el cuerpo diferenciándose en varios tejidos”. Al finalizar 

su migración, las células de la CN se diferencian en varios tipos celulares, incluyendo 

neuronas de los ganglios sensoriales, simpáticos y parasimpáticos, células 

neuroendocrinas, médula adrenal, células pigmentadas, y cartílago facial (Bronner-

Fraser, 1993). Las enfermedades que surgen por defectos en la CN son particularmente 

diversas en su presentación clínica, e incluyen síndromes endocrinológicos, cutáneos, 

neurológicos y digestivos entre otros. Entre esas neurocristopatías se encuentra la 

enfermedad de Hirschsprung, relacionada con fallos en el desarrollo embrionario del 

sistema nervioso entérico (SNE). Para contribuir al desarrollo del SNE, las células de la 

CN han de poder abandonar el tubo neural, migrar al intestino, entrar en él en un 

determinado momento, y comenzar su migración craneo-caudal a lo largo del intestino 

(Meijers y cols, 1992). Estos eventos se encuentran regulados por una compleja red de 
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mecanismos moleculares y celulares que aún no se conocen en profundidad. Se han 

identificado fundamentalmente dos vías metabólicas que desempeñan un papel crítico 

en la neurogénesis entérica de mamíferos: una de ellas es  la ruta de señalización del 

receptor tirosín quinasa RET, y la otra es la ruta mediada por el receptor B de 

endotelinas (EDNRB). De hecho, y tal como se verá más adelante, los genes que hasta 

la fecha se han descrito como relacionados con la enfermedad de Hirschsprung están 

asociados de forma directa o indirecta con una de estas rutas de señalización.  

 

A.3.4. Genética molecular de la enfermedad de Hirschsprung. 

 

El análisis de segregación en familias de pacientes HSCR no sindrómicos, ha 

mostrado que el riesgo de recurrencia de la enfermedad en hermanos oscila entre un 1 y 

un 33%, dependiendo de la longitud del segmento agangliónico y del sexo del 

probando, así como del sexo de los hermanos (Badner y cols, 1990). Actualmente se 

asume que HSCR es una enfermedad multifactorial que resulta de la acción de varios 

genes en combinación con factores ambientales (Amiel y Lyonnet, 2001).   

El análisis molecular de pacientes HSCR ha permitido identificar diferentes 

genes asociados a la aparición de este fenotipo. Hasta la fecha se han identificado 9 

genes implicados en la aparición de HSCR en humanos, que son RET, GDNF, NTN, 

EDNRB, EDN3, ECE, SOX10, PHOX2B y SIP1.  

 

A.3.4.1. Mutaciones asociadas a la enfermedad de Hirschsprung en genes 

que participan en la ruta de señalización de RET: RET, GDNF y NTN. 

 

Hoy día se sabe que el proto-oncogén RET es el principal gen de susceptibilidad 

para HSCR. De hecho, fue el primer locus de susceptibilidad que se identificó tras el 

análisis de familias multigeneracionales, en las que HSCR presentaba una forma de 

herencia autosómica dominante con penetrancia incompleta (Lyonnet y cols, 1993; 

Angrist y cols, 1993). Estos autores consideraron la  región 10q11.2 como candidata al 

observar una deleción intersticial en la misma, en pacientes con aganglionosis colónica 

total y retraso mental (Martucciello y cols, 1992). RET, identificado como el gen 

responsable de MEN 2 y localizado en 10q11.2, se consideró un buen gen candidato 
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debido a la concurrencia de MEN 2A y HSCR en algunas familias, y a que se expresa 

en células derivadas de la cresta neural. Finalmente y cumpliendo las expectativas, el 

rastreo molecular del gen permitió identificar mutaciones asociadas al fenotipo HSCR 

(Edery y cols, 1994; Romeo y cols, 1994). Hoy día se han identificado alrededor de 80 

mutaciones en RET relacionadas con HSCR, que incluyen grandes delecciones, 

microdelecciones, inserciones y mutaciones con cambio de sentido (“missense 

mutations”), sin sentido (“nonsense mutations”) o que afectan a la maduración 

(“splicing mutations”) (Attié y cols, 1995; Angrist y cols, 1995; Seri y cols, 1997). A 

diferencia de MEN 2A, donde las mutaciones se encuentran localizadas en una zona 

caliente que abarca 6 codones cisteínicos, o de MEN 2B donde casi siempre aparece la 

mutación M918T, en el caso de HSCR las mutaciones de RET se encuentran 

distribuidas por todo el gen. Mientras que in vitro se ha visto que las mutaciones 

asociadas a MEN 2 conducen a una dimerización constitutiva del receptor, para HSCR 

el mecanismo más probable es la haploinsuficiencia (Pasini y cols, 1995b; Carlomagno 

y cols, 1996; Pelet y cols, 1998). Los resultados de estudios bioquímicos destinados a 

analizar los efectos de ciertas mutaciones en RET asociadas a HSCR, han mostrado que 

dichos efectos son variables, pudiendo afectar al plegado de la proteína, al transporte de 

ésta hasta la membrana celular, o incluso pudiendo abolir completamente su actividad 

biológica (Carlomagno y cols, 1996; Pelet y cols, 1998). En consecuencia este déficit 

afectaría a las rutas metabólicas en las que participa RET (Sección A.1.4), generándose 

un defecto en la migración y proliferación de precursores de la cresta neural al sistema 

nervioso entérico en desarrollo.  

Aunque RET es el principal locus para HSCR, sólo se han identificado 

mutaciones asociadas a la enfermedad en un 50% de los casos familiares (Attie y cols, 

1995a). Sin embargo la mayoría de las familias, con algunas excepciones, son 

compatibles con el ligamiento al locus RET (Bolk y cols, 2000; Carrasquillo y cols, 

2002). 

En cuanto a las formas esporádicas, los primeros estudios identificaron 

mutaciones en RET en un 10-35% de los casos dependiendo de las series (Attie y cols, 

1995a; Angrist y cols, 1995). Sin embargo, el primer estudio prospectivo basado en una 

población homogénea, ha demostrado que las mutaciones germinales de RET tan sólo 

explicarían un 3% de los casos esporádicos (Svensson y cols, 1998).  Estas diferencias 
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entre las series se explicarían en base a que en los primeros estudios efectuados en RET 

se emplearon cohortes de pacientes muy seleccionados y con fenotipos muy agresivos 

(edad de comienzo muy precoz y amplia extensión de aganglionosis). 

El papel de RET en la enfermedad de Hirschsprung convirtió a los genes que 

codifican para las proteínas de su complejo de activación (GDNF, NTN, ART, PSP, 

GFRA1-4) en potenciales candidatos para el desarrollo de HSCR.  

GDNF es el principal factor de superivencia para muchos tipos de neuronas. Los 

ratones “Gdnf-knockout” presentan un fenotipo muy similar a los ratones “Ret-

knockout” (Schuchardt y cols, 1994; Moore y cols, 1996; Sanchez y cols, 1996; Pichel y 

cols, 1996), consistente en megacolon de segmento largo y agenesia renal. Esto, junto 

con el hecho de que GDNF participa en varios procesos metabólicos necesarios para el 

desarrollo y mantenimiento de neuronas centrales y periféricas, hacen de este gen un 

magnífico candidato para HSCR. Sin embargo se han encontrado mutaciones en GDNF 

en muy pocos pacientes HSCR. Además, dichas mutaciones podrían no ser suficientes 

para originar HSCR, dado que algunos pacientes presentaban factores adicionales como 

mutaciones en RET o trisomía 21 (Salomon y cols, 1996; Angrist y cols, 1996; 

Ivanchuk y cols, 1996; Martucciello y cols, 2000). También se ha detectado una 

mutación en GDNF en un paciente con enfermedad de Ondine (Amiel y cols, 1998). 

Por otra parte, el silenciamiento de genes que codifican la neurturina o su co-

receptor gfrα2 en ratones (ratones Ntn-knockout o Gfra2-knockout), produce un 

descenso en la densidad de neuronas colinérgicas del SNE aunque no se generan 

anomalías renales (Heuckeroth y cols, 1999; Rossi y cols, 1999). Pues bien, se ha 

identificado una mutación asociada a HSCR en NTN, pero no se tiene certeza de su 

grado de implicación en la patología, puesto que ésta aparecía en conjunción con otra 

mutación en RET (Doray y cols, 1998).  

Finalmente, aunque los ratones “Gfra1-knockout” son fenotípicamente similares 

a los ratones “Ret-knockout” y “Gdnf-knockout” (Enomoto y cols, 1998), aún no se han 

identificado mutaciones en GFRA1 en pacientes HSCR (Angrist y cols, 1998; Myers y 

cols, 1999). Tampoco se han encontrado mutaciones en los genes GFRA2 ni GFRA3 

(Vanhorne y cols, 2001; Onochie y cols, 2000). No obstante, estos hallazgos no 

permiten descartar de forma definitiva la implicación de estos genes en la enfermedad 

de Hirschsprung. 
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A.3.4.2. Mutaciones asociadas a la enfermedad de Hirschsprung en los 

genes de la ruta de señalización de la endotelina: EDNRB, EDN3 y 

ECE1. 

 

La ruta de las endotelinas fue estudiada inicialmente por su efecto 

vasoconstrictor y su posible papel en hipertensión. EDNRB y EDNRA (“Endothelin 

receptor type B/A”) son proteínas heptahelicales acopladas a proteína G, que transducen 

señales a través de las endotelinas (EDN1, EDN2, EDN3) (Inoue y cols, 1989; Sakurai 

y cols, 1992). Hoy día se sabe que la ruta de señalización inducida por las endotelinas es 

necesaria para el desarrollo de las células derivadas de la cresta neural destinadas a 

inervar el colon (Chakravarti, 1996; Martucciello y cols, 2000). 

Una serie de hechos hicieron pensar que 13q22, región donde se localiza el gen 

EDNRB,  podía albergar un locus de susceptibilidad para HSCR: (1) Se observó un lod 

score significativo en 13q22 al realizar un estudio de ligamiento sobre una comunidad 

menonita, altamente endogámica, con numerosos casos HSCR (Cohen y Gadd, 1982; 

Puffenberger y cols, 1994a). (2) Se detectaron deleciones intersticiales de novo en 

13q22 en varios pacientes con HSCR (Kiss y Osztovics, 1989;  Lamont y cols, 1989; 

Bottani y cols, 1991). (3) En ratones el piebaldismo letal, un modelo de aganglionosis, 

es fenotípicamente idéntico al del ratón Ednrb-knockout, y en humanos el gen EDNRB 

está localizado en 13q22 (Hosoda y cols, 1994). El piebaldismo letal se considera como 

el modelo murino para el síndrome de Shah-Waardemburg (WS4) en humanos, y 

algunos de los individuos menonitas presentaban anomalías en la pigmentación y 

sordera además de HSCR. Este hecho incitó a que se realizara un rastreo de EDNRB en 

familias WS4, y se encontraron mutaciones en homocigosis en una fracción de las 

mismas (Attie y cols, 1995b). Recientemente se ha detectado también una mutación en 

homocigosis en EDNRB en un paciente con hipoventilación central congénita o 

enfermedad de Ondine (Verheij y cols, 2002).  

Por otra parte se identificó una mutación en el gen EDN3 en un ratón con 

spotting letal, otro modelo murino para WS4 en humanos, lo que condujo al rastreo e 

identificación de mutaciones de EDN3 en pacientes WS4 (Hofstra y cols, 1996; Edery y 

cols, 1996; Pingault y cols, 2001) o con enfermedad de Ondine (Bolk y cols, 1996). 
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El rastreo mutacional de EDNRB y EDN3 en series de pacientes con HSCR 

esporádico, ha mostrado que mientras que las mutaciones en EDN3 son muy poco 

frecuentes (Bidaud y cols, 1997), en el caso de EDNRB se han encontrado mutaciones 

en aproximadamente un 5% de los pacientes (Chakravarti, 1996; Amiel y cols, 1996; 

Kusafuka y cols, 1996; Auricchio y cols, 1996). Cabe mencionar que en esos pacientes 

estudiados, la penetrancia de mutaciones en heterocigosis de EDN3 y EDNRB es 

incompleta, no se identificaron mutaciones de novo, y el fenotipo predominante al que 

dan lugar es S-HSCR. La observación de deleciones intersticiales en 13q22 abarcando 

EDNRB en algunos pacientes HSCR, sugirió que el de acción de estas mutaciones 

podría ser haploinsuficiencia. Posteriores análisis funcionales para determinar la 

relevancia patogénica de diferentes mutaciones en EDNRB, han revelado que éstas 

generan una pérdida de función del receptor (Abe y cols, 2000). 

Las endotelinas maduras, EDN1, EDN2 y EDN3, son el resultado de la acción 

proteolítica de las metaloproteasas ECE1 y ECE2 (Endothelin-Converting Enzyme 1 y 

2) sobre las respectivas preproendotelinas. Se ha observado que el ratón Ece1-knockout 

presenta defectos cráneo-faciales y anomalías cardíacas además de aganglionosis 

colónica (Yanagisawa y cols, 1998). Estos datos hicieron de ECE1 un gen candidato 

para HSCR. De hecho, se ha podido identificar una mutación en heterocigosis en un 

paciente HSCR con defectos cráneo-faciales y cardíacos (Hofstra y cols, 1999).  

Todos estos hallazgos de mutaciones asociadas a HSCR en genes relacionados 

con la ruta de las endotelinas (EDNRB, EDN3, ECE1), ponen de manifiesto la 

relevancia de esta vía de señalización en el desarrollo del sistema nervioso entérico. 

Asimismo no se descarta la posibilidad de la implicación de otros miembros de esta 

cascada metabólica en la patogénesis de la enfermedad. 

 

A.3.4.3. Asociación de genes codificantes de factores de transcripción o 

de regulación con HSCR: SOX10, PHOX2B y SIP1. 

 

La expresión del proto-oncogén RET se encuentra regulada por una amplia gama 

de factores de transcripción que actúan sobre el gen de forma directa o indirecta. Entre 

esos factores de transcripción se encuentran MASH1, PHOX2A, PHOX2B, PAX3, 

SOX10 y HOX11L1, que evidentemente desempeñan un papel fundamental en el 
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desarrollo del SNE, si bien sus funciones precisas aún no se conocen en profundidad 

(Newgreen y Young, 2002; Figura A.6). El hecho de que estos factores de transcripción 

regulen la expresión de RET convierte a los genes que los codifican en posibles 

candidatos para HSCR. De hecho ya se ha podido establecer la relación entre algunos de 

estos genes como SOX10 y PHOX2B, y algunas formas sindrómicas de la enfermedad.  

 

Figura A.7. Factores de transcripción implicados en el desarrollo del SNE. 

 

 
Por ejemplo, otro de los modelos murinos para el síndrome WS4 es el 

megacolon dominante (Dom), siendo Sox10 (“Sex determining region Y box 10”) el gen 

causante de este fenotipo. Este gen codifica para un factor de transcripción que presenta 

un motivo de unión a ADN conocido como dominio HMG (“High Mobility Group”). Se 

han identificado mutaciones en heterocigosis en SOX10 en formas familiares y 

esporádicas de WS4 (Pingault y cols, 1998; Southard-Smith y cols, 1999; Touraine y 

cols, 2000). También se han encontrado mutaciones en niños con WS4 combinado con 

otras neuropatías (Inoue y cols, 1999, 2002). Algunas de estas mutaciones afectan al 

dominio de unión a ADN, y podrían conducir a una pérdida de función, por lo que de 

nuevo el mecanismo propuesto más aceptable para producir el fenotipo es la 

haploinsuficiencia. En cambio otras mutaciones perturban el dominio de transactivación 

y podrían conducir a un efecto dominante negativo (Touraine y cols, 2000). Hasta el 

momento, sin embargo, no se han encontrado mutaciones en SOX10 asociadas a formas 

no sindrómicas de HSCR. 

Por otra parte, se había observado que los ratones Phox2b-knockout carecen de 

sistema nervioso autónomo. En estos ratones las células de la cresta neural llegan a la 

parte anterior del intestino, pero no alcanzan a migrar más allá probablemente como 

consecuencia de la falta de expresión de Ret (Pattyn y cols, 1999). PHOX2B (“Paired-

like Homeo bOX 2B”) codifica para otro factor de transcripción que se expresa en el 
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sistema nervioso autónomo central y periférico durante el desarrollo embrionario, y que 

funciona regulando la expresión de RET. Pues bien, el rastreo mutacional de este gen en 

una serie de pacientes con enfermedad de Ondine ha permitido identificar mutaciones 

que alteran la pauta de lectura, así como expansiones de polialaninas (Amiel y cols, 

2003; Sasaki y cols, 2003). Además, Benailly y cols 2003 encontraron una paciente con 

S-HSCR, retraso en el desarrollo, rasgos dismórficos e hipotonía severa, que presentaba 

una deleción de 5Mb en 4p12p13, abarcando la región donde se localiza este gen, lo que 

sugiere que la haploinsuficiencia de PHOX2B podría predisponer a HSCR. Sin 

embargo, el análisis de la secuencia del gen en una amplia cohorte de casos HSCR no 

sindrómicos no ha desvelado la presencia de ninguna mutación causante de este 

fenotipo, aunque sí la existencia de una variante sobre-representada en este grupo de 

pacientes al comparar con un grupo control (García-Barceló y cols, 2003a).  

Por último, en algunos pacientes HSCR que presentan microcefalia, fisura 

palatina y estatura pequeña (OMIM 235730) se han encontrado mutaciones en el gen 

SIP1 (“Smad Interacting Protein-1”), también conocido como ZFHX1B (“Zinc Finger 

Homeo boX 1B”) (Cacheux y cols, 2001; Wakamatsu y cols, 2001). Con posterioridad 

también se han identificado grandes deleciones y otras mutaciones de este gen en varios 

pacientes HSCR con retraso mental y ciertas malformaciones como hipospadia y 

agenesia del cuerpo calloso (Amiel y cols, 2001). Se piensa que estos fenotipos son el 

resultado de la haploinsuficiencia de SIP1 generada por mutaciones en uno de los alelos. 

Este gen se consideró un candidato para generar el fenotipo, dado que uno de los 

pacientes analizados en los primeros estudios presentaba una translocación de novo 

t(2;13)(q22;q22), y SIP1 se localiza en 2q22. Además, SIP1 parece realizar una función 

importante en el desarrollo de la cresta neural, hecho que queda manifiesto en los 

estudios de los ratones knockout para este gen (Van de Putte et al, 2003). Los estudios 

realizados en ratones han demostrado que Sip1 es un miembro de la familia δEF1/Zfh-1, 

que interacciona con proteínas Smad (Verschueren y cols, 1999). Estas proteínas Smad 

desempeñan un papel fundamental en la cascada de transducción de la familia de los 

factores de crecimiento TGF-β (“Transforming Growth Factor beta”) (Massague, 

1998), que está involucrada en el desarrollo y homeostasis de varios tipos celulares. La 

activación de la ruta TGF-β origina la fosforilación y translocación nuclear de las 

proteínas Smad, las cuales participan en la regulación de la expresión de genes diana. 
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Los experimentos realizados en varios sistemas sugieren que Sip1 es un represor que 

puede actuar impidiendo la activación transcripcional llevada a cabo por Smad, por lo 

que su función reguladora es importante.  

Siguen existiendo aún varios genes que codifican para factores de transcripción 

implicados en el desarrollo del SNE, cuya candidatura para generar HSCR aún no ha 

sido evaluada. Dichos genes resultan por tanto un interesante objeto de estudio cuyo 

análisis podría contribuir a profundizar en el conocimiento de la patogénesis de esta 

enfermedad poligénica. 

 

A.3.4.4 Identificación de regiones cromosómicas asociadas a HSCR 

mediante análisis de ligamiento 

 

Como ya se ha mencionado, HSCR es una enfermedad compleja y multifactorial. 

En la inmensa mayoría de los casos, mutaciones en los genes anteriormente descritos 

conducen a la aparición de formas sindrómicas de HSCR, o bien de formas aisladas de 

L-HSCR. Sin embargo estas mutaciones apenas se han identificado en las familias S-

HSCR, que son mucho más frecuentes. Con el objetivo de identificar loci de 

susceptibilidad asociados a la aparición de esas formas S-HSCR, se han realizado 

estudios de ligamiento en diversas familias HSCR, utilizando una amplia variedad de 

marcadores microsatélite distribuidos por todo el genoma.  

En un primer estudio, Bolk y cols 1999 analizaron un total de 12 familias, e 

identificaron un nuevo locus de susceptibilidad en la región cromosómica 9q31 que en 

conjunción con RET conduce a la aparición del fenotipo HSCR.  

Posteriormente, un análisis realizado sobre 49 familias demostró la existencia de 

tres loci situados en 3p21, 10q11 y 19q12 tanto necesarios como suficientes para 

explicar la incidencia y el riesgo de recurrencia de HSCR en la cohorte estudiada 

(Gabriel y cols, 2002). Estos autores concluyen que el gen de susceptibilidad que reside 

en 10q11 es RET, llegando a encontrar mutaciones en este gen en 17 familias. Para el 

resto de las familias ligadas a 10q11, postulan que pueden existir mutaciones en la 

región no codificante de RET, si bien tampoco se puede excluir totalmente la existencia 

de mutaciones en otros genes situados en la región. Así pues, RET sería el principal 

causante de la aparición del fenotipo, y 3p21 y 19q12 constituirían loci modificadores.  
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En otro estudio similar llevado a cabo por Carrasquillo y cols en 2002, se 

identificaron loci de susceptibilidad para HSCR en las regiones 10q11, 13q22 y 16q23. 

Este análisis se realizó en 43 triadas familiares de origen menonita, población con alto 

índice de consanguinidad que presenta una incidencia de HSCR de 1:500 nacidos vivos. 

De nuevo se llegó a la conclusión de que RET correspondía con el gen de 

susceptibilidad de 10q11, y EDNRB correspondía con el localizado en 13q22 

(previamente identificado como el principal locus HSCR en esta población, 

Puffenberger y cols, 1994a). En cuanto a 16q23, los autores sugirieron la posible 

candidatura de dos genes localizados en esta región, e implicados en el desarrollo del 

SNE (CDH13 y PLCG2), aunque hasta el momento no se ha reportado ningún trabajo 

en el que se analice su asociación con la patología. 

Todos estos datos ponen de manifiesto nuevamente el patrón de herencia no 

mendeliano de HSCR, y sustentan la idea del carácter poligénico de la enfermedad. 

 

A.3.5. Co-segregación de la enfermedad de Hirschsprung con los síndromes 

MEN 2.  

 

La co-segregación de MEN 2 y HSCR es bastante infrecuente. Hasta la fecha 

sólo se han reportado 20 familias afectadas con ambos fenotipos (Verdy y cols, 1982; 

Chretien y cols, 1994; Mulligan y cols, 1994; Borst y cols, 1995; Blank y cols, 1996; 

Caron y cols, 1996; Peretz y cols, 1997; Borrego y cols, 1998; Decker y cols, 1998; 

Romeo y cols, 1998; Sijmons y cols, 1998; Pasini y cols, 2002) y todas ellas se han 

asociado con mutaciones en los codones 609, 618 y 620 de RET. Se ha sugerido que la 

coexistencia de ambos fenotipos debido a la misma mutación, podría explicarse por un 

efecto dual. En este sentido los resultados de estudios funcionales parecen demostrar 

que mutaciones en los codones 609, 618 y 620, disminuyen la expresión del receptor en 

la superficie celular pero también son capaces de inducir la formación aberrante de 

homodímeros de RET, conduciendo a la activación constitutiva de las proteínas 

mutantes (Iwashita y cols, 1996b; Ito y cols, 1997; Chappuis-Flament y cols, 1998; 

Takahashi y cols, 1999). Por tanto, las mutaciones activadoras darían lugar a MEN 2 

mientras que la disminución de la expresión de RET en la superficie celular generaría 

HSCR. El mecanismo propuesto es el siguiente sugiere que las cisteínas mutadas 
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podrían alterar el plegado de RET, interfiriendo parcialmente con su maduración, su 

transporte intracelular o su expresión estable en la membrana plasmática. Aunque los 

niveles de dimerización de RET fuesen bajos, la actividad de las proteínas mutantes 

sería suficiente para desencadenar el desarrollo de carcinoma medular de tiroides así 

como de feocromocitoma. Y por otra parte, la disminución de la expresión de RET en la 

superficie celular de los neuroblastos entéricos durante la embriogénesis, transmitiría 

una señalización por debajo del umbral necesario para completar su diferenciación, o 

para prevenir una apoptosis inapropiada. Así pues, en principio podría ser factible que 

una sola mutación en el codón 609, 618 o 620 funcionase a la vez como “mutación con 

ganancia de función”, y “como mutación con pérdida de función”, dependiendo de los 

tipos celulares en los que se exprese (Takahashi, 2001).  

 

A.3.6. Factores de susceptibilidad genéticos para las formas esporádicas de 

HSCR.  

 

Los primeros factores de susceptibilidad genéticos para HSCR fueron 

encontrados por nuestro grupo a raíz de los resultados del análisis genético de los 

miembros de una familia MEN 2A/HSCR (Borrego y cols, 1998). En ese trabajo 

describíamos un pedigrí en el que postulábamos que ambos fenotipos estaban asociados  

a la mutación puntual C620S de RET. Un intenso análisis genético, mediante 

secuenciación directa de los genes RET y GDNF en los pacientes de esta familia, 

descartó la posibilidad de que el cuadro de HSCR que se observa  en el único miembro 

que presentaba ambos fenotipos se debiera a una segunda mutación en estos genes. Sin 

embargo, el análisis molecular resultante demostró que este paciente era homozigoto 

para el polimorfismo silente A45A (c. 135G>A), ubicado en el exón 2 de RET. Este 

dato sugería la posibilidad de que A45A pudiera ser un factor de susceptibilidad para la 

enfermedad de HSCR, actuando como un alelo de baja penetrancia mediante la 

activación de un sitio críptico de maduración (Para más detalles sobre este pedigrí, 

puede consultarse Figura C.1 y sección C.1.3 de Metodología). 

 Si era cierta esa observación, la relación entre el polimorfismo A45A y el 

fenotipo HSCR debía contrastarse en una cohorte HSCR esporádica. Para evaluar este 

supuesto, nuestro grupo efectuó un estudio de casos/controles genotipando 7 cSNPs del 
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proto-oncogén RET (A45A, V125V, A432A, G691S, L769L, S836S y S904S) en 64 

pacientes HSCR esporádicos y 100 controles no relacionados y sin antecedentes de 

enfermedades gastrointestinales relevantes (Borrego y cols, 1999). Este estudio 

demostró que existen dos polimorfismos silentes de RET  (A45A y L769L) que están 

estrechamente asociados a la aparición del fenotipo HSCR. Específicamente, la variante 

A45A aparecía en 75/128 cromosomas HSCR (59%) y en 32/200 cromosomas control 

(16%) (χ2= 62.50, p<<0.0001). Por su parte, el polimorfismo L769L (c.2307T>G) se 

identificó en 39/128 cromosomas HSCR (30%) y en 28/200 cromosomas control (14%) 

(χ2= 12.03, p= 0.0005). Este estudio también demostró que los polimorfismos G691S 

(c.2071C>A) y S904S (c.2712C>G), probablemente en desequilibrio de ligamiento, 

aparecen subrepresentados en la cohorte HSCR respecto de la población control. 

Para determinar si los cSNPs asociados a HSCR conferían per se la 

predisposición a la enfermedad, o bien existía un locus en desequilibrio de ligamiento 

causante de la misma, nuestro grupo trazó los haplotipos de RET constituidos por la 

combinación de los 7cSNPs anteriormente analizados. Este trabajo permitió identificar 

doce haplotipos diferentes (A-L, Figura A.8), mediante al análisis de segregación de las 

variantes en 57 triadas constituidas por el caso índex y sus padres. Por otra parte, los 

haplotipos se pudieron inferir de manera fidedigna en 65 de los 100 controles 

genotipados. La distribución haplotípica, demostró una desviación muy significativa al 

comparar casos con controles (χ2= 81.4, con 11 grados de libertad, p<<0,0001, Figura 

A.9). Todos los haplotipos que incluyen el polimorfismo A45A, estaban desviados y 

sobre-representados al comparar HSCR y controles. Además, la distribución de los 

genotipos (parejas de haplotipos) entre pacientes y controles también mostró una notoria 

diferencia (χ2= 93.8, con 37 grados de libertad, p<<0,0001). Es interesante resaltar que 

se identificaron genotipos exclusivos tanto en la cohorte  HSCR (BB, BH, CD y BD), 

como en el grupo control (AA, DD, GG, GJ, AG) (Borrego y cols, 2000). El análisis de 

los resultados mediante test de desequilibrio de transmisión (“Transmisión 

disequilibrium test”) reveló que los haplotipos B, C, F y H son los más frecuentemente 

transmitidos de padres a hijos afectos, mientras que los menos frecuentes son A, D y G. 

Consiguientemente el análisis de mapeo genético empleando desequilibrio de 

ligamiento, parecía indicar la existencia de al menos dos loci de susceptibilidad para 

HSCR independientes en nuestra población. Uno de ellos estaría en desequilibrio de 
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ligamiento con los haplotipos B, C y F, y el otro locus estaría asociado específicamente 

con el haplotipo H.  

 

Figura A.8. Haplotipos de RET generados por la combinación de las siete variantes 

situadas en su secuencia codificante.  

 

 

 

Los trabajos llevados a cabo por nuestro grupo supusieron la  identificación de 

los primeros factores de susceptibilidad genéticos asociados a la enfermedad de 

Hirschsprung (véase OMIM 142623). Además, la relevancia de los datos aportados por 

nuestro grupo fue confirmada en una cohorte de 62 casos HSCR de origen alemán y un 

grupo de 156 controles, empleando una metodología similar (Fitze y cols, 1999). 

Estudios mutacionales realizados con posterioridad en esa cohorte alemana han 

demostrado que en pacientes HSCR con mutación en RET, A45A parece modificar el 

fenotipo mediante una interacción intragénica de esta variante con la mutación (Fitze y 

cols, 2002, 2003).  
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Figura A.9. Distribución de los haplotipos RET encontrados en los casos HSCR 

esporádicos y en los individuos control. 

 

 
 
 

Los resultados obtenidos en la población española también se confirmaron en un 

estudio muy reciente llevado a cabo en la población china, siendo estos hallazgos 

particularmente interesantes al tratarse de una población genéticamente tan diferente a 

la nuestra (García-Barceló y cols, 2003b). En este trabajo se volvió a detectar una sobre-

representación de los polimorfismos A45A y L769L en HSCR versus controles. Así, el 

análisis haplotípico reveló la clara asociación del haplotipo que porta las dos variantes 

(lo que nosotros denominamos haplotipo C, Borrego y cols, 2000) a la aparición de la 

enfermedad. La diferencia con nuestros resultados radica en que la variante A432A se 

encuentra significativamente sub-representada en pacientes frente a controles, hecho 

que no ocurre en nuestra población.  

Por otra parte, en un estudio similar llevado a cabo en la población italiana, se 

detectó la sub-representación del polimorfismo S836S en la cohorte de 92 pacientes 

HSCR al comparar con un grupo control (Griseri y cols, 2000), lo que sugeriría un 

efecto protector de la variante frente a la aparición de HSCR. Estos autores llevaron a 
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cabo estudios funcionales con los que se descartó el efecto directo del polimorfismo en 

las interacciones ADN-proteína, en la estabilidad de los transcritos o en la maduración 

del ARN. En cualquier caso, este fenómeno de asociación parece quedar restringido a la 

población italiana, puesto que dicha sub-representación no se detectó de forma 

estadísticamente significativa en la poblaciones española, alemana o china (Borrego y 

cols, 1999; Fitze y cols, 1999; García-Barceló y cols, 2003b). Además, en un estudio 

realizado por los mismos autores con posterioridad en 156 casos y 40 controles de 

origen danés, tampoco se encontró una diferencia significativa en la distribución de la 

variante (Griseri y cols 2002), si bien el análisis de alelos transmitidos y no transmitidos 

de los padres a sus hijos afectos, demostró que el alelo polimórfico sólo era heredado 

por un paciente HSCR en una de las 20 familias que presentaban algún progenitor 

heterocigoto, existiendo consiguientemente una fuerte desviación de transmisión 

(Transmission disequilibrium test, TDT: p=0.00057). 

Para concluir, todos los resultados publicados por nuestro grupo sugerían la 

existencia de un locus ancestral asociado a los haplotipos que contienen A45A,  ubicado 

en 5´ respecto a esta variante en un intervalo de 0-20Kb, región que se corresponde con 

el intrón 1 de RET. Uno de los objetivos prioritarios de la presente tesis doctoral ha sido 

la identificación molecular de ese locus de susceptibilidad para Hirschsprung ligado a la 

variante A45A de RET. 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B. HIPÓTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS 

DEL ESTUDIO 
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B.1 HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 

Diversos estudios funcionales han puesto de manifiesto que el proto-oncogén 

RET se asocia, por mecanismos contrarios, tanto a la aparición de enfermedad de 

Hirschsprung (HSCR) como de cáncer medular de tiroides (MTC). Así, hoy día se sabe 

que mutaciones germinales de RET que conducen a una ganancia de función del 

receptor originan formas familiares de MTC (síndromes MEN 2), mientras que otras 

mutaciones que producen una pérdida de función son causantes de HSCR. 

Nuestro grupo tiene evidencias muy significativas de la asociación de la variante 

A45A, localizada en el exón 2 de RET, con el fenotipo HSCR (Borrego y cols, 1999, 

2000). Todos los resultados publicados previamente por nuestro grupo sugieren la 

existencia de un locus ancestral asociado a los haplotipos que contienen A45A,  ubicado 

en 5´ respecto a esta variante y en un intervalo de 0-20Kb (región que se corresponde 

con el intrón 1 de RET). El principal objetivo del presente proyecto de tesis es la 

identificación y caracterización molecular de ese locus de susceptibilidad para HSCR. 

En concreto, dicho locus podría estar asociado a un dominio implicado en la regulación 

de la expresión de RET. La consecución de estos objetivos contribuiría así al 

esclarecimiento de la base genética de esta enfermedad. Asimismo, dada la naturaleza 

poligénica de HSCR, hemos pretendido desarrollar una evaluación sistemática de otros 

genes candidatos, con el fin de identificar factores de susceptibilidad asociados a su 

aparición. 

Por otra parte, el conocimiento sobre la etiología del cáncer medular de tiroides 

esporádico es bastante escaso. No obstante, puesto que mutaciones activadoras de RET 

son responsables de las formas familiares de MTC, y que la mutación somática M918T 

se ha encontrado en una proporción importante de tumores esporádicos, este gen pasa a 

ser el principal candidato como gen de susceptibilidad para las formas MTC 

esporádicas. Esta hipótesis es apoyada por el hecho de que en el punto de partida del 

presente trabajo, el único factor de susceptibilidad descrito para MTC esporádico en una 

serie de casos alemana era el polimorfismo S836S, localizado en el exón 14 de RET. Por 

consiguiente, nos planteamos la posibilidad de que cambios de secuencia de los genes 

que participan en la cascada metabólica de RET, tales como el propio receptor, sus 

ligandos o co-receptores, puedan jugar un papel en la patogénesis de MTC. Partiendo de 



Hipótesis y objetivos 

 40

esta idea, hemos iniciado una búsqueda de factores de susceptibilidad genéticos para 

esta patología en esos genes candidatos. 

 

B.2 OBJETIVOS PLANTEADOS 
 
1. Identificación y caracterización molecular de un nuevo locus HSCR, ligado a los 

haplotipos que contienen el polimorfismo A45A del gen RET. 

 

2. Análisis de mutaciones y polimorfismos en otros genes candidatos para HSCR 

(GFRA1, GFRA2, GFRA3, GFRA4). Evaluación de su implicación en la aparición de la 

enfermedad. 

 

3. Búsqueda de factores de susceptibilidad genéticos para el MTC esporádico en genes 

candidatos para dicha patología. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A. INTRODUCCIÓN 
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 A.1. Características y función del receptor tirosín-kinasa RET. 

 

A.1.1. Aspectos moleculares del proto-oncogén RET. 

 

El proto-oncogén RET es un gen que codifica para la proteína RET, un receptor 

de membrana con actividad tirosín-kinasa que se expresa en tejidos y tumores derivados 

de la cresta neural (Takahashi y cols, 1985, 1987, 1988; Santoro y cols, 1990; 

Nakamura y cols, 1994). Como su propio acrónimo sugiere, RET (REarranged during 

Transfection) fue clonado por primera vez por Takahashi y cols en 1985 como un 

oncogén quimérico, durante un ensayo clásico de transformación de células NIH 3T3 

con ADN procedente de linfoma humano. 

RET se localiza en la región cromosómica 10q11.2 (Ishizaka y cols, 1989) con 

una orientación 5´ centromérica / 3´ telomérica  (Pasini y cols, 1995a). Su estructura 

genómica se ha podido determinar mediante diferentes estrategias (Kwok y cols, 1993; 

Ceccherini y cols, 1994; Pasini y cols, 1995a; Myers y cols, 1995) y hoy día se sabe que 

consta de 21 exones distribuidos a lo largo de 60 kilobases, resaltando que alrededor del 

40% de su secuencia genómica corresponde a un inmenso intrón de 23 kb ubicado entre 

los exones 1 y 2.  

El ARN mensajero de Ret ha sido ampliamente estudiado en roedores y se ha 

observado que su patrón de expresión está finamente regulado durante el desarrollo 

embrionario, apareciendo unas tasas de expresión superiores en los estadíos iniciales. 

Durante esos estadíos iniciales, Ret se expresa primariamente en la cresta neural, 

sistemas nerviosos central y periférico y sistema excretor, donde está implicado en el 

desarrollo, migración y supervivencia celular (Pachnis y cols, 1993; Avantaggiato y 

cols, 1994; Schuchardt y cols, 1994; Tsuzuki y cols, 1995). En consonancia con su 

patrón de expresión, se ha visto que los ratones a los que se les provoca un bloqueo de 

la expresión de Ret durante su desarrollo embrionario (Ret “knockout”), carecen de 

nervios entéricos y ganglios cervicales superiores y presentan agenesia o disgenesia 

renal (Schuchardt y cols, 1994; Durbec y cols, 1996). Además, en base a esos estudios 

realizados en los ratones mutantes, se pudo demostrar que la mayor parte del sistema 

nervioso entérico y los ganglios cervicales superiores se originan a partir de un pequeño 

grupo de células de la cresta neural derivadas del rombencéfalo en un proceso que 
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depende del funcionamiento de Ret (Durbec y cols, 1996). También se han realizado 

estudios de expresión en tejido adulto de rata, observándose bajos niveles de expresión 

en pulmón, corazón, bazo, e intestino delgado, y altos niveles en cerebro, timo y 

testículo (Tahira y cols, 1988).  

En cuanto a estudios en humanos, la expresión de RET se detectó inicialmente en 

tumores derivados de la cresta neural tales como neuroblastoma, feocromocitoma y 

carcinoma medular de tiroides (Ikeda y cols, 1990; Santoro y cols, 1990; Takahashi y 

cols, 1991). Actualmente, la información sobre los perfiles de expresión de RET en 

tejidos sanos humanos está disponible en diversas bases de datos, entre las que se 

encuentra GeneNote (Gene Normal Tissue Expression), que recoge los resultados de los 

experimentos realizados por el Weizmann Institute of Science, basados en la tecnología 

“DNA array” ( http://genecards.weizmann.ac.il/cgi-bin/genenote//GN_search.pl).  

La importancia clínica de RET radica en su implicación en ciertas enfermedades 

humanas, tal como se describirá más adelante. Así por ejemplo, una proporción de casos 

de carcinoma papilar de tiroides son debidos a translocaciones somáticas que implican a 

RET y a otros genes activadores. También se han encontrado mutaciones somáticas de 

RET en un porcentaje de casos de cáncer medular de tiroides. Por último, mutaciones 

germinales que conducen a una ganancia de función del receptor son causantes de los 

síndromes de neoplasia endocrina múltiple tipo 2 (MEN 2; “Multiple Endocrine 

Neoplasia type 2”), mientras que mutaciones que conllevan una pérdida de función 

originan la enfermedad de Hirschsprung (HSCR). 

  

A.1.2. Estructura de la proteína RET. 

 
Estructuralmente, la proteína RET es una mólecula relativamente grande con un 

peso molecular de alrededor de 124 Kdaltons. Como la mayoría de los miembros de la 

familia de receptores tirosín kinasa (RTK), RET contiene un dominio extracelular, un 

dominio transmembrana, y un dominio intracelular (Figura A.1).  

El dominio extracelular no presenta homología con ningún otro receptor tirosín-

kinasa (Takahashi y cols, 1988, 1989). Incluye un péptido señal constituido por 28 

aminoácidos, así como una región con alta homología a la familia de moléculas de 

adhesión intercelular cadherinas, y una región rica en cisteínas. Veintisiete de los 28 

resíduos cisteínicos de dicha región se conservan entre especies, lo que sugiere que 
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estos aminoácidos desempeñan un papel fundamental en la formación de enlaces 

disulfuro intramoleculares, y por tanto en determinar la estructura terciaria de la 

proteína (Takahashi y cols, 1989; Schneider, 1992; Iwamoto y cols, 1993). 

Recientemente se han realizado estudios bioinformáticos para profundizar en el 

conocimiento de la estructura molecular del dominio extracelular de RET. En uno de 

esos estudios se ha encontrado que en total hay 4 dominios diferentes con homología a 

cadherinas, y que entre el segundo y el tercer dominio hay un sitio de unión a Ca2+ 

(Anders y cols, 2001).  

 

Figura A.1. Esquema de la estructura genómica del proto-oncogén RET y de su 

correspondiente proteína. Se muestran cada una de las isoformas de la proteína RET 

resultantes de la maduración alternativa del extremo 3´ de RET. 

 

 
S: Péptido señal; Cd: Región con homología a cadherinas; Cys: Dominio rico en cisteínas; TM: Dominio 

transmembrana; TK1 y TK2: Dominios tirosín-kinasa; IK: Región entre los dominios tirosín-kinasa. 

 

 

El dominio intracelular incluye al dominio con actividad tirosín-kinasa, donde 

reside la actividad catalítica del receptor, que se encuentra interrumpido por una región 

intermedia de 27 aminoácidos. Este dominio tirosín-kinasa se activa mediante la 

fosforilación de determinados residuos tirosínicos, desencadenando la activación de 
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ciertas rutas de señalización celular. Se han encontrado ciertas similitudes entre el 

dominio tirosín-kinasa de RET y el de los receptores de los factores de crecimiento 

derivados de plaquetas (Hanks y cols, 1988). 

Existen varios transcritos distintos generados por la maduración alternativa del 

extremo 3´ de RET , y que a su vez dan lugar a tres isoformas proteicas que difieren en 

su extremo carboxi-terminal (Tahira y cols, 1990; Myers y cols., 1995) (Figuras A.1 y 

A.2).  

 

Figura A.2. Patrón de maduración del ARN mensajero de RET. 

 

 

 
A). Los distintos transcritos de RET proceden de la combinación de exones alternativos en el extremo 3´, 

y del uso de diferentes sitios de poliadenilación.  (A)n: cola de poliadeninas; línea continua: intrones 

presentes en el transcrito; línea punteada: intrones ausentes. B) Secuencia aminoacídica que rodea a la 

tirosina 1062 en las tres isoformas proteicas de RET. 

 

Una serie de hechos indican que estas isoformas, conocidas como RET9 (1072 

aa), RET43 (1106 aa) y RET51 (1114 aa), presentan distintas propiedades biológicas y 

bioquímicas. (i) Se ha demostrado que la tirosina Y1062 juega un papel importante en la 

señalización celular mediada por RET (Takahashi, 2001; Coulpier y cols, 2002). Y1062 

representa un sitio de unión para varias moléculas adaptadoras tales como SHC, 

SNT/FRS2, IRS1, DOK1, DOK4, DOK5 y Enigma (Kurokawa  y cols, 2003). Como 

consecuencia, varias rutas de señalización entre las que se encuentran las de RAS/ERK, 

PI-3K/AKT, p38MAPK, JNK y ERK5, se activan principalmente a través de la 

fosforilación de Y1062. Pues bien, el contexto en el que se encuentra esta tirosina es 
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diferente en cada isoforma proteica, variando consiguientemente la afinidad de unión de 

las distintas moléculas efectoras. (ii) Por otra parte, RET51 presenta residuos tirosínicos 

adicionales que están ausentes en RET9 y RET 43. Uno de ellos es Y1096, que 

proporciona un sitio de unión para la molécula adaptadora GRB2. (iii) Por último, se ha 

comprobado que hay diferencias notorias en la expresión de las isoformas durante el 

desarrollo embrionario. Así por ejemplo, la cantidad relativa de transcritos de RET51 

está fuertemente regulada durante el desarrollo del riñón. En este tejido, la expresión de 

la isoforma RET51 es muy baja en comparación con la de RET9 durante las primeras 

semanas de gestación, pero posteriormente aumenta rápidamente hasta multiplicarse por 

siete (Ivanchuk y cols, 1998). Como consecuencia de todo esto se piensa que las 

distintas isoformas de RET podrían jugar diferentes papeles en el desarrollo y/o en los 

procesos tumorigénicos en que se ha visto que RET es partícipe. 

 

A.1.3. Mecanismo de activación del receptor RET. Formación del complejo 

multimérico. 

 

A diferencia de otros RTKs de mamíferos, la activación de la proteína RET 

requiere la previa formación de un complejo heterotetramérico, en el que participan 

miembros de dos grupos distintos de proteínas: un ligando soluble de la familia de 

factores neurotróficos derivados de la glía (“Glial Derived Neurotrophic Factors”, 

GDNF), y un co-receptor unido a la superficie celular de la familia de receptores α de 

GDNF.  

Los ligandos GDNF son miembros de la subfamilia TGF-β (Lin y cols, 1993) y 

se ha visto que todos ellos actúan como potentes factores de supervivencia neuronal 

(Baloh y cols, 2000). Hasta la fecha se han identificado 4 miembros pertenecientes a 

esta familia, que son GDNF, neurturina (NTN), artemina (ART) y persefina (PSP).  

Todos estos factores contienen un nodo cisteínico constituido por siete residuos 

cisteínicos conservados y espaciados de forma similar, y aproximadamente el 40% de su 

secuencia aminoacídica es idéntica. Se ha observado que GDNF, NTN y ART están 

implicados en la supervivencia de un amplio espectro de neuronas tanto periféricas 

como centrales, mientras que PSP participa en la supervivencia de neuronas 
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dopaminérgicas motoras y de la sustancia nigra tanto in vivo como in vitro, pero no en 

la de neuronas periféricas (Takahashi, 2001).  

Aunque los cuatro miembros de la familia GDNF actúan como ligandos de RET, 

no se unen directamente a este receptor sino que han de interaccionar previamente con 

un co-receptor de la familia GFRα (Figura A.3).  

 

Figura A.3. Activación del receptor RET por parte de los miembros de la familia 

GDNF.  

 

 
Estos co-receptores no tienen dominios intracelulares, sino que se encuentran 

anclados a la membrana celular a través de un enlace glicosil-fosfatidilinositol (GPI) 

(Treanor y cols, 1996; Jing y cols, 1996). Hasta el momento se han identificado 4 co-

receptores GFRα, conocidos como GFRα1, GFRα2, GFRα3 y GFRα4. Cada uno de los 

ligandos GDNF tiene una especial afinidad por un co-receptor GFRα concreto. Así, 

GDNF se une preferentemente a GFRα1, NTN a GFRα2, ART a GFRα3 y PSP a 

GFRα4, si bien también se pueden dar otras interacciones ligando-coreceptor diferentes, 
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aunque con menor afinidad (Jing y cols, 1996; Treanor y cols, 1996; Buj-Bello y cols, 

1997; Klein y cols, 1997; Sanicola y cols, 1997; Baloh y cols, 1998; Enokido y cols, 

1998). En resumen, parece necesaria la interacción de uno de los 4 ligandos (GDNF, 

NTN, PSP, ART) con alguno de sus 4 correceptores (GFRα1-4), antes  de que el 

complejo resultante pueda interaccionar con RET, produciendo su dimerización y 

autofosforilación (Figura A.3). Este sería el punto de partida de la cascada de 

activación, dependiente de RET, que se genera en respuesta a las señales externas. 

Fisiológicamente, RET parece transducir intracelularmente señales externas muy 

diversas, en diferentes tejidos y en diferentes estadíos del desarrollo; éstas irían desde 

señales de diferenciación, de crecimiento tisular, de supervivencia o apoptosis 

(Takahashi y cols, 2001). 

 

A.1.4. Señalización celular mediada por RET. 

 

RET ejerce sus funciones en la célula a través de una compleja serie de 

interacciones con varios tipos de moléculas. Así, cuando RET se activa puede 

desencadenar respuestas de crecimiento, diferenciación o supervivencia, dependiendo 

del tipo celular, así como de la etapa del desarrollo en que se dé dicha activación. Como 

se ha mencionado anteriormente, la dimerización de los receptores RET desencadena la 

autofosforilación de residuos tirosínicos intracelulares. Hasta la fecha se ha demostrado 

que de las 18 tirosinas intracelulares de RET, 9 pueden fosforilarse como consecuencia 

de la activación del receptor (Takahashi y cols, 1988; Liu y cols, 1996). Seguidamente, 

ciertas moléculas adaptadoras que contienen dominios SH2, reconocen la secuencia 

aminoacídica que rodea a los residuos fosforilados e interaccionan con estos sitios de 

manera específica. Entre esas interacciones se encuentran la de GRB7 y GRB10 

(“Growth factor Receptor-Bound protein 7 y 10”), que se unen a la tirosina Y905; la 

fosfolipasa C-γ (PLC- γ ) interacciona con la tirosina Y1015; la tirosina Y1062 es diana 

de una gran variedad de moléculas tales como SHC, SNT/FRS2 (“Fibroblast growth 

factor Receptor Substrate 2”), IRS1 (“Insulin Receptor Substrate 1”), DOK1, DOK4, 

DOK5 (“Docking protein 1, 4 y 5”) y Enigma; por último GRB2 (“Growth factor 

Receptor-Bound protein 2”) se une a la tirosina Y1096 (Figura A.4) (Borrello y cols, 

1994, 1996; Pandey y cols, 1995; Asai y cols, 1996; Arighi y cols, 1997; Lorenzo y 
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cols, 1997; Alberti y cols, 1998; Durick y cols, 1998; Grimm y cols, 2001; Kurokawa y 

cols, 2001; Melillo y cols, 2001a, 2001b; Murakami y cols, 2002).  

 

Figura A.4. Rutas de señalización en las que participa RET. 
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Como resultado de las interacciones de las formas fosforiladas de RET con todas 

estas proteínas adaptadoras, se activan varias rutas de señalización conocidas, en las que 

participan MAP-kinasas (“Mitogen Activated Protein kinases”). Las cascadas de las 

MAP kinasas están altamente conservadas en eucariotas y participan en varias rutas de 

señalización celular que controlan un amplio espectro de respuestas celulares, 

incluyendo crecimiento, diferenciación y respuestas ante estrés. Las MAP kinasas son 

una familia de serín/treonín-kinasas que incluyen p42/44MAPK (también conocidas como 

ERK1 y ERK2, “Extracellular signal-regulated kinases”) , JNK/SAPK ( proteín kinasa 

activada por estrés, “c-Jun N-terminal kinase/stress-activated protein kinase”), kinasa 

p38 y kinasa ERK5 o MEK5.  

También se ha observado que RET interacciona con la fosfolipasa C-γ (PLC- γ) a 

través de la tirosina Y1015, desencadenando la activación de esta ruta ( Borrello y cols, 

1996; Hansford y Mulligan, 2000; Figura A.4). 

 

A.1.4.1. Activación de la ruta RAS/ERK. 

 

Se ha demostrado que RET es capaz de desencadenar la ruta de RAS-ERK, la 

cual es esencial tanto para la supervivencia como para la diferenciación neuronal 

(Figura A.4) (Califano y cols, 1995, 2000; van Weering y cols, 1995; Worby y cols, 

1996). La cascada RAS-ERK se puede originar a través de la interacción de Y1062 de 

RET con la molécula adaptadora SHC o SNT/FRS2, lo que provoca la activación de 

GRB2, que a su vez activa a RAS. Alternativamente la activación de esta ruta se puede 

dar por interacción directa de la tirosina Y1096 con GRB2. También se ha visto que la 

interacción de GRB7 o GRB10 con Y905 está relacionada con la activación de esta ruta 

(Iwashita y cols, 1996a) (Figura A.5).  

La proteína GRB2 se acopla por un lado a uno de los residuos de fosfotirosina de 

RET, y por el otro a otra proteína conocida como SOS que, al ser activada por GRB2, 

funciona como una proteína de intercambio de guanina. Concretamente la unión de SOS 

a la proteína RAS convierte a ésta en su forma activa asociada a GTP, dotándola 

entonces de capacidad para desencadenar toda una cascada de proteín-kinasas que 

influirán en los procesos de proliferación y diferenciación celulares. La proteína RAS 

activada se unirá al dominio N-terminal de RAF, una kinasa de serinas/treoninas.  
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Figura A.5.Cascada RAS/ERK. 
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muchas proteínas, incluidos factores de transcripción que regulan la expresión de 

importantes proteínas del ciclo celular y de la diferenciación (Figuras A.4, A.5).  

Entre esos factores de transcripción se encuentra la proteína CREB (“cAMP 

Response Element binding”), que es capaz de activar la transcripción de genes 

conocidos como genes de acción inmediata o temprana (IEG, “Inmediate Early-genes”). 

Algunos de esos genes IEG codifican para otros factores de transcripción, que a su vez 

influirán posteriormente para activar a los genes de acción tardía. 

Pues bien, se ha visto que en algunos tipos celulares la activación mediada por 

RET de las rutas dependientes de RAS puede dar lugar a una diferenciación celular 

(Califano y cols, 2001). En cambio, en otros tipos celulares RET podría llegar a 

bloquear la diferenciación inducida por RAS evitando la translocación nuclear de ERK, 

y consiguientemente la inducción de la transcripción de genes IEG (Colucci-D´Amato y 

cols, 2000).  

 
A.1.4.2. Activación de la ruta PI-3K/AKT. 

 

La activación de la enzima fosfoinositol-3–kinasa (PI-3K), probablemente a 

través de la interacción de RET con GRB2 y GAB1 o GAB2, también se encuentra 

implicada en la proliferación y la supervivencia celular (Murakami y cols, 1999; Soler y 

cols, 1999). La estimulación de esta ruta por parte de RET está asociada con la 

motilidad e interacciones celulares, y puede conducir a la formación de lamelipodios y a 

la fosforilación de proteínas relacionadas con la formación de adhesiones focales (como 

la paxilina, FAK, p130cas...), o con el aumento de expresión de la conexina-43 

(Romano y cols, 1994; Xing y cols, 1996; van Weering y cols, 1998; Murakami y cols, 

1999b; Segouffin-Cariou y cols, 2000). RET también actúa a través de la PI3-K para 

estimular a la proteín-kinasa B o AKT-kinasa, que activa al factor de transcripción 

NFκB, jugando así un papel importante en la supervivencia y proliferación celular, pero 

también pudiendo participar en procesos neoplásicos (Murakami y cols, 1999; Soler y 

cols, 1999; Segouffin-Cariou y cols, 2000) (Figura A.4). 
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A.1.4.3. Activación de la ruta JNK. 

 

También se ha mostrado que RET activa la cascada de la kinasa JNK a través de 

la  GTPasa cdc42/RAC1. La kinasa JNK activa varios factores de transcripción entre los 

que se encuentra c-jun. La regulación de c-jun por JNK modula la apoptosis inducida 

por estrés en ciertos tipos celulares, y podría también jugar un papel en la inducción de 

los procesos de reparación de ADN en respuesta a daño genotóxico. Esta ruta está 

implicada en procesos neoplásicos (Marshall y cols, 1997), pero aún no se conoce muy 

bien como RET es capaz de desencadenarla, si bien se piensa que podría enlazar con la 

ruta de la PI3 kinasa (Hansford y Mulligan, 2000). Estudios recientes sugieren que la 

molécula adaptadora DOK1 se une a la tirosina 1062 de RET, y a otra proteína 

adaptadora conocida como NCK, pudiendo esta asociación ser también responsable de 

la activación de JNK (Kurokawa y cols, 2003) (Figura A.4). 

 

A.2. Aspectos clínicos y bases moleculares de la neoplasia endocrina múltiple 

tipo 2 (MEN 2) y el cáncer medular de tiroides esporádico.  

 

A.2.1. Clasificación clínica de los síndromes MEN 2. 

 

El cáncer medular de tiroides (MTC) representa aproximadamente el 5-10% de 

todos los tumores malignos de tiroides. Alrededor del 75% de todos los casos de MTC 

registrados son esporádicos, y los restantes (25%) están englobados en un cuadro 

hereditario conocido como neoplasia endocrina múltiple 2 (MEN 2) (Eng, 1999). El 

MEN 2 es un síndrome canceroso mendeliano autosómico dominante, que incluiría los 

siguientes cuadros clínicamente diferenciables: neoplasia endocrina múltiple 2A y 2B 

(MEN 2A y MEN 2B) y cáncer medular de tiroides familiar (FMTC). Las 

características clínicas de los diferentes cuadros, están resumidas  en la Tabla A.1. 

El síndrome MEN 2A se presenta con la clásica tríada de MTC, feocromocitoma 

(PHEO) en aproximadamente el 50% de los casos, e hiperparatiroidismo (HPT) o 

adenoma paratiroideo en un 15-30% de los casos (Schimke, 1984; Eng, 1999). Es la 

forma más común de MEN 2, abarcando aproximadamente el 90% de todos los casos.  
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El síndrome MEN 2B abarca un 5% de los casos MEN 2, y la clínica es similar a 

la de MEN 2A con la diferencia de que la edad de manifestación del tumor es una media 

de 10 años más temprana. Además no cursa con HPT, pero va acompañado de 

anormalidades del desarrollo como hábito marfanoide, ganglioneuromatosis, neuromas 

mucosos y engrosamiento de fibras nerviosas corneales (Gorlin y cols, 1968; Eng, 

1999).  

Finalmente, el FMTC tiene como único fenotipo el cáncer medular de tiroides 

(Farndon y cols, 1986; Eng, 1999). Se piensa que el curso de MTC en estas familias es 

más benigno que en MEN 2A y MEN 2B, y el pronóstico es más favorable. 

 

Tabla A.1. Subtipos clínicos de los síndromes MEN 2 

 
 MTC PHEO HPT OTROS RASGOS 

MEN 2A + + + Es la forma más común. Normalmente no tiene otros rasgos asociados 
MEN 2B + + - • Anormalidades músculo-esqueléticas: 

    - Hábito marfanoide 

    - Pies cavos 

    - Pectus excavatum 

    - Hipotonía y debilidad muscular 

    • Neuromas en labios, lengua y conjuntiva 

    • Engrosamiento de las fibras nerviosas corneales 

    • Ganglioneuromatosis del intestino 

FMTC + - - Es de manifestación tardía y curso lento 

 

 

A.2.2. Genética de los síndromes  MEN 2. 

 

A diferencia de otros síndromes cancerosos, que están asociados a la inactivación 

de genes supresores de tumores, los síndromes MEN 2 se producen por mutaciones 

activadoras del proto-oncogén RET. Se estima que aproximadamente el 92% de los 

casos de MEN 2 presentan mutaciones germinales en seis exones distintos de RET 

(exones 10, 11, 13, 14, 15 y 16) (Eng y cols, 1996a; Eng, 1999) (Figura A.6, Tabla A.2).  
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Figura A.6. Representación de la localización de las mutaciones de RET causantes de 

los síndromes MEN 2.  

 

 

 
En MEN 2A el 98% de los pacientes tienen mutaciones germinales 

identificables. Estas alteraciones aparecen agrupadas en un sitio caliente de mutaciones 

específico que se corresponde con 5 codones cisteínicos presentes en el dominio 

extracelular de la proteína (codones 609, 611, 618, 620 y 634) (Mulligan y cols, 1995; 

Eng y cols, 1996a). Rara vez se han observado la aparición de duplicaciones/inserciones 

en el exón 11 que se traducen en la inserción de 3 o 4 aminoácidos en el dominio 

cisteínico del receptor (Höppner y Ritter, 1997). Además, sólo en una ocasión se ha 

descrito una mutación afectando al codón 631, que si bien no es cisteínico se encuentra 

localizado próximamente a los codones cisteínicos 630 y 634 (Berndt y cols, 1998). 

Aproximadamente el 87% de las mutaciones MEN 2A afectan al codón 634, siendo la 

sustitución más frecuente la de cisteína por arginina (C634R), encontrada en más del 

50% de los casos (Mulligan y cols, 1995; Eng y cols, 1996a). En España, la tasa de 

mutaciones de las familias MEN 2A ha ofrecido unos resultados comparables con los 

obtenidos en otras poblaciones. Sin embargo, cabe destacar la mayor prevalencia de la 

mutación C634Y, lo que sugiere un efecto fundador de esta mutación en nuestra 

población (Sánchez y cols, 1998; 1999). Los estudios bioquímicos efectuados con las 

proteínas mutadas en los codones cisteínicos, indican que los cambios de aminoácidos 
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localizados en esta región, conducen a la pérdida de los puentes disulfuros 

intramoleculares presentes en la proteína normal. En consecuencia, aún en ausencia de 

señales externas, las proteínas deletéreas sufren dimerizaciones espontáneas provocando 

a su vez una autofosforilación de los dímeros de RET, que permanecen activos de 

manera autónoma. La consecuencia final es la activación constitutiva de las vías 

metabólicas de señalización de RET, siendo ésta la alteración primaria que produce la 

transformación de las células parafoliculares del tiroides (Borrello y cols, 1995; Santoro 

y cols, 1995; Rossel y cols, 1997).  

Muchas de las mutaciones causantes de MEN 2A, también pueden originar 

FMTC. En más del 80% de las familias FMTC se han encontrado sustituciones en los 

codones cisteínicos 609, 611, 618, 620 y 634, si bien su distribución es menos uniforme. 

Curiosamente, la mutación C634R, que es la más frecuente en MEN 2A, no aparece 

nunca asociada a FMTC (Mulligan y cols, 1995; Eng y cols, 1996a). Existen también 

descripciones de mutaciones localizadas en el codón cisteínico 630, y de inserciones 

que introducen nuevas cisteínas en el dominio cisteínico del receptor (Komminoth y 

cols, 1995; Pigny y cols, 1999). Además de las mutaciones que afectan a las cisteínas 

extracelulares, FMTC se encuentra también asociado a sustituciones aminoacídicas que 

afectan al dominio intracelular, en los codones 768, 790, 791, 804 y 891 (Eng y cols, 

1995a; Bolino y cols, 1995; Fink y cols, 1996; Boccia y cols, 1997; Hofstra y cols, 

1997; Berndt y cols, 1998; Dang y cols, 1999; Antiñolo y cols, 2002). El mecanismo 

funcional de estas últimas mutaciones no ha sido suficientemente aclarado. No obstante, 

se piensa que estos cambios podrían conducir a un incremento de la unión de ATP a las 

proteínas mutadas y/o a la alteración de la especificidad de substrato de RET (Bolino y 

cols, 1995; Eng y cols, 1995a; Pasini y cols, 1997; Dang y cols, 1999; Iwashita y cols, 

1999) . 

En el caso de MEN 2B, aproximadamente el 95% de los pacientes portan la 

mutación M918T (exón 16), y alrededor del 2-3% porta la mutación A883F (exón 15) 

(Carlson y cols, 1994; Eng y cols, 1994, 1996 a; Hofstra y cols, 1994; Mulligan y cols, 

1995; Gimm y cols, 1997; Smith y cols, 1997). Ambas mutaciones, aparecen en la zona 

de reconocimiento y unión del substrato a RET alterando la especificidad de la proteína, 

que parece fosforilar con mayor afinidad los substratos propios de las kinasas 
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citoplasmáticas (Songyang y cols, 1995; Bocciardi y cols, 1997; Murakami y cols, 

1999).  

 

Tabla A.2. Mutaciones del proto-oncogén RET y los síndromes MEN 2 asociados 
 

Exón Codón Cambio de nucleótido Cambio de aminoácido Fenotipo 

     
10 609 TGC a CGC Cys a Arg MEN2A, FMTC 

  TGC a TAC Cys a Tyr MEN2A 
 611 TGC a TAC Cys a Tyr MEN2A 
  TGC a TGG Cys a Trp MEN2A, FMTC 
  TGC a GGC Cys a Gly FMTC 
 618 TGC a TTC Cys a Phe MEN2A 
  TGC a TCC Cys a Ser MEN2A, FMTC 
  TGC a AGC Cys a Ser MEN2A, FMTC 
  TGC a GGC Cys a Gly MEN2A 
  TGC a CGC Cys a Arg MEN2A, FMTC 
  TGC a TAC Cys a Tyr MEN2A, FMTC 
  TGC a TGA Cys a Stop MEN2A 
 620 TGC a CGC Cys a Arg MEN2A, FMTC 
  TGC a TAC Cys a Tyr MEN2A 
  TGC a TTC Cys a Phe MEN2A 
  TGC a TCC Cys a Ser MEN2A 
  TGC a GGC Cys a Gly MEN2A 

11 630 TGC a TTC Cys a Phe FMTC 
 634 TGC a TAC Cys a Tyr MEN2A, FMTC 
  TGC a CGC Cys a Arg MEN2A 
  TGC a TTC Cys a Phe MEN2A, FMTC 
  TGC a GGC Cys a Gly MEN2A 
  TGC a TGG Cys a Trp MEN2A 
  TGC a AGC Cys a Ser MEN2A 
  TGC a TCC Cys a Ser MEN2A, FMTC 

13 768 GAG a GAC Glu a Asp FMTC 
  GAG a GAT Glu a Asp FMTC 
 790 TTG a TTT Ley a Phe MEN2A, FMTC 
  TTG a TTC Ley a Phe MEN2A, FMTC 
 791 TAT a TTT Tyr a Phe FMTC 

14 804 GTG a TTG Val a Leu FMTC 
  GTG a  ATG Val a Met FMTC 
 804 y 806 804-GTG a ATG Val a Met MEN2B 
  806-TAC a TGC Tyr a Cys  

15 883 GCT a TTT Ala a Phe MEN2B 
 891 TCG a GCG Ser a Ala FMTC 

16 918 ATG a ACG Met a Thr MEN2B 

Duplicaciones Nº de base Secuencia insertada Aminoácidos insertados Fenotipo 

     
8 1741-1742 Ins GAG GAG TGT EEC 531-532 FMTC 

11 2056-2057 Ins TCG CGC ACG CRT 636-637 MEN2A 
 2049-2050 Ins ACG AGC TGT GCC TSCA 634-635 MEN2A 

 
También se ha encontrado un caso MEN 2B asociado a la doble mutación 

V804M e Y806C (Iwashita y cols, 2000). Se ha comprobado in vitro que esta 
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combinación de variantes tiene más capacidad transformadora que cada una de las 

variantes por separado, y que presenta propiedades biológicas similares a las de otras 

mutaciones de RET asociadas a MEN 2B. 

 

A.2.3. Etiología del cáncer medular de tiroides esporádico. 

 
El cáncer medular de tiroides esporádico, se define como un tumor de células 

parafoliculares del tiroides, que aparece en un paciente sin antecedentes familiares ni 

otras características asociadas a los cuadros de MEN 2, y sin ninguna alteración 

germinal característica del cuadro sindrómico (Schimke, 1984; Eng, 1999). Sin embargo 

varios estudios poblacionales han mostrado que un 3-7% de estos casos representan 

casos MEN 2 de novo con mutaciones germinales en RET (Eng y cols, 1995b; Wohllk y 

cols, 1996; Eng, 1999). 

La etiología del MTC esporádico no se conoce bien. Se ha observado que de un 

23 a un 70% de esos casos portan mutaciones somáticas en RET (Eng y cols, 1996b). 

No obstante, los análisis de subpoblaciones de células tumorales procedentes de un solo 

paciente revelan que las mutaciones en RET aparecen en subgrupos de clones, lo que 

sugiere que dichas mutaciones no son causantes del MTC, sino que aparecen durante la 

progresión de éste (Eng y cols, 1995b, 1998). Aunque se han descrito mutaciones en los 

exones 13 y 15, tratándose en la mayor parte de los casos de la mutación M918T, su 

mecanismo de aparición se desconoce por completo. Resultados de estudios realizados 

en la población alemana indican que existe una sobre-representación a nivel germinal de 

la variante de RET S836S (c.2439C>T) en los pacientes con MTC esporádico respecto a 

la población general, y curiosamente parece que la presencia de esta variante 

correlaciona con la aparición a nivel somático de M918T (Gimm y cols, 1999). Estos 

datos sugieren que S836S podría predisponer a la aparición de M918T, aunque esta 

hipótesis no está aún confirmada. 

 

A.2.4. Factores de susceptibilidad genéticos para MTC esporádico. 

 

El cSNP ("coding Single Nucleotide Polymorphism") S836S de RET es el primer 

factor de susceptibilidad genético descrito para MTC esporádico (Gimm y cols, 1999). 

Se trata de un cambio silente que fue identificado originalmente por nuestro grupo en el 
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exón 14 del proto-oncogén RET, en una familia afecta de MEN 2A y enfermedad de 

Hirschsprung (Borrego y cols, 1998). En un estudio de casos y controles realizado por 

Gimm y cols en 1999, se detectó la presencia de S836S en 9 pacientes de 49 (9%) y en 

sólo 5 controles sanos de 70 (3,6%). Al realizar el análisis estadístico comparativo entre 

pacientes y controles se observó una sobre-representación significativa de la variante en 

el grupo de pacientes (Test exacto de Fisher: p= 0.03). El mecanismo molecular de 

S836S es desconocido, aunque se postula que podría actuar creando tractos 

hipermutables hacia el segmento 3´ del proto-oncogén RET dando lugar así a la 

mutación somática M918T, en lugar de participar directamente en el proceso 

tumorigénico.  Alternativamente, se ha planteado que S836S podría aumentar la 

expresión de RET o generar la activación de sitios crípticos de maduración, 

conduciendo a la producción de proteínas mutantes. En cualquier caso han de realizarse 

estudios funcionales adicionales para determinar con exactitud el mecanismo molecular 

por el que S836S parece predisponer a desarrollar cáncer medular de tiroides. 

Con posterioridad se ha descrito la existencia de un nuevo factor de 

susceptibilidad para MTC esporádico localizado en el gen GFRA1 (Gimm y cols, 2001). 

Este gen codifica para el co-receptor GFRα1 de RET que, como se ha descrito 

detalladamente en la sección A.1.3, es necesario para la dimerización y consiguiente 

activación de la cascada metabólica del receptor. Dado que las mutaciones de RET que 

generan una ganancia de función están asociadas con MTC, sería igualmente factible 

que mutaciones en genes que codifican para los miembros del complejo 

heterotetramérico de activación de RET, puedan afectar a la cascada metabólica del 

receptor y jugar así un papel en la patogénesis de MTC. En la población alemana se 

detectó la sobre-representación del polimorfismo –193C>G, situado en el extremo 

5´UTR de GFRA1, y una sub-representación de c.537T>C en el exón 4 del mismo gen, 

al realizar un estudio poblacional comparativo entre casos MTC esporádicos y controles 

sanos (Gimm y cols, 2001). Además, tras analizar la expresión diferencial de GFRA1 a 

nivel de ARN mensajero y de proteína, estos autores encontraron una sobre-expresión 

en los tumores que portan el polimorfismo –193C>G. Estos datos podrían sugerir que –

193C>G actúa como un alelo de susceptibilidad de baja penetrancia para el desarrollo 

de MTC. Por otra parte, c.537 T>C podría tener un efecto protector contra el desarrollo 
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de la enfermedad. Sin embargo, los mecanismos precisos de actuación de ambas 

variantes de secuencia siguen siendo un misterio.  

  Dado que los fenómenos de asociación de las variantes anteriormente 

mencionadas a MTC esporádico podrían quedar restringidos a la población alemana, 

uno de los objetivos del presente trabajo de tesis ha sido la evaluación de la implicación 

de dichos cambios de secuencia en la patogénesis de MTC, en la población española 

(Ruiz y cols, 2001; Borrego y cols, 2002). 

 

A.3. Características clínicas y bases moleculares de la enfermedad de 

Hirschsprung. 

 

A.3.1. Concepto y características clínicas de la enfermedad de 

Hirschsprung. 

 

La enfermedad de Hirschsprung o megacolon agangliónico (HSCR, OMIM 

142623), es una patología congénita caracterizada por la ausencia de los ganglios 

intramurales de Meissner y Auerbach en una porción variable del intestino grueso, 

dando como resultado una obstrucción intestinal funcional. Se puede presentar bajo dos 

formas fenotípicas diferentes: HSCR de segmento corto (S-HSCR: 67-82% de casos), 

en la que se ve afectada una región por debajo del sigmoides superior, y HSCR de 

segmento largo (L-HSCR: 15-25% de casos) en la que la aganglionosis se extiende por 

encima del plexo esplénico. El criterio para catalogar a los pacientes con aganglionosis 

hasta el colon descendente es variable, pudiéndose considerar como una tercera forma 

fenotípica (HSCR de segmento colónico: 3-8%), o bien incluirse dentro de S-HSCR o 

L-HSCR (Chakravarti y Lyonnet, 2002). 

En la mayoría de los casos el diagnóstico de HSCR se realiza en el período 

neonatal, debido a una obstrucción intestinal con los siguientes signos: (1) dificultad en 

expulsar el meconio durante las primeras 48 horas de vida, (2) distensión abdominal que 

se alivia con la estimulación rectal o la administración de enemas, (3) vómitos y (4) 

enterocolitis neonatal (Torfs, 1998). Algunos casos se diagnostican más tarde en la 

infancia o en la etapa adulta con estreñimiento severo, distensión abdominal crónica, 

vómitos y retraso de crecimiento (Parc y cols, 1984). 
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Las principales técnicas diagnósticas incluyen la visualización abdominal por 

rayos X, enema de bario, manometría ano-rectal y biopsia de la pared rectal. En cuanto 

al tratamiento, es quirúrgico tras un preoperatorio meticuloso. Básicamente el principio 

consiste en situar el intestino normal en el ano, y eliminar la contracción tónica del 

esfínter anal interno. 

 

A.3.2. Epidemiología de la enfermedad de Hirschsprung. 
 

Se estima que la incidencia de HSCR es de 1 de cada 5000 nacidos vivos 

(Bodian y Carter, 1963; Amiel y Lyonnet, 2001). Sin embargo esta incidencia varía 

significativamente entre los distintos grupos étnicos alcanzando valores de 1.5, 2.1 y 2.8 

de cada 10000 nacidos vivos en caucasianos, afro-americanos y asiáticos 

respectivamente) (Torfs, 1998).  

Usualmente HSCR aparece como caso aislado, sin historia familiar previa 

(HSCR esporádico) aunque también hay casos familiares en los que se observan 

patrones de herencia autosómicos dominantes y recesivos, con penetrancia y expresión 

variables (Passarge, 1967). Existe una clara predominancia de varones afectos, siendo el 

ratio varones: mujeres = 4:1 (Badner y cols, 1990). Curiosamente este ratio varones: 

mujeres es significativamente más alto para S-HSCR que para L-HSCR (Badner y cols, 

1990; Torfs, 1998).  

Aproximadamente el 70% de los pacientes HSCR no tienen otras 

manifestaciones clínicas adicionales, mientras que en el 30% de casos restante este 

fenotipo se presenta como formas sindrómicas, asociado a otras malformaciones 

congénitas o a otro desorden genético adicional (Tabla A.3, Tabla A.4) (Amiel y 

Lyonnet, 2001). Concretamente HSCR aparece asociado a alguna anomalía 

cromosómica en un 12% de los casos, siendo la trisomía 21 la más frecuente (>90%). 

Por otra parte, el 18% de los pacientes HSCR aparecen con anomalías congénitas 

asociadas, tales como malformaciones gastrointestinales, fisura palatina, polidactilia, 

defectos en el septo cardíaco y anomalías cráneo-faciales (Spouge y Baird, 1985; 

Brooks y cols, 1998). 
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Tabla A.3. Síndromes asociados con HSCR (Amiel y Lyonnet, 2001). 
 
Síndromes MIM Rasgos clave 

Neurocristopatías   
WS4 (Shah-Waardenburg) 277580 Anomalías en la pigmentación (mechón blanco, iris bicolor, 

hipopigmentación  irregular), y sordera 
Yemenite deaf-blind 
hipopigmentación 601706 Pérdida de audición, anomalías oculares (microcórnea, coloboma, 

nistagmo), anomalías en la pigmentación. 
BADS 227010 Pérdida de audición, hipopigmentación de la piel y retina 
Piebaldismo 172800 Hipopigmentación irregular de la piel 
Haddad o enfermedad de Ondine 209880 Hipoventilación central congénita 

MEN 2A 171400 Carcinoma medular de tiroides, feocromocitoma, 
hiperparatiroidismo 

Riley-Day 223900 Anomalías del sistema nervioso autónomo 
   
HSCR siempre asociado   
Goldberg-Shprintzen 235730 Fisura palatina, hipotonía, microcefalia, retraso mental, rasgos 

faciales dismórficos 
 235740 Polidactilia, agenesia renal unilateral, hipertelorismo, sordera 
HSCR con anomalías límbicas 235750 Polidactilia postaxial, defecto en el septo ventricular 
 235760 Hipoplasia de las falanges distales y uñas, rasgos dismórficos 
 604211 Polidactilia preaxial, defecto cardíaco, anomalías laríngeas 
 306980 Braquidactilia tipo D 

BRESHEK  
Anormalidades cerebrales, retraso, displasia ectodérmica, 
malformaciones esqueléticas, HSCR, anormalidades de ojo y oido, 
displasia renal 

Diaplasia mesomélica tipo Werner  Mesomelia, polidactilia 
   
HSCR ocasionalmente asociado   
Bardet-Biedl  209900 Retinopatía pigmentaria, obesidad, hipogenitalismo, leve retraso 

mental, polidactilia postaxial 

Kauffman-McKusick 236700 Hidrometrocolpo, polidactilia postaxial, defecto cardíaco 
congénito 

Smith-Lemli-Opitz 270400 Retraso en el crecimiento, microcefalia, retraso mental, 
hipospadia, sindactilia de 2-3 dedos de los pies, rasgos dismórficos

Hipoplasia de cartílago y cabello 250250 Dwarfismo, displasia metafisaria, inmunodeficiencia 
   
HSCR rara vez asociado   
Distrofia muscular congénita de 
Fukuyama 253800 Distrofia muscular, polimicrogiria, hidrocefalia, ataques 

Clayton-Smith 258840 Rasgos dismórficos, dedos y uñas hipoplásticas, ictiosis 

Kaplan 304100 Agénesis del cuerpo calloso, pulgares cortos, ptosis, debilidad 
muscular 

Okamoto 308840 Hidrocefalia, fisura palatina, agénesis del cuerpo calloso 
   
Asociaciones misceláneas   
Pallister-Hall (CAVE) 140510  
Fryns 229850  
Aarskog 100050  
Enfermedad de Jeune o distrofia 
torácica asfixiante 208500  

Displasia frontonasal 136760  
Osteopetrosis   
Goldenhar 164210  
Lesch-Nyhan 308000  
Rubinstein-Taybi 180849  
Toriello-Carey 217980  
SEMDJL 271640  
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Tabla A.4. Anomalías cromosómicas asociadas a HSCR. 
 
Cromosoma Rasgos clave Número de casos 

+ 21 Síndrome de Down, S-HSCR, Varones: mujeres= 5.5-10.5 2-10% de casos HSCR 
del 10q11 Retraso mental, L-HSCR 2 casos 
del 13q22 Retraso metal y de crecimiento, rasgos dismórficos, S-HSCR 7 casos 

del 2q22-q23 Retraso en el crecimiento postnatal y microcefalia, retraso 
mental, epilepsia, rasgos dismórficos, L-HSCR o S-HSCR 3 casos 

del 17q21  4 casos 

dup 17q21-q23 Síndrome MCA/MR (“Multiple Congenital 
Anomalies/Mental Retardation”) 4 casos 

+ 22q11 Síndrome del ojo de gato  
 

A.3.3. Etiopatogenia de la enfermedad de Hirschsprung. 

 

La hipótesis más aceptada acerca de la etiopatogénesis de HSCR se basa en un 

fallo en la migración de neuroblastos de la cresta neural (CN) que, en condiciones 

normales, deben alcanzar el intestino delgado en la séptima semana de gestación, y el 

recto en la duodécima semana (Okamoto y Ueda, 1967). Las distintas formas clínicas 

que presentan una extensión variable del segmento agangliónico, podrían considerarse 

como el resultado de interrupciones del proceso migratorio en distintos períodos 

gestacionales (Martucciello y cols, 2000). 

La CN es una estructura muy peculiar. Tal como formuló Horstadius en 1950, 

“al originarse tan temprano, se considera uno de los primeros órganos en el desarrollo 

de los embriones de vertebrados. Sin embargo sólo tiene una existencia temporal, y sus 

células se dispersan por todo el cuerpo diferenciándose en varios tejidos”. Al finalizar 

su migración, las células de la CN se diferencian en varios tipos celulares, incluyendo 

neuronas de los ganglios sensoriales, simpáticos y parasimpáticos, células 

neuroendocrinas, médula adrenal, células pigmentadas, y cartílago facial (Bronner-

Fraser, 1993). Las enfermedades que surgen por defectos en la CN son particularmente 

diversas en su presentación clínica, e incluyen síndromes endocrinológicos, cutáneos, 

neurológicos y digestivos entre otros. Entre esas neurocristopatías se encuentra la 

enfermedad de Hirschsprung, relacionada con fallos en el desarrollo embrionario del 

sistema nervioso entérico (SNE). Para contribuir al desarrollo del SNE, las células de la 

CN han de poder abandonar el tubo neural, migrar al intestino, entrar en él en un 

determinado momento, y comenzar su migración craneo-caudal a lo largo del intestino 

(Meijers y cols, 1992). Estos eventos se encuentran regulados por una compleja red de 
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mecanismos moleculares y celulares que aún no se conocen en profundidad. Se han 

identificado fundamentalmente dos vías metabólicas que desempeñan un papel crítico 

en la neurogénesis entérica de mamíferos: una de ellas es  la ruta de señalización del 

receptor tirosín quinasa RET, y la otra es la ruta mediada por el receptor B de 

endotelinas (EDNRB). De hecho, y tal como se verá más adelante, los genes que hasta 

la fecha se han descrito como relacionados con la enfermedad de Hirschsprung están 

asociados de forma directa o indirecta con una de estas rutas de señalización.  

 

A.3.4. Genética molecular de la enfermedad de Hirschsprung. 

 

El análisis de segregación en familias de pacientes HSCR no sindrómicos, ha 

mostrado que el riesgo de recurrencia de la enfermedad en hermanos oscila entre un 1 y 

un 33%, dependiendo de la longitud del segmento agangliónico y del sexo del 

probando, así como del sexo de los hermanos (Badner y cols, 1990). Actualmente se 

asume que HSCR es una enfermedad multifactorial que resulta de la acción de varios 

genes en combinación con factores ambientales (Amiel y Lyonnet, 2001).   

El análisis molecular de pacientes HSCR ha permitido identificar diferentes 

genes asociados a la aparición de este fenotipo. Hasta la fecha se han identificado 9 

genes implicados en la aparición de HSCR en humanos, que son RET, GDNF, NTN, 

EDNRB, EDN3, ECE, SOX10, PHOX2B y SIP1.  

 

A.3.4.1. Mutaciones asociadas a la enfermedad de Hirschsprung en genes 

que participan en la ruta de señalización de RET: RET, GDNF y NTN. 

 

Hoy día se sabe que el proto-oncogén RET es el principal gen de susceptibilidad 

para HSCR. De hecho, fue el primer locus de susceptibilidad que se identificó tras el 

análisis de familias multigeneracionales, en las que HSCR presentaba una forma de 

herencia autosómica dominante con penetrancia incompleta (Lyonnet y cols, 1993; 

Angrist y cols, 1993). Estos autores consideraron la  región 10q11.2 como candidata al 

observar una deleción intersticial en la misma, en pacientes con aganglionosis colónica 

total y retraso mental (Martucciello y cols, 1992). RET, identificado como el gen 

responsable de MEN 2 y localizado en 10q11.2, se consideró un buen gen candidato 



Introducción 

 25

debido a la concurrencia de MEN 2A y HSCR en algunas familias, y a que se expresa 

en células derivadas de la cresta neural. Finalmente y cumpliendo las expectativas, el 

rastreo molecular del gen permitió identificar mutaciones asociadas al fenotipo HSCR 

(Edery y cols, 1994; Romeo y cols, 1994). Hoy día se han identificado alrededor de 80 

mutaciones en RET relacionadas con HSCR, que incluyen grandes delecciones, 

microdelecciones, inserciones y mutaciones con cambio de sentido (“missense 

mutations”), sin sentido (“nonsense mutations”) o que afectan a la maduración 

(“splicing mutations”) (Attié y cols, 1995; Angrist y cols, 1995; Seri y cols, 1997). A 

diferencia de MEN 2A, donde las mutaciones se encuentran localizadas en una zona 

caliente que abarca 6 codones cisteínicos, o de MEN 2B donde casi siempre aparece la 

mutación M918T, en el caso de HSCR las mutaciones de RET se encuentran 

distribuidas por todo el gen. Mientras que in vitro se ha visto que las mutaciones 

asociadas a MEN 2 conducen a una dimerización constitutiva del receptor, para HSCR 

el mecanismo más probable es la haploinsuficiencia (Pasini y cols, 1995b; Carlomagno 

y cols, 1996; Pelet y cols, 1998). Los resultados de estudios bioquímicos destinados a 

analizar los efectos de ciertas mutaciones en RET asociadas a HSCR, han mostrado que 

dichos efectos son variables, pudiendo afectar al plegado de la proteína, al transporte de 

ésta hasta la membrana celular, o incluso pudiendo abolir completamente su actividad 

biológica (Carlomagno y cols, 1996; Pelet y cols, 1998). En consecuencia este déficit 

afectaría a las rutas metabólicas en las que participa RET (Sección A.1.4), generándose 

un defecto en la migración y proliferación de precursores de la cresta neural al sistema 

nervioso entérico en desarrollo.  

Aunque RET es el principal locus para HSCR, sólo se han identificado 

mutaciones asociadas a la enfermedad en un 50% de los casos familiares (Attie y cols, 

1995a). Sin embargo la mayoría de las familias, con algunas excepciones, son 

compatibles con el ligamiento al locus RET (Bolk y cols, 2000; Carrasquillo y cols, 

2002). 

En cuanto a las formas esporádicas, los primeros estudios identificaron 

mutaciones en RET en un 10-35% de los casos dependiendo de las series (Attie y cols, 

1995a; Angrist y cols, 1995). Sin embargo, el primer estudio prospectivo basado en una 

población homogénea, ha demostrado que las mutaciones germinales de RET tan sólo 

explicarían un 3% de los casos esporádicos (Svensson y cols, 1998).  Estas diferencias 
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entre las series se explicarían en base a que en los primeros estudios efectuados en RET 

se emplearon cohortes de pacientes muy seleccionados y con fenotipos muy agresivos 

(edad de comienzo muy precoz y amplia extensión de aganglionosis). 

El papel de RET en la enfermedad de Hirschsprung convirtió a los genes que 

codifican para las proteínas de su complejo de activación (GDNF, NTN, ART, PSP, 

GFRA1-4) en potenciales candidatos para el desarrollo de HSCR.  

GDNF es el principal factor de superivencia para muchos tipos de neuronas. Los 

ratones “Gdnf-knockout” presentan un fenotipo muy similar a los ratones “Ret-

knockout” (Schuchardt y cols, 1994; Moore y cols, 1996; Sanchez y cols, 1996; Pichel y 

cols, 1996), consistente en megacolon de segmento largo y agenesia renal. Esto, junto 

con el hecho de que GDNF participa en varios procesos metabólicos necesarios para el 

desarrollo y mantenimiento de neuronas centrales y periféricas, hacen de este gen un 

magnífico candidato para HSCR. Sin embargo se han encontrado mutaciones en GDNF 

en muy pocos pacientes HSCR. Además, dichas mutaciones podrían no ser suficientes 

para originar HSCR, dado que algunos pacientes presentaban factores adicionales como 

mutaciones en RET o trisomía 21 (Salomon y cols, 1996; Angrist y cols, 1996; 

Ivanchuk y cols, 1996; Martucciello y cols, 2000). También se ha detectado una 

mutación en GDNF en un paciente con enfermedad de Ondine (Amiel y cols, 1998). 

Por otra parte, el silenciamiento de genes que codifican la neurturina o su co-

receptor gfrα2 en ratones (ratones Ntn-knockout o Gfra2-knockout), produce un 

descenso en la densidad de neuronas colinérgicas del SNE aunque no se generan 

anomalías renales (Heuckeroth y cols, 1999; Rossi y cols, 1999). Pues bien, se ha 

identificado una mutación asociada a HSCR en NTN, pero no se tiene certeza de su 

grado de implicación en la patología, puesto que ésta aparecía en conjunción con otra 

mutación en RET (Doray y cols, 1998).  

Finalmente, aunque los ratones “Gfra1-knockout” son fenotípicamente similares 

a los ratones “Ret-knockout” y “Gdnf-knockout” (Enomoto y cols, 1998), aún no se han 

identificado mutaciones en GFRA1 en pacientes HSCR (Angrist y cols, 1998; Myers y 

cols, 1999). Tampoco se han encontrado mutaciones en los genes GFRA2 ni GFRA3 

(Vanhorne y cols, 2001; Onochie y cols, 2000). No obstante, estos hallazgos no 

permiten descartar de forma definitiva la implicación de estos genes en la enfermedad 

de Hirschsprung. 
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A.3.4.2. Mutaciones asociadas a la enfermedad de Hirschsprung en los 

genes de la ruta de señalización de la endotelina: EDNRB, EDN3 y 

ECE1. 

 

La ruta de las endotelinas fue estudiada inicialmente por su efecto 

vasoconstrictor y su posible papel en hipertensión. EDNRB y EDNRA (“Endothelin 

receptor type B/A”) son proteínas heptahelicales acopladas a proteína G, que transducen 

señales a través de las endotelinas (EDN1, EDN2, EDN3) (Inoue y cols, 1989; Sakurai 

y cols, 1992). Hoy día se sabe que la ruta de señalización inducida por las endotelinas es 

necesaria para el desarrollo de las células derivadas de la cresta neural destinadas a 

inervar el colon (Chakravarti, 1996; Martucciello y cols, 2000). 

Una serie de hechos hicieron pensar que 13q22, región donde se localiza el gen 

EDNRB,  podía albergar un locus de susceptibilidad para HSCR: (1) Se observó un lod 

score significativo en 13q22 al realizar un estudio de ligamiento sobre una comunidad 

menonita, altamente endogámica, con numerosos casos HSCR (Cohen y Gadd, 1982; 

Puffenberger y cols, 1994a). (2) Se detectaron deleciones intersticiales de novo en 

13q22 en varios pacientes con HSCR (Kiss y Osztovics, 1989;  Lamont y cols, 1989; 

Bottani y cols, 1991). (3) En ratones el piebaldismo letal, un modelo de aganglionosis, 

es fenotípicamente idéntico al del ratón Ednrb-knockout, y en humanos el gen EDNRB 

está localizado en 13q22 (Hosoda y cols, 1994). El piebaldismo letal se considera como 

el modelo murino para el síndrome de Shah-Waardemburg (WS4) en humanos, y 

algunos de los individuos menonitas presentaban anomalías en la pigmentación y 

sordera además de HSCR. Este hecho incitó a que se realizara un rastreo de EDNRB en 

familias WS4, y se encontraron mutaciones en homocigosis en una fracción de las 

mismas (Attie y cols, 1995b). Recientemente se ha detectado también una mutación en 

homocigosis en EDNRB en un paciente con hipoventilación central congénita o 

enfermedad de Ondine (Verheij y cols, 2002).  

Por otra parte se identificó una mutación en el gen EDN3 en un ratón con 

spotting letal, otro modelo murino para WS4 en humanos, lo que condujo al rastreo e 

identificación de mutaciones de EDN3 en pacientes WS4 (Hofstra y cols, 1996; Edery y 

cols, 1996; Pingault y cols, 2001) o con enfermedad de Ondine (Bolk y cols, 1996). 
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El rastreo mutacional de EDNRB y EDN3 en series de pacientes con HSCR 

esporádico, ha mostrado que mientras que las mutaciones en EDN3 son muy poco 

frecuentes (Bidaud y cols, 1997), en el caso de EDNRB se han encontrado mutaciones 

en aproximadamente un 5% de los pacientes (Chakravarti, 1996; Amiel y cols, 1996; 

Kusafuka y cols, 1996; Auricchio y cols, 1996). Cabe mencionar que en esos pacientes 

estudiados, la penetrancia de mutaciones en heterocigosis de EDN3 y EDNRB es 

incompleta, no se identificaron mutaciones de novo, y el fenotipo predominante al que 

dan lugar es S-HSCR. La observación de deleciones intersticiales en 13q22 abarcando 

EDNRB en algunos pacientes HSCR, sugirió que el de acción de estas mutaciones 

podría ser haploinsuficiencia. Posteriores análisis funcionales para determinar la 

relevancia patogénica de diferentes mutaciones en EDNRB, han revelado que éstas 

generan una pérdida de función del receptor (Abe y cols, 2000). 

Las endotelinas maduras, EDN1, EDN2 y EDN3, son el resultado de la acción 

proteolítica de las metaloproteasas ECE1 y ECE2 (Endothelin-Converting Enzyme 1 y 

2) sobre las respectivas preproendotelinas. Se ha observado que el ratón Ece1-knockout 

presenta defectos cráneo-faciales y anomalías cardíacas además de aganglionosis 

colónica (Yanagisawa y cols, 1998). Estos datos hicieron de ECE1 un gen candidato 

para HSCR. De hecho, se ha podido identificar una mutación en heterocigosis en un 

paciente HSCR con defectos cráneo-faciales y cardíacos (Hofstra y cols, 1999).  

Todos estos hallazgos de mutaciones asociadas a HSCR en genes relacionados 

con la ruta de las endotelinas (EDNRB, EDN3, ECE1), ponen de manifiesto la 

relevancia de esta vía de señalización en el desarrollo del sistema nervioso entérico. 

Asimismo no se descarta la posibilidad de la implicación de otros miembros de esta 

cascada metabólica en la patogénesis de la enfermedad. 

 

A.3.4.3. Asociación de genes codificantes de factores de transcripción o 

de regulación con HSCR: SOX10, PHOX2B y SIP1. 

 

La expresión del proto-oncogén RET se encuentra regulada por una amplia gama 

de factores de transcripción que actúan sobre el gen de forma directa o indirecta. Entre 

esos factores de transcripción se encuentran MASH1, PHOX2A, PHOX2B, PAX3, 

SOX10 y HOX11L1, que evidentemente desempeñan un papel fundamental en el 
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desarrollo del SNE, si bien sus funciones precisas aún no se conocen en profundidad 

(Newgreen y Young, 2002; Figura A.6). El hecho de que estos factores de transcripción 

regulen la expresión de RET convierte a los genes que los codifican en posibles 

candidatos para HSCR. De hecho ya se ha podido establecer la relación entre algunos de 

estos genes como SOX10 y PHOX2B, y algunas formas sindrómicas de la enfermedad.  

 

Figura A.7. Factores de transcripción implicados en el desarrollo del SNE. 

 

 
Por ejemplo, otro de los modelos murinos para el síndrome WS4 es el 

megacolon dominante (Dom), siendo Sox10 (“Sex determining region Y box 10”) el gen 

causante de este fenotipo. Este gen codifica para un factor de transcripción que presenta 

un motivo de unión a ADN conocido como dominio HMG (“High Mobility Group”). Se 

han identificado mutaciones en heterocigosis en SOX10 en formas familiares y 

esporádicas de WS4 (Pingault y cols, 1998; Southard-Smith y cols, 1999; Touraine y 

cols, 2000). También se han encontrado mutaciones en niños con WS4 combinado con 

otras neuropatías (Inoue y cols, 1999, 2002). Algunas de estas mutaciones afectan al 

dominio de unión a ADN, y podrían conducir a una pérdida de función, por lo que de 

nuevo el mecanismo propuesto más aceptable para producir el fenotipo es la 

haploinsuficiencia. En cambio otras mutaciones perturban el dominio de transactivación 

y podrían conducir a un efecto dominante negativo (Touraine y cols, 2000). Hasta el 

momento, sin embargo, no se han encontrado mutaciones en SOX10 asociadas a formas 

no sindrómicas de HSCR. 

Por otra parte, se había observado que los ratones Phox2b-knockout carecen de 

sistema nervioso autónomo. En estos ratones las células de la cresta neural llegan a la 

parte anterior del intestino, pero no alcanzan a migrar más allá probablemente como 

consecuencia de la falta de expresión de Ret (Pattyn y cols, 1999). PHOX2B (“Paired-

like Homeo bOX 2B”) codifica para otro factor de transcripción que se expresa en el 
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sistema nervioso autónomo central y periférico durante el desarrollo embrionario, y que 

funciona regulando la expresión de RET. Pues bien, el rastreo mutacional de este gen en 

una serie de pacientes con enfermedad de Ondine ha permitido identificar mutaciones 

que alteran la pauta de lectura, así como expansiones de polialaninas (Amiel y cols, 

2003; Sasaki y cols, 2003). Además, Benailly y cols 2003 encontraron una paciente con 

S-HSCR, retraso en el desarrollo, rasgos dismórficos e hipotonía severa, que presentaba 

una deleción de 5Mb en 4p12p13, abarcando la región donde se localiza este gen, lo que 

sugiere que la haploinsuficiencia de PHOX2B podría predisponer a HSCR. Sin 

embargo, el análisis de la secuencia del gen en una amplia cohorte de casos HSCR no 

sindrómicos no ha desvelado la presencia de ninguna mutación causante de este 

fenotipo, aunque sí la existencia de una variante sobre-representada en este grupo de 

pacientes al comparar con un grupo control (García-Barceló y cols, 2003a).  

Por último, en algunos pacientes HSCR que presentan microcefalia, fisura 

palatina y estatura pequeña (OMIM 235730) se han encontrado mutaciones en el gen 

SIP1 (“Smad Interacting Protein-1”), también conocido como ZFHX1B (“Zinc Finger 

Homeo boX 1B”) (Cacheux y cols, 2001; Wakamatsu y cols, 2001). Con posterioridad 

también se han identificado grandes deleciones y otras mutaciones de este gen en varios 

pacientes HSCR con retraso mental y ciertas malformaciones como hipospadia y 

agenesia del cuerpo calloso (Amiel y cols, 2001). Se piensa que estos fenotipos son el 

resultado de la haploinsuficiencia de SIP1 generada por mutaciones en uno de los alelos. 

Este gen se consideró un candidato para generar el fenotipo, dado que uno de los 

pacientes analizados en los primeros estudios presentaba una translocación de novo 

t(2;13)(q22;q22), y SIP1 se localiza en 2q22. Además, SIP1 parece realizar una función 

importante en el desarrollo de la cresta neural, hecho que queda manifiesto en los 

estudios de los ratones knockout para este gen (Van de Putte et al, 2003). Los estudios 

realizados en ratones han demostrado que Sip1 es un miembro de la familia δEF1/Zfh-1, 

que interacciona con proteínas Smad (Verschueren y cols, 1999). Estas proteínas Smad 

desempeñan un papel fundamental en la cascada de transducción de la familia de los 

factores de crecimiento TGF-β (“Transforming Growth Factor beta”) (Massague, 

1998), que está involucrada en el desarrollo y homeostasis de varios tipos celulares. La 

activación de la ruta TGF-β origina la fosforilación y translocación nuclear de las 

proteínas Smad, las cuales participan en la regulación de la expresión de genes diana. 
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Los experimentos realizados en varios sistemas sugieren que Sip1 es un represor que 

puede actuar impidiendo la activación transcripcional llevada a cabo por Smad, por lo 

que su función reguladora es importante.  

Siguen existiendo aún varios genes que codifican para factores de transcripción 

implicados en el desarrollo del SNE, cuya candidatura para generar HSCR aún no ha 

sido evaluada. Dichos genes resultan por tanto un interesante objeto de estudio cuyo 

análisis podría contribuir a profundizar en el conocimiento de la patogénesis de esta 

enfermedad poligénica. 

 

A.3.4.4 Identificación de regiones cromosómicas asociadas a HSCR 

mediante análisis de ligamiento 

 

Como ya se ha mencionado, HSCR es una enfermedad compleja y multifactorial. 

En la inmensa mayoría de los casos, mutaciones en los genes anteriormente descritos 

conducen a la aparición de formas sindrómicas de HSCR, o bien de formas aisladas de 

L-HSCR. Sin embargo estas mutaciones apenas se han identificado en las familias S-

HSCR, que son mucho más frecuentes. Con el objetivo de identificar loci de 

susceptibilidad asociados a la aparición de esas formas S-HSCR, se han realizado 

estudios de ligamiento en diversas familias HSCR, utilizando una amplia variedad de 

marcadores microsatélite distribuidos por todo el genoma.  

En un primer estudio, Bolk y cols 1999 analizaron un total de 12 familias, e 

identificaron un nuevo locus de susceptibilidad en la región cromosómica 9q31 que en 

conjunción con RET conduce a la aparición del fenotipo HSCR.  

Posteriormente, un análisis realizado sobre 49 familias demostró la existencia de 

tres loci situados en 3p21, 10q11 y 19q12 tanto necesarios como suficientes para 

explicar la incidencia y el riesgo de recurrencia de HSCR en la cohorte estudiada 

(Gabriel y cols, 2002). Estos autores concluyen que el gen de susceptibilidad que reside 

en 10q11 es RET, llegando a encontrar mutaciones en este gen en 17 familias. Para el 

resto de las familias ligadas a 10q11, postulan que pueden existir mutaciones en la 

región no codificante de RET, si bien tampoco se puede excluir totalmente la existencia 

de mutaciones en otros genes situados en la región. Así pues, RET sería el principal 

causante de la aparición del fenotipo, y 3p21 y 19q12 constituirían loci modificadores.  
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En otro estudio similar llevado a cabo por Carrasquillo y cols en 2002, se 

identificaron loci de susceptibilidad para HSCR en las regiones 10q11, 13q22 y 16q23. 

Este análisis se realizó en 43 triadas familiares de origen menonita, población con alto 

índice de consanguinidad que presenta una incidencia de HSCR de 1:500 nacidos vivos. 

De nuevo se llegó a la conclusión de que RET correspondía con el gen de 

susceptibilidad de 10q11, y EDNRB correspondía con el localizado en 13q22 

(previamente identificado como el principal locus HSCR en esta población, 

Puffenberger y cols, 1994a). En cuanto a 16q23, los autores sugirieron la posible 

candidatura de dos genes localizados en esta región, e implicados en el desarrollo del 

SNE (CDH13 y PLCG2), aunque hasta el momento no se ha reportado ningún trabajo 

en el que se analice su asociación con la patología. 

Todos estos datos ponen de manifiesto nuevamente el patrón de herencia no 

mendeliano de HSCR, y sustentan la idea del carácter poligénico de la enfermedad. 

 

A.3.5. Co-segregación de la enfermedad de Hirschsprung con los síndromes 

MEN 2.  

 

La co-segregación de MEN 2 y HSCR es bastante infrecuente. Hasta la fecha 

sólo se han reportado 20 familias afectadas con ambos fenotipos (Verdy y cols, 1982; 

Chretien y cols, 1994; Mulligan y cols, 1994; Borst y cols, 1995; Blank y cols, 1996; 

Caron y cols, 1996; Peretz y cols, 1997; Borrego y cols, 1998; Decker y cols, 1998; 

Romeo y cols, 1998; Sijmons y cols, 1998; Pasini y cols, 2002) y todas ellas se han 

asociado con mutaciones en los codones 609, 618 y 620 de RET. Se ha sugerido que la 

coexistencia de ambos fenotipos debido a la misma mutación, podría explicarse por un 

efecto dual. En este sentido los resultados de estudios funcionales parecen demostrar 

que mutaciones en los codones 609, 618 y 620, disminuyen la expresión del receptor en 

la superficie celular pero también son capaces de inducir la formación aberrante de 

homodímeros de RET, conduciendo a la activación constitutiva de las proteínas 

mutantes (Iwashita y cols, 1996b; Ito y cols, 1997; Chappuis-Flament y cols, 1998; 

Takahashi y cols, 1999). Por tanto, las mutaciones activadoras darían lugar a MEN 2 

mientras que la disminución de la expresión de RET en la superficie celular generaría 

HSCR. El mecanismo propuesto es el siguiente sugiere que las cisteínas mutadas 
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podrían alterar el plegado de RET, interfiriendo parcialmente con su maduración, su 

transporte intracelular o su expresión estable en la membrana plasmática. Aunque los 

niveles de dimerización de RET fuesen bajos, la actividad de las proteínas mutantes 

sería suficiente para desencadenar el desarrollo de carcinoma medular de tiroides así 

como de feocromocitoma. Y por otra parte, la disminución de la expresión de RET en la 

superficie celular de los neuroblastos entéricos durante la embriogénesis, transmitiría 

una señalización por debajo del umbral necesario para completar su diferenciación, o 

para prevenir una apoptosis inapropiada. Así pues, en principio podría ser factible que 

una sola mutación en el codón 609, 618 o 620 funcionase a la vez como “mutación con 

ganancia de función”, y “como mutación con pérdida de función”, dependiendo de los 

tipos celulares en los que se exprese (Takahashi, 2001).  

 

A.3.6. Factores de susceptibilidad genéticos para las formas esporádicas de 

HSCR.  

 

Los primeros factores de susceptibilidad genéticos para HSCR fueron 

encontrados por nuestro grupo a raíz de los resultados del análisis genético de los 

miembros de una familia MEN 2A/HSCR (Borrego y cols, 1998). En ese trabajo 

describíamos un pedigrí en el que postulábamos que ambos fenotipos estaban asociados  

a la mutación puntual C620S de RET. Un intenso análisis genético, mediante 

secuenciación directa de los genes RET y GDNF en los pacientes de esta familia, 

descartó la posibilidad de que el cuadro de HSCR que se observa  en el único miembro 

que presentaba ambos fenotipos se debiera a una segunda mutación en estos genes. Sin 

embargo, el análisis molecular resultante demostró que este paciente era homozigoto 

para el polimorfismo silente A45A (c. 135G>A), ubicado en el exón 2 de RET. Este 

dato sugería la posibilidad de que A45A pudiera ser un factor de susceptibilidad para la 

enfermedad de HSCR, actuando como un alelo de baja penetrancia mediante la 

activación de un sitio críptico de maduración (Para más detalles sobre este pedigrí, 

puede consultarse Figura C.1 y sección C.1.3 de Metodología). 

 Si era cierta esa observación, la relación entre el polimorfismo A45A y el 

fenotipo HSCR debía contrastarse en una cohorte HSCR esporádica. Para evaluar este 

supuesto, nuestro grupo efectuó un estudio de casos/controles genotipando 7 cSNPs del 
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proto-oncogén RET (A45A, V125V, A432A, G691S, L769L, S836S y S904S) en 64 

pacientes HSCR esporádicos y 100 controles no relacionados y sin antecedentes de 

enfermedades gastrointestinales relevantes (Borrego y cols, 1999). Este estudio 

demostró que existen dos polimorfismos silentes de RET  (A45A y L769L) que están 

estrechamente asociados a la aparición del fenotipo HSCR. Específicamente, la variante 

A45A aparecía en 75/128 cromosomas HSCR (59%) y en 32/200 cromosomas control 

(16%) (χ2= 62.50, p<<0.0001). Por su parte, el polimorfismo L769L (c.2307T>G) se 

identificó en 39/128 cromosomas HSCR (30%) y en 28/200 cromosomas control (14%) 

(χ2= 12.03, p= 0.0005). Este estudio también demostró que los polimorfismos G691S 

(c.2071C>A) y S904S (c.2712C>G), probablemente en desequilibrio de ligamiento, 

aparecen subrepresentados en la cohorte HSCR respecto de la población control. 

Para determinar si los cSNPs asociados a HSCR conferían per se la 

predisposición a la enfermedad, o bien existía un locus en desequilibrio de ligamiento 

causante de la misma, nuestro grupo trazó los haplotipos de RET constituidos por la 

combinación de los 7cSNPs anteriormente analizados. Este trabajo permitió identificar 

doce haplotipos diferentes (A-L, Figura A.8), mediante al análisis de segregación de las 

variantes en 57 triadas constituidas por el caso índex y sus padres. Por otra parte, los 

haplotipos se pudieron inferir de manera fidedigna en 65 de los 100 controles 

genotipados. La distribución haplotípica, demostró una desviación muy significativa al 

comparar casos con controles (χ2= 81.4, con 11 grados de libertad, p<<0,0001, Figura 

A.9). Todos los haplotipos que incluyen el polimorfismo A45A, estaban desviados y 

sobre-representados al comparar HSCR y controles. Además, la distribución de los 

genotipos (parejas de haplotipos) entre pacientes y controles también mostró una notoria 

diferencia (χ2= 93.8, con 37 grados de libertad, p<<0,0001). Es interesante resaltar que 

se identificaron genotipos exclusivos tanto en la cohorte  HSCR (BB, BH, CD y BD), 

como en el grupo control (AA, DD, GG, GJ, AG) (Borrego y cols, 2000). El análisis de 

los resultados mediante test de desequilibrio de transmisión (“Transmisión 

disequilibrium test”) reveló que los haplotipos B, C, F y H son los más frecuentemente 

transmitidos de padres a hijos afectos, mientras que los menos frecuentes son A, D y G. 

Consiguientemente el análisis de mapeo genético empleando desequilibrio de 

ligamiento, parecía indicar la existencia de al menos dos loci de susceptibilidad para 

HSCR independientes en nuestra población. Uno de ellos estaría en desequilibrio de 
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ligamiento con los haplotipos B, C y F, y el otro locus estaría asociado específicamente 

con el haplotipo H.  

 

Figura A.8. Haplotipos de RET generados por la combinación de las siete variantes 

situadas en su secuencia codificante.  

 

 

 

Los trabajos llevados a cabo por nuestro grupo supusieron la  identificación de 

los primeros factores de susceptibilidad genéticos asociados a la enfermedad de 

Hirschsprung (véase OMIM 142623). Además, la relevancia de los datos aportados por 

nuestro grupo fue confirmada en una cohorte de 62 casos HSCR de origen alemán y un 

grupo de 156 controles, empleando una metodología similar (Fitze y cols, 1999). 

Estudios mutacionales realizados con posterioridad en esa cohorte alemana han 

demostrado que en pacientes HSCR con mutación en RET, A45A parece modificar el 

fenotipo mediante una interacción intragénica de esta variante con la mutación (Fitze y 

cols, 2002, 2003).  
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Figura A.9. Distribución de los haplotipos RET encontrados en los casos HSCR 

esporádicos y en los individuos control. 

 

 
 
 

Los resultados obtenidos en la población española también se confirmaron en un 

estudio muy reciente llevado a cabo en la población china, siendo estos hallazgos 

particularmente interesantes al tratarse de una población genéticamente tan diferente a 

la nuestra (García-Barceló y cols, 2003b). En este trabajo se volvió a detectar una sobre-

representación de los polimorfismos A45A y L769L en HSCR versus controles. Así, el 

análisis haplotípico reveló la clara asociación del haplotipo que porta las dos variantes 

(lo que nosotros denominamos haplotipo C, Borrego y cols, 2000) a la aparición de la 

enfermedad. La diferencia con nuestros resultados radica en que la variante A432A se 

encuentra significativamente sub-representada en pacientes frente a controles, hecho 

que no ocurre en nuestra población.  

Por otra parte, en un estudio similar llevado a cabo en la población italiana, se 

detectó la sub-representación del polimorfismo S836S en la cohorte de 92 pacientes 

HSCR al comparar con un grupo control (Griseri y cols, 2000), lo que sugeriría un 

efecto protector de la variante frente a la aparición de HSCR. Estos autores llevaron a 
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cabo estudios funcionales con los que se descartó el efecto directo del polimorfismo en 

las interacciones ADN-proteína, en la estabilidad de los transcritos o en la maduración 

del ARN. En cualquier caso, este fenómeno de asociación parece quedar restringido a la 

población italiana, puesto que dicha sub-representación no se detectó de forma 

estadísticamente significativa en la poblaciones española, alemana o china (Borrego y 

cols, 1999; Fitze y cols, 1999; García-Barceló y cols, 2003b). Además, en un estudio 

realizado por los mismos autores con posterioridad en 156 casos y 40 controles de 

origen danés, tampoco se encontró una diferencia significativa en la distribución de la 

variante (Griseri y cols 2002), si bien el análisis de alelos transmitidos y no transmitidos 

de los padres a sus hijos afectos, demostró que el alelo polimórfico sólo era heredado 

por un paciente HSCR en una de las 20 familias que presentaban algún progenitor 

heterocigoto, existiendo consiguientemente una fuerte desviación de transmisión 

(Transmission disequilibrium test, TDT: p=0.00057). 

Para concluir, todos los resultados publicados por nuestro grupo sugerían la 

existencia de un locus ancestral asociado a los haplotipos que contienen A45A,  ubicado 

en 5´ respecto a esta variante en un intervalo de 0-20Kb, región que se corresponde con 

el intrón 1 de RET. Uno de los objetivos prioritarios de la presente tesis doctoral ha sido 

la identificación molecular de ese locus de susceptibilidad para Hirschsprung ligado a la 

variante A45A de RET. 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B. HIPÓTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS 

DEL ESTUDIO 
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B.1 HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 

Diversos estudios funcionales han puesto de manifiesto que el proto-oncogén 

RET se asocia, por mecanismos contrarios, tanto a la aparición de enfermedad de 

Hirschsprung (HSCR) como de cáncer medular de tiroides (MTC). Así, hoy día se sabe 

que mutaciones germinales de RET que conducen a una ganancia de función del 

receptor originan formas familiares de MTC (síndromes MEN 2), mientras que otras 

mutaciones que producen una pérdida de función son causantes de HSCR. 

Nuestro grupo tiene evidencias muy significativas de la asociación de la variante 

A45A, localizada en el exón 2 de RET, con el fenotipo HSCR (Borrego y cols, 1999, 

2000). Todos los resultados publicados previamente por nuestro grupo sugieren la 

existencia de un locus ancestral asociado a los haplotipos que contienen A45A,  ubicado 

en 5´ respecto a esta variante y en un intervalo de 0-20Kb (región que se corresponde 

con el intrón 1 de RET). El principal objetivo del presente proyecto de tesis es la 

identificación y caracterización molecular de ese locus de susceptibilidad para HSCR. 

En concreto, dicho locus podría estar asociado a un dominio implicado en la regulación 

de la expresión de RET. La consecución de estos objetivos contribuiría así al 

esclarecimiento de la base genética de esta enfermedad. Asimismo, dada la naturaleza 

poligénica de HSCR, hemos pretendido desarrollar una evaluación sistemática de otros 

genes candidatos, con el fin de identificar factores de susceptibilidad asociados a su 

aparición. 

Por otra parte, el conocimiento sobre la etiología del cáncer medular de tiroides 

esporádico es bastante escaso. No obstante, puesto que mutaciones activadoras de RET 

son responsables de las formas familiares de MTC, y que la mutación somática M918T 

se ha encontrado en una proporción importante de tumores esporádicos, este gen pasa a 

ser el principal candidato como gen de susceptibilidad para las formas MTC 

esporádicas. Esta hipótesis es apoyada por el hecho de que en el punto de partida del 

presente trabajo, el único factor de susceptibilidad descrito para MTC esporádico en una 

serie de casos alemana era el polimorfismo S836S, localizado en el exón 14 de RET. Por 

consiguiente, nos planteamos la posibilidad de que cambios de secuencia de los genes 

que participan en la cascada metabólica de RET, tales como el propio receptor, sus 

ligandos o co-receptores, puedan jugar un papel en la patogénesis de MTC. Partiendo de 
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esta idea, hemos iniciado una búsqueda de factores de susceptibilidad genéticos para 

esta patología en esos genes candidatos. 

 

B.2 OBJETIVOS PLANTEADOS 
 
1. Identificación y caracterización molecular de un nuevo locus HSCR, ligado a los 

haplotipos que contienen el polimorfismo A45A del gen RET. 

 

2. Análisis de mutaciones y polimorfismos en otros genes candidatos para HSCR 

(GFRA1, GFRA2, GFRA3, GFRA4). Evaluación de su implicación en la aparición de la 

enfermedad. 

 

3. Búsqueda de factores de susceptibilidad genéticos para el MTC esporádico en genes 

candidatos para dicha patología. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C. PACIENTES Y MÉTODOS 
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 C.1 PACIENTES Y CONTROLES 
 

De acuerdo con la normativa de protección de los sujetos humanos, se ha 

obtenido el consentimiento informado de todos los individuos que han participado en 

nuestros estudios.  

 
C.1.1 Pacientes HSCR 

 
Los pacientes HSCR incluidos en el presente estudio han sido remitidos a la 

Unidad Clínica de Genética y Reproducción procedentes del departamento de Cirugía 

Pediátrica de los Hospitales Universitarios Virgen del Rocío, centro de referencia 

regional para esta patología. El protocolo de estudio clínico de los pacientes HSCR 

incluye:  

- Estudio radiológico mediante enema opaco  

- Manometría anorrectal 

- Estudio anatomopatológico 

- Estudios de genética clínica mediante la realización del árbol genealógico, 

valoración de la transmisión familiar, clasificación de los sujetos en riesgo, 

análisis de la heterogeneidad clínica intra y extrafamiliar y extracción 

protocolizada de muestras de sangre del paciente índice y de sus familiares para 

el estudio molecular. 

Hasta la finalización de los distintos estudios incluidos en el presente trabajo, 

hemos conseguido obtener muestra de ADN genómico de un total de 153 pacientes 

HSCR recibidos en nuestras consultas de genética clínica. De estos pacientes, 124 son 

esporádicos y los 29 restantes son casos familiares incluidos en 19 familias (15 con 

herencia autosómica recesiva y 4 con herencia autosómica dominante). La tasa de casos 

familiares registrados en nuestra cohorte hasta el presente momento es de un 13% 

(19/143 HSCR) y disponemos de ADN germinal de 75 familiares en primer grado 

(padres y hermanos) de dichas familias. Asimismo hemos logrado completar la triada 

(paciente, padre y madre), necesaria para efectuar los estudios de desequilibrio de 

ligamiento, en 108 de los 124 pacientes esporádicos, mientras que para otros 12 casos 

sólo se dispone de uno de los padres, y sólo en los 4 casos restantes no hemos podido 

acceder a ninguno de ellos.  
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C.1.2 Pacientes MTC 

 
Los casos de MTC que han participado en el presente trabajo han sido remitidos 

a nuestra Unidad procedentes de los Servicios de Endocrinología de nuestro hospital y 

otros hospitales de la provincia, así como de  hospitales de Almería, Badajoz, Cádiz, 

Córdoba, Granada, Huelva, Jaén, Jerez de la Frontera, Málaga y Madrid. El protocolo 

de estudio clínico para estos pacientes incluye: 

- Test de estimulación con pentagastrina  

- Determinación de catecolaminas urinarias por HPLC  

- Determinación de PTH mediante RIA.  

- Estudio anatomopatológico de las piezas con MTC 

- Estudios de genética clínica mediante realización del árbol genealógico, 

valoración de la transmisión familiar, clasificación de los sujetos en riesgo, 

análisis de la  heterogeneidad intra y extrafamiliar, y extracción protocolizada de 

muestras de sangre del paciente índice y de sus familiares para el estudio 

molecular. 

Hasta el término del presente trabajo hemos obtenido ADN germinal de 180 

pacientes MTC, contando tanto formas familiares como esporádicas de la enfermedad. 

El 26% de los casos registrados corresponden a formas familiares de MEN 2 (15 

familias MEN 2A con 67 pacientes; 4 familias MEN 2B con 4 pacientes  y 9 familias 

FMTC con 31 pacientes). Tenemos 78 pacientes con MTC esporádico, lo que 

corresponde a un 74% de los casos. El MTC esporádico se caracteriza por la no 

existencia de historia familiar o personal indicativa de un cuadro MEN 2, y por la 

ausencia de mutaciones germinales en RET causantes de cualquier subtipo MEN 2.  

Gracias a un trabajo de colaboración con el grupo de Neoplasias Endocrinas 

Familiares del Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas dirigido por la Dra 

Mercedes Robledo, hemos podido acceder a muestras de ADN germinal de otros 106 

pacientes esporádicos de MTC, que han sido incluidos en algunos de nuestros estudios. 
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C.1.3 Individuos control 

 

Para la evaluación de polimorfismos genéticos como factores de susceptibilidad 

para una determinada patología, es preciso comparar la frecuencia y distribución de 

dichas variantes en el grupo de casos con las de un grupo control. Este grupo está 

constituido por 250 individuos sanos no relacionados, agrupados según edad y sexo, y 

sin ningún antecedente personal o familiar relacionado con las patologías en estudio.  

 

C.1.4 Familia MEN 2A/HSCR 

 
La cosegregación del síndrome de neoplasia endocrina múltiple tipo 2 (MEN 2) 

con la enfermedad de Hirschsprung es un fenómeno poco frecuente, conociéndose en el 

mundo solamente 20 familias con estas características. Una de estas familias asistió a 

nuestras consultas de Genética en 1997, y su pedigrí se muestra en la Figura C.1. El 

paciente III.6, en el que cosegregan  MEN2A y HSCR, fue intervenido quirúrgicamente 

de HSCR a la edad de 4 años, y con 24 años le apareció un nódulo tiroideo. La historia 

familiar reveló que su madre (paciente II.3) fue sometida a tiroidectomía total a la edad 

de 46 años, y diagnosticada inicialmente como afecta de cáncer papilar de tiroides. 

Dado que se sospechaba un error en el diagnóstico, se realizó un estudio de los niveles 

de calcitonina tras estimulación con pentagastrina en el paciente III.6. El nivel de 

calcitonina fue de 1285ng/L, transcurridos 5 minutos después de la administración de 

pentagastrina. Los niveles de catecolaminas y metanefrina en la orina total de un día, así 

como los valores de calcio total y de hormona paratiroidea en suero fueron normales. En 

este paciente también se realizó una tiroidectomía total, y tras el examen histológico del 

material de resección, se verificó la existencia de MTC bilateral. Seis meses después de 

la intervención, los niveles de calcitonina tras estimulación con pentagastrina  

permanecían elevados. La realización de una tomografía en el cuello reveló una masa 

paratraqueal en el lado derecho de 2 cm. Estos resultados llevaron a revisar la muestra 

de la tiroidectomía de la madre (II.3), siendo los datos concordantes con un diagnóstico 

de MTC. En ese momento los niveles de calcitonina tras estimulación con pentagastrina 

de este individuo (II.3) eran elevados, pero se descartó la presencia de feocromocitoma 

o hiperparatiroidismo. El hermano del probando, paciente III.3, murió por 

complicaciones de HSCR a la edad de 8 años. El examen clínico y los estudios 
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hormonales y bioquímicos de los otros hermanos del probando (pacientes III.1 y III.4) 

fueron normales. El tío materno del índex (II.1) presentaba MTC e hiperparatiroidismo, 

mientras que la abuela (I.1) también desarrolló MTC a la edad de 78 años. 

Recientemente ha aparecido un nuevo miembro familiar con fenotipo HSCR, 

sobrino del paciente MEN 2A/HSCR (paciente IV.3). A este individuo se le diagnosticó 

HSCR a los 4 meses de edad, momento en el que fue intervenido quirúrgicamente, 

encontrándose que presentaba segmento agangliónico corto. 

 

Figura C.1. Pedigrí de la familia MEN2/HSCR estudiada en nuestro laboratorio. 
 
 
 

 
 

 

C.2 METODOS 
 

C.2.1 Técnicas generales utilizadas 

 

C.2.1.1 Extracción de ADN a partir de sangre periférica 

 

El ácido desoxirribonucleico (ADN) es el material génetico de todos los seres 

vivos y se encuentra en el núcleo de las células de los organismos eucariotas y en el 

citoplasma de procariotas. Para efectuar el análisis de ADN utilizando técnicas de 

genética molecular es necesario la obtención del mismo. En nuestro laboratorio 
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usualmente se obtiene de una muestra de sangre periférica de los pacientes y familiares 

relacionados. 

Los reactivos necesarios para la extracción de ADN partiendo de una muestra de 

sangre periférica son:  

- TRIS con función de tampón ácido-base. 

- MgCl2 mantiene la integridad de la pared de los leucocitos (células nucleadas de las 

cuales se obtiene la muestra de ADN). 

- EDTA secuestra cationes Mg2+ y Ca2+ inhibiendo de esta manera las ADNasas. 

- SDS detergente empleado para disolver los lípidos de las membranas celulares. 

- PROTEINASA K digiere las proteínas. 

- NaCl precipita las proteínas. 

- ETANOL precipita el ADN. 

 

Tampones y soluciones utilizados durante el proceso de extracción: 

 

Tampón de lisis de eritrocitos (solución extemporánea). 

Tris 2M (pH=7.5)  5mL  

MgCl2 1M   2.5mL 

H2O csp   500mL 

 

Tampón de lisis de leucocitos (WCLB)(pH=8.2)(Esterilizar y mantener a 4ºC). 

NaCl 5M   40mL  

EDTA 250mM (pH=8.0)  4mL 

Tris 2M (pH=7.5)   2.5mL 

H2O csp   500mL 

 

Solución de proteinasa K (Guardar a –20ºC). 

Proteinasa K   100mg  

SDS 10%   5mL 

EDTA 250mM (pH=8.0)  400µL 

H2O csp   50mL 
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Tris 10mM/EDTA 0.2mM (pH=7.5) (esterilizar y guardar a 4ºC). 

Tris 2M (pH=7.5)   1mL 

EDTA 250mM (pH=8.0)   8µL 

H2O csp   100mL 

 

Solución de cloroformo/alcohol isoamílico (conservar a 4ºC y en botella oscura). 

      Solución A      Solución B 

Cloroformo   480mL  TRIS 2M pH=8.1  5mL 

Alcohol isoamílico              20mL  H2O csp   500mL 

Mezclar las soluciones A y B y agitar durante toda la noche. 

 

Etanol 70% (conservar a –20ºC). 

Etanol absoluto  700mL 

H2O csp   1000mL 

 

Procedimiento de extracción de ADN a partir de muestras de sangre periférica: 

 

1) Lavado de muestras de sangre 

 

- Lavar aproximadamente 15mL de sangre total con suero fisiológico. Para ello 

se utilizan tubos Nunc de 50mL de polipropileno y estériles. Centrifugar 5-10 minutos a 

2000-2500 rpm (7-8g.) y a 4ºC sin freno. 

- Desechar el sobrenadante dejando la capa celular. Añadir tampón de lisis de 

eritrocitos hasta alcanzar un volumen de 50mL y agitar suavemente hasta alcanzar la 

total disolución de la mezcla. Centrifugar 15 minutos a 3500 rpm (10g.) y a 4ºC sin 

freno. 

- Decantar el tubo con cuidado y añadir nuevamente tampón de lisis de 

eritrocitos hasta un volumen total de 50mL. Centrifugar 15 minutos a 3500 rpm (10g.) y 

a 4ºC sin freno. 

- Desechar el sobrenadante. 

 

2) Digestión de proteínas 
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- Añadir tampón de lisis de leucocitos (WCLB), SDS 10% y solución de 

proteinasa K. La cantidad de cada uno de estos reactivos depende del tamaño del pellet 

obtenidos en la fase de lavado. Posteriormente, agitar con vórtex hasta observar un 

aspecto homogéneo. Dejar a 37ºC en baño-maría o estufa y agitación durante una 

noche. 

 

WCLB 3mL 4mL 5mL 6mL 

SDS 10% 200µL 266µL 333µL 400µL 

Sol. Proteinasa K 500µL 666µL 833µL 1000µL 

 

3) Extracción de ADN 

 

- Añadir 1mL de NaCl 5.5M. Agitar durante 15 segundos en vórtex y centrifugar 

15 minutos a 3500 rpm (10 g.) y a 4ºC sin freno. 

- Con el objeto de eliminar el exceso de sales, traspasar el sobrenadante a otro 

tubo Nunc y centrifugar 15 minutos a 3500 rpm (10g.) y a 4ºC sin freno. 

- Añadir v/v de cloroformo. Agitar manualmente durante 15 segundos y 

centrifugar 15-20 minutos a 3500 rpm (10g) y a 4ºC sin freno. Traspasar la fase superior 

a otro tubo con cuidado para no llevarse las fases intermedia e inferior. 

- Añadir 2 v/v de etanol absoluto (Merck) y agitar suavemente hasta observar la 

medusa de ADN. 

- Recuperar el ADN y lavarlo con etanol al 70% a –20ºC. Posteriormente pasarlo 

a un criotubo Nunc. Añadir 0.5-1mL (según el tamaño de la medusa obtenida) de Tris 

10mM/EDTA 0.2mM y dejarlo unas horas a 37ºC en agitación para que se disuelva. 

Conservar posteriormente a –80ºC. 

 

C.2.1.2. Espectrofotometría de ADN 

 

 Preparar una disolución 1:20 del stock de ADN y leer las absorbancias 

(densidades ópticas, D.O.) a 260nm y 280nm de la solución resultante (ambas del 

espectro de ultravioleta). 
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 Para poder determinar la concentración y la pureza de los stocks de ADN se 

determina la absorbancia de la muestra a distintas longitudes de onda. La D.O. 260nm 

corresponde al ADN de manera que 1 D.O. 260nm equivale a 50µg/mL de ADN de 

doble cadena. La D.O. 280nm equivale a las proteínas. Para estimar la pureza de la 

solución de ADN se utiliza el cociente D.O. 260/D.O.280. Cuando la extracción de 

ADN ha sido adecuada este valor oscila entre 1.6 y 2.  

Para calcular la cantidad de ADN (µg/mL) basta con multiplicar la D.O. 260nm 

por 20 (factor de dilución) y por 50 (concentración de ADN que equivale a 1 D.O. 

260nm). 

 

C.2.1.3 Amplificación de ADN genómico mediante PCR 

 

 La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) nos ha permitido sintetizar in 

vitro grandes cantidades de un fragmento específico de ADN, para su posterior análisis 

por diferentes técnicas. Desde que Saiki y colaboradores publicaron, en 1985, el primer 

experimento de amplificación de ADN humano específico, las aplicaciones de la PCR 

han crecido de forma exponencial, de manera que hoy en día, la gran mayoría de las 

técnicas que se realizan en un laboratorio de genética molecular están basadas en la 

PCR.  

Para llevar a cabo la amplificación de un fragmento específico de ADN es 

necesario conocer las secuencias flanqueantes a la región de interés, las cuales nos van a 

aportar la información necesaria para el diseño de los cebadores o primers. Dichos 

cebadores son secuencias cortas de ADN de unas 15 a 30 bases complementarias a cada 

una de las cadenas de la región que se quiere amplificar. También son necesarios los 

desoxinucleótidos trifosfato, dATP, dCTP, dGTP y dTTP, que actúan como precursores 

del ADN, así como una ADN polimerasa.  

La PCR se desarrolla normalmente en tres pasos: 

- Desnaturalización: esta fase se realiza a 94ºC y consiste en la separación de la 

doble cadena de ADN. 

- Hibridación: fase en la que los cebadores se unen a su molde. La temperatura 

de hibridación es específica de cada fragmento y de los cebadores empleados. 
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- Extensión: esta fase se realiza a 72ºC y en ella la enzima ADN polimerasa 

incorpora los desoxinucleótidos disponibles en el medio y extiende la hebra que se está 

sintetizando. La enzima ADN polimerasa más utilizada es la que procede de la bacteria 

Thermus aquaticus. 

 La tecnología de la PCR no se reduce a un único dictado de instrucciones que 

trabajan en cualquier situación (Innis y cols., 1990), por lo que es necesario ajustar 

algunos parámetros del proceso para cada fragmento de ADN que se quiera amplificar. 

Posteriormente trataremos de realizar una descripción de las condiciones experimentales 

de la PCR tipo utilizada en nuestro laboratorio. Sobre estas condiciones se han realizado 

modificaciones específicas, que se detallaran posteriormente, para cada una de las 

reacciones puestas a punto durante el presente trabajo.  

 

Protocolo de amplificación mediante PCR 

 

1) Reactivos utilizados en la PCR (volumen final 10µL)  

 

ADN molde (ADN genómico)* 25ng 

Solución de desoxinucleotidos trifosfato (Roche Diagnostics) 75µM (cada uno) 

Tampón de PCR (Tampón comercial Roche Diagnostics) 1µL 

Solución de cada cebador (10pmol/µL)** 1µL 

Taq ADN polimerasa (5U/µL, Roche Diagnostics) 0.2µL 

H2O csp 10µL 

 

*25ng de ADN genómico humano, equivalen a 7500 copias de cualquier segmento 

monocopia (Innis y cols., 1990). 

**Una parte de los cebadores utilizados durante este trabajo se han sintetizado en 

nuestro laboratorio utilizando un sintetizador Beckman Oligo 1000 a escala 30nM o 

200nM, siguiendo las instrucciones del fabricante. El resto de los cebadores han sido 

suministrados por Roche Diagnostics. Los cebadores utilizados para la amplificación de 

microsatélites han sido marcados con fluorescencia en su extremo 5’ utilizando el 

fluorocromo Cy5-amyditeTM (Amersham Biosciences), de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante. Este marcaje permite la detección de los amplicones en el secuenciador 



Pacientes y métodos 

 51

automático ALF-ExpressTM (Amersham Biosciences). Para disminuir el coste y 

aumentar la reproducibilidad de las técnicas empleadas para la búsqueda y 

caracterización de mutaciones (SSCP, EMD o secuenciación), todos los cebadores 

necesarios para la amplificación de fragmentos que posteriormente van a ser analizados, 

llevan incorporados en su extremo 5’ la secuencia de los cebadores universales M13 

(M13F: cgccagggttttcccagtcacgac y M13R: tttcacacaggaaacagctatgac), de manera que 

los productos específicos son posteriormente reamplificados con los cebadores M13F y 

M13R marcados con el fluorocromo Cy5-amyditeTM (Amersham Biosciences). De esta 

manera los productos pueden ser analizados bajo condiciones estándar en el 

secuenciador automático.  

 

2) Amplificación con el termociclador PTC-100TM(MJ Research, Inc.) 

 

 Las condiciones de amplificación de cada uno de los fragmentos aislados por 

PCR en el presente trabajo varían y se indicarán específicamente en cada apartado, 

utilizando una modificación de la fórmula [(TaD-TiD)->(TaH-TiH)->(TaE-TiE)]xN, 

publicada por nuestro grupo (Ruiz y cols., 1997): 

(Di)-> [(TaD-TiD)->(TaH-TiH)->(TaE-TiE)]xN(R)->(Ef) 

Di: Ciclo de desnaturalización inicial. 

TaD: Temperatura de Desnaturalización. 

TiD: Tiempo de Desnaturalización. 

TaH: Temperatura de Hibridación. 

TiH: Tiempo de Hibridación. 

TaE: Temperatura de Extensión. 

TiE: Tiempo de Extensión. 

N: Número de ciclos. 

Ef: Ciclo de Extensión final de la PCR. 

 

C.2.1.4 Secuenciación semiautomática de los productos de PCR 

 
 La secuenciación de ADN a partir de productos obtenidos de la reacción en 

cadena de la polimerasa, se lleva a cabo como método de rastreo y caracterización de 

mutaciones. Para la secuenciación semiautomática utilizamos el secuenciador Alf-
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ExpressTM (Amersham Biosciences). En este caso, el proceso de secuenciación 

comienza con la amplificación por PCR de la región a analizar, para lo que es 

absolutamente imprescindible que los cebadores utilizados lleven unidas las colas 

universales M13F y M13R. Posteriormente se procede a la purificación del producto de 

PCR, que ya llevará incorporados los dos cebadores M13. Para ello se realiza la 

electroforesis del producto en un gel de agarosa al 1-2%, se escinde la banda de ADN 

correspondiente al fragmento amplificado y se purifica el producto utilizando el kit de 

Agarose gel DNA extraction KitTM (Roche Diagnostics) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Alternativamente, se ha utilizado otro proceso que consiste en la 

electroforesis de la muestra en un gel de agarosa al 2% con doble peine. La muestra se 

carga en los pocillos del peine superior y posteriormente se va localizando la banda de 

interés con una lampara de ultravioleta hasta que observemos que llega a la altura del 

segundo peine. Poco antes de que la muestra llegue al segundo pocillo se procede a 

limpiar este último y llenarlo de agua para posteriormente recoger la muestra una vez 

que haya llegado al pocillo. 

 Una vez obtenido el producto purificado se llevan a cabo las reacciones de 

secuenciación en el termociclador PTC100 MJ Research, utilizando el sistema fmolTM 

DNA sequencing Kit (Promega) y siguiendo las recomendaciones del fabricante. Esta 

técnica está basada en el método bioquímico de Sanger utilizando dideoxinuleótidos 

como terminadores. Para la secuenciación en dirección 5´, utilizamos como cebador el 

oligonucleótido M13F y aplicamos el programa de PCR siguiente: (94º-5’)->[(94º-

30’’)->(70º-30’’)]x30. En cuanto a la secuenciación en dirección 3´, el cebador utilizado 

es el oligonucleótido M13R, y el programa aplicado es: (94º-5’)->[(94º-30’’)->(42º-

30’’)->(70º-1’)]x30.  

Es necesario que el cebador de la reacción de secuenciación, en nuestro caso el 

cebador M13F o M13R, esté marcado en su extremo 5’ con el fluorocromo Cy5-

amidyteTM (Amersham Biosciences). De esta manera, durante la electroforesis, cuando 

el fragmento marcado llega a la altura del láser, el fluorocromo Cy5 es excitado y emite 

fluorescencia que es detectada por los diodos localizados en esta posición del 

secuenciador. 

 Para llevar a cabo la electroforesis de los productos secuenciados hemos 

empleado matrices Long Ranger SingelTM (FMC) y tampón de electroforesis al 0.5x 
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preparado según las indicaciones del fabricante (44.5mM TRIS, 44.5mM ácido bórico, 

1mM EDTA). 

 Las condiciones de electroforesis son 1500V/60mA/25W a 50ºC con un tiempo 

de carrera variable dependiendo del tamaño del fragmento que se esté secuenciando. 

Como norma, el tiempo de carrera se calcula estimando 1-1,5 minutos por cada base del 

producto. 

 La lectura e interpretación de la secuencia se realiza utilizando el programa Alf-

managerTM (Amersham Biosciences). Para llevar a cabo el alineamiento múltiple de las 

secuencias obtenidas disponemos de una actualización del software AlfWin Sequence 

AnalyserTM 2.00 (Amersham Biosciences) que nos permite realizar directamente los 

alineamientos de las secuencias obtenidas e importar otras secuencias en formato ASCII 

para su comparación. 

Este tipo de secuenciación semiautomática se ha utilizado en el presente trabajo 

para la búsqueda y caracterización de mutaciones y polimorfismos en el extremo 3´del 

proto-oncogén RET. 

 

C.2.1.5 Secuenciación automática de los productos de PCR 

 
En este caso, la secuenciación se lleva a cabo en un secuenciador automático 

MegaBACE (Amersham Biosciences), dotado de 48 capilares. El proceso de 

secuenciación comienza con la amplificación por PCR de la región que queremos 

analizar. Posteriormente, se procede a la purificación del producto de PCR mediante 

electroforesis de la muestra en un gel de agarosa al 1-2%, excisión de la banda de ADN 

(correspondiente al fragmento amplificado) y purificación de la banda utilizando el kit 

Quiaquik gel extraction (Quiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez 

obtenido el producto purificado se llevan a cabo las reacciones de secuenciación en el 

termociclador PTC100 MJ Research, utilizando el kit DYEnamic ET Dye terminator 

cycle sequencing (Amersham Biosciences). Este método está basado en el método 

bioquímico de Sanger utilizando dideoxinuleótidos marcados como terminadores. Para 

este tipo de secuenciación utilizamos dos programas alternativos que aplicamos en 

virtud de la temperatura de hibridación (TaH) de los cebadores. Como rutina, la primera 

opción es utilizar el programa de secuenciación en dos pasos: (94º-2’)->[(94º-20’’)-> 

(65º-1’)]x50. Sólo cuando la TaH de los cebadores es muy baja es más conveniente 
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aplicar el programa de secuenciación en tres pasos: (94º-2’)->[(94º-20’’)->(55º-15’’)-

>(62º-1’)]x50. 

En este caso cada uno de los 4 dideoxinucleótidos está marcado con dos 

fluorocromos diferentes: un fluorocromo donador que es la fluoresceína, y un 

fluorocromo aceptor que es diferente para cada uno de los 4 dideoxinucleótidos 

(rodamina 110, rodamina 6 G, tetrametil rodamina y rodamina X). La fluoresceína actúa 

como fluorocromo donador, de manera que cuando el láser incide sobre el capilar ésta  

absorbe la energía y la transfiere al fluorocromo derivado de rodamina del mismo 

dideoxinucleótido. Cada fluorocromo aceptor emite a su correspondiente longitud de 

onda, de manera que dicha emisión es registrada por el aparato, consiguiéndose así la  

detección e identificación del nucleótido terminador de cada fragmento obtenido en la 

reacción de secuenciación.  

Previamente a la inyección de las muestras en el secuenciador automático, 

procedemos a la purificación de los productos de secuenciación mediante el empleo de 

las placas AutoSeq96 que contienen sephadex G-50 prehidratado (Amersham 

Biosciences), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Una vez realizado este 

paso, las muestras quedan purificadas y dispuestas ordenadamente en placas de 96 

pocillos (8 filas x 12 columnas, MJ Research), que son las que se introducen en el 

correspondiente dispositivo del secuenciador para proceder a la inyección. Las 

condiciones generales de inyección son 2 KV durante 80 segundos, aunque en función 

del producto a secuenciar se pueden modificar los parámetros de tiempo y voltaje. 

Las matrices empleadas para llevar a cabo la electroforesis de los productos 

secuenciados son columnas MegaBACETM Long Read Matrix, y el tampón de 

electroforesis utilizado es 10X MegaBACETM LPA Buffer (Amersham Biosciences). 

Las condiciones generales de electroforesis son 9 KV durante 60 minutos, aunque 

dependiendo del tamaño de los productos se puede variar el tiempo de carrera. 

La lectura e interpretación de la secuencia se realiza utilizando el programa 

Sequence Analyzer que incluye el software del secuenciador MegaBACE (Amersham 

Biosciences). Para llevar a cabo el alineamiento múltiple de las secuencias obtenidas 

disponemos del software BioEdit Sequence Alignment Editor versión 5.0.9 que nos 

permite realizar directamente los alineamientos de las secuencias obtenidas e importar 

otras secuencias en formato ASCII para su comparación. 
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En el presente trabajo hemos utilizado esta técnica de secuenciación automática 

para el rastreo mutacional de la secuencia codificante del proto-oncogén RET. 

 

C.2.1.6 Rastreo de mutaciones mediante PCR-SSCP fluorescente 

 

Una de las técnicas empleadas para el rastreo de mutaciones es el análisis 

mediante SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism) de productos de PCR. 

Este método se basa en la propiedad que tiene el ADN de cadena sencilla de adquirir 

una conformación tridimensional específica, dependiente de su estructura primaria, al 

someterlo a una electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (Orita y cols., 1989).  

La técnica del SSCP se caracteriza por su bajo coste y su simplicidad, ya que 

básicamente consiste en la amplificación por PCR del fragmento que se quiere estudiar, 

digestión mediante enzimas de restricción en aquellos casos en los que sea necesario, 

desnaturalización de las muestras, electroforesis vertical de las mismas en geles no 

desnaturalizantes y detección de los fragmentos utilizando el programa Fragment 

Analyser. 

Sin embargo, la sensibilidad de esta técnica es variable, detectando el 60-80% de 

las mutaciones (Glavac y Dean, 1993), siendo el tamaño de los productos de PCR el 

factor que más limita la sensibilidad de esta técnica (Grompe, 1993). Es por ello por lo 

que se aconseja la digestión con enzimas de restricción de los fragmentos de tamaño 

superior a 300 pares de bases (Iwahana y cols., 1992).  

Para llevar a cabo la técnica de SSCP, los productos de PCR de las regiones en 

estudio se someten a una reacción de reamplificación utilizando los cebadores 

fluorescentes M13F y M13R y el producto de PCR como ADN molde para esta 

reacción. La PCR se realiza a volumen final 10µL, con 75µM de cada desoxinucleótido 

trifosfato (dNTPs), 1mM de cada oligonucleótido, 1µL del producto de PCR y 1UI de 

Taq ADN polimerasa (Roche Diagnostics). El programa de amplificación es: (94º-5’)-

>[(94º-30’’)->(62º-30’’)->(72º-30’’)]x15->(72º-10’). Es conveniente amplificar y cargar 

por duplicado cada una de las muestras que se estén analizando para cada fragmento, 

con el objeto de comparar el patrón de ambas y minimizar la posibilidad de artefactos 

debidos a una mala desnaturalización, bandeo inespecífico de la PCR o un carril del gel 

en mal estado. Posteriormente, se somete a digestión con endonucleasas de restricción 



Pacientes y métodos 

 56

aquellos fragmentos cuyo tamaño no esté dentro de los límites del SSCP. El producto de 

PCR marcado se diluye en agua hasta un volumen final de 50µL. Se separan 3µL y se 

mezcla v/v con tampón de carga (formamida desionizada 100% y azul de dextrano 

5mg/mL). Antes de la carga, las muestras se desnaturalizan a 95ºC durante 3 minutos y 

se mantienen en hielo hasta proceder a su carga en un gel no desnaturalizante de MDER 

(AT Biochem) al 0.5%. Normalmente, polimerizamos dos tipo de matrices, una de ellas 

sin glicerol y otra al 10% de glicerol. Tras dejar polimerizar el gel al menos 1 hora, se 

lleva a cabo la electroforesis a temperatura ambiente en el secuenciador automático Alf-

ExpressTM (Amersham Biosciences) durante 4-6 horas, limitando la potencia a 15W, y 

utilizando placas de 15X30 y matrices de 0.5mm de espesor. El tampón utilizado en la 

electroforesis es TBE 0.6x, descrito previamente.  

Una vez concluida la electroforesis se analizan los patrones de migración 

mediante el programa AlfWin Fragment AnalyserTM 1.01 (Amersham Biosciences).  

Con el objeto de disponer de controles positivos para cada fragmento analizado y 

controlar así la sensibilidad de la técnica de SSCP en cada carrera, hemos aplicado la 

técnica del LMP (Longer Mismatch Primer) desarrollada por Ruiz y cols., 1997. Esta 

técnica  es un sistema sencillo de incorporar mutaciones, mediante PCR-mutagénesis, 

para convertir in vitro controles negativos en controles positivos específicos del 

segmento genómico analizado. La técnica LMP se basa en la capacidad de hibridar, bajo 

determinadas condiciones, cebadores con bases desapareadas respecto a su ADN molde 

durante la PCR (Newton y cols.; Okayama y cols.; Wu y cols., 1989). La técnica 

consiste en añadir al tubo de reacción de un control negativo un cebador más largo que 

incorpora una base desapareada en la zona no común con el cebador silvestre. El 

cebador LMP se diseña más largo en su extremo 3’ de manera que el tamaño del 

producto de PCR no se altera.  Esto permite la generación in vitro de un control 

positivo, ya que el 100% del producto amplificado se mutageniza (Ruiz y cols., 1997). 

Aunque este método no resuelve completamente el problema de los controles de SSCP, 

ya que la detección de un solo cambio no es indicativa de que las condiciones 

experimentales nos permitan detectar el 100% de las posibles alteraciones de una 

secuencia, la detección de un patrón aberrante indica que la técnica se está realizando 

correctamente. En nuestro caso, como todos los productos llevan incorporados los 

cebadores universales M13F y M13R, hemos diseñado un cebador LMP que tiene una 
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base desapareada con respecto al cebador M13F. Este cebador que denominamos LMP-

M13F (X-CGCCATGGTTTTCCCAGTCACGAC) se añade al tubo de PCR de un 

control negativo en el paso de reamplificación, obteniendo de esta manera un control 

para cada fragmento analizado mediante SSCP.  

Utilizando la técnica SSCP comenzamos a rastrear el extremo 3´ del intrón 1 del 

proto-oncogén RET, tal como se expondrá más adelante.  

 

C.2.1.7 Rastreo de mutaciones mediante PCR-EMD fluorescente 

 

La técnica de EMD (Enzymatic Mutation Detection) es un método de detección 

de mutaciones de gran fiabilidad y reproducibilidad (sensibilidad del 100%; 94.3% de 

especificidad) (del Tito y cols., 1998). Este método utiliza una enzima resolvasa, 

concretamente la T4 Endonucleasa VII, involucrada en la reparación del ADN y en el 

reconocimiento de los intermediarios del ADN autoplegado que se forman durante la 

replicación y empaquetamiento del ADN. Por otra parte, es capaz de reconocer zonas 

desapareadas a lo largo de la doble cadena de ADN, produciendo un corte a unas 6 

pares de bases hacia el extremo 3’de la mutación. Esta actividad es la que se emplea en 

la técnica de detección de mutaciones mediante PCR-EMD fluorescente.  

 Metodológicamente consta de 4 fases: 

1. Fase de amplificación: amplificación del fragmento de ADN que se quiere 

analizar. 

 2. Formación de heterodúplex: los productos de PCR se someten a un ciclo de 

95ºC 5 minutos y posteriormente se mantienen a temperatura ambiente de 5 a 30 

minutos, favoreciendo así la formación del heterodúplex. 

 3. Digestión con la resolvasa T4 endonucleasa VII a 37ºC durante 30 minutos.  

 4. Resolución de los productos digeridos en geles desnaturalizantes. 

 La técnica de EMD aporta una serie de ventajas en comparación con otras 

técnicas de rastreo como el SSCP. Además de presentar una sensibilidad del 100%, se 

trata de una técnica estandarizada para el análisis de cualquier tipo de fragmento, sea 

cual sea su tamaño. Sin embargo, la técnica de EMD nos plantea una limitación ya que 

sólo puede detectar cambios que estén presentes en heterozigosis. Para solventar este 
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problema el ADN de los pacientes se mezcla en una proporción 1:1 con un ADN 

control, de manera que cualquier mutación pueda ser detectada.  

Por todas sus ventajas, esta técnica pasó a ser la de elección para el rastreo de 

mutaciones en nuestro laboratorio, de forma complementaria a la secuenciación 

automática bidireccional. Concretamente, en el presente trabajo se aplicó esta técnica 

para realizar la búsqueda de mutaciones y polimorfismos en el extremo 3´del intrón 1 

del proto-oncogén RET, tal y como se explicará más adelante. 

El protocolo estándar empleado consiste en una reamplificación inicial siguiendo 

las mismas indicaciones de la amplificación realizada en la técnica de SSCP con objeto 

de obtener fragmentos marcados con fluorescencia y que puedan ser detectados en el 

secuenciador automático. La única diferencia es que los fragmentos purificados de las 

regiones a analizar se mezclan siempre con el fragmento correspondiente del ADN 

control. Paralelamente, este ADN control también se emplea para amplificar el control 

positivo utilizando la técnica de LMP descrita anteriormente. Los productos de ADN 

obtenidos en la reacción de reamplificación se someten a un proceso de 

desnaturalización de 5 minutos a 95ºC seguido de 5-30 minutos a temperatura ambiente, 

favoreciendo así la formación de heterodúplex. Transcurrido este tiempo se añade la 

endonucleasa T4 y se mantiene a 37ºC durante 30 minutos (Passport mutation scanning 

kit, Amersham Biosciences). Posteriormente 5µL de muestra se mezclan con 3µL de 

tampón de carga (formamida desionizada 100% y azul de dextrano 5mg/mL) y se 

desnaturaliza 3 minutos a 94ºC. Finalmente, se cargan en geles desnaturalizantes, en 

concreto la matriz empleada es ReproGelTM High Resolution (Amersham Biosciences) 

que polimeriza tras 10 minutos de exposición a luz UV. La electroforesis se lleva a cabo 

a 500W y a 60ºC utilizando placas de 15X30 y matrices de 0.5mm de espesor. El 

tiempo de carrera variará dependiendo del tamaño del fragmento. El tampón de carga es 

TBE al 0.5X (TRIS 50mM, 41.5mM ácido bórico y 0.5mM EDTA).  

Posteriormente, los datos obtenidos son procesados utilizando el programa 

AlfWin Fragment AnalyserTM 1.00 (Amersham Biosciences) y el tamaño de los 

fragmentos obtenidos se determina utilizando como referencia un marcador de tamaño 

fluorescente comercial (Cy5-syzer 50-500, Amersham Biosciences). 
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C.2.1.8 Genotipación por PCR-RFLP 

 

La PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) es una herramienta 

clásica de genética molecular para la genotipación de cualquier variación de secuencia 

puntual. Se aplica seleccionando una  enzima que distinga las variantes de ADN 

mediante la pérdida o ganancia de algún punto de corte, cuando aparece la mutación en 

su secuencia de reconocimiento. Amplificamos por PCR la región genómica que 

contiene la mutación que se desea genotipar y el producto de PCR se incuba con la 

enzima de restricción que distingue la mutación problema. Posteriormente, se efectúa  

una electroforesis del producto de la digestión en geles de acrilamida o agarosa para 

analizar el patrón de bandas. Estas técnicas son muy útiles para rastrear rápidamente 

cualquier mutación específica en un grupo grande de pacientes, para efectuar el análisis 

de segregación de las variantes en las familias o bien para la estimación de la frecuencia 

poblacional de un determinado polimorfismo y la realización de controles. Para 

seleccionar las endonucleasas se efectúa el análisis comparado de los mapas de 

restricción de la secuencia normal obtenida de Genbank y  de la secuencia mutada, 

empleando el programa MAP (GCG Wisconsin Package). Posteriormente el programa 

MAPSORT (GCG Wisconsin Package) indica el tamaño de los fragmentos de la 

digestión seleccionada y los ordena en ambas secuencias (normal y mutada). El objetivo 

de este segundo análisis es comparar ambos mapas y seleccionar el método de 

resolución más adecuado para cada una de ellas (usualmente geles de agarosa o 

acrilamida según el tamaño de los fragmentos de PCR).  

En este trabajo se ha empleado la técnica PCR-RFLP para la genotipación de 

diferentes variantes de secuencia del proto-oncogén RET, cuyas condiciones específicas 

se explican con detalle más adelante. 

 

C.2.1.9 Genotipación espectral por PCR-FRET 

 
La transferencia de energía mediante resonancia fluorescente (FRET/ 

Fluorescence Resonance Energy Transfer) es una técnica novedosa que permite la 

rápida evaluación de cambios de secuencia en un gran número de pacientes, sin 

necesidad de resolución mediante electroforesis. El proceso de genotipación completo, 

que consta de una reacción de PCR seguida del fenómeno FRET propiamente dicho, se 
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realiza en el sistema LightCyclerTM (Roche Diagnostics). Este sistema combina la 

tecnología fluorescente con un termociclador ultrarrápido que utiliza corrientes de aire 

para permitir así que la velocidad de transición de la temperatura sea muy elevada 

(20ºC/segundo). Para esta PCR utilizamos el kit comercial FastStart LC Master (Roche 

Diagnostics), siguiendo las recomendaciones del fabricante. La reacción se realiza en 

capilares compuestos de una combinación de cristal y plástico, los cuales permiten que 

se alcance rápidamente el equilibrio entre la temperatura del aire y los componentes de 

la reacción, ya que aumentan la relación superficie/volumen. El alto valor de la 

velocidad de transición supone una enorme ventaja puesto que reduce 

considerablemente el tiempo de duración de la PCR en comparación con un 

termociclador convencional.  

Para que tras la PCR se produzca el fenómeno FRET, es necesario haber añadido 

a la reacción una pareja de sondas específicas de la secuencia a analizar. Una de las 

sondas, sonda de detección (sensor), marcada en su extremo 3’ con fluoresceína, es 

complementaria a la región del producto de PCR donde se localiza la variación de 

secuencia que queremos estudiar. La otra sonda, sonda de anclaje (anchor), marcada en 

su extremo 5’ con el fluorocromo LC Red640 o con LC Red705, es complementaria a 

una región próxima a la de la sensor, y se encuentra fosforilada en su extremo 3’ para 

impedir su extensión durante la PCR.  

La unidad óptica del sistema LightCyclerTM contiene tres canales que van 

registrando la emisión de fluorescencia a diferentes longitudes de onda durante todo el 

proceso. Además tiene un diodo que emite luz azul (470nm) hacia el capilar, y excita a 

la fluoresceína. Tras excitarse, la fluoresceína emite luz verde (525nm) que es capaz de 

excitar a su vez al fluorocromo LC Red640 o LC Red705 de la sonda de anclaje. 

Cuando el LC Red640 se excita, emite fluorescencia a una longitud de onda de 640nm, 

que es registrada por el canal F2 del sistema. En caso de que el fluorocromo que porta la 

sonda de anclaje sea LC Red705, la longitud de onda a la que emite cuando se excita es 

de 705nm, la cual se registra en el canal F3. Este fenómeno de transferencia sólo tiene 

lugar si las sondas se encuentran separadas a una distancia inferior a 5 nucleótidos, 

hecho que únicamente sucede cuando ambas sondas están hibridadas al producto de 

PCR.  
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Inmediatamente a continuación de la PCR, el sistema eleva la temperatura hasta 

95ºC con el fin de que se separe la doble cadena de ADN del producto amplificado. Esta 

desnaturalización es seguida por una bajada de temperatura hasta los 40ºC, transición en 

la que se favorece que las dos sondas hibriden con sus respectivas regiones 

complementarias dentro del amplicón, comenzando consiguientemente la transferencia 

de energía entre ambas. A continuación el sistema comienza a generar una rampa de 

temperatura desde los 40 hasta los 95ºC, en la que en un determinado momento se 

alcanza un valor conocido como  temperatura de fusión o de melting de las sondas 

(Tm). En ese momento las sondas se separan del producto, haciendo que finalice el 

fenómeno de transferencia. La sonda de anclaje siempre tiene una Tm más alta que la 

sonda de detección, por lo que las variaciones en la emisión de fluorescencia 

dependerán exclusivamente de la sonda de detección. La Tm de la sonda de detección 

depende de su contenido en GC y su tamaño, así como del grado de homología que 

presente con la secuencia. De esta manera, cambios en algún nucleótido en la región que 

cubre esta sonda harán que su temperatura de fusión sea menor, y es precisamente este 

hecho el que se utiliza como criterio para realizar la genotipación.  

Posteriormente, utilizando el software del LightCyclerTM se analiza el registro 

fluorimétrico del proceso tomando como parámetro la derivada negativa de la 

fluorescencia con respecto a la temperatura. De esta manera se obtienen picos que 

corresponden con las temperaturas de fusión de las sondas empleadas. En función del 

genotipo que presente un individuo particular para una determinada variante 

(homocigoto para el alelo silvestre, heterocigoto, u homocigoto para el alelo mutante), 

el patrón de los picos será diferente. 

Hemos utilizado la técnica de PCR-FRET para la genotipación de diversos 

polimorfismos en los genes RET, GFRA1, GFRA2 y GFRA3. Las condiciones de 

genotipación para cada variante vendrán especificadas más adelante. 

 

C.2.1.10 Caracterización de rearreglos génicos mediante Southern blot 

 

La técnica de hibridación o Southern blot se emplea para identificar fragmentos 

específicos de ADN en una mezcla compleja. Inicialmente se digiere el ADN que 

queremos estudiar con una o más enzimas de restricción, las cuales cortan en puntos 
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específicos de la secuencia, generando fragmentos de varios tamaños. Seguidamente, 

estos fragmentos se separan por su tamaño en un gel de agarosa a través de  

electroforesis y luego se transfieren a una membrana de nylon. Para la detección del 

fragmento de interés en la membrana, utilizamos otro fragmento de ADN que se llama 

sonda y que contiene la secuencia complementaria al fragmento que queremos 

identificar. La sonda, se marca con un isótopo radiactivo, se agrega a una solución y se 

incuba con la membrana durante varias horas. Esta hibridación, hace que la sonda se 

adhiera al fragmento de ADN en la membrana que contiene las bases complementarias. 

A continuación se realiza el lavado de la membrana para eliminar la sonda que se ha 

unido de manera inespecífica.  Finalmente, al exponer la membrana a una película de 

fotografía ésta queda impresionada permitiéndonos identificar la localización del 

fragmento al que se ha unido la sonda. Este hecho permite discriminar la existencia de 

rearreglos génicos tales como expansiones o deleciones, en función de la posición en la 

que aparezca impresionada la película fotográfica.  

En la realización de esta tesis hemos empleado la técnica de Southern blot para la 

caracterización de una deleción en el gen GFRA1 en una familia HSCR. 

 

Soluciones empleadas para el tratamiento del gel tras la electroforesis y para la 

transferencia del ADN a la membrana  

 

Solución HCl 0,25M (solución extemporánea) 

HCl fumante                                 10.5mL 

H2O csp                                        500mL 

 

Solución Denature 

NaCl                                             87.60g 

NaOH                                           20g 

H2O csp                                        1000mL 

 

Solución Renature 

Tris                                               60.55g 

NaCl                                             87.66g 
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H2O csp                                        1000mL 

Ajustar el pH a 7.4 con mediante la adición de HCl 

 

SSC 20X 

NaCl                                              175.32g  

Na3C6H5O7                                    88.236g 

H2O csp                                         1000mL  

 

Soluciones y tampones empleados para la prehibridación e hibridación de la 

membrana 

 

Solución Denhardt’s 50X (Conservar a –20ºC) 

Ficoll                                             10g 

Polivinilpirrolidona                       10g 

BSA                                               10g 

H2O csp                                         1000mL  

 

Tampón fosfato 0.2 M (pH 6,8) 

Na2HPO4 1M                                 11.575mL 

NaH2PO4 1M                                 13.425mL 

H2O csp                                         125mL  

 

SDS 10% (Conservar a temperatura ambiente durante 3-4 meses) 

SDS                                               100g 

H2O                                               900mL  

Calentar a 68ºC para facilitar la disolución, y finalmente ajustar el volumen a 1000mL 

 

Solución de Prehibridación  (Conservar a temperatura ambiente) 

Solución Denhardt’s 50X              50 mL  

Esperma de salmón 10 mg/mL       5mL 

Tampón fosfato 0.2 M (pH 6,8)     125 mL  

Ppi 5%                                            10 mL  
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SSC 20x                100mL 

SDS 10%                5mL 

Heparina                                         1mL 

H2O csp                                          500mL 

Hervir esperma de salmón 5 minutos al baño María y dejarlo en hielo otros 5 minutos 

antes de añadirlo al tampón.  

 

Solución de Hibridación  (Conservar a –20ºC en alícuotas de 50mL) 

Solución de prehibridación            300mL 

Dextran sulfato 25%                      200mL 

 

Soluciones de lavado de la membrana tras la hibridación 

 

Solución de lavado I 

SSC 20X                                        50mL 

SDS 10%                                        5mL 

H2O csp                                          500mL  

 

Solución de lavado II 

SSC 20X                                        25mL 

SDS 10%                                        5mL 

H2O csp                                          500mL  

 

Solución de lavado III 

SSC 20X                                        12.5mL 

SDS 10%                                        5mL 

H2O csp                                          500mL  

 

Solución de lavado IV 

SSC 20X                                        2.5mL 

SDS 10%                                        5mL 

H2O csp                                          500mL  
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Protocolo general para la realización de Southern blot 

  

1) Digestión del ADN genómico con endonucleasas de restricción 

 

La selección de las endonucleasas más adecuadas para generar fragmentos de 

ADN de tamaño apropiado, se realiza con las herramientas bioinformáticas MAP y 

MAPSORT del paquete GCG Wisconsin, que proporcionan mapas de restricción 

detallados de la región genómica objeto de nuestro estudio.  

La digestión del ADN genómico se lleva a cabo a 37ºC durante 6 horas bajo las 

siguientes condiciones generales: 

ADN genómico                              5µg 

Tampón                                          5µL 

BSA (1mg/mL)                              5µL 

Espermidina (100mM)                   2µL 

Enzima                                           40 UI* 

H2O csp                                          50µL  

*Para facilitar la digestión del ADN genómico la enzima se añade en tres pasos 

sucesivos de 20,10 y 10 UI cada 2 horas. 

 

2) Electroforesis de la digestión 

 

La electroforesis del ADN digerido se realiza en gel de agarosa al 0.8%, usando 

TBE 1X como tampón, y el marcador de peso molecular de 1Kb (GIBCO BRL). Se fija 

el voltaje a 55V durante 16-20 horas. 

Finalmente se visualiza el gel en el transiluminador, comprobando que la 

digestión se ha efectuado correctamente. Con bisturí se corta la parte del gel que no 

interesa, y se hace una pequeña muesca en el extremo inferior izquierdo para poder 

controlar el orden de las digestiones cargadas. 

 

3) Tratamiento del gel después de la electroforesis 

 

- Colocar el gel en una bandeja en agitación y lavar con agua destilada. 
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- Tratar el gel con HCl 0.25M  durante 15´o 20´ en suave agitación. 

- Enjuagar con agua destilada 

- Añadir solución Denature durante 30´en la bandeja de agitación. 

- Lavar de nuevo con agua destilada. 

- Añadir solución Renature durante al menos 30´ y enjuagar con agua destilada. 

 

4) Transferencia del ADN al filtro de nylon 

 

Para el presente trabajo se ha utilizado el sistema de transferencia por capilaridad 

de Life Technologies y las membranas N-plus de Amersham Biosciences. El tampón 

empleado para la transferencia es SSC 10X. Tras 16 horas de transferencia el filtro se 

impregna en solución SSC 2X y se deja durante 1 hora bajo un foco de luz. 

 

5) Obtención de la sonda de ADN marcada con 32P 

 

Cada una de las sondas utilizadas en el presente trabajo se ha obtenido por PCR 

y posterior purificación con el kit Agarose gel DNA extraction KitTM (Roche 

Diagnostics). Una vez purificada, la sonda siempre se ha de conservar a –80ºC.  

El marcaje radioactivo de la sonda se efectúa con 32dCTP (Redivue, Amersham 

Biosciences), utilizando el kit de marcaje RediprimeTM II" Random Prime Labelling 

System (Amersham Biosciences) y siguiendo las recomendaciones del fabricante. Este 

sistema se basa en el empleo de cebadores hexanucleótidos elegidos al azar (Feinberg y 

Vogelstein, 1983 y 1984) y el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I. 

Una vez marcada la sonda se purifica utilizando columnas microcrospinTM S-300 

HR (Amersham Biosciences). Finalmente, para comprobar la efectividad del marcaje y 

conocer el volumen de sonda que hará falta en la hibridación, se realiza el conteo de 

Kcpm en el Beckman 170M Radioisotope Detector. 

Toda manipulación de estos productos se realiza en una instalación radioactiva 

de tercer nivel, asegurando el cumplimiento de las medidas de seguridad exigidas por el 

Consejo de Seguridad Nuclear. 

 

6) Prehibridación e hibridación de la membrana  



Pacientes y métodos 

 67

 

Estos procesos se efectúan en un horno Hybridizer 600 (Cultek, Stratagene) 

utilizando botellas de  hibridación.  Para la prehibridación del filtro se añaden 10 mL de 

la solución de prehibridación, y se mantiene a 65ºC durante 2 horas. 

Transcurrido ese tiempo se sustituye la solución de prehibridación por 10 mL de 

solución de hibridación, y se añade el volumen de sonda que equivale a 7500 Kcpm. 

Como paso previo a la adición de la sonda, ésta ha de desnaturalizarse durante 3´ a 

95ºC. La hibridación del filtro se realiza a 65ºC durante 12-16 horas.    

 

7) Lavado de la membrana hibridada 

 

Las condiciones de lavado varían en función de la sonda utilizada. Como norma 

general el filtro se lava durante un tiempo que varía entre los 10 y 30 minutos con cada 

una de las soluciones de lavado previamente descritas, comenzando por la solución de 

mayor astringencia (solución I, II, III y IV). En general la temperatura de lavado oscila 

entre los 65 y 72ºC, dependiendo de cuál sea la temperatura de hibridación de la sonda. 

Después de los lavados con cada una de las soluciones se ha de chequear el filtro para 

controlar las cpm. Al final de los lavados la membrana debe quedar con un máximo de 

1000 cpm. 

Finalmente el filtro se introduce en una envoltura de plástico asegurando que 

quedará permanentemente humedecido, y se expone a varias películas de fotografía 

conservándose a –80ºC.  

El tiempo de exposición depende de cada experimento, aunque el primer 

revelado se suele hacer a las 24 horas de exposición. En función de los resultados 

observados se determina el tiempo para realizar los siguientes revelados. 

 

C.2.1.11 Tratamiento estadístico de los datos. Estudios de casos y controles. 

 

1) Aplicación de la ley de Hardy-Weinberg  

 

Para cada una de las variantes analizadas se ha calculado la frecuencia alélica y 

genotípica en los distintos grupos de estudio. El modelo de Hardy-Weinberg se utiliza 
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para calcular las frecuencias genotípicas esperables a partir de las frecuencias alélicas 

observadas. En efecto, si consideramos en una población la pareja alélica A1 y A2 de un 

locus dado, se verifica que  

0 ≤ p ≤ 1 

0 ≤ q ≤ 1     donde p es la frecuencia del alelo A1 y q la frecuencia del alelo A2 

p + q = 1 

Entonces se cumple que  (p + q)2 = p2 + 2pq + q2 = 1,  donde:  

p2 = frecuencia del genotipo A1 A1  

2pq = frecuencia del genotipo A1 A2  

q2 = frecuencia del genotipo A2 A2  

 

El equilibrio de Hardy-Weinberg es un modelo teórico para genética de 

poblaciones. El concepto de equilibrio en el modelo de Hardy-Weinberg se basa en las 

siguientes hipótesis :  

1. La población es panmíctica (todos los individuos tienen la misma probabilidad 

de aparearse y el apareamiento es al azar, (panmixia). 

2. La población es suficientemente grande (para minimizar las diferencias 

existentes entre los individuos). 

3. La población no está sometida a migración, mutación o selección (no hay 

pérdida ni ganancia de alelos). 

4. Las frecuencias génicas y genotípicas se mantienen constantes de generación 

en generación. 

Para verificar el cumplimiento de la ley de Hardy-Weinberg en cada uno de los 

grupos de estudio y para cada una de las variantes estudiadas, utilizamos el test de χ2 

con la corrección de Yates comparando los valores de frecuencias genotípicas 

esperables frente a los valores observados. Si el valor de χ2 fuese significativo no se 

cumpliría el equilibrio de Hardy-Weinberg, lo cuál sería indicativo de consanguinidad, 

selección, o evento mutacional. 
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2) Estudios de casos y controles. Test de χ2 y test de Fisher 

 

Con el fin de evaluar la posible asociación de una determinada variante de 

secuencia o de un haplotipo concreto a las enfermedades estudiadas, se han utilizado 

estudios de casos y controles. En este tipo de estudios, las asociaciones entre 

enfermedades y marcadores se encuentran comparando las frecuencias de un alelo 

particular de un marcador en una serie de pacientes con las de una serie de controles 

sanos. Hemos utilizado el método de χ2 con la corrección de Yates o el test de Fisher 

con dos colas, para detectar diferencias en las distribuciones polimórficas o haplotípicas 

entre dos grupos de estudio. Para la aplicación de estos tests estadísticos hemos 

utilizado el paquete informático SPSS versión 9.0. 

El test de χ2 es una prueba estadística diseñada por Carl Pearson y que asume la 

hipótesis nula de no relación entre 2 variables dicotómicas. Por ejemplo: Enfermedad 

(Sí y No) y Factor de Riesgo (Sí y No). La aplicación de la fórmula correspondiente a 

su cálculo da lugar a un "valor del estadístico p". Este valor indica la probabilidad de 

equivocarse si se acepta que las dos variables analizadas están realmente asociadas. 

Dicho de otra manera, la probabilidad de que las dos variables analizadas tengan una 

asociación real (no debida al azar) es de 1-p. El valor de p que hemos considerado límite 

para afirmar que dos variables están asociadas es de p<0.05. Además, para conseguir 

una estimación mejor del nivel de significación estadística hemos aplicado la corrección 

de Yates al test de χ2. 

El test de Fisher con dos colas tiene un fundamento similar al anterior, aunque 

utiliza una aproximación matemática distinta y más compleja. Lo hemos empleado 

como alternativa al test de χ2 cuando la frecuencia de las variantes estudiadas es muy 

baja (<5%). Al igual que en el caso anterior, se considera que existe significación 

estadística cuando p<0.05.   

 

3) Test de desequilibrio de transmisión (TDT “Transmisión disequilibrium test”) 

 

La elección del grupo control en los estudios de asociación resulta crucial para 

evitar el riesgo de que el grupo en estudio y el grupo control provengan de 

subpoblaciones genéticamente diferentes. Para evitar esta posibilidad de sesgo hemos 
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utilizado un método de asociación con controles internos conocido como test de 

desequilibrio de transmisión (TDT). Para su realización es necesaria la genotipación de 

tres individuos dentro de cada familia: el probando y sus padres. Así por ejemplo, para 

estudiar la posible asociación del alelo M1 con la enfermedad en estudio, se compara la 

frecuencia de dicho M1 entre los alelos transmitidos y los no transmitidos. La 

significación estadística de la asociación se calcula mediante el test de χ2. 

 

C.2.2 Análisis molecular de la variante S836S de RET 

 

El primer factor de susceptibilidad genético identificado para el cáncer medular 

de tiroides esporádico es la variante de secuencia S836S de RET (c.2439C>T), 

localizada en el exón 14 de dicho gen. Gimm et al., encontraron una sobre-

representación estadísticamente significativa de este polimorfismo en una cohorte de 

pacientes MTC de origen alemán al comparar con la población control. Con el objeto de 

evaluar S836S como factor de susceptibilidad para MTC esporádico en la población 

española, se realizó su genotipación en la cohorte MTC disponible (32 pacientes) y en 

un grupo control constituido por 250 individuos sanos. La técnica elegida fue la PCR-

RFLP utilizando la enzima de restricción AluI (Roche Diagnostics), puesto que en 

presencia del polimorfismo esta restrictasa pierde un punto de corte. Así, los pacientes 

homocigotos para el cambio presentan una banda de 284 pb y otra de 10pb, mientras 

que los homocigotos para el alelo normal muestran dos bandas de 157 y 127 pb además 

de la banda de 10pb. 

La PCR se realiza a volumen final 10µL, con 200µM de cada dNTP, 1µM de 

cada oligonucleótido (cebador 5´:AAGACCCAAGCTGCCTGAC; cebador 3´: 

GCTGGGTGCAGAGCCATAT), 100ng de ADN molde y 1UI de Taq ADN polimerasa 

(Roche Diagnostics). Las condiciones de amplificación son: (94º-5’)->[(94º-30´´->(65º-

1´)]x35->(72º-7’). 

La digestión se realiza a volumen final 20µL, utilizando todo el producto de 

PCR, 2.5µL de tampón, 2.5µL de BSA (1mg/mL), 1µL de espermidina 100mM  y 20UI 

de enzima AluI. El producto así digerido durante 3 horas a 37ºC, se somete a 

electroforesis fijando el voltaje a 100v en gel de agarosa al 2% durante 45 minutos. 

Como marcador de peso molecular se utiliza el Marker V (Roche Diagnostics). 
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Transcurrida la electroforesis, el gel se visualiza en el transiluminador UV para poder 

analizar el patrón de bandas para cada individuo. 

Una vez completado el proceso de genotipación, se calculó la frecuencia alélica 

para cada uno de los grupos en estudio, y se aplicó el test exacto de Fisher con dos colas 

para comparar la distribución polimórfica en ambos grupos. 

 

C.2.3 Rastreo mutacional de los exones 10, 11, 13, 14, 15 y 16 del proto-oncogén 

RET en los pacientes MTC 

 

Siguiendo las normas estándar de actuación establecidas por todo el mundo, 

nuestro grupo realiza como práctica de rutina el análisis molecular de los exones 10, 11, 

13, 14, 15 y 16 del proto-oncogén RET, en todos aquellos pacientes que presentan 

cáncer medular de tiroides. El propósito de esta práctica es la identificación de casos 

ocultos de formas familiares del síndrome MEN 2. El método de rastreo seleccionado es 

la secuenciación directa bidireccional. En principio, la secuenciación se realizaba en el 

secuenciador semiautomático Alf ExpressTM (Amersham Biosciences) según pautas 

descritas en el apartado C.2.1.4. Posteriormente se pasó a realizar en el secuenciador 

automático MegaBACE (Amersham Biosciences), siguiendo los pasos descritos en el 

apartado C.2.1.5.  

 

Tabla C.1. Cebadores y condiciones de amplificación de los exones del proto-oncogén 

RET 

 

Exón Cebador 5´ Cebador 3´ TaH TiD TiH TiE pb 

Exón 10 GCGCCCCAGGAGGCTGAGTG GGTGGTGGTCCCGGCCGCC 68 30 60 - 186

Exón 11 TGCCAAGCCTCACACCAC TCCCTCCCTGGAAGGCAG 67 30 120 - 349

Exón 13 GCAGGCCTCTCTGTCTGAACTT GGAGAACAGGGCTGTATGGA 65 30 60 - 296

Exón 14 M13F-AAGACCCAAGCTGCCTGAC M13R-GCTGGGTGCAGAGCCATAT 65 30 60 - 343

Exón 15 GTCTCACCAGGCCGCTAC ATGGTGCACCTGGGATCCCT 60 30 30 30 292

Exón 16 AGGGATAGGGCCTGGCCTTC TAACCTCCACCCCAAGAGAG 66 30 30 30 192
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Los cebadores empleados para la amplificación de cada uno de estos exones de 

RET habían sido previamente descritos (Mulligan et al., 1993, 1994, 1994b; Eng et al, 

1994; Ceccherini et al., 1994; Hofstra et al., 1994; Myers et al., 1995; Borrego et al., 

1998). La PCR se realiza a volumen final 10µL, con 200µM de cada dNTP, 1µM de 

cada oligonucleótido, 25ng de ADN molde y 1UI de Taq ADN polimerasa (Roche 

Diagnostics). El programa general de PCR para todos los exones es el siguiente: (94º-

5’)->[(94º-TiD)->(TaHº-TiH)->(72º-TiE)]x 35->(72º-7’). En la tabla C.1 se muestran 

las secuencias de los cebadores utilizados, la temperatura de hibridación específica para 

cada fragmento (TaH), los tiempos de desnaturalización (TiD), hibridación (TiH) y 

extensión (TiE) de cada ciclo, y el tamaño de los fragmentos amplificados (pb). 

 

C.2.4 Rastreo mutacional del gen GFRA4 en la cohorte HSCR. Análisis 

molecular de los polimorfismos identificados 

 

El gen GFRA4 (Genbank AL356755) se localiza en 20p13 y codifica para uno de 

los 4 co-receptores del receptor RET, cuyo ligando es la persefina. Es por tanto uno de 

los genes implicados en la cascada metabólica de RET, y por consiguiente un gen 

candidato para HSCR. A diferencia de lo que ocurría con los genes GFRA1, GFRA2 y 

GFRA3, que habían sido previamente rastreados por otros autores en busca de 

mutaciones asociadas a la enfermedad de Hirschsprung (Myers et al., 1999; Onochie et 

al., 2000; Vanhorne et al., 2002), el gen GFRA4 no había sido evaluado aún como gen 

de susceptibilidad para esta patología. Por este motivo nuestro grupo se planteó el 

rastreo sistemático de la secuencia codificante de GFRA4 en los pacientes HSCR 

esporádicos disponibles. Mediante la técnica de secuenciación en ambas direcciones se 

analizaron los 6 exones del gen, las uniones intrón-exón y las regiones intrónicas 

flanqueantes en los pacientes HSCR disponibles.  

Todas las reacciones de PCR se realizaron de forma individual utilizando 

oligonucleótidos previamente diseñados por el programa Prime del paquete GCG 

Wisconsin. El programa de amplificación es idéntico para todos los fragmentos: (94º-

5’)->[(94º-30’’)->(TaHº-30’’)->(72º-30’’)]x35->(72º-7’), exceptuando la temperatura 

de hibridación (TaH) de cada pareja de oligonucléotidos. La tabla C.2 muestra los 
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cebadores utilizados, el tamaño de los fragmentos amplificados y la temperatura de 

hibridación específica para cada fragmento. 

 

Tabla C.2. Cebadores y condiciones de amplificación de los exones del gen GFRA4 

 

Fragmento Cebador 5´ Cebador 3´ TaH pb 

Exón 1 AGCTGGGTTTTCACTGTGCT ACTGAGGAGCAGGGACAGAG 60 206 

Exón 2a GATGGGCTGGGTGAAGTGT ACGGGCAGAAGAGCAGTG 61 282 

Exón 2b GTTTGCGCTCCGAGTATGTG GCGGTGAGCCGGAGAGAG 62 335 

Exón 3 GGCCTCTCTCCGGCTCAC CGGAGATATCCCCTGGAGAA 62 200 

Exón 4 CGATGACTTCGCCCTCAG CCATTCTCCCCTCTAAAATGG 60 261 

Exón 5 AGCAGGGGGTCTCTCACTTT GACGGAAGGGTGTGAAGGT 60 243 

Exón 6 AGAGACAGGCTTTTGCCTCA GGGTAAGCCAGTCCCTTCTC 60 228 

 

Una vez caracterizados los cambios de secuencia en GFRA4, se analizó su 

presencia en un grupo constituido por 115 controles sanos. Se calcularon las frecuencias 

de cada una de las variantes en la cohorte HSCR y en el grupo control, y se aplicó el test 

de χ2 con la corrección de Yates para comparar las distribuciones alélicas de cada 

polimorfismo en ambos grupos. 

 

 
C.2.5 Análisis molecular de las variantes de secuencia de los genes GFRA1, 

GFRA2 y GFRA3  

 

Los genes GFRA1 (10q.26,  OMIM 601496), GFRA2 (8p.21, OMIM 601956) y 

GFRA3 (5q.31, OMIM 605710) codifican para tres co-receptores de RET cuyos 

ligandos son GDNF, neurturina y artemina respectivamente. Al igual que GFRA4, 

participan en la formación del complejo heterotetramérico del receptor RET, necesario 

para la activación del mismo, y por ello son excelentes genes candidatos para la 

enfermedad de Hirschsprung y para el cáncer medular de tiroides. Nuestro grupo 

genotipó un total de 9 variantes distribuidas por GFRA1-3 en 72 pacientes HSCR, 51 

pacientes MTC y en 115 controles sanos, con el fin de evaluarlas como posibles factores 

de susceptibilidad para el desarrollo de estas patologías en nuestra población. Además 
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también incluimos en este estudio a los padres de los pacientes HSCR disponibles, con 

el objeto de poder realizar el análisis de segregación de las variantes testadas que nos 

permitiera la generación de haplotipos. Las variantes evaluadas, previamente descritas y 

analizadas por otros grupos en otras poblaciones (Myers et al. 1999; Onochie et al. 

2000; Vanhorne et al. 2001; Gimm et al., 2001) son: -193 C>G, -106 G>A y -78 T>C  ( 

situadas en el extremo 5´UTR de GFRA1), 537T>C (exón 4 de GFRA1), IVS5+21G>A 

(GFRA1), 1081 A>G (exón 7 de GFRA1), 78G>T (exón 2 de GFRA2), y IVS7+7insGG 

y IVS7+39G>A (GFRA3).  

Empleamos la tecnología PCR-FRET tal como se explica en el apartado C.2.1.9. 

Los cebadores utilizados para la obtención de los amplicones correspondientes ya 

habían sido previamente publicados (Gimm et al., 1999; Gimm et al., 2001 ) y sus 

secuencias se recogen en la tabla C.3.  

 

Tabla C.3 – Cebadores y condiciones de amplificación para las variantes de GFRA1-3. 

 

Variante Cebador 5´ Cebador 3´ TaH N pb 

-193C>G1 

-106G>A1  

-78T>C 1 

GTCGGACCTGAACCCCTAAAA CCAAAAAGAAACTTCTTCCTTCC 60 35 416 

537T>C1 TGTGACCATGCCTGTCTTTC TCATTAATCACCAGCTGCCA 65 45 402 

IVS5+21G>A1  CCCCACCCTTTTTCCTATTG CAGGCATGTCCTCAAGGATT 61 40 284 

1081A>G1 CGTTTGCTGCTTGACTTTGA GGAATCTGGACGCAGTTCTC 61 40 252 

78G>T2 TTGGGTGGGAGATTGTGG CTCCCTCCTGAACCCCTG 67 40 457 

IVS7+7insGG3 

IVS7+39G>A3 
ACCCTTCCAATGAGCCTTCT CGCCTCTATCCCTTTGTCTG 60 35 207 

 

Dada la proximidad de las tres variantes situadas en el extremo 5´ UTR de 

GFRA1 (-193C>G, -106G>A y –78T>C) se seleccionaron cebadores para la obtención 

de un amplicón que abarca a todas ellas. Igualmente ocurre con los dos polimorfismos 

situados en el intrón 7 de GFRA3 (IVS7+7insGG y IVS7+39G>A). En ambos casos, la 

PCR se realiza en el termociclador PTC-100TM MJ Research a volumen final 25µL, con 

100µM de cada dNTP, 0.6 µM de cada cebador, 25ng de ADN molde y 2UI de Taq 
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ADN polimerasa (Roche Diagnostics). Posteriormente el producto de PCR se divide en 

distintas partes a las que se añaden las correspondientes parejas de sondas (0.2µM de 

sonda de detección y de anclaje) para genotipar cada variante. 

 

Tabla C.4 – Sondas utilizadas para genotipar los polimorfismos de GFRA1-3 

 

Variante Nombre de la sonda Secuencia 

Sensor (Ra-193[C]) Y-CCATCCCGGAGCTGAGTCGC-Ph 
-193C>G1 

Anchor (Ra-193 Anc) GGAACCGCCTCCCGCCCTC -X 

Sensor (Ra-106 [G]) AGCTGTGCTGCTCTGGCCG -X 
-106G>A1 

Anchor (Ra-106 Anc) Y-CCAAAGTTCAGCTCCATCCAGTGAAAGAGG-Ph 

Sensor (Ra-78 [C]) GATCGCTGCACGCTGAGCTCC -X 
-78T>C1 

Anchor (Ra-78 Anc) Y-TCGGCAAGACCCAGCGGCGGCT-Ph 

Sensor (Ra1-I-4 [C]) Y-TGTCCAACGATGTCTGCAACCGC- Ph 
537T>C1 

Anchor (Ra1-I-4 Anc) ACATCACCCCGTGCACCACCAGC-X 

Sensor (Ra1-I-5 [G]) TTCTCCCATCCTGCTTCTCTCGG- X  
IVS5+21G>A1  

Anchor (Ra1-I-5 Anc) Y-TCTTACCAATAAGCCCCGAGTAGGCGAGG - Ph 

Sensor (Ra1-I-7 [A]) Y-CCACTGCCACTACCACCACTGC- Ph 
1081A>G1 

Anchor (Ra1-I-7 Anc) GGCAGCCAGCCTTCCCAGTACAGAC- X   

Sensor (Ra2-I-2 Sens) CCTGCAGGGCCCCGAGCT- X 
78G>T2 

Anchor (Ra2-I-2 Anc) Y-CACGGCTGGCGCCCCCCA- Ph   

Sensor (Ra3 [GG]) GTGTAACAGAGGAGGCCCCCT- X 
IVS7+7 insGG3 

Anchor (Ra3 ins  Anc) Y-TGGTGTGCCATCACAGCAAAGGTAGG- Ph   

Sensor (Ra3 [G39]) CCCAGCCGGCCCAGTAAAG -Ph 
IVS7+39G>A3  

Anchor (Ra3 39  Anc) Z-CCTCTATCCCTTTGTCTGCCTAGTTTGGGTTT- X 

 
1: Variantes localizadas en GFRA1. 2: Variante localizada en GFRA2. 3: Variantes localizadas en GFRA3. 

Los nucleótidos sombreados de las sondas se corresponden a las bases complementarias a la región de la 

secuencia donde se localizan las variantes. ”X” = fluoresceína;  “Y” = LC Red640 “Z” = LC Red705. 

Algunas de las sondas tienen modificaciones en su extremo 3´ (Ph), que impiden la extensión de la Taq 

polimerasa. 
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Para el resto de los polimorfismos estudiados, el proceso completo de PCR-

FRET se lleva a cabo en el LightCyclerTM a volumen final 10 µL, con 1µM de cada 

cebador, 25ng de ADN molde,  0.2µM de cada sonda, 1µL de tampón y 1µL de Fast 

Start ADN polimerasa (Roche Diagnostics). El programa de amplificación general es el 

siguiente: (95º-7’)->[(95º-0´´)->(TaHº-15´´)->(72º-15´´)]xN. Las condiciones de 

amplificación para el análisis de cada variante vienen resumidas en la tabla C.3. 

Todas las parejas de sondas de detección y anclaje (tabla C.4), fueron diseñadas 

por TIB-Molbiol, y suministradas por Roche Diagnostics.  

Con los resultados de genotipación de los polimorfismos, se hallaron las 

frecuencias alélicas en cada uno de los tres grupos de estudio. Para comparar las 

distribuciones polimórficas y haplotípicas en HSCR versus controles, y en MTC versus 

controles, aplicamos el método estadístico de la χ2 con la corrección de Yates, o el test 

de Fisher con dos colas.  

 
C.2.6 Acotamiento de una deleción del gen GFRA1 en una familia HSCR 

 

C.2.6.1 Análisis de marcadores microsatélites en GFRA1 

 

Tal como se expondrá con detalle en la sección de resultados, el análisis de 

segregación de los polimorfismos de GFRA1 en una de las familias HSCR, pareció en 

principio no encajar con el modelo de herencia mendeliana, puesto que el genotipo que 

presentaba el paciente índice para el polimorfismo –78T>C era incompatible con el 

presentado por su padre. Tras descartar una discordancia de paternidad, se llegó a la 

conclusión de la existencia de una deleción que abarca el extremo 5´ de GFRA1, y que 

presenta tanto el paciente HSCR como su padre y sus hermanos.  

Con el fin de acotar la extensión de esa deleción, llevamos a cabo el análisis de 

marcadores microsatélites en busca de pérdida de hemicigosidad.  Dado que en la región 

de interés inicialmente no estaba descrito ningún microsatélite, realizamos la 

caracterización de 3 nuevos marcadores. Para llevar a cabo este análisis sometimos la 

secuencia disponible en la base de datos pública http://www.ncbi.nlm.nih.gov (Genbank 

AC012470), a una búsqueda de secuencias repetitivas del tipo CG, CA, GT, GA 

utilizando la herramienta buscar del procesador de texto. Una vez identificadas las 
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posibles secuencias polimórficas se diseñaron los oligonucleótidos para la amplificación 

de cada uno de los posibles marcadores, utilizando el programa Prime del paquete 

informático GCG Wisconsin. Todos los marcadores microsatélites seleccionados en este 

trabajo han sido genotipados bajo las mismas condiciones de PCR: se amplifican de 

manera individual de manera que uno de los cebadores empleados va marcado en su 

extremo 5’ con el fluorocromo Cy5-amidita. La PCR se realiza a volumen final 10µL, 

con 200µM de cada dNTP, 1µM de cada oligonucleótido, 25ng de ADN molde y 1UI 

de Taq ADN polimerasa (Roche Diagnostic). El programa de amplificación es idéntico 

para todos los marcadores: (94º-5’)->[(94º-1’)->(TaHº-1’)->(72º-1’)]x35->(72º-7’), 

exceptuando la temperatura de hibridación (TaH) de cada pareja de oligonucléotidos. La 

secuencia de estos cebadores y las condiciones de amplificación vienen recogidas en la 

tabla C.5. Los productos de PCR se diluyen con 50µL de agua y posteriormente se 

mezclan 3-5µL de esta dilución con el mismo volumen de tampón de carga (100% 

formamida desionizada y azul de dextrano 5mg/mL); se desnaturalizan 3 minutos a 

95ºC y se dejan en hielo hasta que se efectúa la carga en el gel. Hemos utilizado la 

matriz desnaturalizante ReproGelTM High Resolution (Amersham Biosciences) descrita 

en la sección de EMD. La electroforesis se realiza en placas de 15X30 y 5mm de 

espesor en el secuenciador automático Alf-Express fijando la carrera a 250V y 50ºC. 

Finalmente, el tamaño de los fragmentos obtenidos se calcula utilizando el programa 

informático AlfWin Fragment AnalyserTM 1.00 (Amersham- Biosciences) y un 

marcador fluorescente de tamaño (Cy5-syzer 50-500, Amersham- Biosciences). 

 

Tabla C.5. Cebadores y condiciones de amplificación de los microsatélites de GFRA1 

 

Microsatélite Cebador 5´ Cebador 3´ TaH pb 

D10S0404 Cy5-ATGCCAAAACAGACTGAC TGTACATGAAGCTTGAGAAG 51 ≈120 

D10S0499 Cy5-CTCCCTCCTAAGCTCGCC CAAGTCTTGAATCACAGCCAC 61 ≈318 

D10S0108 Cy5-CATACGTACAAACAGGCC AATTGCCATGGTTGCTAC 55 ≈177 

  

Para determinar la frecuencia alélica y la heterozigosidad de los tres marcadores 

microsatélites identificados, procedimos a la genotipación de 200 cromosomas 

controles.  
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A su vez, basándonos en los datos obtenidos de este análisis, calculamos los 

valores de PIC (contenido en información de un polimorfismo). Una meiosis no es 

informativa si el sujeto en estudio es homocigoto para el marcador empleado, y 

tampoco lo es en la mitad de los casos en los que el sujeto es heterocigoto y su pareja 

tiene el mismo genotipo heterocigoto. Dados lo alelos A1, A2, A3...con frecuencias 

génicas p1, p2, p3..., entonces la proporción de individuos homocigotos es 

p1
2+p2

2+p3
2+...La proporción de heterocigotos A1A2 es 2p1p2, por lo que la proporción 

de parejas con ambos miembros heterocigotos A1A2 es 4p1
2p2

2. La mitad de sus hijos 

serán también A1A2, y por tanto no informativos. Así, el contenido en información de 

un polimorfismo o PIC viene dado por la fórmula 

  

 

 

 

Donde pi es la frecuencia del alelo i. El segundo término de la fórmula sustrae 

los homocigotos, y el tercero la mitad de los apareamientos de los heterocigotos 

similares. 

 

C.2.6.2 Análisis  por Southern Blot 

 

Una vez acotada la deleción mediante los marcadores microsatélites, procedimos 

al refinamiento de la misma mediante Southern Blot, siguiendo las pautas descritas en el 

apartado C.2.1.10. Tras la generación del mapa de restricción de la región de interés, se 

seleccionó la enzima BamHI (Roche Diagnostics) para realizar la digestión de ADN 

genómico, puesto que da lugar a fragmentos de tamaño apropiado para llevar a cabo 

nuestro objetivo. Posteriormente, para confirmación de los resultados que íbamos 

obteniendo, se replicaron los experimentos utilizando las enzimas DraIII (Roche 

Diagnostics) y NheI (Amersham Biosciences). 

A continuación se presenta la tabla C.6 con los cebadores y las condiciones de 

amplificación para la obtención de cada una de las sondas utilizadas. La PCR se realiza 

a volumen final 10µL, con 200µM de cada dNTP, 1µM de cada oligonucleótido, 25ng 

de ADN molde y 1UI de Taq ADN polimerasa (Roche Diagnostics). El programa de 

            n          n   n 
PIC= 1-∑pi

2-∑ ∑2 pi
2 pj

2 

                  i=1      i=1 j=i+1 
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amplificación es el mismo para todas las sondas: (94º-5’)->[(94º-30´´)->(TaHº-30´´)-

>(72º-40´´)]x35->(72º-7’), exceptuando la temperatura de hibridación (TaH) de cada 

pareja de cebadores. 

 

Tabla C.6. Cebadores y condiciones de amplificación de las sondas utilizadas para 

caracterizar la deleción de GFRA1 

 

Sonda Cebador 5´ Cebador 3´ TaH pb 

Sonda 1 TTCAATAAGTTCCAGAGAGG AATACTTATCCCCATGCC 57 639 

Sonda 2 GCTCAGCTACTCAACTGTC ACACAGCCAAACCATATC 51 652 

Sonda 3 ATCTTCAACAAATAGAGGCTGCT CACTGCATAGGGAGATGGGA 60 656 

Sonda 4 CTCACCTGATCCAAGTGGTAGC GTGCTTTCAATTGCCAACG 57 710 

Sonda 5 TGTGCAGATAACGAAACAG TCCTTAAATGATAGCACTCC 56 654 

Sonda 6 AAAACCAGCCTGACCAAC AGGCATGAGCTATTGCAC 57 657 

Sonda 7 AAGCCTTCCATCTCACAC ACTCTGCCTATCCCAGAAC 58 658 

Sonda 8 GTAAGATTCAATATACGGGC TGTCAACCTCAAGAAGGTC 54 644 

Sonda 9 AACCTTGCTGCCAAAGAG TGGGAACAAGAAGGAGAAC 57 651 

Sonda 10 TTCCTCCATCCTTTTCCATC TCACTGTTGCCCCAAACTC 61 683 

Sonda 11 TAGGCGACAGATCAAGAC TTAAGCAGTGGAGAGGAG 58 679 

 

 

C.2.7 Rastreo mutacional del intrón 1 y región 5´ del proto-oncogén RET 

 

Con anterioridad al presente trabajo, la genotipación de 7 cSNPs (“Single 

Nucleotide Polymorphism”) de RET, realizada por nuestro grupo en una cohorte de 

pacientes HSCR esporádicos y en un grupo de controles sanos, demostró la existencia 

de dos variantes (A45A y L769L) estrechamente asociadas al fenotipo HSCR 

(p<0.0006, Borrego et al., 1999). Estos hallazgos se confirmaron de manera 

independiente en una cohorte de origen alemán (Fitze et al., 1999). Para determinar si 

esas variantes conferían per se la predisposición a HSCR o bien existía un locus en 

desequilibrio de ligamiento causante de la enfermedad, se trazaron los haplotipos 

generados por la combinación de esos 7 cSNPs observándose la sobre-representación en 

HSCR de todos aquellos que incluyen A45A (haplotipos B y C, Borrego et al., 2000). El 
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análisis de estos datos mediante TDT  (test de desequilibrio de transmisión) y LD-

mapping (mapeo genético empleando desequilibrio de ligamiento) parecía indicar la 

existencia de un locus ancestral, localizado en un intervalo de hasta -20kb respecto de 

A45A, asociado a los haplotipos que contienen A45A. Por consiguiente nos planteamos 

como objetivo fundamental la identificación y caracterización molecular de dicho locus, 

realizando el rastreo del intrón 1.  

Con el objetivo de identificar nuevos marcadores polimórficos dentro del intrón 

1 del proto-oncogén RET, comenzamos el rastreo sistemático de este segmento 

genómico partiendo del extremo 3´, y empleando las técnicas de EMD, SSCP o 

secuenciación bidireccional. Este rastreo fue realizado por nuestro grupo en 

colaboración con el grupo dirigido por la Dra Charis Eng de la Universidad de Ohio. 

Seleccionamos 5 controles sanos y 13 casos HSCR con diferentes haplotipos en RET 

para realizar el rastreo. Los cebadores para cada uno de los amplicones se diseñaron 

utilizando el comando Prime del paquete informático GCG-Wisconsin. En una primera 

etapa nuestro grupo analizó las dos primeras kilobases del extremo 3´ del intrón por 

PCR-EMD. Para todos los amplicones de estas dos primeras kilobases, la PCR se 

realiza a volumen final 10µL, con 200µM de cada dNTP, 1µM de cada oligonucleótido, 

25ng de ADN molde y 1UI de Taq ADN polimerasa (Roche Diagnostics). El programa 

de amplificación es el siguiente: (94º-5’)->[(94º-30´´)->(TaHº-30´´)->(72º-30´´)]x35-

>(72º-7’), a excepción de la temperatura de hibridación (TaH) de cada pareja de 

oligonucleótidos (tabla C.7). 

 

Tabla C.7. Cebadores y condiciones de amplificación para los fragmentos del extremo 

3´ del intrón 1 de RET 

 

P Cebador 5´ Cebador 3´ TaH pb 

P1 M13F-TGGAAGTTGTGGTGAGCCAAG M13R-TGGGAAGTAGGGAAGTGAGTGAG 67 1057 

P13 M13F-TGGCACAATCTCGGCTCACTAC M13R-CTTGGCTCACCACAACTTCCAC 68 1051 

P1b M13F-ATGACTTTCCTGTAAAGTGC M13R-GGAGTTTTTCATCTCTGTTC 54 338 

P1a M13F-AGATAAGATGCACGGACCTTAG M13R-GCAACAGTTGCCAAAAAATG 60 596 

P13b M13F-CCAGAAGTGGGATTGGTAG M13R-TCACCACAACTTCCACCTC 59 597 

P13a M13F-GTGCAATGGCACAATCTC M13R-GAAAAACAAGAAGGTAGTTCCC 58 552 
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Los fragmentos P1 y P13 se dividieron en dos fragmentos más pequeños cada 

uno (a y b) con el fin de obtener mejor resolución en la realización de la técnica EMD. 

Los fragmentos son solapantes con sus inmediatamente consecutivos, excepto en el caso 

de P1a y P13b, que se encuentran separados por un STR (Short Tandem Repeat) 

(TAAA)n. Cuando se detectaba algún patrón alterado de EMD se procedía a verificar la 

presencia de cambio de secuencia por la técnica PCR-SSCP, o por secuenciación 

bidireccional directa. 

El resto del intrón y región 5´de RET fue rastreado por el grupo de la 

Universidad de Ohio mediante SSCP y secuenciación bidireccional.  

 

C.2.8 Análisis molecular de los polimorfismos localizados en el intrón 1 y la 

región  5´ de RET 

 

Cada uno de los polimorfismos encontrados en intrón 1 y región 5´ de RET se 

evaluó como factor de susceptibilidad para HSCR mediante estudios de casos y 

controles. Además trazamos haplotipos constituidos por la combinación de las variantes 

encontradas. La generación de estos haplotipos fue posible gracias a la disponibilidad de 

la tríada completa para la mayoría de los pacientes HSCR, lo que nos permitió 

reconstruir y comparar los alelos transmitidos versus los alelos no transmitidos. 

Basándonos en la observación del completo desequilibrio de ligamiento de una parte 

importante de las variantes estudiadas, y de la existencia de sólo unas pocas 

combinaciones de las mismas, fue posible inferir los haplotipos para los controles. 

Procedimos a comparar la distribución haplotípica entre casos y controles. Además, 

examinamos los haplotipos parentales en el contexto de los haplotipos de los pacientes 

afectos, de forma que se compararon las frecuencias de los haplotipos transmitidos y no 

transmitidos.  

Igualmente, dado que RET es sin lugar a dudas el principal gen de 

susceptibilidad para MTC, también se analizó la posible implicación de esas variantes 

en MTC por estudios de casos y controles.  
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C.2.8.1 Análisis de la variantes localizadas en el extremo 3´ del intrón 1 

 

Una de las variantes identificadas en el rastreo del intrón 1 de RET es IVS1-

126G>T, localizada en el anteriormente mencionado fragmento P1b. Para genotipar esta 

variante se utilizaron dos técnicas. En principio, el patrón SSCP alterado del fragmento 

P1b en presencia de la variante era tan evidente, que se utilizó esta técnica como método 

de genotipación. Dado que P1b tiene 338 pb, tamaño superior al óptimo requerido para 

un análisis por SSCP, los productos de PCR ya reamplificados se sometieron a una 

digestión con la endonucleasa MspI (Roche Diagnostics), generándose 

consiguientemente dos fragmentos de 160 y 178 pb. La digestión se efectúa a volumen 

final 20µL, utilizando el producto total reamplificado, 2µL de tampón, 2µL de BSA 

(1mg/mL), y 10 UI de enzima MspI. Tras la electroforesis en gel al 10% de glicerol 

siguiendo las pautas descritas en el apartado C.2.1.6, se realiza el análisis de resultados. 

La presencia de la variante T origina un patrón de migración del fragmento de 178 pb 

diferente al correspondiente para la variante G, y en virtud de ésto se pudo realizar la 

genotipación de este polimorfismo. 

Posteriormente confirmamos los resultados obtenidos mediante PCR-RFLP 

empleando la enzima NlaIII (New England Biolabs), puesto que esta restrictasa pierde 

un punto de corte en presencia del polimorfismo. De esta manera, mientras que el patrón 

en un individuo con genotipo TT es de tres bandas de 27, 55 y 256pb, en un individuo 

con genotipo GG la banda de 256pb es reemplazada por dos bandas de 205 y 51 pb. En 

este caso la digestión se realiza a volumen final 20µL, utilizando todo el producto de 

PCR, 2µL de tampón, 0.2µL de BSA 100X (New England Biolabs) y 3UI de enzima 

NlaIII. El producto así digerido durante 3 horas a 37ºC, se somete a electroforesis 

fijando el voltaje a 90v en gel de agarosa al 2% durante 1 hora. Como marcador de peso 

molecular se utiliza el Marker V (Roche Diagnostics). Transcurrida la electroforesis el 

gel se visualiza en el transiluminador UV para poder analizar el patrón de bandas para 

cada individuo. 

Para la genotipación de las variantes IVS1-1370C>T e IVS1-1463T>C 

empleamos el método de PCR-FRET tal como se explica en el apartado C.2.1.9. Las 

condiciones de amplificación son las mismas para las dos variantes, puesto que ambas 
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se encuentran dentro del mismo amplicón, concretamente el fragmento P13b 

anteriormente mencionado. La reacción se realiza a volumen final 10µL, con 1µM de 

cada cebador (tabla C.8), 25ng de ADN molde,  0.2µM de cada sonda, 1µL de tampón y 

1µL de Fast Start polimerasa (Roche Diagnostics). El programa de amplificación es el 

siguiente: (95º-7’)->[(95º-0´´)->(66º-15´´)->(72º-25´´)]x50. Las condiciones de FRET 

para llevar a cabo la genotipación de cada variante una vez finalizada la PCR se 

especifican a continuación. Las parejas de sondas de detección y anclaje, han sido 

diseñadas por TIB-Molbiol, y suministradas por Roche Diagnostics. Sus secuencias 

vienen recogidas en la siguiente tabla. 

 

Tabla C.8 – Sondas utilizadas para genotipar IVS1-1370C>T e IVS1-1463T>C. 

 

Variante Nombre de la sonda Secuencia 

212 C/T anc LC Red640-GCTCACTCAGCCACAGCCGAGGC -Ph 
IVS1-1370C>T 

212 [C] TGCACCGTGCCCCTGCTTG -X 

120 T/C anc TTTTTGGGAACTACCTTCTTGTTTTTCAT -X 
IVS1-1463T>C 

120 [C] sen LC Red640-ACTGTATATTATTTTCCACTCACCGA-Ph 

 

Los nucleótidos sombreados de las sondas se corresponden a las bases complementarias a la región de la 

secuencia donde se localizan las variantes. Algunas de las sondas tienen modificaciones en su extremo 3´ 

(Ph), que impiden la extensión de la Taq polimerasa. ”X” = fluoresceína. 

 

C.2.8.2 Análisis del resto de polimorfismos  intrónicos y de las dos variantes de 

la región 5´ de RET 

 

La genotipación de las variantes encontradas a lo largo del resto del intrón 1 y la 

región 5´ por el grupo de la Universidad de Ohio, fue realizada en colaboración de los 

dos grupos. En concreto nuestro grupo genotipó un total de 12 polimorfismos 

distribuidos entre las posiciones +6136 y +11637 del intrón, y 2 variantes situadas a –

196 y –200 pares de bases con respecto al ATG inicial. El método utilizado fue el de 

PCR realizada en el termociclador PTC-100TM (MJ Research, Inc.), seguida de FRET en 

el LightCyclerTM (Tablas C.9 y C.10).  
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Tabla C.9 – Cebadores y condiciones de PCR para la genotipación de polimorfismos del 

intrón 1 de RET y de la región 5´. 

 

Variante Cebador 5´ Cebador 3´ TaH pb 

-200A>G 

-196C>A 

GGGCTAGCCCGCACTGAGCT
CCTACAC 

CCCTCGAGCTGGAGGGACTGCG
GCTA 53  

IVS1+6136T>G 

IVS1+6174A>G 

IVS1+6383-84CC>GG 

IVS1+6411A>G 

CTTGAAAACTCGTGACCC CCTAGAGGAACCCTGAAGAC 58 800 

IVS1+7236A>G 

IVS1+7436G>A 
CTGTTGTCTGGCTTCACTC CCCTTCTTATGCACAAGC 61 804 

IVS1+9202C>T 

IVS1+9277T>C 

IVS1+9494A>C 

TGCTGCCTCATTTTCCTCC TCCTGACACCCCTAAAAGCC 61 841 

IVS1+11260A>T 

IVS1+11369C>T 

IVS1+11637C>T 

TCATGATGGTGAAGGTGGGG GGGAAGTCATCACACGCTTCTG 65 893 

 

Los 12 polimorfismos intrónicos se incluyen dentro de 4 amplicones diferentes, 

que se obtienen por PCR a volumen final 50µL, con 1 µM de cada cebador (tabla C.9), 

250 ng de ADN molde, y 2UI de Taq ADN polimerasa (Roche Diagnostics). El 

programa de amplificación es: (94º-5’)->[(94º-30´´)->(TaHº-45´´)->(72º-30´´)]x30-

>(72º-7’). En cuanto a las variantes –200A>G y –196C>A, ambas se incluyen dentro 

del mismo amplicón, que se obtiene por PCR a volumen final 20µL, con 1 µM de cada 

cebador, 25 ng de ADN molde,  10 µL HotStart Taq Master Mix, y 4 µL de solución Q  

(Qiagen). El programa de amplificación es el siguiente: (94º-15’)->[(94º-40´´)->(53º-

45´´)->(72º-1´)]x35->(72º-10’). Las parejas de sondas para la detección de cada 

polimorfismo fueron diseñadas por TIB MolBiol y suministradas por Roche 

Diagnostics. Las secuencias de dichas sondas se exponen en la tabla C.10. 
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Tabla C.10 – Sondas utilizadas para genotipar las variantes del intrón 1 de RET y de la 

región 5´. 

 

Variante Nombre de la sonda Secuencia 

Sensor AC CGCTTACCTCGCTTCAGTCCC X 
-200 A>G y –196C>A 

Anchor LC Red640-CGACCGAAGCAGGGCGCGCAGC Ph 

Sensor [G]705 LC Red705-CACACGGGCTGGGAGG  
IVS1+6136T>G 

FL-Anchor-FI X-GCCCTCCTGTGCACATAGCCAG X 

Sensor [G]640 CTCAGGCTTCTCGAAGCTCTG-LC Red640 
IVS1+6174A>G 

FL-Anchor-FI X-GCCCTCCTGTGCACATAGCCAG X 

Sensor[GG] CCGCCACCAGCCCCTGCTA X 
IVS1+6383-84CC>GG 

Anchor GG LC Red640-GGACCAGGACAAGGGATGGAGAGCTG  

Sensor [G] CTACCCTGTTTCCCCCTCCGTC X 
IVS1+6411A>G 

Anchor 705 LC Red705-CCCTCAGCTGCTGGGCCCG  

Anchor CCCTCTGCCTGTTGTCTAACTAGATGGC X 
IVS1+7236A>G 

Sensor [A] LC Red640-GTCTTGCCAATACAGCTGACTTTGC  

Sensor [A] TGAGGCCACATTGAGCACC X 
IVS1+7436G>A 

Anchor LC Red640-CATCTGGAAACCATGGTGTCACTGC  

Sensor[C] CAGGCCAGGGCCAGTGA X 
IVS1+9202C>T 

Anchor LC Red640-CAATGTAATCAGCTGGGGCAGACTCT  

Anchor CCTGCAGCCAAGGGGGCCAGTG X 
IVS1+9277T>C 

Sensor [C] LC Red640-CCCTTACACGGTCATCCACAG  

Sensor [A] GCCACCACCCACACTTCCAT X 
IVS1+9494A>C 

Anchor LC Red640-CCCAGACCAGCTGCAGCGGCC  

Sensor [T] CCAGCCACTGTTTCGTGAAC X 
IVS1+11260A>T 

Anchor LC Red640-CATGTGCATTAATTCCTTCTAGCTCCCA  

Sensor [C] GATACAAATATATGTCCCTTGCTCCA X 
IVS1+11369C>T 

Anchor LCRed640-CTCATTACCACTGCAACACACACTTTCTC   

Sensor [C] CGTCCTGCCGGGCACTG X 
IVS1+11637C>T 

Anchor LC Red640-CTCCTGCTTGTGGCTGCAGCCCAG  

 

Las bases sombreadas son las que hibridan con la región de la secuencia donde se localizan las variantes. 
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Dada la proximidad entre las variantes –200 A>G y –196C>A, ambas se pueden 

detectar mediante la utilización de una única pareja de sondas. Por otra parte, debido a 

la cercanía de IVS1+6136 T>G e IVS1+6174 A>G, se optó por la utilización de una 

misma sonda central de anclaje para la genotipación de ambas ( sonda FL-Anchor-FI), 

pero diferentes sondas de detección. La particularidad de esta sonda está en que se 

encuentra marcada con fluoresceína en sus dos extremos, para permitir que se dé el 

fenómeno FRET con cada una de las correspondientes sondas de detección. 

 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D. RESULTADOS 
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D.1. Identificación de una nueva mutación en  el proto-oncogén RET asociada 

al cáncer medular de tiroides familiar (FMTC). 

 

Nuestro grupo realiza como práctica de rutina el análisis molecular de los exones 

10, 11, 13, 14, 15 y 16 del proto-oncogén RET en todos aquellos pacientes que 

presentan cáncer medular de tiroides con el fin de identificar casos ocultos de formas 

familiares del síndrome MEN 2. En uno de estos análisis, hemos identificado una nueva 

mutación germinal localizada en el codón 768 del exón 13. La paciente índice era una 

mujer de 57 años de edad sin historia familiar previa de MTC así como ningún rasgo 

clínico relacionado con el síndrome MEN 2.  

 

Figura D.1. Árbol familiar de la paciente que porta la mutación E768D. 

 

 
A.  Análisis de segregación de la variante nt 2304 G->T  en los familiares de la paciente índice. 

B. Análisis de la secuencia del exón 13 del proto-oncogén RET demostrando la presencia de la mutación 

GAG->GAT en el codón 768 del individuo II-1. 

 

La paciente presentaba un nódulo tiroideo, junto con niveles basales de 

calcitonina elevados (121 ng/L, siendo los valores normales de 10 ng/mL), así como 

niveles de calcitonina elevados tras estimulación con pentagastrina (1114 ng/L, 5 
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minutos después de la administración de la pentagastrina). Fue intervenida 

quirúrgicamente y tras el examen histológico se confirmó la presencia de MTC bilateral 

con hiperplasia de células C, sin metástasis a los nódulos linfáticos cervicales. Se 

descartó hiperparatiroidismo y feocromocitoma.  

La nueva mutación germinal (c.2304G>T) es una transversión en la última 

posición del codón 768, que genera un cambio aminoacídico de glutámico a aspártico. 

Esta nueva mutación genera el mismo patrón de restricción AluI que otra mutación 

previamente descrita en esta posición, c.2304G>C y conduce a la misma alteración a 

nivel proteico. Una vez que esta mutación fue caracterizada por secuenciación directa 

bidireccional, procedimos al análisis de segregación de la variante en los familiares 

disponibles de la paciente índice (Figura D.1). Como resultado encontramos que 

ninguno de los otros miembros de la familia portaban el cambio. Este análisis de 

segregación nos permitió excluir la posibilidad de que la paciente hubiera heredado la 

mutación por vía materna. Por consiguiente, esta mutación podría haber sido heredada 

por la rama paterna, o bien ser una mutación de novo. Dado que no disponíamos del 

ADN germinal del padre de la paciente, no nos ha sido posible distinguir entre ambos 

mecanismos mutacionales. Con el fin de descartar que c.2304G>T fuera un 

polimorfismo común en nuestra población, estudiamos la presencia del cambio de 

secuencia en 75 controles sanos (150 cromosomas). La mutación no se encontró en 

ninguno de los 150 cromosomas control testados. 

 

D.2. Estudio de asociación de la variante S836S (c.2439C>T) del proto-oncogén 

RET al cáncer medular de tiroides esporádico.  

 

Con el fin de comprobar si la asociación de S836S a MTC esporádico 

previamente observada en una cohorte de origen alemán, se verificaba también en la 

población española, nuestro grupo analizó por PCR-RFLP la presencia de dicha variante 

en un total de 32 pacientes con MTC esporádico y 250 controles sanos. Los datos 

revelaron que la frecuencia del alelo polimórfico en la población control (18/500 

cromosomas, 3.6%) era similar a la de otras poblaciones de diferente origen geográfico 

(Fitze y cols, 1999; Gimm y cols, 1999). Además, la distribución genotípica observada 

en la población española no se desviaba significativamente de las frecuencias teóricas 
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derivadas de la aplicación de la ley de Hardy-Weinberg (χ2=0.0, p=0.94). En cuanto al 

grupo de pacientes, se detectó el polimorfismo en 6 de los 64 cromosomas, lo que 

corresponde a una frecuencia alélica del 9.3%.  

Con objeto de realizar un análisis comparativo de la distribución alélica de esta 

variante entre el grupo de casos y el grupo control, se aplicó el test exacto de Fisher con 

dos colas, obteniéndose un valor de p=0.043. Además se obtuvo un valor de p=0.04 

cuando se comparó la distribución genotípica entre los dos grupos de estudio.  

Observamos por consiguiente una sobre-representación estadísticamente 

significativa del polimorfismo S836S  en el grupo de pacientes con MTC esporádico 

con respecto al grupo control (p<0.05).  

 

D.3. Evaluación de GFRA4 como gen de susceptibilidad para HSCR. 

 

Dado que el gen GFRA4 no había sido previamente evaluado como gen de 

susceptibilidad para HSCR, nuestro grupo en colaboración con el grupo de la 

Universidad de Ohio dirigido por la Dra Eng, decidió examinar su secuencia codificante 

así como todas sus uniones intrón-exón. Tras el rastreo sistemático del gen, no se 

encontró ninguna mutación germinal en GFRA4 en los 72 casos esporádicos HSCR 

analizados.  

Sin embargo fue posible caracterizar cuatro variantes de secuencia polimórficas 

en este gen: c.102G>A (T34T, exón 2), c.711G>A (P237P, exón 5), c.847C>T y 

c.867G>A (3’UTR). Procedimos entonces a realizar un estudio de casos y controles 

para evaluar esos cambios de secuencia como posibles factores de susceptibilidad para 

la enfermedad de HSCR. Así pues, genotipamos los 4 polimorfismos en un total de 115 

individuos control, y comparamos la distribución alélica y haplotípica entre este grupo y 

la cohorte HSCR, mediante el test de χ2 con la corrección de Yates. Las diferencias en 

la distribución de las variantes entre el grupo de pacientes y el de controles no fueron 

estadísticamente significativas (p>0.05), lo que parece descartar la implicación de estas 

variantes en la patogénesis de la enfermedad. 
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D.4. Evaluación de variantes de secuencia de los genes GFRA1, GFRA2 y 

GFRA3 como factores de susceptibilidad para HSCR esporádico. 

 
Hemos analizado 9 polimorfismos distribuidos por los genes GFRA1, GFRA2 y 

GFRA3 en 72 pacientes HSCR esporádicos y 115 controles (casos:controles=1:2), con 

el fin de estudiar su posible asociación a la aparición del fenotipo HSCR. Para ello, 

hemos diseñado un método sencillo y rápido basado en la tecnología FRET y el sistema 

LightCyclerTM (Roche Diagnostics), que permite detectar la presencia de los 

polimorfismos con alta fiabilidad y reproducibilidad. Para cada variante, el análisis de la 

derivada negativa de la fluorescencia con respecto a la temperatura, muestra diferentes 

valores de temperatura de fusión (Tm) para los amplicones con la secuencia silvestre, y 

para los productos con los polimorfismos. Nuestros resultados demuestran que los 

experimentos diseñados detectan todas las variantes de secuencia en estudio, con una 

Tm específica para cada variante. En la Figura D.2 se presentan cada uno de los 

patrones FRET generados en la genotipación de cada polimorfismo. Así, se puede 

observar que el patrón FRET para los individuos homocigotos muestra un solo pico, 

mientras que para los individuos heterocigotos se distinguen dos picos correspondientes 

a cada alelo. 

Una vez completado el proceso de genotipación, procedimos a calcular las 

frecuencias polimórficas en el grupo de pacientes HSCR y en el grupo control, 

observándose valores muy similares en ambos. En las Tablas D.1 y D.2 se resumen los 

datos crudos resultantes de la genotipación así como los datos de frecuencia para cada 

variante. 

Tras la aplicación del test de χ2 con la corrección de Yates o del test de Fisher 

con dos colas, nuestros resultados muestran que no existen diferencias significativas en 

la distribución alélica de las variantes estudiadas entre el grupo de pacientes HSCR y el 

grupo control. Los resultados de dichos tests pueden verse en la Tabla D.3. 

Dado que se dispone del ADN de los padres de una parte importante de los 

pacientes HSCR, se procedió a la genotipación de los 9 polimorfismos en dichos padres 

con el fin de poder realizar análisis de segregación y construir así haplotipos.  
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Figura D.2. Patrones FRET  generados en presencia de las variantes polimórficas de los 

genes GFRA1-3. 
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Tabla D.1. Distribución genotípica observada para los loci polimórficos de GFRA1-3 en 

la cohorte HSCR y en el grupo control.  

 
GFRA1 GFRA2 GFRA3 

HSCR -193C>G  -106G>A  -78T>C  537T>C IVS5+21 
G>A  

1081 
A>G  78G>T  IVS7+7ins

GG  
IVS7+39

G>A  
-/- 69 60 33 18 58 61 71 69 65 

+/- 3 12 34 35 14 11 1 3 7 

+/+ 0 0 5 19 0 0 0 0 0 

Total 72 72 72 72 72 72 72 72 72 

 
GFRA1 GFRA2 GFRA3 

Control -193C>G  -106G>A  -78T>C  537T>C IVS5+21 
G>A  

1081 
A>G  78G>T  IVS7+7ins

GG  
IVS7+39

G>A  
-/- 111 95 43 37 93 93 111 115 104 

+/- 4 18 55 42 21 22 4 0  11 

+/+ 0 2 17 36 1 0 0 0 0 

Total 115 115 115 115 115 115 115 115 115 

 
-/-: Individuos homocigotos para el alelo silvestre; +/-: Individuos heterocigotos; +/+: Individuos 

homocigotos para el alelo polimórfico 

 
 
Tabla D.2. Frecuencia de los polimorfismos de GFRA1-3 en la cohorte HSCR y en el 

grupo control 

 

Gen Polimorfismos Pacientes HSCR Controles 
-193C>G  0.02 0.02 
-106G>A  0.08 0.09 
-78T>C 0.31 0.39 
537T>C 0.51 0.50 

IVS5+21 G>A   0.10 0.10 

GFRA1 

1081 A>G 0.08 0.10 
GFRA2 78G>T 0.01 0.02 

IVS7+7insGG    0.02 0.00 GFRA3 
IVS7+39G>A 0.05 0.05 
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Tabla D.3. Análisis estadístico comparativo de la distribución de los polimorfismos de 

GFRA1-3 en la cohorte HSCR y en el grupo control. 

 
Variantes Alelos HSCR Controles p 

     
G 3 4 - 193C>G (GFRA1) C 141 226 Test exacto de Fisher con dos colas: p= 1.00 

     
A 12 22  -106G>A (GFRA1) G 132 208 χ2 con la corrección de Yates = 0.05,  p= 0.83

     
C 44 89 -78T>C (GFRA1 ) T 100 141 χ2 con la corrección de Yates =2.22,  p= 0.14 

     
C 73 114 537T>C (GFRA1)  T 71 116 χ2 con la corrección de Yates = 0.01,  p= 0.92

     
A 14 23 IVS5+21G>A (GFRA1)  G 130 207 χ2 con la corrección de Yates = 0.01,  p= 0.93

     
G 11 22 1081 A>G (GFRA1 )  A 133 208 χ2 con la corrección de Yates = 0.2,   p= 0.65 

     
T 1 4 78G>T (GFRA2) G 143 226 Test exacto de Fisher con dos colas: p= 0.65 

     
insGG 3 0 IVS7+7insGG (GFRA3) - 141 230 Test exacto de Fisher con dos colas: p= 0.06 

     
A 7 11 IVS7+39G>A (GFRA3)  G 137 219 χ2 con la corrección de Yates = 0.05,  p= 0.83

 
 

Se observaron 21 haplotipos distintos presentes en las triadas HSCR en estudio, 

resultantes de la combinación de los 6 polimorfismos analizados en GFRA1 (Tabla 

D.4). Dicho análisis también permitió observar que–106G>A se encuentra en 

desequilibrio de ligamiento con–78T>C, puesto que siempre que aparece la primera 

variante, la segunda también está presente en el mismo alelo. Con respecto a GFRA3 se 

pudieron observar tres haplotipos generados por combinación de las dos variantes 

analizadas (Tabla D.5).  

Gracias al análisis de segregación fue posible realizar el trazado de haplotipos de 

GFRA1 en 63 de los 72 casos HSCR. Con respecto a los 115 controles, basándonos en 

las combinaciones de polimorfismos observadas en la cohorte HSCR, se pudieron 

inferir los haplotipos en 77 de ellos.  
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Tabla D.4. Haplotipos de GFRA1 constituidos por combinación de las 6 variantes 

analizadas. 

 
Haplotipo -193 C>G -106 G>A -78 T>C 537 T>C IVS5+21G>A 1081 A>G 

Ø       
A +      
B  + +    
C   +    
D    +   
E     +  
F      + 
G +   +   
H  + + +   
I  + +  +  
J  + +   + 
K   + +   
L   +   + 
M    + +  
N    +  + 
O     + + 
P   + + +  
Q    + + + 
R   + + + + 
S  + + + + + 
T   +  +  

 
 

Tabla D.5. Haplotipos de GFRA3 constituidos por combinación de las 2 variantes 

analizadas. 

 

Haplotipo IVS7+7insGG IVS7+39G>A 
α   
β  + 
χ +  

 

El signo + indica presencia de la variante en el locus. 

 
Con el fin de analizar si existían diferencias en la distribución haplotípica entre 

la serie HSCR y el grupo control aplicamos el test χ2 con la corrección de Yates, pero 

no se encontró significación estadística (χ2 = 4.2, p=0.7). 
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De forma análoga se procedió con los haplotipos de GFRA3, lográndose trazar 

éstos en la totalidad de la cohorte estudiada, e inferir en todos los controles incluidos. Al 

igual que en el caso anterior no se encontraron diferencias significativas en la 

distribución haplotípica en casos y controles (χ2 = 4.8, p=0.1). 

 

Figura D.3. Distribución de los haplotipos de GFRA1 y GFRA3 en la cohorte HSCR y 

en el grupo control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
D.5. Identificación de una deleción dentro del gen GFRA1 en una familia 

HSCR. 

 

Durante el proceso de genotipación encontramos que para una familia HSCR, los 

haplotipos de GFRA1 de los padres y del probando no eran compatibles con un patrón 
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paciente y su padre (Figura D.4). Excluimos la posibilidad de discordancia de 

paternidad gracias a la genotipación de 10 marcadores microsatélites distribuidos por 

todo el genoma. Por consiguiente procedimos a realizar un análisis más profundo de 

esta familia, y los resultados revelaron la presencia de una gran deleción que se extendía 

desde el intrón 3 hasta el extremo 5´UTR de GFRA1 (Figura D.5).  

 

Figura D.4. Análisis por FRET de la variante –78T>C de GFRA1 en los miembros de la 

familia HSCR 5. 

 

 

 
Figura D.5. Representación esquemática del extremo 5´del gen GFRA1. 

 

 

 
El refinamiento de la región delecionada en GFRA1 en esta familia, se llevó a 

cabo mediante la genotipación de tres nuevos STRs informativos (D10S0499, 

D10S0404 y D10S0108) así como por Southern blot (Figuras D.6 y D.7). De manera 

D10S0404

D10S0499 D10S0108

Exón 1 Exón 2-106G>A -78T>C Exón 3

5 Kb

500 pb
D10S0404

D10S0499 D10S0108

Exón 1 Exón 2-106G>A -78T>C Exón 3

5 Kb

500 pb

D10S0499 D10S0108

Exón 1 Exón 2-106G>A -78T>C Exón 3

5 Kb5 Kb

500 pb500 pb

Alelo silvestre
71.1ºC

Fl
uo

re
sc

en
ci

a-

-d
(F

2/
F1

)/ d
T

TemperaturaºC
60.0 65.0 70.0 75.0 80.0 85.0

0.2

-0.1

0.0

0.1

Alelo polimórfico
65.1ºC

Indice
Padre
Madre

Hermanos-

TemperaturaºC
60.0 65.0 70.0 75.0 80.0 85.0

0.2

-0.1

0.0

0.1
-

TemperaturaºC
60.0 65.0 70.0 75.0 80.0 85.0

0.2

-0.1

0.0

0.1

0.2

-0.1

0.0

0.1

Alelo polimórfico



Resultados 

 98

sorprendente, el análisis del padre así como de sus tres hermanos sanos, indicó la 

presencia de esta deleción (Figura D.8).  La deleción se encuentra acotada en su 

extremo 3´ por el microsatélite D10S0108, que se localiza a una distancia alrededor de 

39 Kb de la unión exón 3-intrón 3 (Figura D.5). 

Además, se llevó a cabo un rastreo de mutaciones en los genes RET, GDNF, 

NTN, GFRA2,GFRA3, GFRA4, y EDNRB en el paciente índice, con el fin de encontrar 

alguna mutación que justificase por qué el resto de los familiares portadores del mismo 

rearreglo, eran individuos sanos. Sin embargo no se encontraron cambios de secuencia 

significativos en ninguno de estos genes.  

 

Figura D.6. Análisis de los marcadores microsatélites D10S0499, D10S0404 y 

D10S0108 en la familia HSCR 5. 

 

 

Figura D.7. Acotamiento de la deleción de GFRA1 por Southern Blot.  

 

Southern Blot tras digestión del ADN genómico con la enzima BamHI (izquierda). Se observa un patrón 

diferencial entre los individuos portadores del rearreglo (paciente y su padre), y los individuos normales, 

ya que en los primeros hay una menor en la intensidad de las bandas, que es indicativa de hemicigosidad. 

Dicha hemidosis vuelve a comprobarse al utilizar la enzima DraIII para la digestión del ADN (derecha). 
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Figura D.8. Análisis de segregación de los marcadores de GFRA1 en la familia HSCR. 

  

 
D.6. Evaluación de variantes de secuencia de los genes GFRA1, GFRA2 y 

GFRA3 como factores de susceptibilidad para MTC esporádico. 

 

Utilizando la misma tecnología descrita en el apartado D.5, hemos analizado los 

polimorfismos de GFRA1, GFRA2 y GFRA3 en 51 pacientes MTC esporádicos y hemos 

comparado su frecuencia y distribución con las del grupo de controles. En las siguientes 

tablas se resumen los datos crudos resultantes de la genotipación así como los datos de 

frecuencia para cada variante en la serie de casos.  

 

Tabla D.6. Distribución genotípica observada para los loci polimórficos de GFRA1-3 en 

la cohorte de pacientes MTC esporádicos.  

 
GFRA1 GFRA2 GFRA3 

Pacientes -193C>G  -106G>A  -78T>C  537T>C IVS5+21 
G>A  

1081 
A>G  78G>T  IVS7+7ins

GG  
IVS7+39

G>A  
-/- 46 42 19 15 41 39 51 50 40 

+/- 5 9 20 25 9 11 0 0 11 

+/+ 0 0 12 11 1 1 0 1 0 

Total 51 51 51 51 51 51 51 51 51 
 
-/-: Individuos homocigotos para el alelo silvestre; +/-: Individuos heterocigotos; +/+: Individuos 

homocigotos para el alelo polimórfico 
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Tabla D.7. Frecuencia (%) de los polimorfismos de GFRA1-3 en MTC esporádicos y en 

controles. 

 

Gen Polimorfismo MTC esporádicos Controles  
-193C>G  5 2 
-106G>A  9 9 
-78T>C  43 38 
537T>C   46 47 

IVS5+21 G>A  11 14 

GFRA1 

1081 A>G  13 11 
GFRA2 78G>T     2 3 

IVS7+7insGG  0 0 
GFRA3 

IVS7+39G>A  11 6 
 
 
Tabla D.8. Análisis estadístico comparativo de la distribución de los polimorfismos de 

GFRA1-3 en la serie de casos MTC esporádicos y en el grupo control. 

 
Variantes Alelos MTC Controles p 

     
G 5 3 - 193C>G (GFRA1) C 97 197 Test exacto de Fisher con dos colas: p= 0.12 

     
A 9 17 -106G>A (GFRA1) G 93 183 χ2 con la corrección de Yates = 0.01, p= 0.90

     
C 44 76 -78T>C (GFRA1 ) T 58 124 χ2 con la corrección de Yates =0.55,  p= 0.46 

     
C 47 93 537T>C (GFRA1)  T 55 107 χ2 con la corrección de Yates = 0.00,  p= 0.96

     
A 11 28 IVS5+21G>A (GFRA1)  G 91 172 χ2 con la corrección de Yates = 0.37,  p= 0.54

     
G 13 23 1081 A>G (GFRA1 )  A 99 177 χ2 con la corrección de Yates = 0.02,  p= 0.88

     
T 2 7 78G>T (GFRA2) G 100 193 Test exacto de Fisher con dos colas: p= 0.72 

     
A 11 11 IVS7+39G>A (GFRA3)  G 91 189 χ2 con la corrección de Yates = 2.07,  p= 0.15
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Es interesante mencionar que observamos una mayor frecuencia de las variantes 

–193C>G de GFRA1 y IVS7+39G>A de GFRA3 en los pacientes que en los controles 

(5% vs. 2% y 11% vs. 6% respectivamente). También observamos que la variante 

IVS7+7insGG de GFRA3 no se detectó en ningún paciente MTC esporádico ni en 

ningún control. En cualquier caso, las diferencias en la distribución alélica en estos loci 

entre pacientes y controles no fueron estadísticamente significativas, al igual que para el 

resto de los loci estudiados (Tabla D.8). 

Basándonos en las combinaciones de polimorfismos observadas en la cohorte 

HSCR, se pudieron inferir los haplotipos de GFRA1 en 30 de los pacientes. De nuevo, 

para analizar si existían diferencias en la distribución haplotípica entre la serie MTC 

esporádica y el grupo control aplicamos el test χ2 con la corrección de Yates, pero no se 

encontró significación estadística (χ2 = 4.52, p= 0.6). 

Con respecto a los haplotipos de GFRA3, se pudieron inferir para todos los 

pacientes y controles incluidos. Tampoco se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas en la distribución haplotípica de ambos grupos (χ2 = 3.39, p= 0.1). 

 

Figura D.9A. Distribución de los haplotipos de GFRA1 en la cohorte de pacientes MTC 

esporádicos y en el grupo control. 
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Figura D.9B. Distribución de los haplotipos de GFRA3 en la cohorte de pacientes MTC 

esporádicos y en el grupo control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

D.7. Identificación de loci de susceptibilidad en el intrón 1 de RET para HSCR 

y para MTC. 

 

D.7.1. Caracterización molecular del intrón 1 de RET mediante herramientas 

bioinformáticas. 

 

Para identificar la secuencia completa del intrón 1 del proto-oncogén RET, 

utilizamos las secuencias genómicas pertenecientes al segmento 3´ del gen publicadas 

con anterioridad en Genbank (número de acceso AJ243297). Este fragmento, contiene 

la secuencia parcial de RET incluyendo 20 de los 21 exones, comenzando por el exón 2. 

Además, AJ243297 contiene la secuencia parcial del intrón 1 en su porción 3´(nt 1-

964). Empleando esta secuencia parcial del intrón, ejecutamos el comando Blastn en la 

base de datos HTGS (high throughput genome sequence) de Genbank. Como resultado 

identificamos un contig genómico de 505kb del brazo largo del cromosoma 10, que 

contenía la secuencia completa de RET (Genbank AL022344). Utilizando la 

herramienta Blast 2-sequences de NCBI, enfrentamos la secuencia AL022344 con la de 

los exones 1 y 2 de RET descritas con anterioridad. Hemos obtenido un segmento del 

contig AL022344 que contiene la secuencia completa del intrón 1 de RET (23.127 pb). 

Esta identificación la recomprobamos efectuando Blast 2-sequences del segmento 

aislado con las 964pb disponibles del intrón 1 en Genbank y contenidas en AJ243297. 
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D.7.2. Análisis del extremo 3´del intrón 1 de RET. 

 
D.7.2.1. Identificación de 3 nuevos SNPs en el extremo 3´del intrón. 

 

Con el objetivo de identificar nuevos marcadores polimórficos dentro del intrón 

1 de RET, comenzamos el rastreo sistemático de este segmento genómico partiendo del 

extremo 3´, y empleando la técnica EMD fluorescente. Utilizando esta estrategia, 

identificamos diversos patrones de EMD en el intrón 1, en diferentes pacientes y 

controles analizados (Figura D.10).  

 

Figura D.10. Representación esquemática del extremo 3’ del intrón1 de RET. Patrones 

EMD de los fragmentos P1b y P13 b.  

 

 
 

El análisis, mediante secuenciación directa, de los fragmentos P1 y P13 permitió 

identificar dos STRs (short tandem repeats) flanqueando el fragmento P1. 

Específicamente, en las posiciones -71 a -57 identificamos  un tracto poliT  polimórfico. 

Además, entre las posiciones -942 y -898 encontramos una secuencia repetitiva de 
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cuatro nucleótidos (TAAA)n también polimórfica. Ya que nuestro objetivo era la 

caracterización de SNPs, decidimos rediseñar los primers de EMD excluyendo estos 

segmentos repetitivos que entorpecían la secuenciación de productos de PCR e 

interferían en la identificación de posibles SNPs (Figura D.10, amplicones P1a, P1b, 

P13a y P13b).  Como resultado obtuvimos 3 patrones de EMD en estos subsegmentos 

compatibles con la existencia de variaciones genéticas en los segmentos P1b y P13b 

(Figura D.10). Específicamente, en el segmento P1b el patrón de EMD observado se 

correspondió, a nivel de secuencia,  con una transversión G>T en la posición -126 del 

intrón (Figura D.11). En el caso de los patrones identificados en el segmento P13b,  el 

análisis de secuencia nos permitió identificar dos nuevos SNPs ubicados en las 

posiciones -1370 y -1463 del intrón 1. En concreto en la posición -1370 identificamos 

una  transición C>T en varios pacientes HSCR analizados (IVS1 -1370C>T), y en la 

posición -1463 identificamos una nueva transición T>C (IVS1 -1463 T>C) (Figura 

D.11). 

 

Figura D.11. Caracterización de las variantes intrónicas IVS1-126G>T, IVS1-1370C>T 

e IVS1-1463T>C de RET por secuenciación. 

 

 

 
Para genotipar la variante IVS1-126G>T utilizamos la técnica SSCP fluorescente 

tras digestión del producto de PCR con la endonucleasa MspI. La presencia de la 

variante T origina un patrón de migración de los fragmentos diferente al 
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correspondiente para la variante G, y en virtud de ésto se pudo realizar la genotipación 

de este polimorfismo (Figura D.12). Posteriormente confirmamos los resultados 

obtenidos mediante PCR-RFLP, empleando para ello la enzima NlaIII, puesto que esta 

restrictasa pierde un punto de corte en presencia del polimorfismo (Figura D.12).  

 

Figura D.12. Análisis de la variante IVS1-126G>T del proto-oncogén RET. 

 
En el análisis por SSCP fluorescente (izquierda) se pueden observar tres patrones diferentes de migración, 

correspondientes a: Individuos homocigotos para el alelo silvestre, G/G (carriles 1, 2, 5, 6, 11-14), 

individuos heterocigotos, G/T ( carriles 3,4,7-10) e individuos homocigotos para el alelo polimórfico, T/T 

( carriles 15 y 16).  

En presencia de IVS1-126G>T, NlaIII pierde un punto de restricción, generándose una banda de 256 pb 

en lugar de las bandas de 205 y 51pb (derecha). Carril 1: Marcador de peso molecular (Marker V, Roche). 

Carril 2: Control sin digerir. Carril 3: individuo -/-. Carriles 4 y 5: individuos +/-. Carril 6: individuo +/+. 

Carril 7: agua. 

 

Figura D.13. Análisis de las variantes IVS1-1370C>T e IVS1-1463T>C de RET. 
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Para detectar los SNPs IVS1-1370C>T e IVS1-1463T>C se desarrolló un 

método automatizado más simple y rápido que otras técnicas tradicionales, basado en el 

proceso FRET. De esta manera, se comprobó que para los amplicones que contienen la 

variante IVS1-1370T, la Tm es alrededor de unos 9ºC inferior que para los amplicones 

conteniendo la variante IVS1-1370C. Por su parte, para los productos que llevan la 

variante IVS1-1463C la Tm es 3ºC superior que para los productos con la variante 

IVS1-1463T (Figura D.13). 

 

D.7.2.2. Estudios de asociación entre los 3 SNPs intrónicos y HSCR o MTC 

esporádico. 

 

Los tres nuevos polimorfismos identificados en el extremo 3´del proto-oncogén 

RET fueron genotipados en una cohorte constituida por 103 casos esporádicos de 

HSCR, sus correspondientes padres, 51 casos de MTC esporádico y un grupo de 100 

controles sanos. Una vez completado el proceso de genotipación de las variantes, se 

verificó que se cumplía el equilibrio de Hardy-Weinberg tanto en los grupos de casos 

como en el de controles. A continuación se procedió a calcular las frecuencias alélicas 

para cada uno de los tres nuevos loci polimórficos, en las cohortes de pacientes y en el 

grupo control (Tabla D.9).  

 

Tabla D.9. Frecuencias alélicas de IVS1-126G>T, IVS1-1370C>T e IVS1-1463T>C de 

RET en pacientes HSCR, controles y pacientes MTC esporádicos. 

 

  MTC esporádicos Controles HSCR 
Alelo polimórfico (T) 0.48 0.35 0.21 

IVS1-126G>T 
Alelo silvestre (G) 0.52 0.65 0.79 

Alelo polimórfico (T) 0.39 0.47 0.21 IVS1-1370C>T 
 Alelo silvestre (C) 0.61 0.53 0.79 

Alelo polimórfico (C) 0.90 0.82 0.41 
IVS1-1463T>C 

Alelo silvestre (T) 0.10 0.18 0.59 
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Observamos que los tres SNPs están sub-representados en el grupo de HSCR 

analizados, en comparación con la población control. En concreto, de un total de 206 

cromosomas HSCR, hay 44 (21%) con la variante T en el locus IVS1-126G>T, y 162 

(79%) con la variante silvestre G. La variante T estaba sub-representada de manera 

significativa al comparar con el grupo control (χ2 con la corrección de Yate´s=8.69, 

p=0.0032). De forma análoga, los alelos polimórficos para IVS1-1370C>T e IVS1-

1463T>C (T y C respectivamente), se encontraban también sub-representados en la 

cohorte HSCR al comparar con el grupo control (Tabla D.10; p<<0.000001). 

 

Tabla D.10. Estudios comparativos entre los grupos usando el test de χ2 con la 

corrección de  Yates. 

 

HSCR  vs Controles MTC  vs Controles MTC  vs HSCR 
Variantes Alelos 

HSCR Controles MTC Controles MTC HSCR 

T 44 70 49 70 49 44 
IVS1-126G>T 

G 162 130 53 130 53 162 

  χ2 =8.69, p=0.0032053 χ2 =4.28, p=0.0385776 χ2 =21.79, p= 0.0000030

        

T 39 94 40 94 40 39 
IVS1-1370C>T 

C 167 106 62 106 62 167 

  χ2 =35.03, p=0.000000 χ2 =1.36, p=0.2438972 χ2 =13.67, p= 0.0002175

        

C 84 163 89 163 89 84 
IVS1-1463T>C 

T 122 37 13 37 13 122 

  χ2 =68.94, p=0.000000 χ2 =1.23, p=0.2674883 χ2 =57.99, p=0.0000000 
 

 
En contraste a lo observado en la cohorte HSCR, en los pacientes MTC 

esporádicos, IVS1-126G>T aparece sobre-representado al hacer la comparación con el 

grupo control. De un total de 102 cromosomas MTC estudiados, 49 (48%) portaban el 

alelo polimórfico T y 53 (52%) el silvestre G (χ2=4.25, p=0.038, Tabla D.10). Por el 

contrario no encontramos diferencias estadísticamente significativas al comparar las 
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frecuencias alélicas de los loci IVS1-1370C>T e IVS1-1463T>C entre los pacientes 

MTC esporádicos y los controles. 

De los resultados obtenidos en el análisis de frecuencias alélicas de los nuevos 

loci identificados, conviene destacar la clara inversión en la frecuencia de IVS1-

126G>T al comparar la cohorte MTC con la cohorte HSCR. Curiosamente, la 

frecuencia observada para este marcador en la población control aparece en un rango 

intermedio a lo observado en los pacientes de ambas patologías (T:70, 35%, G:130, 

65%). Comparando la distribución alélica de los SNPs entre ambas cohortes (HSCR vs 

MTC), prácticamente se observa, en cada marcador genotipado, una inversión de 

frecuencias alélicas (Tablas D.9, D.10). 

 

D.7.2.3. Análisis de haplotipos constituidos por la combinación de los 3 

SNPs intrónicos.  

 

Mediante el análisis de segregación de los SNPs identificados en los pacientes 

HSCR y en sus padres, realizamos el trazado de haplotipos constituidos por la 

combinación de las tres variantes intrónicas. Encontramos un total de 5 haplotipos 

posibles (haplotipos 0-4, Tabla D.11).  

 

Tabla D.11. Haplotipos basados en la combinación de los tres SNPs localizados en el 

extremo 3´ del intrón 1 de RET. 

 

 IVS1-126G>T IVS1-1370C>T IVS1-1463T>C 
Haplotipo 0 - - - 
Haplotipo 1 - + + 
Haplotipo 2 + - + 
Haplotipo 3 - - + 
Haplotipo 4 + + + 

El signo + indica presencia de la variante en el locus. 

 
Debido a que los eventos de recombinación entre los marcadores en estudio 

serían extremadamente raros (distancia entre SNPs<1200 pb), consideramos cada 

haplotipo como un alelo individual dentro del mismo locus (3´ del intrón 1 de RET). 
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Dado que no disponemos del ADN de los padres de los pacientes MTC ni de los de los 

controles, el trazado de haplotipos en estos grupos se infirió a partir de los haplotipos 

observados en los pacientes HSCR. La distribución de haplotipos observada en los 

grupos de pacientes y controles resultó diferente de manera estadísticamente 

significativa (Figura D.14).  

 

Figura D.14. Comparación de las frecuencias y de la distribución de los haplotipos del 

intrón 1 de RET entre los grupos de estudio. Análisis de χ2 con la corrección de Yates. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Comprobamos que el haplotipo más común en el grupo HSCR es el 0 (59%). Es 

importante destacar que el haplotipo 0 está en desequilibrio de ligamiento completo con 

todos los haplotipos de riesgo descritos por nuestro grupo con anterioridad (haplotipos 

B, C y F; Borrego y cols, 2000). Es decir, todos los haplotipos de riesgo comparten en 

este segmento genómico del intrón 1 la misma combinación de SNPs (haplotipo 0). Este 

dato es concordante con nuestros estudios de mapeo de desequilibrio de ligamiento, y 

situarían el locus de susceptibilidad para HSCR a unas 20 kb del marcador A45A. El 

haplotipo más frecuente de los pacientes MTC esporádicos es el 2 (48%) (haplotipo que 

contiene en desequilibrio los SNPs IVS1-126G>T e IVS1-1463T>C), mientras que la 

frecuencia del haplotipo 0 es notablemente baja (12.7%). Es interesante destacar que los 

pacientes que portan el SNP S836S también portan el haplotipo 2 de esta región 

intrónica, lo cuál sugiere que S836S y el haplotipo 2 están en desequilibrio de 
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ligamiento. Este dato ha sido confirmado en 3 pacientes MTC que son homocigotos 

para el haplotipo 2 del intrón 1 y heterocigotos para S836S. 

Los haplotipos observados en el grupo control muestran una distribución 

intermedia a la observada en las cohortes MTC y HSCR. El haplotipo 1 es el más 

común en el grupo de controles (43%). Además, el haplotipo 4 que no aparece en 

ninguno de los grupos de pacientes estudiados, está presente con cierta frecuencia en el 

grupo control (4%). El haplotipo 0 tiene una frecuencia del 18.5% en controles en 

comparación con el 59% del grupo HSCR y el 12.7% del grupo MTC. En cuanto al 

haplotipo 2, su frecuencia en los controles es del 31% frente al 21.3% de los pacientes 

HSCR y el 48% de los pacientes MTC. Estas observaciones sugieren que el haplotipo 0 

podría estar ligado a HSCR, mientras que el haplotipo 2 lo estaría a MTC. 

También hemos estudiado la composición genotípica (parejas de haplotipos) en 

los grupos de estudio. En HSCR predominan los genotipos 00 y 02 (70%), mientras que 

en MTC los genotipos más frecuentes son el 12 y 22 (67%). En el grupo control el 

genotipo más común es el 12, seguido del 11 y del 22. El análisis de los genotipos 

observados/esperados en los grupos de estudio demuestra que los resultados están de 

acuerdo con el equilibrio de Hardy-Weinberg. Al comparar la distribución de genotipos 

entre los dos grupos de pacientes se pueden observar diferencias muy notorias (Figura 

D.15). En conjunto todos estos hallazgos corroboran las observaciones efectuadas en los 

estudios de frecuencias alélicas individuales para cada marcador, así como el estudio de 

haplotipos. 

 
Figura D.15. Comparación de las frecuencias y de la distribución de los genotipos del 

intrón 1 de RET entre los grupos de estudio. Análisis de χ2 con la corrección de Yates. 
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D.7.2.4. Análisis de haplotipos formados por la combinación de los 3 SNPs 

intrónicos y los 7 cSNPs de RET. Evidencia de la existencia de un nuevo 

locus fundador para HSCR. 

 

Hemos seleccionado los 64 casos esporádicos HSCR que tenían genotipados los 

7 cSNPs de RET (Borrego y cols, 1999; Borrego y cols, 2000) y hemos analizado los 

haplotipos completos constituidos por la combinación de las 10 variantes (7 cSNPs más 

3 variantes intrónicas). El fin de este análisis es la búsqueda de posibles asociaciones de 

haplotipos concretos de RET con el fenotipo HSCR, lo que justificaría la posible 

existencia de un evento mutacional en desequilibrio de ligamiento con dichos 

haplotipos. Para realizar un estudio de mapeo de desequilibrio de ligamiento, el grupo 

de la Universidad de Ohio con el que colaboramos desarrolló el análisis de los 

haplotipos transmitidos versus los haplotipos no transmitidos de los padres a los 

pacientes HSCR, utilizando el modelo DMLE + (Reeve y cols, 2002). Los resultados de 

este estudio apoyan la existencia de una mutación causante de una gran proporción de 

los casos esporádicos de HSCR, probablemente localizada en el intrón 1 o en el extremo 

5´ de RET. Por consiguiente, decidimos que la mejor estrategia a seguir era el rastreo 

sistemático del resto del intrón en dirección 5´ en busca de dicha mutación. 

 

D.7.2.5. Asociación de IVS1-126G>T y el haplotipo 2 de RET a MTC 

esporádico en otra serie diferente de pacientes. 

 

El principal inconveniente del análisis molecular de las variantes de RET en 

nuestra serie de pacientes MTC esporádicos era el relativamente pequeño tamaño 

muestral, por lo que nos planteamos determinar si los resultados obtenidos podían 

confirmarse en una cohorte de pacientes mayor. Hemos analizado la frecuencia de las 3 

variantes polimórficas del extremo 3´ del intrón 1 de RET en 104 casos esporádicos de 

MTC procedentes del Grupo de Neoplasias Endocrinas Familiares del C.N.I.O., y la 

hemos comparado con la de 100 controles normales. Como se muestra en la Figura 

D.16, los datos de frecuencia de los polimorfismos estudiados en esta cohorte de 
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pacientes, son similares a los obtenidos anteriormente. Las diferencias en las 

frecuencias de IVS1-1370C>T e IVS1-1463T>C no son estadísticamente significativas 

al comparar casos versus controles. Sin embargo, se encontró una importante sobre-

representación de la variante IVS1-126G>T en los pacientes. El alelo IVS1-126T estaba 

presente en 104 de los 208 cromosomas MTC (50%) y en 70 de los 200 cromosomas 

control (35%) (χ2=8.78, p=0.003). Además, se observó que la distribución haplotípica 

entre casos y controles era diferente de manera significativa  (χ2=21.45, p= 0.0003). 

Mientras que el haplotipo 1 (IVS1-1463C, IVS1-1370T, IVS1-126G) era el más común 

en el grupo control (43%), el haplotipo 2 presentaba una alta frecuencia entre los 

pacientes MTC (42%) (Figura D.16). Por tanto todos estos datos confirman los 

resultados obtenidos en nuestra serie, y vuelven a sugerir la existencia de un locus de 

susceptibilidad para MTC de baja penetrancia, dentro del intrón 1 de RET. 

 

Figura D.16. Representación de los polimorfismos del extremo 3´ del intrón 1 de RET y 

de los haplotipos formados por su combinación, en la nueva serie de pacientes MTC 

esporádicos. 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

D.7.3. Análisis de la secuencia completa del intrón 1 de RET. 

 

D.7.3.1. Identificación de nuevos polimorfismos a lo largo del intrón 1. 
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región donde se rompiera el desequilibrio de ligamiento (LD). Este rastreo fue llevado a 

cabo por nuestros colaboradores de Ohio mediante secuenciación directa y se 

encontraron un total de 38 polimorfismos distribuidos por el intrón 1 (36 SNPs y 2 

pequeñas deleciones),  y 3 variantes en la región situada en 5´ con respecto al gen RET. 

En la Figura D.17 se muestran las nuevas variantes identificadas. 

 

Figura D.17. Variantes caracterizadas a lo largo de la secuencia del intrón 1 de RET. 
 
 

 
 

Seleccionamos 24 variantes localizadas entre la posición –1249 con respecto al 

ATG inicial de RET, y la posición +11637 del intrón 1. Todas ellas fueron genotipadas 

en la serie de pacientes HSCR y en sus padres, así como en el grupo de controles. La 

genotipación de 12 de los SNPs intrónicos (IVS1+6136T>G, IVS1+6174A>G, 

IVS1+6383-84CC>GG, IVS1+6411A>G, IVS1+7236A>G, IVS1+7436G>A, 

IVS1+9202C>T, IVS1+9277T>C, IVS1+9494A>C, IVS1+11260A>T, 

IVS1+11369C>T e IVS1+11637C>T)  se realizó en nuestra Unidad por FRET. 

Nuestros resultados muestran que los experimentos diseñados detectan todas las 

variantes de secuencia, con un valor específico de Tm para cada una de ellas (Figura 

D.18).  Además, hemos sido capaces de optimizar un procedimiento FRET para la 

detección simultánea de los dos polimorfismos localizados a –5 y –1 pares de bases con 

respecto al inicio de transcripción de RET (-200A>G y –196C>A). El análisis de los 

IV
S1

- 1
3 7

0C
> T

IV
S1

- 1
46

3T
>C

IV
S1

+2
01

78
-7

9A
G

>C
T

IV
S1

+1
82

78
G

> A

IV
S1

+ 1
81

22
G

>A
IV

S1
+1

8 0
89

T>
C

IV
S 1

+1
75

01
G

>A
IV

S 1
+1

74
6 1

T>
C

IV
S1

+ 1
73

36
T >

C

IV
S1

+ 1
58

29
G

>C
IV

S 1
+1

57
95

G
>C

IV
S1

+1
56

56
C

>T
IV

S1
+1

56
02

T >
C

IV
S 1

+1
55

34
A

>G

IV
S1

+ 1
20

98
G

>A

IV
S 1

+1
16

37
C

> T

IV
S 1

+1
13

69
C

> T
IV

S1
+ 1

12
60

A
>T

EXÓN 2

IV
S1

- 1
3 7

0C
> T

IV
S1

- 1
46

3T
>C

IV
S1

+2
01

78
-7

9A
G

>C
T

IV
S1

+1
82

78
G

> A

IV
S1

+ 1
81

22
G

>A
IV

S1
+1

8 0
89

T>
C

IV
S 1

+1
75

01
G

>A
IV

S 1
+1

74
6 1

T>
C

IV
S1

+ 1
73

36
T >

C

IV
S1

+ 1
58

29
G

>C
IV

S 1
+1

57
95

G
>C

IV
S1

+1
56

56
C

>T
IV

S1
+1

56
02

T >
C

IV
S 1

+1
55

34
A

>G

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

+ 1
20

98
G

>A

IV
S 1

+1
16

37
C

> T

IV
S 1

+1
13

69
C

> T
IV

S1
+ 1

12
60

A
>T

EXÓN 2EXÓN 2

IV
S1

- 1
3 7

0C
> T

IV
S1

- 1
46

3T
>C

IV
S1

+2
01

78
-7

9A
G

>C
T

IV
S1

+1
82

78
G

> A

IV
S1

+ 1
81

22
G

>A
IV

S1
+1

8 0
89

T>
C

IV
S 1

+1
75

01
G

>A
IV

S 1
+1

74
6 1

T>
C

IV
S1

+ 1
73

36
T >

C

IV
S1

+ 1
58

29
G

>C
IV

S 1
+1

57
95

G
>C

IV
S1

+1
56

56
C

>T
IV

S1
+1

56
02

T >
C

IV
S 1

+1
55

34
A

>G

IV
S1

+ 1
20

98
G

>A

IV
S 1

+1
16

37
C

> T

IV
S 1

+1
13

69
C

> T
IV

S1
+ 1

12
60

A
>T

EXÓN 2EXÓN 2

IV
S1

- 1
3 7

0C
> T

IV
S1

- 1
46

3T
>C

IV
S1

+2
01

78
-7

9A
G

>C
T

IV
S1

+ 2
00

56
G

>C
IV

S 1
+2

00
09

C
> G

IV
S1

+ 2
00

56
G

>C
IV

S 1
+2

00
09

C
> G

IV
S1

+ 2
00

56
G

>C
IV

S 1
+2

00
09

C
> G

IV
S1

+ 2
00

56
G

>C
IV

S 1
+2

00
09

C
> G

IV
S1

+1
82

78
G

> A

IV
S1

+ 1
81

22
G

>A
IV

S1
+1

8 0
89

T>
C

IV
S 1

+1
75

01
G

>A
IV

S 1
+1

74
6 1

T>
C

IV
S1

+ 1
73

36
T >

C

IV
S1

+ 1
58

29
G

>C
IV

S 1
+1

57
95

G
>C

IV
S1

+1
56

56
C

>T
IV

S1
+1

56
02

T >
C

IV
S 1

+1
55

34
A

>G

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

+ 1
20

98
G

>A

IV
S 1

+1
16

37
C

> T

IV
S 1

+1
13

69
C

> T
IV

S1
+ 1

12
60

A
>T

EXÓN 2EXÓN 2EXÓN 2EXÓN 2

IV
S1

+9
49

4 A
>C

IV
S 1

+9
27

7T
> C

IV
S1

+ 9
20

2C
>T

IV
S1

+ 8
42

2d
el

16

IV
S1

+ 7
43

6G
>A

IV
S 1

+7
23

6 A
> G

IV
S1

+6
41

1 A
>G

IV
S1

+ 6
38

3C
C

> G
G

IV
S1

+6
1 7

4A
>G

IV
S1

+6
13

6T
>G

IV
S1

+ 2
84

6T
>G

IV
S 1

+2
83

4 C
>T

IV
S1

+ 2
82

0C
>T

IV
S1

+ 7
79

C
>T

IV
S 1

+7
50

G
> C

IV
S1

+3
10

5T
> C

EXÓN 1

IV
S1

+9
49

4 A
>C

IV
S 1

+9
27

7T
> C

IV
S1

+ 9
20

2C
>T

IV
S1

+ 8
42

2d
el

16

IV
S1

+ 7
43

6G
>A

IV
S 1

+7
23

6 A
> G

IV
S1

+6
41

1 A
>G

IV
S1

+ 6
38

3C
C

> G
G

IV
S1

+6
1 7

4A
>G

IV
S1

+6
13

6T
>G

IV
S1

+ 2
84

6T
>G

IV
S 1

+2
83

4 C
>T

IV
S1

+ 2
82

0C
>T

IV
S1

+ 7
79

C
>T

IV
S 1

+7
50

G
> C

IV
S1

+3
10

5T
> C

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

EXÓN 1EXÓN 1

IV
S1

+ 5
3G

>A

IV
S 1

+9
49

4 A
>C

IV
S 1

+9
27

7T
> C

IV
S1

+ 9
20

2C
>T

IV
S1

+ 8
42

2d
el

16

IV
S1

+ 7
43

6G
>A

IV
S 1

+7
23

6 A
> G

IV
S1

+6
41

1 A
>G

IV
S1

+ 6
38

3C
C

> G
G

IV
S1

+6
1 7

4A
>G

IV
S1

+6
13

6T
>G

IV
S1

+ 2
84

6T
>G

IV
S 1

+2
83

4 C
>T

IV
S1

+ 2
82

0C
>T

IV
S1

+ 7
79

C
>T

IV
S 1

+7
50

G
> C

IV
S1

+3
10

5T
> C

EXÓN 1EXÓN 1

IV
S1

+9
49

4 A
>C

IV
S 1

+9
27

7T
> C

IV
S1

+ 9
20

2C
>T

IV
S1

+ 8
42

2d
el

16

IV
S1

+ 7
43

6G
>A

IV
S 1

+7
23

6 A
> G

IV
S1

+6
41

1 A
>G

IV
S1

+ 6
38

3C
C

> G
G

IV
S1

+6
1 7

4A
>G

IV
S1

+6
13

6T
>G

IV
S1

+ 2
84

6T
>G

IV
S 1

+2
83

4 C
>T

IV
S1

+ 2
82

0C
>T

IV
S1

+ 7
79

C
>T

IV
S 1

+7
50

G
> C

IV
S1

+3
10

5T
> C

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

IV
S1

+3
99

1d
el

12
IV

S1
+3

99
1d

el
12

IV
S1

+3
99

1d
el

12
IV

S1
+3

99
1d

el
12

EXÓN 1EXÓN 1

IV
S1

+ 5
3G

>A
IV

S1
+ 5

3G
>A

-2
00

A
>G

-1
96

C
>A

-1
24

9C
>T

IV
S 1

- 1
3 7

0C
> T

IV
S1

- 1
46

3T
>C

IV
S1

+2
01

78
-7

9A
G

>C
T

IV
S1

+1
82

78
G

> A

IV
S1

+ 1
81

22
G

>A
IV

S1
+1

8 0
89

T>
C

IV
S 1

+1
75

01
G

>A
IV

S 1
+1

74
6 1

T>
C

IV
S1

+ 1
73

36
T >

C

IV
S1

+ 1
58

29
G

>C
IV

S 1
+1

57
95

G
>C

IV
S1

+1
56

56
C

>T
IV

S1
+1

56
02

T >
C

IV
S 1

+1
55

34
A

>G

IV
S1

+ 1
20

98
G

>A

IV
S 1

+1
16

37
C

> T

IV
S 1

+1
13

69
C

> T
IV

S1
+ 1

12
60

A
>T

EXÓN 2EXÓN 2

IV
S1

- 1
3 7

0C
> T

IV
S1

- 1
46

3T
>C

IV
S1

+2
01

78
-7

9A
G

>C
T

IV
S1

+1
82

78
G

> A

IV
S1

+ 1
81

22
G

>A
IV

S1
+1

8 0
89

T>
C

IV
S 1

+1
75

01
G

>A
IV

S 1
+1

74
6 1

T>
C

IV
S1

+ 1
73

36
T >

C

IV
S1

+ 1
58

29
G

>C
IV

S 1
+1

57
95

G
>C

IV
S1

+1
56

56
C

>T
IV

S1
+1

56
02

T >
C

IV
S 1

+1
55

34
A

>G

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

+ 1
20

98
G

>A

IV
S 1

+1
16

37
C

> T

IV
S 1

+1
13

69
C

> T
IV

S1
+ 1

12
60

A
>T

EXÓN 2EXÓN 2EXÓN 2EXÓN 2

IV
S1

- 1
3 7

0C
> T

IV
S1

- 1
46

3T
>C

IV
S1

+2
01

78
-7

9A
G

>C
T

IV
S1

+1
82

78
G

> A

IV
S1

+ 1
81

22
G

>A
IV

S1
+1

8 0
89

T>
C

IV
S 1

+1
75

01
G

>A
IV

S 1
+1

74
6 1

T>
C

IV
S1

+ 1
73

36
T >

C

IV
S1

+ 1
58

29
G

>C
IV

S 1
+1

57
95

G
>C

IV
S1

+1
56

56
C

>T
IV

S1
+1

56
02

T >
C

IV
S 1

+1
55

34
A

>G

IV
S1

+ 1
20

98
G

>A

IV
S 1

+1
16

37
C

> T

IV
S 1

+1
13

69
C

> T
IV

S1
+ 1

12
60

A
>T

EXÓN 2EXÓN 2

IV
S1

- 1
3 7

0C
> T

IV
S1

- 1
46

3T
>C

IV
S1

+2
01

78
-7

9A
G

>C
T

IV
S1

+ 2
00

56
G

>C
IV

S 1
+2

00
09

C
> G

IV
S1

+ 2
00

56
G

>C
IV

S 1
+2

00
09

C
> G

IV
S1

+ 2
00

56
G

>C
IV

S 1
+2

00
09

C
> G

IV
S1

+ 2
00

56
G

>C
IV

S 1
+2

00
09

C
> G

IV
S1

+ 2
00

56
G

>C
IV

S 1
+2

00
09

C
> G

IV
S1

+ 2
00

56
G

>C
IV

S 1
+2

00
09

C
> G

IV
S1

+ 2
00

56
G

>C
IV

S 1
+2

00
09

C
> G

IV
S1

+ 2
00

56
G

>C
IV

S 1
+2

00
09

C
> G

IV
S1

+1
82

78
G

> A

IV
S1

+ 1
81

22
G

>A
IV

S1
+1

8 0
89

T>
C

IV
S 1

+1
75

01
G

>A
IV

S 1
+1

74
6 1

T>
C

IV
S1

+ 1
73

36
T >

C

IV
S1

+ 1
58

29
G

>C
IV

S 1
+1

57
95

G
>C

IV
S1

+1
56

56
C

>T
IV

S1
+1

56
02

T >
C

IV
S 1

+1
55

34
A

>G

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

- 1
26

G
>T

IV
S1

+ 1
20

98
G

>A

IV
S 1

+1
16

37
C

> T

IV
S 1

+1
13

69
C

> T
IV

S1
+ 1

12
60

A
>T

EXÓN 2EXÓN 2EXÓN 2EXÓN 2

IV
S1

+9
49

4 A
>C

IV
S 1

+9
27

7T
> C

IV
S1

+ 9
20

2C
>T

IV
S1

+ 8
42

2d
el

16

IV
S1

+ 7
43

6G
>A

IV
S 1

+7
23

6 A
> G

IV
S1

+6
41

1 A
>G

IV
S1

+ 6
38

3C
C

> G
G

IV
S1

+6
1 7

4A
>G

IV
S1

+6
13

6T
>G

IV
S1

+ 2
84

6T
>G

IV
S 1

+2
83

4 C
>T

IV
S1

+ 2
82

0C
>T

IV
S1

+ 7
79

C
>T

IV
S 1

+7
50

G
> C

IV
S1

+3
10

5T
> C

EXÓN 1EXÓN 1

IV
S1

+9
49

4 A
>C

IV
S 1

+9
27

7T
> C

IV
S1

+ 9
20

2C
>T

IV
S1

+ 8
42

2d
el

16

IV
S1

+ 7
43

6G
>A

IV
S 1

+7
23

6 A
> G

IV
S1

+6
41

1 A
>G

IV
S1

+ 6
38

3C
C

> G
G

IV
S1

+6
1 7

4A
>G

IV
S1

+6
13

6T
>G

IV
S1

+ 2
84

6T
>G

IV
S 1

+2
83

4 C
>T

IV
S1

+ 2
82

0C
>T

IV
S1

+ 7
79

C
>T

IV
S 1

+7
50

G
> C

IV
S1

+3
10

5T
> C

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

EXÓN 1EXÓN 1

IV
S1

+ 5
3G

>A
IV

S1
+ 5

3G
>A

IV
S 1

+9
49

4 A
>C

IV
S 1

+9
27

7T
> C

IV
S1

+ 9
20

2C
>T

IV
S1

+ 8
42

2d
el

16

IV
S1

+ 7
43

6G
>A

IV
S 1

+7
23

6 A
> G

IV
S1

+6
41

1 A
>G

IV
S1

+ 6
38

3C
C

> G
G

IV
S1

+6
1 7

4A
>G

IV
S1

+6
13

6T
>G

IV
S1

+ 2
84

6T
>G

IV
S 1

+2
83

4 C
>T

IV
S1

+ 2
82

0C
>T

IV
S1

+ 7
79

C
>T

IV
S 1

+7
50

G
> C

IV
S1

+3
10

5T
> C

EXÓN 1EXÓN 1

IV
S1

+9
49

4 A
>C

IV
S 1

+9
27

7T
> C

IV
S1

+ 9
20

2C
>T

IV
S1

+ 8
42

2d
el

16

IV
S1

+ 7
43

6G
>A

IV
S 1

+7
23

6 A
> G

IV
S1

+6
41

1 A
>G

IV
S1

+ 6
38

3C
C

> G
G

IV
S1

+6
1 7

4A
>G

IV
S1

+6
13

6T
>G

IV
S1

+ 2
84

6T
>G

IV
S 1

+2
83

4 C
>T

IV
S1

+ 2
82

0C
>T

IV
S1

+ 7
79

C
>T

IV
S 1

+7
50

G
> C

IV
S1

+3
10

5T
> C

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

IV
S 1

+6
20

A
>C

IV
S1

+ 6
02

C
> G

IV
S1

+3
99

1d
el

12
IV

S1
+3

99
1d

el
12

IV
S1

+3
99

1d
el

12
IV

S1
+3

99
1d

el
12

IV
S1

+3
99

1d
el

12
IV

S1
+3

99
1d

el
12

IV
S1

+3
99

1d
el

12
IV

S1
+3

99
1d

el
12

EXÓN 1EXÓN 1

IV
S1

+ 5
3G

>A
IV

S1
+ 5

3G
>A

IV
S1

+ 5
3G

>A
IV

S1
+ 5

3G
>A

-2
00

A
>G

-1
96

C
>A

-2
00

A
>G

-1
96

C
>A

-1
24

9C
>T



Resultados 

 114

resultados nos permitió identificar 3 picos FRET correspondientes a los tres alelos 

existentes –200A –196C, -200G –196C, y –200G –196A. La combinación –200A –

196A no se encontró en ninguno de los individuos estudiados (Figura D.19). Este 

método ha sido validado mediante la secuenciación en paralelo del 25% de los 

individuos testados.  

 

Figura D.18. Patrones FRET para la detección de las variantes intrónicas de RET. 
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Figura D.19. Patrón FRET para la detección simultánea de las variantes -200 A>G y -

196C>A de la región 5´de RET. 

 

D.7.3.2. Estudios de asociación entre las variantes encontradas y los 

haplotipos constituidos por su combinación, y HSCR: Evidencia de ruptura 
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 Una vez obtenidos los datos crudos de genotipación en todos los pacientes 

HSCR y en los controles, calculamos las frecuencias alélicas para cada una de las 

variantes en los dos grupos. El análisis de segregación en las familias HSCR mostró que 

algunas de las variantes intrónicas están completamente ligadas, presentando 

consiguientemente una frecuencia idéntica (Tabla D.12). Por ejemplo, los SNPs 

IVS1+2846T>G, IVS1+3105T>C, IVS1+7236A>G, IVS1+7436G>A, IVS1+9202C>T, 

IVS1+9277T>C, IVS1+9494A>C y IVS1+11260A>T aparecían siempre en cis. El 

mismo fenómeno se observó con las variantes IVS1+620A>G, IVS1+779C>T, 

IVS1+2820C>T, IVS1+6136T>G, IVS1+6174A>G, IVS1+6383-84CC>GG y 

Alelo AC
65.3ºC

Alelo GC
59.9ºCAlelo GA

50.9ºC

…//… tagccgcagtccctccagctcgaggg 
Primer Reverse

   3’

gggctagcccgcactgagctcctacac …//… cgcttacctcgcttcagtccc g cgaccgaagcagggcgcgcagc agc
…//…

5’

Primer forward

Detectado por el sistemna óptico

5’

Sensor AC
X

3’

PhLC Red640
Anchor

3’5’

470nm470nm

FRETFRET

525nm525nm
Luz azul

640nm640nm

AC/AC

AC/GC

AC/GA

GC/GA



Resultados 

 116

IVS1+6411A>G, o con las dos pequeñas deleciones (IVS1+3991del12 y 

IVS1+8406del16). 

 

Tabla D.12. Distribución  de los nuevos polimorfismos en HSCR y controles.  
 

 Frecuencia alélica 
Polimorfismo HSCR Controles 

Test χ2 con la corrección de 
Yate 

Alelo polimórfico G 0.39 0.83 -200A>G Alelo silvestre A 0.61 0.17 χ2= 86.32, p<0.00000001 

Alelo polimórfico A 0.15 0.44 -196C>A Alelo silvestre C 0.85 0.66 χ2= 43.7, p<0.00000001 

Alelo polimórfico A 0.15 0.44 IVS1+53G>A Alelo silvestre G 0.85 0.66 χ2= 43.7, p<0.00000001 

Alelo polimórfico G 0.15 0.44 IVS1+620A>G Alelo silvestre A 0.85 0.66 χ2= 43.7, p<0.00000001 

Alelo polimórfico T 0.15 0.44 IVS1+779C>T Alelo silvestre C 0.85 0.66 χ2= 43.7, p<0.00000001 

Alelo polimórfico T 0.15 0.44 IVS1+2820C>T Alelo silvestre C 0.85 0.66 χ2= 43.7, p<0.00000001 

Alelo polimórfico T 0.12 0.31 IVS1+2834C>T Alelo silvestre C 0.88 0.69 χ2= 18.2, p=0.0000194 

Alelo polimórfico G 0.39 0.83 IVS1+2846T>G Alelo silvestre T 0.61 0.17 χ2= 75.2, p<0.00000001 

Alelo polimórfico C 0.39 0.83 IVS1+3105T>C Alelo silvestre T 0.61 0.17 χ2= 75.2, p<0.00000001 

Alelo con deleción 0.86 0.59 IVS1+3991del12 Alelo silvestre 0.14 0.41 χ2= 35.8, p<0.00000001 

Alelo polimórfico G 0.15 0.44 IVS1+6136T>G Alelo silvestre T 0.85 0.66 χ2= 43.7, p<0.00000001 

Alelo polimórfico G 0.15 0.44 IVS1+6174A>G Alelo silvestre A 0.85 0.66 χ2= 43.7, p<0.00000001 

Alelo polimórficoGG 0.15 0.44 IVS1+6383-
84CC>GG Alelo silvestre CC 0.85 0.66 χ2= 43.7, p<0.00000001 

Alelo polimórfico G 0.15 0.44 IVS1+6411A>G Alelo silvestre A 0.85 0.66 χ2= 43.7, p<0.00000001 

Alelo polimórfico G 0.39 0.83 IVS1+7236A>G Alelo silvestre A 0.61 0.17 χ2= 75.2, p<0.00000001 

Alelo polimórfico A 0.39 0.83 IVS1+7436G>A Alelo silvestre G 0.61 0.17 χ2= 75.2, p<0.00000001 

Alelo con deleción 0.86 0.59 IVS1+8406del16 Alelo silvestre 0.14 0.41 χ2= 35.8, p<0.00000001 

Alelo polimórfico T 0.39 0.83 IVS1+9202C>T Alelo silvestre C 0.61 0.17 χ2= 75.2, p<0.00000001 

Alelo polimórfico C 0.39 0.83 IVS1+9277T>C Alelo silvestre T 0.61 0.17 χ2= 75.2, p<0.00000001 

Alelo polimórfico C 0.39 0.83 IVS1+9494A>C Alelo silvestre A 0.61 0.17 χ2= 75.2, p<0.00000001 

Alelo polimórfico T 0.39 0.83 IVS1+11260A>T Alelo silvestre A 0.61 0.17 χ2= 75.2, p<0.00000001 

Alelo polimórfico T 0.17 0.44 IVS1+11369C>T Alelo silvestre C 0.83 0.66 χ2= 35.8, p<0.00000001 

Alelo polimórfico T 0.17 0.44 IVS1+11637C>T Alelo silvestre C 0.83 0.66 χ2= 35.8, p<0.00000001 
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Las frecuencias polimórficas mostraron tener valores muy distintos en pacientes 

HSCR y controles. Asimismo, al aplicar el test comparativo de χ2 para cada locus 

polimórfico entre el grupo de pacientes y el de controles, observamos diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.0001, Tabla D.12). Más concretamente 

encontramos una importante sub-representación de todos los SNPs en la serie de 

pacientes, y una sobre-representación de las deleciones (IVS1+3991del12 y 

IVS1+8406del16).  Es decir, se mantenía el LD a lo largo de toda la región analizada 

hasta llegar a la posición –1249, donde observamos una ruptura del mismo (p>0.05). 

Gracias al análisis de segregación en los pacientes HSCR y sus respectivos 

padres, realizamos el trazado de haplotipos constituidos por diferentes combinaciones 

de las 23 nuevas variantes con las que se seguía observando LD (desde 

IVS1+11637C>T hasta –200A>G) más los 3 SNPs del extremo 3´del intrón, 

previamente analizados por nuestro grupo (IVS1-1463T>C, IVS1-1370C>T y IVS1-

126G>T, Borrego y cols, 2003b). Estos haplotipos pudieron trazarse para 92 de las 

tríadas HSCR. Aunque encontramos 13 combinaciones diferentes entre los casos HSCR 

y sus padres, algunos de estos haplotipos eran muy raros (Tabla D.13). Por ejemplo, los 

haplotipos 1b, 1d, 1e, 2d, 2e y 3 sólo se encontraron 1 o 2 veces entre los alelos no 

transmitidos de las triadas HSCR, y el haplotipo 2b sólo aparecía en seis familias 

(transmitido al paciente HSCR sólo en una de ellas).  En realidad esos 13 haplotipos 

extendidos podrían definirse como diferentes subtipos dentro de los 5 haplotipos 

fundamentales previamente publicados (0-4, Tabla D.11, Borrego y cols, 2003b). Cabe 

destacar que el haplotipo 0 (previamente definido como "haplotipo-HSCR") está 

siempre ligado a una única combinación de polimorfismos (Tabla D.13), y representa el 

haplotipo más común entre nuestros casos (62%).   

Dado que no disponíamos de los padres de los individuos control, la 

construcción de haplotipos para este grupo fue inferida a partir de los haplotipos de los 

casos HSCR. Por este procedimiento se pudieron inferir los haplotipos para 82 de los 

100 controles analizados. Los haplotipos más frecuentes en este grupo eran el haplotipo 

1a (39%) seguido del haplotipo 2 a (28%), mientras que el haplotipo "ligado a HSCR" 0 

presentaba una frecuencia del 17%. Como se muestra en la Figura D.21 la distribución 

haplotípica observada en la cohorte de pacientes y en controles era significativamente 

diferente (χ2= 76.96, p<0.00000001). Además también calculamos las frecuencias 
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haplotípicas entre los alelos no transmitidos de las triadas HSCR, y observamos de 

nuevo diferencias significativas al comparar con los alelos transmitidos (χ2=66.47, 

p<0.00000001). Por el contrario, las frecuencias de cada haplotipo y su distribución son 

similares en los alelos no transmitidos y en los alelos control (χ2=0.88, p=0.93). 

 

Tabla D.13. Definición de los haplotipos constituidos por la combinación de las 

variantes del intrón 1 y de la región 5´de RET. 

 
 

VARIANTES 0 1a 1b* 1c 1d* 1e* 2a 2b* 2c 2d* 2e* 3* 4* 

-200A>G - + + + + + + + + + + + + 
-196C>A 
IVS1+53G>A - + - - - + - - - + + - + 
IVS1+620A>C 
IVS1+779C>T 
IVS1+2820C>T 

- + + - - + - - - + + - + 

IVS1+2834C>T - - - - + - + - - - - - - 
IVS1+2846T>G 
IVS1+3105T>C - + + + + + + + + + + + + 
IVS1+3991del12 + - + + + - + + + - - + - 
IVS1+6136T>G 
IVS1+6174A>G 
IVS1+6383-84CC>GG 
IVS1+6411A>G 

- + + - - - - - - + + - + 

IVS1+7236A>G 
IVS1+7436G>A - + + + + + + + + + + + + 
IVS1+8406del16 + - + + + - + + + - - + - 
IVS1+9202C>T 
IVS1+9277T>C 
IVS1+9494A>C 
IVS1+11260A>T 

- + + + + + + + + + + + + 

IVS1+11369C>T 
IVS1+11637C>T - + - - + + - + - + - + + 
IVS1-1463T>C - + + + + 
IVS1-1370C>T - + - - + 
IVS1-126G>T - - + - + 

 
Los haplotipos marcados con el signo * tienen una frecuencia muy baja tanto en pacientes como en 

controles. El signo + indica la presencia de la variante polimórfica. 
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Figura D.21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

También hemos comparado la distribución de las parejas de haplotipos 

(genotipos) entre pacientes y controles. El genotipo 00 (42%) predomina en HSCR, 

mientras que en el grupo control el genotipo más común es 1a2a (21%) seguido de 1a1a 

DISTRIBUCION DE LAS PAREJAS DE HAPLOTIPOS EN HSCR Y  CONTROLES.

0.05

0.15

0.25

0.35

0.45

0 0 0 2a 0 1a 0 2c 1a 2a 1a 1a

GENOTIPOS

HSCR 

 CONTROL 

B 

A 
DISTRIBUCIÓN DE LOS HAPLOTIPOS EXTENDIDOS EN LOS  ALELOS 
TRANSMITIDOS Y NO TRANSMITIDOS DE LAS FAMILIAS HSCR Y EN 

CONTROLES. 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 1a 2a 2c 1c

HAPLOTIPOS

FR
EC

U
EN

C
IA

 ALELOS TRANSMITIDOS A
LOS PACIENTES HSCR 

ALELOS NO TRANSMITIDOS
A LOS PACIENTES HSCR 

ALELOS CONTROL 

FR
EC

U
EN

C
IA

 



Resultados 

 120

(15%). Quizás el hallazgo más interesante es que el genotipo "asociado a HSCR" 00 

sólo se presenta en el 2% de controles. 

Por otra parte procedimos a calcular las frecuencias de los haplotipos 

constituidos únicamente por la combinación de las dos variantes situadas a –5 y –1 del 

inicio de transcripción de RET, (-200A>C, -196C>A, Figura D.22).  

 
Figura D.22 
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Decidimos analizar estas variantes por separado por constituir el punto de corte 

del LD en la región 5´, así como porque debido a su posición podrían tener algún efecto 

funcional en la transcripción de RET. Tales haplotipos de la región 5´ de RET se 

pudieron deducir fácilmente para todos los individuos, gracias al método de 

genotipación (Figura D.19). Como se muestra en la Figura D.22A, la distribución 

haplotípica es significativamente diferente al comparar los alelos transmitidos a los 

pacientes HSCR versus los alelos no transmitidos (χ2=83.64, p<0.00000001), o versus 

los alelos control (χ2=84.02, p<0.00000001). Nuestros resultados muestran que la 

combinación más común entre los pacientes HSCR es el haplotipo AC (-200A -196C), 

que está presente en el 60% de los alelos HSCR mientras que sólo aparece en el 16% de 

los alelos no transmitidos y en el 17% de los alelos control. Es importante destacar que 

el haplotipo AC está en desequilibrio de ligamiento completo con todos los haplotipos 

de riesgo para HSCR descritos hasta el momento (Borrego y cols, 2003b). En contraste, 

las frecuencias de los haplotipos GC (-200G -196C) y GA (-200G –196A) son 

considerablemente más bajas en los alelos HSCR (25% y 15%) que en los alelos no 

transmitidos   (44% y 40%) o en los alelos control (39% y 44%). Conclusiones similares 

se pueden extraer de la comparación de la distribución de las parejas de haplotipos, 

donde las diferencias observadas son incluso mayores (Figura D.22B). 

 

D.7.3.3. Estudios de asociación entre las variantes encontradas y MTC 

esporádico. 

 

Puesto que el análisis del segmento 3´ del intrón 1 en pacientes MTC 

esporádicos mostraba la presencia de un haplotipo de riesgo para esta enfermedad 

(haplotipo 2), sugiriendo la existencia de un locus para MTC en dirección 5´, nos 

planteamos investigar la distribución de las nuevas variantes encontradas (Sección 

D.8.3.1) en estos pacientes. Observamos que las frecuencias alélicas de cada una de las 

variantes testadas eran muy similares a las del grupo control. Asimismo los resultados 

del test de Fisher comparando la distribución polimórfica en ambos grupos no 

mostraron diferencias significativas (Tabla D.14). 
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Tabla D.14. Frecuencias alélicas de los polimorfismos del intrón 1 de RET y la región 5´ 

en pacientes MTC esporádicos y controles. Análisis estadístico de la distribución alélica 

en ambos grupos. 

 Frecuencia alélica 
Polimorfismo MTC Controles 

Test χ2 con la corrección de 
Yate 

Alelo polimórfico G 0.84 0.83 -200A>G Alelo silvestre A 0.16 0.17 χ2= 0.01, p= 0.94 

Alelo polimórfico A 0.44 0.44 -196C>A Alelo silvestre C 0.66 0.66 χ2= 0.01, p= 0.92 

Alelo polimórfico G 0.37 0.44 IVS1+6136T>G Alelo silvestre T 0.63 0.66 χ2= 0.34, p= 0.56 

Alelo polimórfico G 0.37 0.44 IVS1+6174A>G Alelo silvestre A 0.63 0.66 χ2= 0.34, p= 0.56 

Alelo polimórficoGG 0.37 0.44 IVS1+6383-
84CC>GG Alelo silvestre CC 0.63 0.66 χ2= 0.34, p= 0.56 

Alelo polimórfico G 0.37 0.44 IVS1+6411A>G Alelo silvestre A 0.63 0.66 χ2= 0.34, p= 0.56 

Alelo polimórfico G 0.87 0.83 IVS1+7236A>G Alelo silvestre A 0.13 0.17 χ2= 0.38, p= 0.54 

Alelo polimórfico A 0.87 0.83 IVS1+7436G>A Alelo silvestre G 0.13 0.17 χ2= 0.38, p= 0.54 

Alelo polimórfico T 0.87 0.83 IVS1+9202C>T Alelo silvestre C 0.13 0.17 χ2= 0.38, p= 0.54 

Alelo polimórfico C 0.87 0.83 IVS1+9277T>C Alelo silvestre T 0.13 0.17 χ2= 0.38, p= 0.54 

Alelo polimórfico C 0.87 0.83 IVS1+9494A>C Alelo silvestre A 0.13 0.17 χ2= 0.38, p= 0.54 

Alelo polimórfico T 0.87 0.83 IVS1+11260A>T Alelo silvestre A 0.13 0.17 χ2= 0.38, p= 0.54 

Alelo polimórfico T 0.37 0.44 IVS1+11369C>T Alelo silvestre C 0.63 0.66 χ2= 0.46, p= 0.50 

Alelo polimórfico T 0.37 0.44 IVS1+11637C>T Alelo silvestre C 0.63 0.66 χ2= 0.46, p= 0.50 

 
 
 

D.8. Análisis molecular de RET en la familia MEN 2A/HSCR: Exclusión de la 

mutación C620S como causa del fenotipo HSCR. 

 

Una de las 20 familias MEN2/HSCR conocidas hasta la fecha fue publicada por 

nuestro grupo en 1998 (Figura C.1, Borrego y cols, 1998). En ese trabajo describíamos 

un pedigrí en el que postulábamos que los fenotipos MEN2A y HSCR estaban 

asociados  a la mutación puntual C620S de RET. También se especulaba sobre el papel 

del polimorfismo A45A, presente en homocigosis en el único componente de la familia 

con MEN 2A y HSCR. Recientemente ha aparecido un nuevo miembro en la familia 

que ha desarrollado el fenotipo HSCR, pero que no porta la mutación C620S, si bien es 

homocigoto para la variante A45A. Este hallazgo tiene importantes repercusiones dado 
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que parece indicarnos que la mutación C620S no es la causante de HSCR en esta 

familia. El análisis de la región codificante de los genes RET, EDN3, EDNRB, GDNF y 

GFRA1 mediante secuenciación directa en el nuevo paciente HSCR (Figura C.1, 

paciente IV-3) no reveló la presencia de ninguna mutación. Cabe destacar que tras la 

genotipación de las 7 cSNPs distribuidas por la región codificante de RET, encontramos 

que los dos miembros de la familia con fenotipo HSCR (III-6 y IV-3) eran los únicos 

homocigotos para la variante A45A. Y lo que es aún más interesante, estos dos casos 

eran los únicos miembros portadores de la combinación de haplotipos B y C, que se ha 

demostrado previamente que está fuertemente asociada al fenotipo HSCR (Figura D.23, 

Borrego y cols, 1999, 2000). 

 
Figura D.23 
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Además, tras la genotipación de las variantes en el extremo 3´ del intrón 1 

(IVS1-126G>T, IVS1-1370C>T y IVS1-1463T>C), y de los polimorfismos que acotan 

la región "ligada a HSCR" en 5´ con respecto a RET (-200A>G y -196C>A), el análisis 

reveló que ambos miembros HSCR también portaban la misma combinación de 

haplotipos (Figura D.23). Más concretamente, observamos que los dos pacientes HSCR 

llevaban el haplotipo 0 en homocigosis, cuya asociación a HSCR ha sido demostrada 

previamente (Sección D.8).  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

E. DISCUSIÓN 
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E.1. Identificación de una nueva mutación germinal, c.2304G>T, en el exón 13 

del proto-oncogén RET. Implicación de este cambio en la patogénesis del cáncer 

medular de tiroides familiar. 

 

Hemos identificado un nuevo cambio de secuencia en el exón 13 de RET, nunca 

antes descrito, en una paciente que presentaba cáncer medular de tiroides como único 

cuadro clínico (Figura D.1, Antiñolo y cols, 2002). Se trata de una transversión en la 

última posición del codón 768, que genera un cambio aminoacídico de glutámico a 

aspártico (E768D). Diferentes argumentos sostienen que esta mutación, c.2304G>T, es 

la causa del fenotipo observado en la paciente índice. (1) Esta mutación aparece sólo en 

la paciente con MTC donde fue identificada, y en ninguno de los 75 individuos control 

sanos, lo que sugiere que no se trata de un polimorfismo común en nuestra población. 

(2) Por otra parte, la mutación c.2304G>C, que da lugar al mismo cambio aminoacídico 

(E768D), ha sido identificada previamente por otros grupos en varias familias 

multigeneracionales con FMTC (Bolino y cols, 1995; Eng y cols, 1995a; Boccia y cols, 

1997; Miyauchi y cols, 1997), apoyando la asociación de este cambio de aminoácido 

con FMTC. Ese cambio también se ha encontrado a nivel somático en los tumores de 

algunos pacientes MTC esporádicos (Eng y cols, 1994), lo que corrobora el papel 

patogénico de la mutación en MTC. (3) Además los estudios funcionales han 

demostrado la capacidad transformadora de E768D-RET en células NIH 3T3 (Pasini y 

cols, 1997; Iwashita y cols, 1999). (4) Finalmente, la ausencia de otros rasgos clínicos o 

historia familiar de MEN 2A parece indicar que esta mutación se asocia con el fenotipo 

FMTC, como se ha descrito previamente en los otros pacientes portadores de E768D 

hasta hoy día.  

Nuestros hallazgos resaltan la importancia de usar un método de diagnóstico 

molecular adecuado en el análisis de enfermedades genéticas. Antiguamente la 

detección de la mutación E768D (c.2304G>C) se realizaba mediante restricción con  

Alu I, dado que en presencia de la variante C la enzima pierde un punto de corte. Sin 

embargo mediante esta técnica jamás hubiéramos llegado  a sospechar que el patrón 

alterado RFLP pudiera deberse a otra mutación diferente que la ya descrita (c.2304G>T 

y no c.2304G>C). En efecto, cualquier cambio que afecte al segundo o tercer nucleótido 

del codón 768, origina la pérdida de una diana de restricción Alu I. Así por ejemplo, un 
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cambio GAG por GAA generaría el mismo patrón de restricción que el de las 

mutaciones E768D, pero a diferencia de ellas, GAA no produciría cambio 

aminoacídico. Dado que en caso de detección de mutaciones asociadas a los cuadros 

MEN 2 es aconsejable la práctica de tiroidectomía profiláctica en el individuo, queda 

patente la necesidad de emplear un método de diagnóstico molecular totalmente fiable. 

En conjunto nuestras observaciones sitúan a la secuenciación directa bidireccional como 

la técnica de elección para el diagnóstico molecular de síndromes MEN 2.  

 

E.2. Análisis de polimorfismos genéticos como factores de susceptibilidad para 

el desarrollo de cáncer medular de tiroides esporádico. 

 

E.2.1. Asociación de la variante S836S del proto-oncogén RET a MTC 

esporádico. 

 

Hoy por hoy aún se conoce muy poco sobre la etiología del cáncer medular de 

tiroides esporádico. Aunque se ha encontrado pérdida de heterocigosidad (“Loss of 

heterozigosity”, LOH) asociada a MTC esporádico en varios loci (Mulligan y cols, 

1993), así como mutaciones somáticas en algunos casos, fundamentalmente afectando al 

codón 918 de RET (Eng y cols, 1994, 1995c, 1996b; Hofstra y cols, 1994), la 

patogénesis de estos tumores esporádicos sigue sin conocerse en profundidad.  

Durante los últimos años, uno de los objetivos fundamentales en la investigación 

en este campo ha sido la identificación de factores de susceptibilidad para MTC 

esporádico, así como el esclarecimiento de sus mecanismos moleculares. En este 

sentido, el primer factor de susceptibilidad genético identificado, fue el cambio 

c.2439C>T (S836S), localizado en el exón 14 de RET (Borrego y cols, 1998), cuya 

sobre-representación a nivel germinal se detectó en una cohorte de pacientes alemana al 

comparar con la población general (Gimm y cols, 1999). En este estudio original 

llevado a cabo por Gimm y cols, se observó que la presencia de la variante S836S se 

encontraba fuertemente asociada a la aparición a nivel somático de la mutación M918T. 

De este modo, los autores postulaban que el mecanismo de acción del polimorfismo 

podría ser la activación de sitios crípticos de maduración o la creación de tractos 

hipermutables en dirección 3´, generando consiguientemente la aparición de la mutación 
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M918T responsable del proceso tumorigénico. Dado que era posible que el fenómeno 

de asociación de la variante S836S a MTC esporádico pudiera estar restringido a la 

población alemana, nos dispusimos a determinar si esta asociación también estaba 

presente en nuestra población mediante un estudio de casos y controles. Por ello 

analizamos y comparamos la distribución de este polimorfismo, obteniendo una sobre-

representación estadísticamente significativa del polimorfismo en el grupo de pacientes 

al comparar con un grupo de controles (p= 0.04). Desafortunadamente no disponíamos 

de ADN tumoral de los pacientes incluidos en el estudio, por lo que no pudimos evaluar 

la relación existente entre la presencia de S836S a nivel germinal y la mutación M918T 

a nivel somático. En cualquier caso nuestros resultados concuerdan con los previamente 

publicados, apoyando no sólo el hecho de que la variante germinal S836S podría 

predisponer a MTC esporádico, sino también que esta asociación no está limitada a una 

única población. Alternativamente esa asociación podría deberse a la existencia de un 

locus en desequilibrio de ligamiento con S836S, que actuaría como marcador de 

susceptibilidad a MTC de baja penetrancia. Como se expone más adelante, esta 

hipótesis ha cobrado más fuerza tras estudios que nuestro grupo ha realizado con 

posterioridad (Borrego y cols, 2003b). 

Por otra parte, otro hecho interesante es la sub-representación de S836S 

observada en individuos con enfermedad de Hirschsprung. Esta enfermedad, para la que 

se han descrito mutaciones en RET que generan pérdida de función, se puede considerar 

en cierto modo opuesta a la neoplasia endocrina múltiple tipo 2 (en la que las 

mutaciones en RET confieren ganancia de función a la proteína resultante). Se han 

descrito otras variantes polimórficas en RET, especialmente A45A localizada en el exón 

2, que están fuertemente asociadas a HSCR (Borrego y cols, 1999, 2000; Fitze y cols, 

1999), pero la variante S836S está sub-representada en los casos HSCR en comparación 

con controles sanos (Griseri y cols, 2000, 2002). Por ello, nuestro grupo añadió una 

nueva posible hipótesis a las formuladas por Gimm y cols.: podría ocurrir que lo que 

predispone a MTC esporádico no sea la variante S836S per se, sino la ausencia de los 

polimorfismos de RET asociados a HSCR, (ausencia que parece estar relacionada con la 

presencia de la variante en el codón 836; Borrego y cols, 2000, Figura A.9). En 

cualquier caso, se necesitan estudios funcionales para poder llegar a determinar con 
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exactitud la base molecular de la asociación de S836S a MTC esporádico (Ruiz y cols, 

2001).   

 

E.2.2 Evaluación de variantes de secuencia de los genes GFRA1, GFRA2 y 

GFRA3 como factores de susceptibilidad para MTC esporádico 

 

Dado que las mutaciones en RET que generan una ganancia de función están 

asociadas a MTC, sería igualmente factible que mutaciones en genes que codifican para 

los co-receptores de RET (GFRA1-4), o bien para los ligandos de dichos co-receptores 

(GDNF, NTN, ART, PSP) pudieran afectar a la cascada metabólica del receptor y jugar 

así un papel en la patogénesis de MTC. En este sentido, los genes implicados en la 

formación del complejo de activación de RET, constituyen por su función un grupo de 

genes candidatos como genes de susceptibilidad a MTC.  De hecho, los resultados de un 

estudio comparativo entre MTC esporádicos y controles sanos en la población alemana 

demostraron la sobre-representación del polimorfismo –193C>G, situado en el extremo 

5´UTR de GFRA1, y la sub-representación de 537 T>C en el exón 4 del mismo gen 

(Gimm y cols, 2001). Además, tras analizar la expresión diferencial de GFRA1 a nivel 

de ARN mensajero y de proteína se encontró una sobre-expresión en los tumores que 

portan el polimorfismo –193C>G. Estos datos podrían sugerir que –193C>G actúa 

como un alelo de susceptibilidad de baja penetrancia para el desarrollo de MTC 

esporádico, mientras que 537 T>C podría tener un efecto protector contra el desarrollo 

de la enfermedad. Sin embargo, los mecanismos precisos de actuación de ambas 

variantes de secuencia aún no se conocen.  

Con el fin de comprobar si este fenómeno de asociación es universal, realizamos 

un estudio de casos y controles para evaluar el papel de –193C>G y 537T>C en la 

aparición de MTC esporádico en la población española. Tal como se expone 

detalladamente en la sección de Resultados, también hemos evaluado otra serie de 

variantes localizadas en los genes GFRA1-3 como factores de susceptibilidad para este 

fenotipo. Nuestros resultados muestran que las diferencias en las frecuencias de todas 

las variantes polimórficas estudiadas no son estadísticamente significativas al comparar 

los pacientes con MTC esporádico con los controles. Así, la sobre-representación 

estadísticamente significativa de la variante –193C>G en los casos MTC esporádicos 



Discusión 

 130

alemanes en comparación con los controles parece traducirse en una tendencia similar 

en la serie española. Sin embargo, dado que en la serie española no hay significación 

estadística, se puede postular que los alelos –193G y 537T podrían estar en 

desequilibrio de ligamiento con otros loci que confieren predisposición a MTC 

esporádico en la población alemana, pero no en la española. Esto sugeriría que el 

fenómeno de asociación en la serie alemana podría ser un evento relativamente reciente, 

y llegaría a explicar la sobre-representación de –193C>G en los pacientes MTC 

esporádicos alemanes en comparación con los españoles (15% vs 5%) así como la sub-

representación de 537T>C (35% vs 46%) (Tabla D.7). Estos resultados contrastan con 

la sobre-representación de la variante S836S de RET, observada en varias cohortes 

europeas de MTC esporádicos en comparación con los controles, que sugiere que el 

fenómeno de asociación de este polimorfismo a la enfermedad podría ser universal y 

estaría trazando la existencia de un locus ancestral. Se necesitarán estudios futuros en 

otras poblaciones con diferente background y origen geográfico, para poder evaluar y 

esclarecer el papel de las variantes –193C>G y 537T>C de GFRA1 en la patogénesis de 

MTC esporádico (Borrego y cols, 2002). 

 

E.3. Búsqueda de mutaciones germinales en GFRA4  asociadas al fenotipo 

HSCR y evaluación del papel de polimorfismos de GFRA1, GFRA2, GFRA3 y 

GFRA4  en la aparición de la enfermedad. 

 

El papel crucial de RET en la etiología de HSCR, convirtió a todos los genes que 

codifican para proteínas del complejo heteromultimérico que interacciona con RET  en 

genes candidatos para la enfermedad (GDNF, NTN, ART, PSP, GFRA1-4...). Esta 

hipótesis resultó particularmente atractiva al comprobarse en el modelo murino 

knockout de GDNF la existencia de megacolon agangliónico y agenesia renal (un 

fenotipo equivalente al observado previamente en el ratón knockout de RET, Sánchez y 

cols, 1996). Sin embargo, el análisis molecular directo del gen GDNF en las cohortes 

HSCR disponibles parece indicar que las mutaciones en este gen son raras (no más del 

2% de los pacientes HSCR tienen una mutación en GDNF en línea germinal). Además, 

en 4 de los 5 pacientes con mutaciones en GDNF había otras alteraciones relacionadas 

con el fenotipo HSCR, como trisomía 21 o mutaciones germinales en RET (Angrist y 
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cols, 1996; Salomon y cols, 1996). Una situación equivalente se observó con el análisis 

molecular de NTN dado que sólo ha aparecido una familia HSCR con una mutación en 

este gen y no está aclarada su patogenicidad (Doray y cols, 1998). Por otra parte, el 

análisis molecular de los genes que codifican para 3 de los co-receptores de RET 

(GFRA1, GFRA2 y GFRA3) no reveló ninguna mutación asociada a HSCR (Angrist y 

cols, 1998; Myers y cols, 1999; Onochie y cols, 2000; Vanhorne y cols, 2001). Esto 

parecía indicar que estos 3 genes no son responsables de la aparición de HSCR aunque 

no permitía descartar que pudieran actuar como genes modificadores del cuadro.  

A diferencia de GFRA1, GFRA2 y GFRA3, el gen GFRA4 no había sido 

evaluado aún como gen de susceptibilidad para la enfermedad de Hirschsprung. Por este 

motivo nos planteamos realizar un rastreo de este gen en búsqueda de mutaciones 

asociadas HSCR. Además, los genes GFRA1-4 son excelentes candidatos para actuar 

como alelos de baja penetrancia que confieran predisposición a HSCR esporádico, y 

podrían interaccionar con las variantes de secuencia de RET u otras variantes en otros 

genes para modular la enfermedad. Por ello, hemos evaluado un total de 13 

polimorfismos de estos genes como factores de susceptibilidad para la enfermedad de 

HSCR en nuestra cohorte de pacientes.  

Al igual que ocurría con los genes que codifican los primeros 3 co-receptores de 

RET, no se encontraron mutaciones germinales asociadas a HSCR en el gen GFRA4.  

Además, el análisis comparativo de la distribución de las variantes de los 4 genes en la 

serie HSCR frente al grupo control no mostró desviaciones significativas entre ambos 

grupos.  

Por otra parte, tal como se describe en detalle en la sección de Resultados, el 

desarrollo de este estudio nos permitió identificar una gran deleción en el extremo 5´ del 

gen GFRA1 en una familia HSCR. Sin embargo no creemos que esta deleción pueda ser 

una mutación deletérea en el sentido tradicional, dado que tanto el paciente HSCR como 

los miembros sanos de su familia portan el mismo rearreglo. Por este motivo, la 

significación funcional de esta deleción en GFRA1 se desconoce por el momento. 

En definitiva, ninguno de los genes GFRA1-4 parece contribuir de manera 

significativa a la etiología de HSCR, al menos en las formas esporádicas de la 

enfermedad.  Resulta difícil comprender la falta de mutaciones germinales tradicionales 

en los genes de los co-receptores dada la gran implicación de RET en la patogénesis de 
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HSCR, tanto esporádico como familiar. Esto se podría explicar en base a las funciones 

solapantes de los co-receptores y la reactividad cruzada de los ligandos (Borrego y cols, 

2003a). No obstante existen muchos otros genes candidatos para HSCR, como todos los 

que codifican proteínas que participan en la cascada metabólica de RET, cuyo análisis 

podría quizá ayudar a esclarecer el conocimiento sobre la patogénesis de HSCR. 

 

E.4 Identificación de un nuevo locus de susceptibilidad para HSCR en el proto-

oncogén RET. 

 

El proto-oncogén RET es sin lugar a dudas el principal locus asociado a HSCR. 

Los resultados de diferentes estudios parecen demostrar que mutaciones que causan 

HSCR podrían producir haploinsuficiencia estructural y funcional y déficit de la 

cascada de señalización del receptor RET en los tejidos diana (Pasini y cols, 1995b; 

Pelet y cols, 1998). También se ha propuesto que el mecanismo de algunas mutaciones 

asociadas a la enfermedad podría consistir en la activación de motivos funcionales 

crípticos proapoptóticos en la proteína RET mutante, que conducirían a una apoptosis 

prematura (Bordeaux y cols, 2000). Por otra parte, además de las mutaciones 

tradicionales que dan lugar a HSCR, se ha observado que existen polimorfismos y 

haplotipos de RET que se encuentran fuertemente asociados a las formas esporádicas de 

la enfermedad. Estos alelos se han identificado empleando polimorfismos comunes a lo 

largo de la secuencia del proto-oncogén RET, sobre los que se han efectuado estudios de 

asociación genética o de desequilibrio de transmisión en familias HSCR con penetrancia 

incompleta (Borrego y cols, 1998, 1999, 2000; Fitze y cols, 1999; Bolk y cols, 2000; 

Griseri y cols, 2000). La primera variante que se describió asociada a HSCR fue A45A, 

cuya sobre-representación se ha demostrado en varias series de pacientes con diferente 

background genético, tales como la española, alemana, italiana o china (Borrego y cols, 

1999, 2000; Fitze y cols, 1999; García-Barceló y cols, 2003b; Sancandi y cols, 2003). 

Inicialmente se propusieron mecanismos directos de actuación de este polimorfismo, 

tales como la activación de sitios crípticos de maduración, la disminución de la 

expresión del alelo portador de la variante conduciendo a una haploinsuficiencia 

funcional, o el uso preferencial de ARNt específicos que disminuiría la eficiencia de la 

traducción del alelo que porta el polimorfismo (Borrego y cols, 1999, 2000). Sin 
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embargo aún no se han reportado resultados de estudios funcionales que verifiquen 

estas hipótesis. Por otra parte, se propuso la existencia de desequilibrio de ligamiento de 

la variante A45A con algún locus funcional desconocido por aquel momento (Borrego y 

cols, 1999, 2000; Fitze y cols, 1999). Más concretamente, nuestro grupo había obtenido 

una serie de resultados por TDT y LD mapping, que sugerían la existencia de un locus 

ancestral asociado a los haplotipos que contienen A45A, ubicado en 5´ respecto a esta 

variante, en un intervalo de 0-20Kb. Por ello nos planteamos el rastreo del intrón 1 de 

RET, con el fin de identificar dicho locus. Con los datos extraídos del análisis del 

extremo 3´ del intrón, presentados en la sección de Resultados D.7.2, parecía claro que 

el polimorfismo A45A, independientemente del haplotipo hacia 3´, está en desequilibrio 

de ligamiento con un grupo de marcadores del intrón 1 de RET (haplotipo 0-A45A, 

Tabla D.11). Es decir, la sub-representación de los nuevos loci del extremo 3´ intrónico 

descritos en la cohorte HSCR, podría explicarse en base a que la variante polimórfica en 

el codón 45 (c.135A), está en desequilibrio de ligamiento completo con las variantes 

silvestres en los loci IVS1-126, IVS1-1370 e IVS1-1463. Usando el programa 

MatInspector, el análisis bioinformático de la región en la que se encuentran los tres 

polimorfismos intrónicos predice cuatro motivos que podrían ser sitios de unión de 

factores de transcripción BRN2, NFAT, IRF1 e IRF2 en presencia de IVS1-1463T 

(alelo silvestre, asociado a HSCR). Cuando está presente la variante IVS1-1463C, se 

destruye el sitio de unión a BRN2, y aparece un nuevo sitio de unión al factor de 

transcripción OCT1. Más aún, en presencia de esta variante los dos sitios IRF se 

refuerzan mientras que se debilita el sitio NFAT. De manera similar, este programa 

también predice que en presencia de IVS1-126G (asociada a HSCR) hay un sitio de 

unión a TCF1. En cambio, en presencia de la variante T en esta posición, se crea un 

motivo NFAT. Desafortunadamente, aún no se han realizado estudios in vivo o in vitro 

para confirmar estas predicciones bioinformáticas, por lo que es necesario continuar con 

el trabajo experimental para probar la significación funcional de estos sitios de unión a 

factores de transcripción.  

Con el análisis de todos estos nuevos resultados se pudieron hacer nuevos 

cálculos de LD-mapping, que permitieron especular sobre la existencia de una hipotética 

mutación para HSCR a una distancia alrededor de las 20-30 kb de A45A, quizá aún 

dentro del intrón 1. Así, era plausible que dicha mutación se localizase dentro de un 
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motivo funcional no conocido hasta la fecha, que controlaría la actividad transcripcional 

de RET. Por ello continuamos con el rastreo mutacional sistemático a lo largo del intrón 

1, exón 1 y las 12 kb hacia 5´ con respecto al inicio de traducción, con el fin de 

identificar ese hipotético locus fundador responsable de una gran proporción de HSCR 

esporádicos (Borrego y cols, 2003b). Aunque no encontramos mutaciones germinales 

en nuestros pacientes, sí detectamos un total de 25 nuevos polimorfismos que mostraron 

encontrarse en desequilibrio de ligamiento con el llamado haplotipo 0 (IVS1-1473T, 

IVS1-1370C, IVS1-126G; Borrego y cols, 2003b) y A45A, y fuertemente asociados a la 

enfermedad. Esta asociación fue demostrada, no sólo por los resultados de estudios 

comparativos entre los casos HSCR y los controles, sino también por los desprendidos 

del análisis por TDT en las triadas HSCR. El LD se mantenía a lo largo de toda la región 

analizada hasta la posición –1249, dónde la falta de asociación de alelos específicos con 

la enfermedad sugiere que el LD se rompe. La importancia de estos resultados reside en 

el hallazgo de un punto de ruptura del LD (“LD-breakpoint”) que nos permite acotar en 

5´ la región de RET ligada a HSCR. Nuestros resultados parecen descartar la existencia 

de una mutación causante de HSCR tal como se concibe en el sentido tradicional, pero 

refuerzan la idea de la presencia de un marcador o de una combinación específica de 

marcadores que confieren susceptibilidad a la enfermedad con baja penetrancia. Así 

sería plausible que el alelo RET resultante, en conjunto con otros factores de 

susceptibilidad en otros genes, pudieran dar lugar a la aparición del fenotipo, lo que 

estaría en consonancia con un modelo de enfermedad poligénica y multifactorial para 

HSCR. Sin embargo, el mecanismo preciso de actuación de este alelo RET no está muy 

claro. Cabría plantearse el papel que podrían desempeñar las dos variantes situadas a –

200 y –196 pb con respecto al ATG inicial de RET, por estar situadas en una zona de 

posible unión a factores de transcripción. En este sentido nuestro grupo ha realizado 

estudios funcionales basados en la medida de la actividad luciferasa, demostrando que 

la combinación -200A,-196C, claramente asociada a HSCR, da lugar a una actividad 

significativamente menor que la que originan el resto de haplotipos identificados en la 

mayoría de los controles normales. Estos resultados son similares a los obtenidos por 

otros grupos (Fitze y cols, 2003b). La interpretación más factible de esos hallazgos sería 

que las variantes del promotor de RET influyen en su grado de expresión, aunque hasta 

el momento no se ha podido llegar a comprobar que afecten a la unión de ningún factor 
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de transcripción (Fitze y cols, 2003b). Descifrar el auténtico mecanismo patogénico del 

alelo RET asociado a HSCR es nuestro objetivo fundamental, puesto que contribuiría al 

esclarecimiento de la base genética de la enfermedad.   

 

E.5 Identificación de un nuevo locus de susceptibilidad para MTC esporádico 

en el proto-oncogén RET. 

 

En nuestra opinión, uno de los hallazgos más interesantes derivados del análisis 

del extremo 3´ del intrón 1 de RET es el descubrimiento de que existe un haplotipo de 

riesgo para MTC esporádico (haplotipo 2: IVS1-1473C, IVS1-1370C, IVS1-126T; 

Tabla D.11), en la misma región genómica en la que hay un haplotipo de riesgo para 

HSCR (haplotipo 0). En realidad, la variante que muestra estar sobre-representada de 

forma estadísticamente significativa entre los pacientes MTC esporádicos es el cambio 

IVS1-126G>T. Además está asociación se ha confirmado en dos series independientes 

de 51 y 104 pacientes MTC esporádicos respectivamente (Secciones D.7.2.3 y D.7.2.5), 

lo que ha permitido desechar la idea de que se hubiera obtenido una asociación azarosa 

debido a un tamaño muestral pequeño (Fernández y cols, 2004). Tal como se expone en 

la sección E.2.1, nuestro grupo había comprobado con anterioridad la sobre-

representación del cSNP S836S en la cohorte MTC esporádica española, corroborando 

los resultados obtenidos previamente en una cohorte alemana. Además, a este mismo 

marcador se le ha atribuido un efecto protector contra la aparición del fenotipo HSCR, 

que es opuesto al fenotipo MTC (Griseri y cols., 2000). Hay dos hechos que apoyan con 

firmeza el desequilibrio de ligamiento entre S836S y el haplotipo 2 del intrón 1: 1) 

Hemos observado en nuestra cohorte que todos los pacientes portadores de S836S 

también portan el haplotipo 2. 2) Los resultados del estudio preliminar en la cohorte de 

pacientes de origen alemán muestran una alta frecuencia de homocigotos para el 

haplotipo 2. Estos hallazgos sugerirían la existencia de un locus de susceptibilidad de 

baja penetrancia para MTC, ligado al haplotipo 2 y S836S, que podría encontrarse 

también en dirección 5´ (Borrego y cols, 2003b). Sin embargo, el análisis del resto de 

las variantes del intrón 1 y promotor de RET posteriormente identificadas, ha 

demostrado la falta de asociación de las mismas con MTC esporádico. No obstante, 

hasta el momento sólo se han evaluado los polimorfismos situados en el promotor y en 
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las primeras 12 kilobases del intrón 1, por lo que ese locus MTC podría situarse en 

alguna región dentro de la zona intrónica que aún falta por rastrear (entre las posiciones 

IVS1+11637C>T e IVS1-1473T>C, Figura D.17). Además sería factible que este locus 

no sólo actúe por sí mismo como locus de susceptibilidad para MTC, sino que también 

interactúe con otras variantes y con mutaciones tradicionales asociadas a MEN 2, para 

modular el desarrollo de la clínica, o la edad de aparición de la enfermedad.  

También podríamos especular sobre el mecanismo de acción directo de la 

variante asociada a MTC esporádico, IVS1-126G>T. Sin embargo, como se ha 

explicado en el apartado E.4, aunque existen datos in silico que predicen la 

modificación de la afinidad de unión a factores de transcripción en presencia del 

cambio, aún no se disponen de resultados que permitan aclarar la significación 

funcional de esta variante. Debemos continuar por consiguiente con el análisis 

minucioso de esta región para poder profundizar en el conocimiento de la base genética 

del cáncer medular de tiroides esporádico. 

 

E.6. Exclusión de la mutación C620S de RET como causante del fenotipo HSCR 

en una familia MEN 2A /HSCR. 

 

En 1998 nuestro grupo publicó un trabajo en el que se describía una familia 

donde cosegregaban los cuadros MEN 2A y HSCR, asumiéndose que ambos fenotipos 

eran causados por la mutación puntual C620S de RET (Borrego y cols, 1998, Figura 

A.1, Figura D.23). En un principio esta mutación, consistente en una transversion de G 

a C, y que genera una sustitución de cisteína por serina, se había identificado en 4 

miembros de la familia, incluyendo al paciente en el que cosegregan los dos cuadros. En 

virtud de los resultados funcionales llevados a cabo por Ito y cols en 1997, nosotros 

habíamos explicado la coexistencia de MEN 2A y HSCR atribuyendo un doble efecto a 

la mutación C620S : por una parte, esta transversión conduciría a una ganancia de 

función del receptor, originando MEN 2A; por otra parte, la mutación podría afectar al 

transporte del receptor hacia la membrana causando HSCR. Además, también 

postulábamos que podría darse un segundo evento genético para facilitar la coexpresión 

de los fenotipos MEN 2 y HSCR. En este sentido, especulábamos que la presencia del 

polimorfismo A45A en homocigosis en el paciente MEN 2A/HSCR, o quizás la 
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presencia de esta variante en trans con respecto a C620S, podría de alguna manera 

favorecer la expresión de los dos cuadros en el mismo individuo.  

Nuestro grupo  y otros habíamos intentado explicar previamente la co-

segregación de MEN 2 y Hirschsprung causados por la misma mutación de RET, 

sugiriendo que esta mutación podría estar dotada de efectos opuestos dependiendo del 

tejido en el que el receptor se exprese. En base a los datos disponibles, la hipótesis mas 

aceptada es que los bajos niveles de dímeros covalentes de RET producidos por las 

mutaciones de Cys609, 618 o 620 serían suficientes para desencadenar la proliferación 

neoplásica de las células C del tiroides, conduciendo a la generación de tumores 

endocrinos. Por otra parte este hecho no compensaría la total disminución de los 

receptores RET expresados en la superficie celular, con lo que se  transmitiría una señal 

por debajo del umbral requerido para generar una respuesta trófica en los precursores de 

las neuronas entéricas, conduciendo con ello a HSCR. 

En un principio el fenotipo presente en nuestra familia era concordante con esta 

hipótesis. Sin embargo, el reciente descubrimiento de un nuevo miembro de la familia 

con HSCR que no porta C620S (paciente IV.3), nos ha llevado a excluir esta mutación 

como la causante del fenotipo HSCR. Dada la incidencia de la enfermedad, y la 

presencia de tres pacientes HSCR en la misma familia (III.3, III.6, y IV.3, Figura D.23), 

la posibilidad de que el fenotipo haya sido producido por diferentes eventos genéticos 

en cada uno de estos pacientes es remota. Por consiguiente, nuestros resultados parecen 

excluir la hipótesis de que la mutación C620S por sí sola sea la causa tanto de HSCR 

como de MEN 2A en nuestra familia (Fernández y cols, 2003).  

Es posible postular que la causa genética de HSCR en esta familia podría 

encontrarse en otra región de RET o en otros genes de susceptibilidad anteriormente 

descritos. Sin embargo, los resultados negativos en el rastreo mutacional de la región 

codificante de RET, EDN3, EDNRB, GDNF, NTN, y GFRA1 en los dos miembros 

HSCR vivos de la familia, excluiría a estos genes como la causa del fenotipo en esta 

familia particular, al menos en el sentido tradicional. 

Hoy día se sabe que la enfermedad de Hirschsprung es poligénica, con lo que 

podría ser necesaria la intervención de varios genes para modular la expresión del 

fenotipo. De hecho, se han llevado a cabo un buen número de estudios para evaluar el 

papel de ciertas variantes de secuencia de los genes que codifican para los componentes 
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del complejo multimérico de RET, en el desarrollo de HSCR (Angrist y cols, 1998; 

Borrego y cols, 1999, 2000, 2003a, 2003b; Fitze y cols, 1999; Griseri y cols, 2000; 

Sancandi y cols, 2000, Vanhorne y cols, 2001). En efecto, se ha demostrado la 

asociación con la enfermedad de ciertas variantes de RET , tales como A45A, L769L, y 

un amplio número de variantes del intrón 1 y del promotor, en diferentes cohortes de 

pacientes HSCR esporádicos (Borrego y cols, 1999, 2003b; Fitze  y cols, 1999, 2003b; 

García-Barceló y cols, 2003b; Sancandi y cols, 2003). Resulta interesante el hecho de 

que los dos pacientes HSCR de nuestra familia sean los únicos miembros que portan en 

homocigosis la combinación de marcadores definida como haplotipo de riesgo para 

HSCR (Borrego y cols, 2003b, Fitze y cols, 2003b; Sancandi y cols, 2003). En este 

sentido nuestros hallazgos estarían de acuerdo con la presencia de un alelo RET, que 

confiere susceptibilidad a HSCR con baja penetrancia. Como se ha planteado 

anteriormente, sería plausible que su mecanismo de actuación fuese la reducción de la 

actividad transcripcional de RET aunque se necesitan nuevos ensayos funcionales para 

poder llegar a determinarlo con exactitud. 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

F. CONCLUSIONES 
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F.1. Se ha caracterizado una nueva mutación en el proto-oncogén RET, c.2304G>T 

(E768D), en una paciente con cáncer medular de tiroides. La ausencia de otros rasgos 

clínicos o historia familiar de MEN 2A parece indicar que esta mutación se asocia con 

el fenotipo FMTC.  

 

F.2. El fenómeno de asociación de las variantes -193C>G y 537T>C del gen GFRA1 a 

las formas esporádicas de MTC en la población alemana no es reproducible en la 

población española. Ninguna de las variantes de los genes GFRA1-3 parecen ser 

factores de susceptibilidad para el desarrollo de la enfermedad en nuestra población.  

 

F.3. Tanto el análisis mutacional como la evaluación de los polimorfismos en los genes 

GFRA1, GFRA2, GFRA3 y GFRA4 como factores de susceptibilidad para HSCR, 

descartan estos genes como responsables en la patogénesis de la enfermedad. 

 

F.4. Se han identificado dos variantes de secuencia en el proto-oncogén RET sobre-

representadas en nuestra serie MTC, S836S e IVS1-126G>T. Estos hallazgos sugieren 

la existencia de un locus de susceptibilidad de baja penetrancia para MTC, ligado a 

ambas variantes, que podría localizarse en dirección 5´. 

 

F.5. Hemos identificado un alelo específico del proto-oncogén RET, asociado a las 

formas esporádicas de la enfermedad de Hirschsprung. Los estudios funcionales in vitro 

parecen indicar que dicho alelo provoca una disminución del nivel de expresión del gen 

RET. Estos resultados sostienen que este alelo, probablemente en conjunción con otros 

factores de susceptibilidad, es causante de la aparición de HSCR esporádico. 

 

F.6. La mutación C620S del proto-oncogén RET es la causante del cuadro MEN 2A, 

pero no de la enfermedad de HSCR en una familia en la que cosegregan ambos 

fenotipos, descartándose por tanto el efecto dual propuesto por otros autores para dicha 

mutación.  
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