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RESUMEN

l.os tumores hipofisarios en general y los adenomas secrctores de GH en particular,
son ncoplasias monoclonales que resultan de ur interaccion de cventos
oncogénicos. Uno de estos eventos es In mutaciéon somitica del gen de 1a subunid
alfa de la proteina Gs que esta asociadza al receptor de 1a GHRH. La proteina Gs inicin
1a traduccién dc la seiial de In GHRH por un incremento de Ia actividad de In
adenilato cic 1, que cuando estd activa genera cAMP. Se ha descrito que las
mutaciones ocurren cn ¢l codén 201 (exén 8, Arg—>Cis o His) y miis rara vez en cl 227
(ecxé6n 9, GIn —Arg o Leu) produciendo activacion constitutiva por aboliciéon de su
actividad GTPasa. La acromegalin es una enfermedad rara, con una prevalencin
estimada de S50 casos por millon. En mis del 95% de los casos es causada por un
adenoma productor de GII en Ia glindula hipéfisis Estas mutaciones sc han descrito
en aproximadamente el 40% de los pacientes caucdisicos con acromegalia y se han
asocindo a una evolucién mis benigna de Ia enfermedad y 8 una mcjor respuesta a los
anilogos de Ia somatostatina. Por otro Iado, en Ia prevalencin de Ins mutaciones del
gen Gso, s¢ ha encontrado una variabilidad étnica y geogrifica ya que en las
poblaciones orientales se ha reportado que ocurren solamente en el 4 a 9% de los
pacientes. El propoisito de este estudio es estimar Ia prevalen e Ins mutaciones Gsa
cn pacientes mexicanos con acromegalin y estimar su asocincién con Ias caracteristicas
clinicas dc 1a enfermedad.

MATERIAL Y METODOS. Fucron incluidos 58 pacientes con diagnéstico clinico y
bioquimico de ncromegalia, 23 hombres ¥ 35 mujeres. La edad promedio fue de 38.6
afios (rango 21 a 80) El diagnéstica bioquimico fuc cstablecido por Ia nusencia de
supresion de In Gl a < de 2 ng/mL después de la administracion de 75g de glucasa y
por niveles elevados de IGF-1 ajustados n Ia edad y sexo. 51 tenian macrondenomas y
7 microadenomas, EI DNA genémico fue aislnde por métodas convencionales de
tumores obtenidos durante ia cirugia transesfenoidal en 37 pacientes y en los otros 21
casos el material génico fue obtenido de tejido tumoral incluido cn parafina. En los
casos en que se obtuve el DNA dircctamente del tumor. se realiz PCR con
oligonucledtidos especificos para amplificar los exones 8 ¥ 9. En ¢l DNA obtenido de
tejidos incluidos en parafina, los exones 8 ¥ 9 fueron amplificados en forma separada.
Todos los productes amplificados fueron visualizados y extraidos de gel de agarosa al
2% y secuenciados por ¢l método de dideoxi. La asociacién de la presencin o ausencin
de Ia mul:lcién con los parimetros clinicos y bioquimicos se determiné mediante Ia
prueba de Chi 2y exacta de Fisher.

RESULTADOS. La mutacién del gen Gso se encontrd en 11 pacientes en ¢! exén 8 cn
el codén 201. En 8 tumores In mutacién fue CGTHTGT (Arg—>Cis) y en 3
CGT—>CAT (Arg—1lis) No sc encontraron mutaciones en el exén 9. La asocia n de
Ia presencia de Ia mutacién con los datos clinicos no mostré difereucia significativa.
CONCLUSION. La prevalencia de la mutacién de! gen Gsa en pacientes
cromegiilicos mexicanos es del 19%. No se encontré asocizncién cntre Ia presencin de
Ia mutaciéon y el comportamiento clinico y biolégico del tumor.
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SUMMARY

Pituitary tumors in general, and GH-sccreting adenomas in particular are
monoclonal neoplasms that result from a complex interaction of several oncogenic
cvents. One of these oncogenic events involves mutations of the alpha subunit of the
Gs protein to which the GHRII receptor is coupled. This Gs protein initiates GHRII
signal transduction Dby increasing guanylyl cyclase activity that in turn generates
CAMP. The point mutations thus far described occur in residues 201 (exon 8) and 227
(exon 9) of the alpha subunit of the Gs protein, and result in constitutive activation
due to abolition of its intrinsic GTPase activity. Acromegaly is rare disorder with an
estimated prevalence of S0 cases per million. In over 95% of cases the condi
caused by a1 GH-secreting adenoma arising in the pituitary gland. As many as 40% of
Caucasian patients with acromegaly have been found to harbor these mutations, and
it has been suggested that the presence of such mutations is associated with a more
benign curse of the discase as well as a better response to therapy with somatostatin
analogues. However, there is a marked ethanic variability in the prevalence of Gsa
mutations, since in Oriental populations they occur in only 4 to 10 % of patients. The
purpose of this study was to estimate the prevalence of Gsa mutations in Mexican
patients with acromegaly and to determine if the prevalence of suclhi mutations is
associnted in any way with the clinical outcome.

MATERIALS AND METHODS, S8 paticnts, 23 men and 35 women with acromegaly
were studied. The mean age was 38.6 (range 21-80). The diagnosis was established
biochemically by lack of glucose-induced G suppression to < 2 ng/mlL, as well as an
clevated age-and  sex-adjusted IGF-1 level. S1 had macroadenomas and 7
microadenomas. Genomic DNA was isolated by conventional methods from tumors
obtained at transsphenoidal surgery in 37 patients and in the other 21 cases, the
genctic materiitt was obtained from paraffin-embedded tumors. Exons 8§ and 9 were
amplified by PCR using specific prime and products were automatically sequenced
using the dideox method. Statistically significant correlations were
sought between the presence or obsence of mutations and different clinical and
biochiemical parameters using X2 and Fisher’s exact tests.

RESULT.

. Point mutations, all of them in exon 8, were found in 11 of 538 tumors. 'In
8 tumors the base chuange was CGT—H»TGT (Arg —Cys) and in 3, CGT—CAT
(Arg—>1lis). No mutations were found in exon 9. There was no significant correlation
between the prevalence or absence of Gsa mutation and the presurgical GH level, (Ilc
size of the tumor or the cure rate.

CONCLUSIONS. The prevalence of Gsae mutations in Mexican acromegalics is 19%,
intermediante Detween that found in Caucasians and Orientals populations. . No
mutations were found in exon 9 and no correlations could be established between the
presence of mutations and the clinieal/biological characteristics of the tumour.




L-INTRODUCCION

REGULACION DE_ LA SECRECION DE LA HORMONA_DE
CRECIMIENTO.

En condiciones normales, la sintesis y liberacion de la GH (hormona de
crecimiento) sc produce en las células somatotropicas de la hipofisis anterior
(1) La seccrecion de GH esta regulada por la secrecion dual de dos péptidos
hipotaldamicos: la hormona liberadora de GH (GHRH) y la somatostatina u
hormona inhibidora de la liberacion de somatotropina (SRIF) (1,2)

La GHRHM sc produce en los cuerpos celulares de los ntclecos arqueado y
ventromedial del hipotilamo, los axones de estas neuronas se proyectan hacia
la eminencia media y terminan en los capilares de la circulacion portal. La
liberacion de GHRH dentro de los vasos portales se realiza en forma pulsatil y
contribuye en el patron de secrecién de la GH (3) Una vez que llega a la
hipéfisis, la GHRH actua mediante la unién a receptores especificos de la
familia de receptores de 7 asas transmembrana que estan asociados a proteinas
Gs (estimuladoras) (1)La unién de GHRH a su receptor inicia la traduccion de
la sefial mediante la activacion de la proteina Gs que estimula a la adenilato
ciclasa y cataliza la sintesis de AMPc (adenocin monofosfato ciclico). El
aumento de AMPc mediante la activacién de la proteina quinasa A produce la
transcripcidon de genes diana especificos. De esta manera, la GHRH estimula
tanto la transcripcién sintesis v liberacion de la GH asi como la proliferacion
celular del somatotropo (1-3)

La somatostatina ¢s ¢l principal péptido hipotalimico que inhibe la secrecion
hipofisaria de GH (1-3) La somatostatina es liberada a la circulacion portal en
forma episoddica y suprime la secrecién de GH en forma ténica mediante su
unién a receptores especificos de 7 asas transmembrana que se encuentran
asociados a las proteinas Gi (inhibidoras) que disminuyen la sintesis de AMPc
(1-4) El SRIF sc encuentra ampliamente distribuido en el sistema nervioso y
en otros tejidos de origen neuroectodérmico (4)

Una vez secretada por la glandula hipdfisis la GH ingresa a la circulacion y
actiia cn  organos periféricos y estimula la produccidon del factor de
crecimiento insulinoide o tipo I (IGF-I) La IGF-I media muchas de las
acciones de la GH que promueven el crecimiento, aunque la GH por si misma
puede tener efecto directo en procesos metabdlicos y en la promocién del
crecimiento (1-4) EIl sistema de retroalimentacion involucra GUH, IGF-I,
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GHRIH y SRIF quec regulan de una manera estricta el equilibrio del cje
somatotropico. Otros [actores cuyo efccto se sobrepone a la accion de estos
péptidos, cn Ia secrecion de GH, son ncurotransmisores que actian en el
cercbro e hipotialamo, asi mismo se ha sugerido que otros fictores paracrinos y
autocrinos dentro del tejido hipofisario, pueden modular la sccrecion de GH
@

ACROMEGALIA.

La acromegalia es una enfermedad que resulta dec la sintesis y liberacion
excesivas de la GH. Cuando este trastorno ocurre antes de la fusién de las
epifisis dscas (antes de la pubertad), la condicidén que resulta es el gigantismo.
Si este exceso de GH ocurre después de la pubertad, el resultado es
acromegalia, cuyo marco clinico general es el crecimiento de las partes
blandas y los organos internos (5) La acromegalia afecta por igual a ambos
sexos, se presenta mas frecuentemente entre 40 y 50 aiios. La acromegalia es
una enfermedad cronica, ¢l promedio de retraso ¢n cl diagnéstico desde el
inicio de los sintomas se calcula que es de aproximadamente 8 aifios (G)

EPIDEMIOLOGIA

La acromegalia es una enfermedad poco frecuente, tiene una prevalencia de
entre 40 a 60 casos por millén de habitantes ¥ una incidencia de 3 casos por
millén  por afo. (7,8) El Servicio de Endocrinologia del Hospital de
Especialidades del CMN, concentra una gran cantidad dec casos
ncuroendocrinoldgicos. Mensualmente, nuestro Servicio evalua
aproximadamente 1 paciente nuevo con acromegalia. Lo anterior representa
una incidencia de 2 a 3 casos por millén por aiio de derechohabientes.

MORTALIDAD

La importancia de este padecimiento estriba en que no sélo produce
deformidades somaticas importantes, si no que también resulta en una
morbimortalidad cardiovascular y neoplasica excesiva, hasta 2 a 4 veces
mayor comparada con la poblacidén general (9,10) Los factores asociados a
este incremento en la mortalidad son los niveles de GH e IGF-1 (factor de
crecimiento insulinoide tipo 1), asi mismo la duracién de la enfermedad, la
edad del paciente, y la presencia de diabetes e hipertension arterial (6) Este
aumento en la morbimortalidad se iguala al de la poblacién general cuando los
niveles de GH con el tratamiento s¢ reducen a < 2.5nug/L (11).




ETIOPATOGENIA,

En mas del 99% de los casos la secrecidn excesiva de GH es secundaria a un
adenoma dcl somatotropo hipofisario (12) Segun los estudios de microscopia
electrénica ¢ inmunohistoquimico estos tumores pueden ser escasa ©
densamente granulados. En algunos casos, el adenoma coproduce también
prolactina (adenomas mixtos y mamosomatotropos (productores de prolactina
y GH) de células estaminales y plurihormonales (13,14) Otras formas poco
frecuentes sc mencionan en la tabla 1

Tabla 1: Clasificacion ctiolégica de Ia acromegalia

CAUSAS TIPOS
Adenoma e Adenoma somatotropo (densamente y
hipofisario escasamente granulado)
(99%) e Adenoma mamosomatotropo

e Adenoma acidéfilo de células estaminales
e _Adenomas plurihormonales (GH, PRL, TSH)

Carcinoma Carcinoma
Hipofisario

Secreciodn cetépica | Intracrancal: hamartoma, gangliocitoma hipotalamico

GHRH Extracraneal: carcinoide en pancreas, pulmoén, intestino
Sccrecion cctopica | Intracraneal: adenomas en remanentes embrionarios

de GI'1. Extracraneal: pancreas, mama, pulimon, linfomas (15)
Sindromes e Sindrome de McCune-Albright.

hereditarios Neoplasia endocrina multiple tipo | (NEM-1)

-
* Acromegalia familiar
e Sindrome de Camey

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA ACROMEGALILA

Los cambios metabolicos de la acromegalia, tales como la hiperglucemia, la
cetogénesis y la lipdlisis, parecen ser consecuencia directa de la GH (6) La
hiperglucemia es producida tanto por un aumento en la produccién hepatica de
glucosa (via gluconeogénesis), como por la resistencia a la insulina, con la
resultante  hiperinsulinemia  (5,6) Las caracteristicas clinicas de esta
enfermedad se resumen en la tabla 2
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TABLA 2. CARACTERISTICAS CLINICAS

Caracteristicas clinicas Frecuencia
Sexo (% de hombres) 48%
Cambios acrales o faciales 98%
Alteraciones menstruales 72%
Hiperhidrosis 64%
Cefalea 55%
Pargstesias/tinel del carpo 40%
Impotencia masculina 36%
Hipertension 28%
Bocio 21%
Alteraciones campimétricas 19%

Diabetes mellitus 10-25%

El efecto de masa del tumor incluye cefalea, hasta en un 55% de los casos,
alteracion de los campos visuales con hemianopsia uni o bitemporal, y
reduccién de la agudeza visual por compromiso del nervio éptico. Los efectos
locales scveros se observan particularmente en pacientes jévenes y se asocian
a macroadenomas de comportamiento invasor (16,17)

CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE LA ACROMEGALIA

La GH se sccereta en forma pulsatil, de manera que la determinacion aleatoria
de esta hormona nos dice poco sobre el estado funcional del cje
somatotrépico. Desde hace muchos afios, la prueba estandar para el
diagnostico y seguimiento postoperatorio de la acromegalia ha sido la
supresion de GH con una carga de glucosa (16,17) En condiciones normales,
la hiperglucemia, relativa o absoluta, inhibe la sintesis y secrecidén de GH,
debido a un cfecto hipotalimico de aumento en el tono somatostatinérgico.
Para esta prucba, generalmente se administran 75 a 100 g de glucosa y se
toman muestras para GH antes dc la carga y a los 30, 60, 90 y 120 minutos.
Con los ensayos ultrasensibles de GH (inmunométricos), lo normal es que ésta
suprima a 0.23 ng/mL en las mujeres y a 0.075 ng/mL en los hombres (8,18).
Con los ensayos mas convencionales (RIA), se debe considerar commo normal
una supresion de GH a menos de | ng/ml en cualquiera de los puntos (8,16)
Es importante hacer notar que los criterios de supresion de GH por glucosa
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han cambiado a través del tiempo, ya que hace 10 aiios se consideraba como
normal una supresion de 5 ng/ml. (19)

Se han desarrollado otras prucbas para diagnosticar acromegalia que obvian el
problema de la pulsatilidad en la secrecion de GH (20) La medicion de los
niveles de IGF-1 (total y/o libre) distingue eficientemente cntre sujetos
acromegalicos y normales (21) Asi, la IGF-I refleja o integra los niveles de 24
horas de GH (2,21) Hay que recordar, sin embargo, que los niveles de este
péptido dependen fuertemente de la edad y el sexo del paciente, por lo que los
resultados siempre tendran que ajustarse correspondientemente (16,18) En
forma similar, recientemente se han comenzado a utilizar los niveles de Ia
proteina ligadora de IGF (IGFBP3), que también son dependientes de GH y
que integran las concentraciones de esta hormona a lo largo de 2 a 3 dias (22),
también decaen con la edad y por lo tanto requiecren de ajuste (22)

Las pruebas de estimulacion con TRH y GnRH son poco usadas en la
actualidad (2,8,17)

Es importante incluir en la evaluaciéon diagnéstica de estos pacientes la
determinacion de la reserva de las hormonas hipofisarias. Asi, se debe
determinar prolactina, cortisol matutino, pruebas de funcion tiroidca con T4

libre y TSH y niveles de LH, FSH y testosterona o estradiol segin el caso
6.8

Los defectos en los campos visuales deben ser evaluados formalmente por
campimetria. El estudio de imagen de eleccidn para visualizar la zona selar es
sin duda la resonancia magnética (5,17). Los adenomas hipofisarios con base
en su tamafio pucden ser microadenomas (menores de 1 cm) o
macroadenomas (mayores de 1 cm) (6). Los tumores productores de GH son
en un 65% macroadenomas, pero con las nuevas técnicas de imagen de la
hipo&fisis, se detectan cada vez mas en estadio de microadenomas (6)

TRATAMIENTO Y PRONOSTICO.

Los objetivos del tratamicento de la acromegalia son: 1) Eliminar los efectos
deletércos mectabolicos, cardiovasculares, respiratorios y osteomusculares de
la hipersomatotropinemia, 2) Aliviar el efecto de masa que esté produciendo el
tumor, por compresidén quiasmaitica y/o invasion de otras estructuras vecinas,
3) Realizar lo anterior causando el menor dafio funcional y estructural al area
hipotdilamo-hipofisaria, ¥ 4) Reducir la incrementada mortalidad que estos
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pacientes tienen. El tratamiento de cleccion de la acromegalia sigue siendo la
cirugia transesfenoidal. Incluso los macroadenomas se abordan por via
transesfenoidal, evitando asi la elevada mortalidad de la cirugia transfrontal
(6%6) (19). Se sabe que mientras mas grande y mias invasivo sea el tumor, peor
es el pronostico de la acromegalia (23). Asi mismo, mientras mayor sca el
grado de hipersomatotropinemia basal, el porcentaje de curacion es menor
(19,24).

Es dificil estimar con precision cual es la tasa de éxito, ya que a lo largo del
tiempo, se han utilizado distintos criterios bioquimicos y clinicos para definir
curacion. Si uno analiza las scries quirirgicas, sc encucntra con porcentajes de
éxito de hasta 85% para microadenomas (19,23). Sin embargo, los criterios de
curacion son muy laxos, muchas veces toman solamente la reduccion de los
niveles de GH para ctiquetar un caso como curado. Hay que recordar que la
mejoria clinica no implica curacién ni garantiza que el tumor no volvera a
crecer. De manera que actualmente, la cura bioquimica se define como la
supresion de GH por glucosa a menos de 1 ng/mL y la normalizacion de los
niveles de IGF-1 (25). Lo anterior usualmente sc¢ acompaiia de resonancias
postoperatorias sin evidencia de remanente tumoral (17,25). No obstante,
existen casos que han mejorado clinicamente y que alcanzan criterios de
curacion por supresion de GH con glucosa pero no por niveles de IGF-1 o
viceversa. Estos pacientes son asincronicos en la normalizacion de estas
variables, mientras otros permmanecen discrepantes por afios hasta que la
acromegalia “‘recurre™ o mejor dicho se reactiva, pues en realidad nunca curd
por completo (19,26)

La radioterapia es poco efectiva como opcion terapdutica en la acromegalia
(27,28). La reduccion c¢n los niveles de GH tarda varios afios y en forma
inexorable, a los 10 ahos ya existe algiin grado de hipopituitarisimo aunque
éste es menor con la radioterapia dirigida (gamma knife) (29). De manera que
csta alternativa se reserva para aqucllos casos en los que la reseccién ha sido
incompleta por cncontrarse ¢l tumor invadiendo estructuras inaccesibles como
el seno cavernoso y de primera intencidn en aquellos pacientes en los que
existen contraindicaciones para la cirugia (27-29).

Desde hace mas de 20 afios se ha intentado el uso de agonistas
dopaminérgicos como la bromocriptina en el tratamiento de la acromegalia
(30). A este respecto, los tumores mixtos (GH/PR) o mamosomatotropos son
los que mejor responden (30). En los nltimos 10 aifios ha resurgido el interés
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en ¢l tratamiento médico de la acromegalia gracias al desarrollo de los
llamados andlogos dec la somatostatina de larga accion (31,32).

ONCOGENESIS DE LA'ACROMEGALIA.

Activacion de oncogenes Inactivacion de genes
supresores de tumores

detomores

Pérdida de inhibicion
por retroalimentacion
negativa (autonomia)

Sobrestimulacién por
factores liberadores

SECRECION
g HORMONAL
L PROLIFERACION J IRRESTRICTA
CELULAR

Los recientes avances en biologia molecular nos han permitido entender mejor
la patogénesis de los tumores hipofisarios (33). Mediante el método de
inactivacion del cromosoma X se ha establecido que los adenomas
hipofisarios en gencral y los adenomas productores de GH en particular, son
neoplasias monoclonales que resultan de la expansion de una sola célula
génicamente alterada que le confiere ventajas de mavor sobrevida y de
proliferacion cclular (34,35)

Durante la citodiferenciacion embrionaria de la hipéfisis, se han identificado
diferentes proteinas reguladoras de la transcripcion de diversos genes que han
sido implicados como clementos clave para la definicion de los fenotipos
celulares especificos v de la expresion de genes codificadores de hormonas
(33). Es muy probable que estos factores jueguen un papel importante en la
determinacion de la actividad hormonal y en la citoditerenciacion de los
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adenomas hipofisarios (33,36). Las mutaciones inactivadoras de estos factores
de transcripcion, sc¢ han asociado con diversos sindromes de hipofuncion
hipofisaria (37). A la fecha, no se han encontrado mutaciones activadoras de
estos factores de transcripcion, capaces de producir tumores hipofisarios sin
embargo la presencia de adenomas que co-secretan diferentes hormonas,
sugiere su origen en ctapas tempranas de la citodiferenciacion.

Todos los sistemas hormonales estian regulados por mecanismos dc
retroalimentacion. Iin la hipéfisis anterior, la sintesis y secrecion de las
distintas células esta regulada también por factores hipotalamicos, algunos
estimuladores (GHRH, TRH u hormona liberadora de tirotropina, CRH u
hormona liberadora de corticotropina, GnRH u  hormona liberadora de
gonadotropinas) y otros inhibidores (SRIH o somatostatina, dopamina) (3,35).
Ciertas evidencias experimentales y clinicas han implicado a la desregulacion
de estos factores en la generacién de tumores endocrinos. Como ejemplo de lo
anterior, en ratones transgénicos que sobreexpresan cl gen de la GHRH se
induce en secuencia hiperplasia y adenomas del somatotropo (38,39). En un
terreno mas clinico, la secrecién ectdpica de CRH y GHRH en humanos, es
capaz de producir  hiperplasia del corticotropo b somatotropo,
respectivamente, con los sindromes clinicos correspondientes (Cushing y
Acromegalia) (40). Por otra parte, en el hipotiroidismo primario, la
hipotiroxinemia resultante, libera la retroalimentacion negativa a la que cstan
sujetas las neuronas productoras de TRH, con la consccuente
sobreestimulacidn del tirotropo hipofisario, detectandose ¢n ocasiones franca
hiperplasia del mismo (41).

La formacion de tumores endocrinos, incluyendo los adenomas del
somatotropo, involucra a una compleja sucesion de eventos en el que
scguramente participan fendmenos gendmicos y postgenomicos que regulan
diferentes  vias de sefializacién  celular implicadas en el control de la
proliferacion celular y apoptosis o muerte celular programada . Asi, en el
modelo general, una célula génicamente alterada se hace susceptible a la
sobreestimulacion por factores tréoficos, lo que resulta en expansion clonal y
producciéon hormonal autéonoma (36). Esta susceptibilidad génica puede estar
condicionada por mutaciones activadoras de proto-oncogenes o bien por la
inactivacion de genes supresores de tumores (35)

Se ha sugerido que la acromegalia pueda ser el resultado de mutaciones
activadoras dcl receptor de GHRH (GHRHR), en analogia con lo que ocurre
con otros receptores de la misma familia, como el receptor de TSH en el
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adenoma tiroideo toxico (42) y los receptores de ILH y FSH en tumores
hiperfuncionantes de ovario y testiculo (43). Esta posibilidad ha sido
explorada y se han descrito mas de 10 cambios puntuales, considerados a Ia
fecha como polimorfismos, de los cuales sélo uno (M422T, cn cl extremo
carboxilo) parcce ser capaz de producir AMPc en forma constitutiva (44,45).
Aunque este polimorfismo no parece explicar por si solo, la oncogénesis en
acromegalia, nuestro grupo ha encontrado que es muy prevalente (54%) en la
poblacion acromegalica mexicana (4G).

En ocasiones, la acromegalia ocurre en fornma familiar, ya sea dentro o fuera
del contexto de la llamada neoplasia endécrina maltiple tipo I (NEM [). La
NEM 1 consiste dc¢ la coexistencia de tumores paratiroideos, del pdancreas
endocrino y de la hipofisis que se hereda en forma amtosomica dominante (47)
Los tumores hipofisarios m:is comunes en éstc escenario son los productores
de prolactina y GH (48-50). EIl gen responsable de la NEM 1 ha sido
recientemente caracterizado y se localiza en el locus 1iql3 (47). Este gen
codifica una proteina de 610 aminodacidos de localizacion nuclear, llamada
“menina” que participa como un importante regulador del ciclo celular
(47,48). De manera que el gen de la menina es un gen supresor de tumores
(48). No se han encontrado mutaciones del gen de la menina en ningan caso
de acromegalia esporadica o familiar aislada (49,51). En la acromegalia
familiar aislada, sin embargo, parece haber pérdida de la heterocigocidad de
1113 en el 20% de los casos, lo que sugiere que otro gen supresor de
tumores, cercano a ¢éste locus, esta alterado (50,51).

El gen supresor de tumores p53 codifica una proteina indispensable para la
progresion del ciclo celular (52). Se han encontrado mutaciones inactivadoras
de éste gen en varios tipos de cancer invasor aunque su participacion en la
formacién de tumores hipofisarios es limitada (53). El GADD45y es un gen
que codifica una proteina de reparacion del DNA, esta regulado por p53 que
también participa cn la regulacion del ciclo celular y la apoptosis (54).
Recientemente, sc ha descrito que los niveles de RNAmMm de GADD45y estan
francamente  disminuidos en todos los tipos de tumores hipofisarios,
incluyendo 6 de 8 somatotropinomas (54).
Los PTTG (gen transformador de tumor hipofisario) son genes que inducen la
transformacion neoplasica de la hipéfisis in vitro (55). Se han descrito 5
PTTGs y sc¢ encuentran en intima relacién con el FGF (factor de crecimiento
de fibroblastos) vy los estrogenos (17,39). Normalmente, estos genes sélo se

expresan en tejido testicular, pero se encuentran sobreexpresados en tumores
hipofisarios de toda estirpe (56).
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Las proteinas G son una gran familin de polipéptidos que s¢ encuentran
asociados a la cara citosélica de los receptores de superficie que poscen siete
hélices « transmembrana (57) las proteinas G sc llaman asi, debido a su
capacidad de unir nucledtidos de guanina y frecuentemente se les denominan
proteinas G heterotriméricas para distinguirlas de otras protcinas que unen
nucleotidos de guanina, como la proteina Ras (58). Se han identificado mas de
mil de cstos receptores, entre los que se incluyen los receptores de
neurotransmisores, neuropéptidos, hormonas peptidicas y un gran nimero de
receptores responsables de las funciones del olfato, vista y gusto (59).

Estructuralmente, las proteinas G estin formadas por 3 subunidades proteicas
no idénticas o, 3 y v, cada una de estas subunidades se encuentran codificadas
por genes diferentes. En estado inactivo, o se une a GDP (guanosin difosfato)
y forman un complejo trimérico con Py (60) Cuando el receptor es activado
por su ligando, se produce un cambio conforimacional que activa a la proteina
G, la subunidad o se asocia GTP (guanosin trifosfato) en lugar de GDP (58-
60). La subunidad o unida a GTP, se disocia de B y v, que permanecen unidas
constituyendo un complejo PBy. Tanto la subunidad o unida a GTP activa como
el complejo By, interaccionan con enzimas cfectoras para dar lugar a una
respuesta intracelular. Gsa ¢stimula a la adenilato ciclasa y cataliza la sintesis
de AMPc. El AMPc activa a la proteina quinasa A y produce la transcripcion
de genes diana especificos relacionados con la proliferacion celular y la accidn
hormonal. En pocos segundos la subunidad o se inactiva por hidrolisis del
GTP unido a eclla, de tal manera que la subunidad o se reasocia con el
complcjo Py ¥y recupera su estado inactivo, quedando asi listo para el
comienzo de un nuevo ciclo (figuras 1 y 2) (59,60).

De acucrdo a su homologia en sccuencia y funcién de la subunidad o, las
proteinas G sc dividen en 4 subfamilias Gsa, Gia, Gqoo y Gi2ee.(59-61).
Mediante mutagénesis y transfeccion in vitro se ha observado que dos
protecinas G ticuen potencial mitogénico, Gsa que activa adenilato ciclasa y
Gi2a la cual inhibe adenilato ciclasa, modula canales iénicos e interacciona
con la via MAP quinasa (62).

La proteina Gsa se¢ encuentra expresada en todas las células excepto en los
espermatozoides maduros (63). El gen que codifica a la proteina Gso
(GNASI1) sc localiza en el cromosoma 20ql3 su tamaiio es de

aproximadamente 20 Kb y esta compuesto por 13 exones y 12 intrones,
(63,64)
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Figuras 1 y 2
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Las mutaciones activadoras del gen Gso resultan de cambios puntuales de
nucledtidos que se producen en forma heterocigota. Estas mutaciones sc
encuentran localizadas en dos puntos criticos del gen reclacionado con la
actividad guanosin trifosfatasa (GTPasa) El cambio c¢n los aminodcidos
201(exé6n 8, Arg—Cis o His) y 227 (exén 9, Gin—Arg o Lecu) produce la
abolicion de la actividad de GTPasa intrinseca que posee normalmente la
subunidad « (46) Estas mutaciones producen por consiguiente una actividad
estimuladora persistente de la adenilato ciclasa con una mayor generacion de
AMPc y una mayor actividad mitogénica (65) Las mutaciones gsa se han
encontrado en muchos tumores principalmente en los adenomas hipofisarios
secretores de GH y en adenomas tiroideos toxicos (65,66). Dado su potencial
oncogénico, a estas mutaciones sc les denomina oncogen gsp (66)

La prevalencia de estas mutaciones en los pacientes acromegalicos tiene una
variabilidad étnica y geogriafica, Se ha cncontrado hasta en un 40% en las
poblaciones caucdsicas (67), son poco frecuentes en los acromegilicos
Jjaponeses (4 a 9%) (68,69) mientras que investigadores coreanos las han
encontrado hasta en un 43% (70)

Varios ecstudios han tratado de establecer una correlacién entre la presencia de
la mutacion del gen Gso y las caracteristicas clinicas, bioquimicas y
fenotipicas de la  acromegalia, sin  embargo los resultados han sido
heterogéncos (71). Muchos estudios in vivo e in vitro, han demostrado que los
pacientes cuyos tumores tienen la mutacion del gen Gsea, presentan una mayor
expresion de los receptores a somatostatina con una mejor respuesta a la
accion inhibitoria de los anidlogos de la somatostatina en términos de la
sintesis de AMPce y la proliferacion celular (72-74) Se ha sugerido que los
tumores con la mutacion Gsp, con persistencia de la actividad tumoral, pueden
ser candidatos al tratamicento médico con andlogos de la somatostatina (71).

El gen GNAS] ¢s uno de los aproximadamente 200 genes Innmanos sujetos a
impronta genomica o metilacion del DNA (“imprinting”™) (63). Este fendémeno
de impronta consiste en el silenciamiento transcripcional que ocurre durante la
embriogénesis de uno de los alelos parentales mediante la metilacién de las
lilamadas islas de CpG en la regidon promotora del gen en cuestion (75). El
resultado final de éste fenodmeno, es que de manera tejido especifica, s6lo uno
de los 2 alelos, cl materno o ¢l paterno, quedan expresados (63,75). Estudios
en animales » en humanos, han demostrado que Gso esta improntado de una
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manera tejido especifica, expresandose variablemente, del alelo materno cn
algunos tejidos y bialélicamente en otros. Estos datos han  permitido
comprender mejor la variabilidad fenotipica de las mutaciones Gso con
pérdida de funcién en entidades como la osteadistrofia hereditaria de Albright
(AHO), el pseudohipoparatiroidismo IA v 3 y cl
pseudopseudohipoparatiroidismo (75-77 ). En cl tejido hipofisario normal,
Gsoa esta improntado y expresado monoalélicamente del alelo materno (63).
De manera que para que una mutacion de Gsa sea capaz de generar el
fenotipo acromegdilico, ésta debe ocurrir en el alelo materno (63,75). Lo
anterior fue recientemente comprobado en un estudio de 22 somatotropinomas
con mutacion Gsa, de los cuales 21 tenian mutado el alelo materno (78).

SINDROME DE McCUNE-ALBRIGHT (MAS)

El MAS es una enfermedad caracterizada por displasia fibrosa poliostdtica,
manchas café con leche, pubertad precoz e hiperfuncién de multiples
glandulas endocrinas (79) Esta enfermedad es el resultado de una mutacién
somaditica activadora del gen que codifica a la subunidad alfa de la proteina Gs
(GNAS1) que se adquicre en forma esporadica durante la vida embrionaria
(66,80). La adquisicion de esta mutacidn en etapas tempranas de la vida
produce una distribucion mais generalizada del mosaicismo y afecta a los
tejidos que expresan receptores asociados a proteinas G( 81). En los pacientes
con el MAS la proporcion de células afectadas por esta mutacién varia de

tejido a tejido esto da como resultado las manifestaciones clinicas
caracteristicas (80,81)

En todos los tejidos afectados de los pacientes con MAS se ha encontrado la
mutaciéon en el dominio de la GTPasa del gen, en ¢l codon 201 (exén 8,
Arg—>Cis o His) (80,81) Como se menciond anteriormente csta mutacion tiene
la capacidad de originar proliferacion celular e hiperfuncion por incremento de
sefiales mitogénicas mediadas por AMPc asi estos pacientes presentan
adenomas hiperfuncionanates de tiroides, adenomas hipofisarios productores
de GH y tumores hiperfuncionantes de células de Leydig (80-81). También
frecuentemente se asocia a displasia fibrosa poliostética caracterizada por
tubulopatia renal proximal, fosfaturia, aminoaciduria, proteinuria ¢ inhibicién
adrenal de la la hidroxilasa renal.. Otras asociaciones poco frecuentes,
incluyen el compromiso hepitico, cardiaco, muscular y de otros tejidos (81)




En un estudio multicéntrico, analizan ¢l comportamiento clinico de la
acromegalia en 58 pacientes con MAS (82). En esta serie, solo en 12 pacientes
(21%) se demostro acromegalia clinica y bioquimica. lLos pacientes con
pubertad precoz y exceso de GH lograron una estatura normal debido al sierre
epifisario temprano. En 11 de los 12 pacientes se encontrd hiperprolactinemia.
La resonancia magnética demostré adenoma hipofisario solo en 4 de los 12
pacientes (33%). En ninguno de los casos ¢l adenoma fue mayor de 2.5 cm de
diametro. En cuanto al tratamiento médico se observé una mejor respuesta a la
aplicacion de analogos de somatostatina de larga accion (82).

I1 - JUSTIFICACION

e Si bien el descubrimiento del oncogen gsp abrié una perspectiva en el
estudio de la oncogénesis de los tumores hipofisarios, la variabilidad en
su prevalencia de acuerdo al origen étnico de las poblaciones estudiadas
ha llamado la atencion. La presencia de estas mutaciones en
poblaciones como la nuestra, que en su mayoria c¢s mestiza, resulta
interesante desde el punto de vista génico y fisiopatologico. Algunos
investigadores han propuesto que las poblaciones orientales (china y
japonesa) y la poblacién americana (poblaciones indigena, mestiza de
Meéxico y nativo-americanos) probablemente compartan ancestros
gendéticos comunes. Asi, algunas enfermedades como el sindrome de
Behcet’s y la paralisis peridgdica tirotdxica son  particularmente
frecuentes en cstos dos grupos étnicos y considerablemente raras en las
poblaciones blanca-caucasica y negra. (83,84)

e La justificacion practica del presente estudio tiene que ver con la
asociacion de la mutacién con el prondstico del paciente acromegalico.
Como se menciond con anterioridad, la tasa de curacién no va mas alla
del 75%. LLos factores clinicos que se relacionan con la tasa de curacidn
son principalmente los niveles basales de GH y el tamaio del tumor.
Hay pocos estudios que analizan la asociacion de la presencia de la
mutacién con la tasa de curacion.




1ni.- OB.J ETIVOS

1. Investigar la prevalencia de las mutaciones del gen de h proteina Gsa
en pacientes acromegdlicos mexicanos.

2. Investigar la asociacion entre la presencia de la mutacién del gen de la
proteina Gsa con: :

e El tamaifio del tumor
e Niveles de GH
e Criterios de curacién

IV —-HIPOTESIS

1.- Los adenomas con la mutacion del gen de'la protema Gsot. se asocia
con: g

e Adenomas menores de 10 min de diametro
e Niveles de GH inferiores a 10 ng/dL
e A una mgejor tasa de curacién.




V- MATERIAIL Y METODOS

Se incluycron 58 sujetos con diagnéstico de acromegalia, de cualquier edad
y sexo que recibieron su tratamiento quirargico en el Hospital de
Especialidades Centro Médico Nacional. Para la realizacion del estudio , se
obtuvo la aprobacion del comité de ética la Institucion asi como la
autorizacion cscrita de los pacientes para el estudio molecular de su tumor

DISENO DEL ESTUDIO:

Sospecha Clinica de acromegalia

Confinnacién bioquimica: no supresion de GH con glucosa,
niveles elevados de IGF-1

Resonancia magnética, campimetria, reserva hipofisaria
Cirugia transesfenoidal

Obtencion de tejido tumoral
Recuperacion de tejidos incluidos en parafina

Extracciéon de DNA gendmico
Amplificacion de los exones 8 y 9 del gen Gspa por PCR
Secuenciacion e identificaciéon de la mutacién

Seguimicnto postoperatorio
Valoracion de la curacidon bioquimica a los 6 meses

CRITERIOS DE INCLUSION:

Individuos de cualquier edad y sexo con diagnéstico de acromegalia.
Sin contraindicacion para el tratamiento quirirgico

Consentimiento escrito para el estudio

Pacientes operados de adcnoma secretor de GH en los tltimos 5 aiios
que continian su control en la Institucion.
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CRITERIOS DE NO INCLUSION.

e Tratamiento previo con radioterapia
CRITERIOS DE ELIMINACION

e -~ Muestra insuficiente del tumor.
CALCULO DE LA N:

El nimero de la muestra para encontrar la prevalencia de la mutacion del gen
Gsa se obtuvo en basc al estudio piloto de 12 muestras. Se encontré una
incidencia del 33% comparada con el 40 y 4 % en otras series publicadas. Se
obtuvo un valor delta de 24% con un poder de la pruecba de 1- =90% y 1-a=
0.05%. Se estimd una n de G1.

METODOS

El diagndstico de acromegalia se realizé mediante la falta de supresion de GH
después de una carga oral de 75 g de glucosa (normal <1 ng/mlL), asi como
niveles elevados de IGF-I, ajustados para edad y sexo. La GH se proceso
mediante un ecnsayo cnzimatico quimioluminiscente de dos sitios en fase
sdlida, con un limite de deteccion de 0.01 ng/ml y un coeficiente de variacion
inter ¢ intrnensayo de 6%. Fue procesado en un analizador automatico
(AMMULITE; Diagnostic Products Corp., Los Angeles, CA) y los resultados
se encuentran expresados en ng/ml. La IGF-1 fue separada de sus proteinas
transportadoras mediante ¢l método de extraccidn sdcido-etanol y los niveles de
IGF-1 fucron determinados por un método inmunoradiométrico de dos sitios
(Diagnostic Systems Laboratory, Webster, TX) con coeficiente de variacion
intra e interensayo de 2.6 y 4.4% respectivamete.

De acuerdo a los niveles de GH basal, los pacientes fueron divididos en dos
grupos. Pacientes con concentraciones basales de GH mayores o iguales de 10
ng/mL y menores de 10 ng/mL.




A todos los pacientes se les realizd resonancia magnética nuclear y
campimetria  computarizada para valorar las alteraciones estructurales
ocasionadas por compresion quiasmatica. Ademas, se evaluaron las hormonas
hipofisarias para conocer la reserva hipofisaria y las deficiencias hormonales
asociandas para lograr una adecuada sustitucion. El didametro mayor del tumor
fue medido en milimetros. De acuerdo al tamaiio, fueron divididos en dos
grupos, pacientes con tumor mayor o igual de 10 mm (macroadenomas) y
menor de 10 nmun (microadenomas).

Durante el tratamicnto quirtirgico se obtuvieron muestras del tumor en 37
sujetos, los especimenes fueron congelados a —70°C hasta ¢l momento de su
procesamiento. El diagnostico de adenoma productor de GH fue confirmado
mediante estudio histopatolégico ¢ inmunohistoquimico en una porcién del
tejido.

Scis meses después del tratamiento quirargico se valord curaciéon bioquimica.
Se considerd curado a todo paciente capaz de suprimir sus niveles de GH <1
ng/ml. después de la administracién de una carga de glucosa y niveles
normales de IGF-1 (25).

Se incluyeron 21 especimenes de tumores incluidos en parafina conservados
en ¢l Servicio de Patologia de sujetos acromegilicos sometidos a cirugia
transesfenoidal en los ultimos 3 afios que contintian su seguimiento en este
Hospital.

ENXTRACCION DE DNA GENOMICO DE TEJIDOS CONGELADOS.

El DNA genomico fue extraido del tejido previamente descongelado mediante
técnicas estandarizadas (85). Sc pesaron 25 mg de la muestra, se colocd en un
microtubo de 2 ml, se afiadieron 200 pul de buffer de digestién de tejidos (50
mM de Tris. HCI PH 8.5, 1 mmol /L de EDTA, 0.5% de Tween 20) y 0.2
mg/mlL de proteinasa K; se mezeld por agitacidon y se incubd a 37°C durante
toda la noche. Al dia siguiente, previa agitacion manual de la muestra, se
incubo a 95°C durante 8 iminutos para degradar la proteinasa K.
Posteriormente se agregaron a la muestra 140 ul de fenol y el mismo volumen
de cloroformo (alcohol isoamilico 24:1), se agitd y luego se centrifugo a
14000 rpm durante 15°. Posterionmente se recuperd la fase acuosa y se colocd
en un tubo estéril. Se adicionaron 25 ul de amonio 3.0 M y 2.5 voliunenes de
alcohol absohtto a 4°C y la muestra fue centrifugada a 15000 rpm durante 157,
El sobrenadante fue recolectado en un tubo estéril y se adicionaron 2.5
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volimenes de ctanol absoluto a 4°C para precipitar el DNA. El DNA
precipitado se recolectd con una pipeta Pasteur estéril de punta curva y se lavo
con etanol frio al 70%. Por altimo, la muestra se dejé secar a temperatura
ambiente ¥ sec resuspendio en 200 ul de agua bidestilada estéril. El DNA se
conservo a—20°C hasta su andlisis posterior.

EXTRACCION DE DNA DE TEJIDOS INCLUIDOS EN PARAFINA.

La extraccion del DNA genémico de los tejidos incluidos en parafina fue
extraido mediante técnicas estandarizadas (86,87). Se obtuvieron 6 cortes de
cada bloque de parafina de 5 um de grosor, previamente fue examinado con
microscopio dc luz para disecar el tumor del tejido hipofisario normal y
remover exceso de parafina adyacente. El tejido se colocé en un tubo de
microcentrifuga estéril de 1.5 ml., para la remocion de la parafina se afiadié 1
ml de Xileno y sc¢ incubd a temperatura ambicente durante 30°. El tejido fue
centrifugado durante 5° a 15000 rpm y cl sobrenadante descartado. LLa muestra
de tejido fue lavada con ctanol absoluto 3 veces. Posteriormente, el tejido fue
tratado con proteinasa K de la misma mancra que en el procedimiento
anterior. Después de la desnaturalizaciéon térmica de la proteinasa K, Ia
muestra fue centrifugada y el sobrenadante que contiecne el DNA fue
conservado a ~20° hasta su analisis .

Para deteriinar la calidad del DNA se realizdé una electroforesis en gel de
apgarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio al 0.0002%; se compard el PM
con un marcador estandar (¢ X 174 RF DNA/Hae 111 fragments, GIBCO BRL)
LLa concentracion del DNA obtenido, se determindé mediante la técnica
semicuantitativa comparativa con el marcador Low DNA Mass Ladder
GIBCO BRL.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.

Por medio de 1a técnica de PCR se amplificaron los exones 8 y 9 del gen del la
subunidad a de Ia proteina G. De los tejidos frescos, se amplificaron ambos
exones juntos y de los tejidos incluidos en parafina cada exdn fue amplificado
por separado. Los oligonucleétidos (primers) fueron adquiridos en una casa
comercial (Accesolab Meéxico) y llevados a una concentraciéon final de 100
M. Los pares de oligonucleétidos utilizados, asi como las condiciones de la
reaccion se muestran cn la tabla 3. En todos los casos se prepard una reaccion
estindar final de 50 pl de acuerdo a la técnica descrita por Sambrook vy col.
(87). Cada reaccidon contenia 100 a 500 ng de DNA buffer de amplificacion
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10X (Tris-FICI/KCL/Mgy) a una concentracion final de 1X, mezcla de los 4
desoxirribonucledtidos  trifosfatos (ANTP’s) a una concentracion f{inal de
201M, los oligonucledtidos a concentraciones especificas finales (30 pmol), ¥
taq polimerasa 2.5 U (Gibco BRL) y ddH,O estéril. Todas las reacciones
fueron llevadas a cabo en un equipo Gene Amp PCR System 2400 de Perkin
Elmer.

TABLA 3 Sccuencia de oligonucleédtidos utilizados para Ia amplificacion
por PCR de los exones 8 y 9 del gen de Ia subunidad alfa de In proteina G,

Exdén Oligonucledtidos (5° — 37) Producto Temperatura
amplificado y tiempo de
alincamiento
8y9 S'GTGATCAAGCAGGCTGACTATGTG3' 526 pb 65°C
5'GCTGCTGGCCACCACGAAGATGAT3’ (2 min)
8 S’"GATTGGCAATTATTACTGTTTCS3” 226 pb 52°C
S'AGGAGGACAGCTGGTTATTCCA3Z® {2 min)
9 S"TGGAATAACCAGCTGTCCTCCTCC3” 218 pb 68°C
5’GCTGCTGGCCACCACGAAGATGATS’ (2 min)

Los productos finales de c¢ada reaccidon fueron analizados mediante
clectroforesis en gel de agarosa al 1%, teididos con bromuro de etidio al
0.0002%. Iin cada caso sc incluyd un marcador de peso molecular, una
muestra control de un tumor sin la mutacion como control positivo y una
reaccion a la cual no se le agregd DNA, como control negativo.

I’URIFICAC!ON DE LOS PRODUCTOS DLE PCR MEDIANTE LA
EXTRACCION EN GEL DE AGAROSA.

Cada uno de los productos de PCR fue extraido del gel de agarosa al 2%
mediante la técnica de purificacion de adsorcion (QlAquick Gel Kit
QIAGEN). Sec corté la banda del gel con el producto de amplificacion, se pesod
v se disolvio en una solucién de TBE modificado, se dejé atravesar en el tubo
filtro que conticnen una membrana de silica-gel donde queda atrapado el DNA
debido a la alta concentracion en sales ¥ a su pH. La clusidon se realizé con 50
1l del buffer pH < 7.5, donde quedd resuspendido el producto final de PCR.
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El DNA de los productos purificados se cuantificd mediante la técnica
scmicuantitativa comparativa con el marcador molecular Low DNA Mass
Ladder (Gibco BRL)

SECUENCIACION DIRECTA DE LA CADENA SENCILLA DEL
PRODUCTO.

La secuenciacion de los exoncs 8 y 9 de la subunidad alfa de la proteina G se
realizd con un estuche comercial (Big Dye Terminator Cycle Sequencing Core
Kit. Perkin-Elmer Corp, Branchburg New Jersey, USA). El procedimiento se
basé cn el método descrito por Sanger y cols. (88), para la formacion de
moléculas de diferente tamaiio con dinucleotidos marcados con fluordgenos.
Después de finalizar la PCR, se procedio a la purificacion de los productos
mediante columnas de purificacion (QlAquick Kit QIAGEN). Las muestras
(1.5l /carril) fueron analizadas en un secuenciador automatico ABI PRISM
377 DNA Scquencer, Applicd Biosystems.

VIL ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizaron prucbas estadisticas descriptivas. La asociacion de la presencia
de la mutacion con la tasa de curacidn, el tamaino del tumor y los niveles de
GH se realizé mediante la prueba de Chi cuadrada y la prueba exacta de
Fisher. El valor de P mecnor de 0.05 fue considerado como estadisticamente
significativo.

VIIL.- RESULTADOS,

Fueron incluidos en el estudio 58 sujetos con diagnostico clinico y bioquimico
de acromegalia. En 11 de los 58 tumores se encontro la mutacion del gen de la
proteina Gsa que correspondio al 19% de los casos. La mutacién en el exon 8,
se encontro en el aminoicido 201 (Figura 3). En 8 de los adenomas la
mutacion  fue un cambio puntual de CGT—-TGT (Arg—Cis) y en 3
CGT—CAT (Arg—His).(tabla 4) No se encontraron mutaciones en el exén 9.

La tabla 5 resume las caracteristicas clinicas de los pacientes con y sin la
mutacion del gen de Ia proteina Gsa. La edad promedio de los pacientes sin la
mutacion fue de 38.6 =8 y con la mutacién fue de 37.7 £6. En el grupo de
pacientes con la mutacion del gen de la prowcina Gsa, la proporcion de
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hombres y mujeres fue practicamente la misma, mientras que el sexo
femenino predomind en los casos sin mutacion .

Los tumores de los pacientes con mutacion tendicron a ser microadenomas
con mayor frecuencia que en los pacientes sin mutacion (27% vs. 8.5%,
p=0.075) . La severidad dec la acromegalia fue juzgada con basc en los niveles
preoperatorios de GlH y de IGF-1. lL.os niveles promedio de GH preoperatoria
fueron discretamente menores en los pacientes con mutacion que en aquellos
sin la alteracion molecular, aunque csto no alcanzo significancia estadistica
(15.5+11.4 ng/mL vs 21.8+13 .4 ng/ml., p=0.433). Cabc resaltar que ¢n ambos
grupos el porcentaje de pacientes con niveles de GH por arriba de 10 ng/mL,
fue muy similar (64% vs 75%). Como se menciond con anterioridad, los
niveles de IGF-1 son edad y género dependientes, por lo que los valores
medidos ticnen que ser ajustados. Para esto, nosotros hemos creado un
“indice’” de IGF-I que resulta del cociente entre ¢l valor medido sobre el limite
superior de lo normal (26). E! indice de IGF-1 fue similar en ambos grupos
(con mutacién 1.7 = 0.73, sin mutacién 1.55 *= 0.32). La frecuencia de
hipertension, diabetes ¢ intolerancia a hidratos de carbono, fue la misma en
ambos grupos. En cuanto a la tasa de curaciéon después del tratamiento
quirargico, cumplieron los criterios de curacion el 38%% de los pacientes sin la
mutacion y ¢l 45.4% de los pacientes con la mutacion., (IP=0.738) (Tabla 6).
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Figura 3: Elect ucsl'erog con Ia tacié 1 heterocigota en el
codén 221 del exén 8 del gen GSPa: CGT—TGT (Arg—»Cls) y CGT—CAT
(Arg—Hist)

CGT — TGT
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Tabla 4. Mutacion gsp en 11 de los S8 tumores

Paciente Edad Sexo Codén Mutacion aminoicido
1 40 F 201 CGT—-TGT Arg—Cys
2 30 M 201 CGT—->TGT Arg—Cys
3 32 F 201 CGT—->TGT Arg—Cys
4 27 F 201 CGT—-IGT Arg—Cys
5 33 M 201 CGT—-TGT Arg—Cys
6 22 M 201 CGT—TGT Arg—>Cys
7 38 F 201 CGT—-»>IGT Arg—>Cys
8 57 F 201 CGT—->TITGT Arg—Cys
9 42 M 201 CGT—CAT Arg—Hist
10 52 M 201 CGT—>CAT Arg—Hist
11 33 M 201 CGT—>CAT Arg—>Hist
M: mujer, H: hombre
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Tabla 5. Caracteristicas demogrificas y clinicas de Jos 58 pacientes
acromegilicos

SIN MUTACION CON MUTACION
N:47 N:11

Edad 38.6%8 37.7+6
Género 17H/30M GH/5M

GH basal (ng/mL) 21.8413.4 15.5+11.4
Indice de IGF-1 1.55+0.32 1.72+0.73
Intolerancia a CH ’,36% 32%
Diabetes mellitus 18%: - : 21%

% macroadenomas -~ 91% A 73%
Curacidn bioquimica 38% 45%

28




Tabla 6. An:lisis estadistico de los 58 pacientes acromegiilicos

SIN MUTACION CON MUTACION ) Ll
N:47 N: 11
Con criterio curacion 18 (38%) 5 (45.4%) P=0.738
Sin criterio curacion 29 (62%) 6 (54.5%)
Tumeor = 10 mm 43 (91%) 8 (72.7%) P=0.075
Tumor < 10 mm 4 (8.5%) 3 (27.2%)
GH = 10 ng/mL 35(74.4%) 7 (63.6%) P=0.433
GH < 10 ng/mL 12 (25.5%) 4 (36.4%)

*Con mutiacion Vs sin mutaciéon por Chi cuadrada y exacta de Fisher
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IX.- DISCUSION.

Los estudios realizados en los daltimos afios nos han  proporcionado
importantes progresos para el entendimiento de la patogénesis de los tumores
hipofisarios (34,35). Zl descubrimiento del oncogen gsp en los tumores
productores de GH, y cn los tejidos afectados del sindrome de McCune
Albright representa uno de los avances mis importantes en la investigacion
del efecto biologico de estas mutaciones (63,81,89).

En la acromegalia, los adenomas que presentan la mutacion del gen Gsa
produce una activacion constitutiva del receptor de la GHRH. El cambio de un
nucleotido del gen Gso en los codones 201 y 227 produce la sustitucion de un
aminodacido que ocasiona la pérdida de la funcién GTP-asa que ticne esta
subunidad. De esta manera, no se produce la hidrolisis de GTP a GDP dando
una permanente actividad de la adenilato ciclasa con la produccion de AMPc
90)

La presentacion de esta mutacidon en etapas tempranas de la vida durante la
cmbriogéncsis origina el Sindrome de McCune Albright. El mosaicismo
som:tico se refleja por la identificacion de células mutadas y normales en los
tejidos que expresan receptores asociados a proteinas Gs . El sindrome de
McCune Albright se caracteriza por la triada clasica de displasia fibrosa
poliostotica, manchas café con leche en la picl ¢ hiperfuncion endocrina
(hipofisaria, gonadal, tiroidea) (79). La presentacion fenotipica de csta
enfermedad, es el resultado de la respuesta celular de la activacion de la via de
la traduccion de senal de la adenilato ciclasa con la consiguiente produccion
de AMPc. (80). Esta misma mutacion puede ocurrir en forma esporidica en
ctapas mas tardias, afectando principalmente a la gliandula hipofisis y tiroides.
Asi sc ha encontrado hasta en un 40 % en los adenomas productores de GH ¥
hasta ¢l 30% en los adenomas tiroideos hiperfuncionantes (39,65)

En el presente trabajo, hemos investigado la prevalencia de la mutacién del
gen  gsae en los  adenomas de pacientes acromegalicos que recibieron
tratamicnto  quimirgico de su tumor. De los 58 tumores incluidos se ha
encontrado esta mutacion cn 11 que corresponde al 19%. Si analizamos los
reportes previos (Tabla 6), se puede observar que la prevalencia de esta
mutacion  presenta una variabilidad étnica y  geogriafica. Es probable que
existan factores ambientales y/o raciales que no han sido identificados hasta la
actualidad que pucden contribuir en su presentacion en las distintas regiones
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del mundo. Este mismo comportamiento se ha descrito que presentan otras
mutaciones oncogénicas como la mutacion rer (91). En las poblaciones
caucasicas, la prevalencia del oncogen gsp se ha encontrado hasta en el 40%
en cambio en las poblaciones orientales la prevalencia es baja, entre 4 al 9%.
En este estudio la prevalencia es del 19%, podria considerase que cs
intermedia entre la poblacién caucisica y oriental. Algunos investigadores han
propuesto que las poblaciones orientales (china y japonesa) y la poblacién
americana (indigena, mestiza y nativo americana) probablemente compartan
ancestros comunes. Asi, existen reportes previos de enfernmedades como el
sindrome de Behcet’s y Ia parilisis periodica tirotoxica que son
particularmente mas frecuentes en estos dos grupos étnicos (83,84)

I.os conocimientos disponibles sobre el prondstico clinico de la acromegalia
se basan en estudios clinicos y quirargicos. En estudios previos, se ha
demostrado que los tumores grandes (macroadenomas) que se¢ acompaiian de
concentraciones basales clevadas de GH tienen un comportamiento mas
agresivo y tienen un peor prondstico. (19,23,24) En algunos estudios se ha
tratado dc establecer la relacién de la presencia del oncogen gsp con las
caracteristicas fenotipicas de la enfermedad. Como se observa en la tabla 4,
los resultados han sido muy heterogéneos. En nuestro cstudio la edad
promecdio de los pacientes con la mutacion fue de 38.6 £8 Vs 37.7 %6 sin la
mutacioén. Existe un reporte en el que encuentran una mayor predisposicion en
pacientes de mayor edad (49) , cste dato no ha sido consistente en otros
estudios.

En relacion con ¢l tiuimano del tumor, en muchos estudios se ha encontrado que
los tumores con la mutacion frecuentemente son microadenomas, y podrian
presentar una megjor tasa de curacion (19,71), En nuestro estudio el 27% de los
tumores con la mutacion fueron microadenomas comparado con el 8.5% de
los que no tienen la mutacion, la diferencia no es significativa ( P=0.075).

En ¢l Sindrome de McCune Albright con acromegalia, en la mayoria de los
pacientes no presentan tumor, y solo en un 33% se asocia a tumores menores
de 2.5 cm de diametro (82).

La severidad de la acromegalia se ha asociado también a las concentraciones
basales clevadas de GH. Algunos estudios han encontrado concentraciones
mas bajas de GH en los pacientes con la mutacion gsp (92). En nuestros
pacicntes las concentraciones promedio de GH en los pacicntes con la
mutaciéon fucron discretamente menores en los pacientes con la mutacion
comparado con los pacientes sin la alteracion molecular, aunque no alcanzéd
significancia estadistica (15.5¢11.4 ng/mL vs 21.8%13.4 ng/mL, p=0.433).
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Tabla 7:

NMutacion Gspa y caracte

de GH reportados en Ia literatura.

ticas clinicas de tumores sccretores

ESTUDIO Gsp+ Ex8/Ex9 TAMANO TUMORAL GH hasal (ng/inl)
Yo GSP+ GSr-| Gsp+ GSp-
Spada, 1990 N 306% 2 36% mic 16% mic | 43 5435 32133
74) 53% ES 36%ES
Landis, 1990 N=25 43% 9/1 156 mm 24%10mm | 17%10 8.4x11.2
1)
Harris, 1992 N=26 35% 9/0 17£7 mm 2049 mm | 44.7+47 41.4x43.5
©“N
Adams, 1993 N=19 42% 7/1 ND ND 30.8+22.3 88.6x77
(72)
Hosoi, 1993 ,N=45 4.4% 2/0 ND ND ND ND
(GR) — —
Yashimoto, 1993N=53 9% 4/0 ND . ND ND ND
[(33]
Yang, 1996, N=21 13% 9/0 11.4x5mm 17£8.3mum | 53.5276 65%73 )
[Wdt)] i
Barlier, 1998 N=30 27% 8/0 161 . 6mmN 2142 1mm | S9£23.2 4191
e - i
Mendoza, 2002, N=:58 19%, L 11/0 27% mic 8.5%, mic | 15511 4 21.8=134 ’
i

Mic: microadenoma , ES: extension extraselar, ND: no descrito
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