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Antecedentes: La proliferacién del somatotropo y su secrecién hormonal dependen
de la sefalizacién apropiada de GHRH a través de un receptor heptahélico especifi-
co asociado a una proteina Gs. Condiciones como el adenoma tiroideo hiperfuncionante
y la testoxicosis resultan de mutaciones activadoras de receptores heptahélicos de
la misma familia que el receptor de GHR. Objetivo: Realizamos una busqueda dirigi-
da de mutaciones activadoras del gene del GHRH-R en una serie amplia de tumores

Correspondencia: secretores de GH y en un nimero equivalente de adenomas no funcionantes de la
Moisés Mercado hipdfisis. Disefo del estudio y metodologia: Se examinaron 44 adenomas hipofisarios
Aristoteles NGm. 68, Polanco, México productores de GH y 17 adenomas no funcionantes en busca de cambios moleculares
D.F. 11560, México. Teléfono y en los exones 3, 7 y 13 del gene de GHRH-R mediante PCR y secuenciacién directa.
fax:+5255-52813029 6 +5255- Los pacientes fueron sequidos clinica y bioquimicamente de manera prospectiva
55190457, hasta por 6 afos después de la cirugia. Resultados: Se encontrd la sustituciéon de una
E-mail:mmercadoa@yahoo.com sola base en el codén 422 (ATG a ACG) con patrén heterogéneo, en 54% de los

moises.mercado@imss.gob.mx tumores productores de GH, 23% de los adenomas no funcionantes y 40% de la

sangre periférica de voluntarios sanos. La presencia de tal cambio, no estuvo relacio-
nada con ningun hallazgo bioquimico o clinico en los pacientes, tampoco fue capaz de
predecir el desenlace. Conclusiones: Aunque la prevalencia del cambio ATG por ACT
en el coddén 422 es alta en la poblacidén mexicana con acromegalia, su presencia en
un nUmero significativo de tumores no funcionantes y en controles, hace poco proba-
ble que participe de manera significativa en la patogénesis de los somatotropinomas.
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Abstract

Background: The lack of a unifying etiologic explanation for all GH-secreting tumors
has prompted a search that goes beyond the GSP oncogene. Somatotroph cell
proliferation and hormonal secretion depend upon a proper GHRH signaling through
specific heptahelic receptors. Activating mutations of other, related heptahelic recep-
tors such as TSH receptor form the basis for hyperfunctioning thyroid adenomas.
Objective: We sought to search for potentially activating mutations of the GHRH-R
gene in a large number of GH-secreting tumors and in an equivalent number of non-
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functioning adenomas. Study design and methods: Forty four GH-secreting pituitary
adenomas and 17 non-functioning pituitary tumors (NFT) were examined for the pres-
ence of molecular changes in exons 3, 7 and 13 of the GHRH-R gene by PCR and direct
sequencing. Patients were prospectively followed clinically and biochemically for up to 6
years after surgery. Results: A heterozygous, single base substitution resulting in an ATG
to ACG change at codon 422 was found in 54% of GH-secreting adenomas, 23% of NFT
and 40% in PBMNC obtained from healthy subjects. The presence of such base change
was not related to any clinical or biochemical feature of the patients, nor did it predict
outcome. Conclusions: Although the prevalence of codon 422 ATG to ACT base change
is high in our Mexican population with acromegaly, its presence in a significant proportion
of non-functioning tumors and in controls, makes it unlikely that it participates in a signifi-
cant manner in the pathogenesis of somatotropinomas.

HKey words: Health-related quality of life, body mass index, questionnaires of health,
physical capacity.
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La proporciéon de adenomas hipofisarios producto-
res de hormona de crecimiento (GH) que poseen el
oncogen GSP varia entre las poblaciones estudiadas:
hasta 40% en caucasicos,' cerca del 10% en pacien-
tes asidticos,*® y 19% en acromegdlicos mexicanos.’
La presencia de este hallazgo molecular parece estar
asociada con un comportamiento biolégico menos
agresivo, mayor sensibilidad a los andlogos de so-
matostatina?®? y una mayor probabilidad de alcanzar
una GH “"sequra” en el seguimiento a largo plazo.”

La ausencia de una explicaciéon etiolbégica en los ade-
nomas secretores de GH negativos para la presencia
del oncogen GSP, ha condicionado que la busqueda
se enfoque hacia otros genes candidatos. €n diferen-
tes poblaciones se han encontrado mutaciones del
gene de la menina en acromegalia asociada a neo-
plasia endocrina multiple tipo 1 (NEM-1) y se ha en-
contrado pérdida de la heterocigosidad del locus
11q13, aunque no de manera consistente, en casos
de acromegalia familiar y esporddica.’® También se
han descrito alteraciones moleculares como el aumen-
to de la via de senalizaciéon del Pit1-CREB''* y el on-
cogen PTTG'>'7 entre otros, pero no se ha probado
una asociacién directa entre ellos y la acromeqgalia.

La accién de la hormona liberadora de hormona de
crecimiento (GHRH), de origen hipotaldmico a través
de su receptor especifico en las células somatotropas
de la hipdfisis, representa la principal sefal estimula-
dora tanto para la produccién de GH como para la
proliferacién celular. La posibilidad de que una muto-
cién que condicione ganancia de la funcién del receptor
de la GHRH (GHRH-R) pudiera originar o por lo me-
nos contribuir a la formacién de un adenoma ha sido
motivo de investigacidén para diferentes grupos en la
pasada década. De hecho, este escenario bioldgico es

una analogia con aquello que ocurre en otras condicio-
nes endocrinas bien caracterizadas tales como el ade-
noma tiroideo hiperfuncionante —téxico—, debido a mu-
taciones activadoras del receptor de TSH'®?' y el
hipergonadismo de la testotoxicosis que resulta de mu-
taciones del receptor de LH.222* €n un reporte previo®
se suqirié que la sustitucién de una sola base en los
codones 57 y 422 del gene de GHRH-R, descubiertas
en 5 de 20 tumores analizados, podrian provocar una
activacién constitutiva del receptor (Petersen, The €n-
docrine Society 82 Annual Meeting €ndo 2000). Por
esta razén decidimos buscar mutaciones potencialmente
activadoras en una serie grande de tumores producto-
res de GH y en un nUmero equivalente de adenomas
no funcionantes, para determinar si estos cambios
moleculares de verdad participan en la oncogénesis
de la acromegalia o simplemente representan polimor-
fismos del receptor sin consecuencia funcional alguna.

MATERIAL Y METODOS
Sujetos

€l protocolo de estudio fue aprobado por el Comité
Local de €tica del Hospital de €specialidades Centro
Médico Nacional Siglo XX| y todos los pacientes firma-
ron un consentimiento informado. Se estudiaron 44
pacientes con acromeqgalia. €ste diagndstico se realizé
en pacientes con el cuadro clinico caracteristico y se con-
firmé mediante la falta de supresion de GH por carga
oral de glucosa a menos de 1 ng/mL ademas de nive-
les elevados de IGF-1 ajustados para edad y sexo. Se
identificaron mediante imagen con resonancia magné-
tica 34 macroadenomas y 10 microadenomas. A todos
los pacientes se les realizé una neurocirugia hipofisa-
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ria transesfenoidal y la naturaleza secretora de GH se
confirmé con inmunohistoquimica. Se estudiaron ade-
mas 17 pacientes con adenoma clinicamente no funcio-
nante de la hipdfisis (MAHNF) asi como 20 sujetos sa-
nos. Se cuenta con los datos del seguimiento clinico y
bioquimico de 38 de los 44 adenomas productores de
GH que fueron estudiados genéticamente. Se reqistréd
lo prevalencia de diabetes mellitus e hipertension al
diagndstico. Se consideréd que la acromegalia estaba
remitida cuando se logré una GH suprimida por gluco-
sa oral < 1 ng/mL y un IGF-T normal ajustado para
edad y género. Consideramos como “sequra” una GH
basal < 2.5 ng/mL. €l indice de IGF-1 se calculd divi-
diendo el resultado del paciente por el nivel mas alto
del rango normal para edad y género, tal como se ha
descrito previamente.

Ensayos hormonales

La GH se midié usando un ensayo inmunométrico
quimioluminiscente de fase sélida, con dos anticuer-
pos monoclonales mediante un equipo automatizado
(IMMULUTE; Diagnostic Products Corporation, Los Ange-
les, CA), con limite de deteccidon de 0.01 ng/mL y coefi-
cientes de variacién inter e intraensayo de 6%. €l IGF-
1 se midié usando un ensayo inmunorradiométrico de
dos sitios (Diagnostic System Laboratory, Webster, TX)
con paso previo de extracciéon con dcido-etanol de pro-
teinas fijadoras y coeficientes de variaciéon inter e in-
traensayo de 2.6% y 4.4% respectivamente. Los valo-
res normales ajustados para edad y género en nuestra
poblaciéon fueron previomente reportados.2

Estudio molecular

Muestras biologicas y extraccion de DNA

Se recolecté un fragmento de tumor directamente en
la sala de operaciones en 24 adenomas productores

de GH y en los 17 MAHNF, se congeldé en nitrégeno
liquido y se almacend a -70 °C hasta el momento de

la extraccién de DNA por métodos estandarizados. €l
DNA de 20 somatotropinomas se obtuvo a partir de
tejidos embebidos en parafina y de los sujetos sanos
se obtuvo DNA a partir de células mononucleares de
sangre periférica (CMSP).

Identificacion de mutaciones del GHRH-R

Se amplificaron productos de PCR que contenian los
exones 3, 7 y 13 del gen del GHRH-R usando oligo-
nucledtidos previomente descritos?” (Cuadro ). €l ta-
mano de los productos esperados fue confirmado por
electroforesis en gel de agarosa al 2%, y las bandas
fueron purificadas y secuenciadas directamente por
el método modificado de terminacién dideoxy (DNA
Sequencing Kit, JRhodamine Terminator Cycle Sequen-
cing Ready Reaction. ABI PRISM, Perkin€lmer/Applied
Biosystems). Cuando se detectd un cambio genético
en una muestra de un paciente acromeqgdlico, se rea-
lizé una busqueda dirigida del exén alterado en DNA
gendémico de MAHNF y CMSP de sujetos sanos.

Analisis estadistico

La descripcién de los datos nominales se presenta
como porcentajes Y las variables numéricas como me-
dias = SEM. Se realizaron comparaciones con 2y prue-
ba exacta de Fisher para variables nominales y con la
prueba U de Man-Whitney para variables numéricas.
Se consideré significancia estadistica cuando p < 0.05.

RESULTADOS

No se encontré ninguna mutacién en los exones 3y 7
del gene del GHRH-R en DNA gendémico de los 44
somatotropinomas estudiados. La secuenciacion direc-
ta del producto de PCR de 262 bp correspondiente al
exén 13, mostré el cambio de una sola base en el co-
don 422 en 24 de los 44 tejidos tumorales de los pa-
cientes con acromeqgalia (54.5%). €sta transicién de ATG
(tipo silvestre) a ACG ocasiona la sustitucién de metio-

Cuadro l. Secuencias de los oligonucledtidos utilizados y productos de PCR esperados.

Producto Tamadno (bp) Sentido Antisentido
€x6n 3 437 GACACCCARATGGCTTGGCTCAT GAGGTGCTTTCATCTGGARAGTGGC
€x6n 7 235 TGGGTGTCCCAGCTCTGAAGCAC TTGGGCACCATGGGGAGGTAAA

€xén 13 262

GRACCTTCCTRRCGTCCTCTTC

GCCACATCCCCACCCCAGCTG
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nina por treonina en la posicién 422, localizada en la
porcién terminal intracelular del GHRH-R. €l patrén alé-
lico fue heterocigoto en 18 tumores mientras que sélo
6 fueron homocigotos (Figura 1).

Se buscé este cambio de manera dirigida en el DNA
gendémico de 27 MAHNF y en CMSP de 20 voluntarios
sanos y fue encontrado en 4 (23.5%) y 8 (40%) res-
pectivamente. Los datos clinicos y bioquimicos estuvie-
ron disponibles en 38 de los 44 acromegdlicos des-
pués de un promedio de seguimiento de 59 meses
(42 - 81). Las caracteristicas clinicas y bioquimicas se
muestran en el cuadro Il. No hubo diferencia entre los
pacientes con o sin el cambio genético ATG—=ACG, con
respecto a la edad, prevalencia de diabetes mellitus,
hipertensiéon, o proporcién con macroadenomas. Tam-
poco hubo diferencia entre las concentraciones prome-
dio de GH basal o suprimida por glucosa al diagndsti-
co o en el sequimiento. Sélo 4 de 16 pacientes (25%)
sin este cambio de una sola base alcanzaron tanto una
GH nadir < 1 ng/mlL como un indice de IGF-1 normal
para edad y género, mientras que 8 de 22 (36%) con
la forma ATG->ACG del GHRH-R lograron estos crite-
rios de curacién. También evaluamos la proporciéon de
pacientes que alcanzaron una cifra "sequra” de GH en
la Ultima evaluacién: 56% del grupo WT y 63% del
grupo portador del cambio ATG—-ACG (p = 0.64). Un

fragmento del tumor de los 38 pacientes fue analizo-
do en busca de la presencia del oncogen GSP-¢ y sélo
fue encontrado en 5. €n 4 de estos 5 tumores el onco-
gen GSP-a coexistié con la forma ATG—-ACG del GHRH-
R, pero no se encontré ninguna diferencia con respecto
a los datos clinicos y bioquimicos, asi como tampoco lo
hicimos al evaluar el desenlace entre pacientes con o
sin mutaciones GSPa (datos no mostrados).

DISCUSION

€l oncogen GSPa, actualmente conocido como GNAS
es un mecanismo patogénico, establece una clara aso-
ciacion entre la proliferacién celular y la hipersecre-
cién hormonal auténoma. La baja penetrancia de este
trastorno genético somdtico (prevalencias reportadas
entre 6 y 40%) indica que deben existir otros meca-
nismos que expliquen el origen de la enfermedad.
Cualquiera que sea el paradigma etiolégico alterna-
tivo elegido, deberd poder unir estos dos aspectos
fundamentales de los tumores endocrinos: hiperse-
crecién hormonal y proliferaciéon celular.

€s precisamente en este escenario bioldgico don-
de podemos situar a las mutaciones activadoras de
los receptores heptahélicos asociados a proteinas Gs,
sobre todo si consideramos situaciones andlogas como

ATG N\ y [

acec A A fua ) o A

Figura 1. Secuenciaciéon del exén 13
del gen del receptor de GHRH mos-
trando el tipo silvestre (A), y la muta-
M) cién ATG—-ACG en el estado heteroci-

goto (B) y homocigoto (C).
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Cuadro Il. Caracteristicas al diagndstico de los pacientes acromegalicos portadores del tipo silvestre (WT) o el polimorfismo 422
ATG > ACG del gene del GHRH-R. Se muestra también el desenlace de la enfermedad en un sequimiento promedio de 59 meses

(rango 52-81).

ATG (WT) ATG-ACG P
N 16 29 —
Hombre/Mujer 3/13 11/11 —
€dad 423 + 9 395+9 0.36
GH Preop basal (ng/mL) 221 =+ 14.3 18.7 = 12.8 0.52
GH Preop nadir (ng/mL) 17.6 = 14.6 15.8 =+ 13.3 0.69
IGF-1 Preop (ng/ml) 560.7 = 117.3 562.7 = 80.5 0.35
Diabetes mellitus (%) 18 18 0.96
Hipertensiéon (%) 43 27 0.29
Macroadenomas (%) 81 77 0.76
GH Postop basal (ng/mL) 59+238 2.27 + 0.52 0.83
GH Postop nadir (ng/mL) 416 £ 22 1.39 + 0.42 0.80
IGF-1 Postop (ng/mL) 383.5 + 2145 382 = 149.7 0.94
GH nadir < 0.3 (%) 43 37 0.64
GH nadir < 1.0 (%) 56 54 0.91
GH basal < 2.0 (%) 56 63 0.64
IGF-I Normalizado (%) 25 40 0.30
GH nadir < 1.0 e IGF-I normal (%) 25 36 0.28

el adenoma tiroideo hiperfuncionante y la testotoxi-
cosis. La posibilidad de que las mutaciones con ga-
nancia de la funcién en el gen de GHRH-R puedan
participar en la oncogénesis de la acromegalia, ha
sido estudiada previamente pero los resultados han
sido conflictivos. Petersen et al (The €ndocrine Society
82" Annual Meeting €ndo 2000) encontraron muta-
ciones puntuales en 2 diferentes codones en 3 de 15
adenomas productores de GH. La expresién in vitro
de los constructos que contenian las mutaciones loca-
lizadas en los codones 422 y 57, revelaron una acu-
mulacién de cAMP incrementada tanto de forma ba-
sal como estimulada. €stos resultados fueron
parcialmente confirmados por Adams et al,? quienes
encontraron la mutacién del codén 57 en 5 somato-
tropinomas y demostré en estudios de expresiéon que
dicha mutacién es de naturaleza activadora. Han sido
publicados otros dos estudios que han buscado mu-
taciones del gene de GHRH-R. Salvatori et al*’ no en-
contraron cambios moleculares en 26 somatotropino-
mas (evaluados por SSCP), mientras que Lee® et al,
encontraron 12 cambios puntuales (uno de ellos en el
codon 423) mediante secuenciacion directa en 54 tu-
mores productores de GH, pero sin demostrar una
consecuencia funcional, ni en términos de unién al li-
gando ni en cuanto a produccidon de cAMP.

€l combio de una sola base en la posicidon 422 se
encontré en mds de la mitad de nuestros pacientes. €l

coddn 422 de GHRH-R estd localizado muy cerca del
extremo aminoterminal de la molécula y estd estre-
chamente asociado con la proteina G; por ello, es plau-
sible que cambios moleculares localizados en esta area
pudieran resultar en activacidon constitutiva. Aunque no
realizamos estudios de expresién para establecer una
consecuencia funcional de la mutacién 422, el encon-
trarla en més del 50% de nuestros pacientes es noto-
rio. Los acromegdlicos con o sin la mutacién 422 se
comportaron de manera similar tanto clinica como bio-
quimicamente, y no encontramos ninguna diferencia en
el desenlace a largo plazo entre estos dos grupos.
€ncontramos el mismo cambio de una sola base en un
numero significativo de MAHNF, por ello, parece poco
probable que este evento constituya un mecanismo
patogénico mayor en acromegalia. Desde el punto de
vista étnico, nuestro grupo de pacientes es represen-
tativo de la poblacién mexicana, la cual es mestiza en
un 90%. €l hallazgo del cambio en el codén 422 en
células de sujetos sanos apoya el hecho de que este
cambio molecular es simplemente un polimorfismo.
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