Hipofuncion glucocorticoide en la distrofia miotonica

Glucocorticoid hypofunction in myotonic dystrophy
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RESUMEN

Introduccion. La distrofia mioténica (DM1) es una enfer-
medad autonémica dominante cuyo defecto genético consiste
en una expansion por repeticiones del triplete CTG en un gen
que codifica una protein-kinasa serina-treonina AMPc depen-
diente llamada DMPK. Se trata de una enfermedad multisistémi-
ca con conocida repercusion endocrinolégica. En cuanto a la
funcioén suprarrenal, los resultados descritos han sido variables
aunque Ultimamente se interpretan como indicadores de una
hiperactividad del eje hipotalamo-hipéfiso-adrenal.

Material y métodos. Se han estudiado 25 pacientes (13
hombres y 12 mujeres) afectos de DM1 a los que se ha analiza-
do: cortisol y ACTH basales, test de estimulo con 0,25 mg de
ACTH para cortisol y test de CRH para cortisol y ACTH. Asimis-
mo se valoro6 el grado de expansioén de CTG por Southern blot y
PCR. Como grupo control para basales se estudiaron 25 indivi-
duos sanos equiparables por edad y sexo, a 11 de los cuales se
realizé test de CRH.

Resultado. Se diagnostic6é a un paciente de insuficiencia
suprarrenal primaria no autoinmune. En el resto de casos no
hubo diferencias entre la ACTH basal de pacientes y controles,
y la respuesta de cortisol a ACTH fue normal. Los pacientes pre-
sentaron un nivel de cortisol basal méas bajo (p<0,01) y también
mostraron, tras estimulo con CRH, una menor respuesta de cor-
tisol (p<0,05) con cifras medias de ACTH mas elevadas.

Conclusiones. Nuestros datos difieren de las Gltimas publi-
caciones y apuntan a una hipofuncién suprarrenal por falta de
eficacia de la ACTH sobre su receptor o a nivel post-receptor.
Sugerimos que la etiologia puede estar relacionada con el defec-
to subyacente en el gen que codifica la DMPK.

Palabras clave. Distrofia mioténica. Test de CRH. Hipofun-
cion glucocorticoide.
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ABSTRACT

Introduction. Myotonic dystrophy (DM1) is an autosomal
dominant disorder whose genetic defect consists of the
amplification of an unstable CTG trinucleotide repeat in the 3’
untranslated region of the dystrophia myotonica protein kinase
gene (DMPK). This is a multi-systemic disease with a well-known
endocrinological repercussion. With respect to the adrenal
function variable results have been described, although lately
they are interpreted as indicators of a hyperactivity of the
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis

Material and methods. Twenty-five patients (13 men and
12 women) with DM1 were recruited. They were analysed for:
basal cortisol and ACTH, stimulus test with 0.25 mg of ACTH for
cortisol and CRH test for cortisol and ACTH. Similarly, the
degree of expansion of CTG was evaluated by Southern blot and
PCR. Twenty-five healthy individuals, comparable by age and
sex, were studied as a control group; the CRH test was carried
out on 11 of them.

Result. One patient was diagnosed with primary non-
autoimmune adrenal failure. In the rest of the cases there were
no differences between the basal ACTH of patients and controls,
and the cortisol response to ACTH was normal. The patients
showed a lower level of basal cortisol (p<0.01) and also showed,
following stimulation with CRH, a lower cortisol response
(p<0.05) with higher average values of ACTH.

Conclusions. Our data differs from the latest publications
and point to an adrenal hypofunction due to lack of efficacy of
the ACTH on its receptor or at the post-receptor level. We
suggest that the etiology might be related to the underlying
defect in the gene that codifies DMPK.

Key words. Myotonic dystrophy. CRH test. Glucocorticoid
hypofunction.
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INTRODUCCION

La distrofia miotonica (designada DM1
por el Consorcio Internacional de Distrofia
Miotoénica) o enfermedad de Steinert es un
alteracion multisistémica de gran variabili-
dad clinica, heredada de forma autonémi-
ca dominante y con un indice de penetran-
cia muy elevado. Supone la forma
heredada mas frecuente de distrofia mus-
cular entre adultos'. La causa genética resi-
de en una expansién patoldgica del trinu-
cleétido CTG situado en la regidon no
transcrita 3’ de un gen ubicado en el brazo
largo del cromosoma 19 (19q13.3) que
codifica para una protein-kinasa (protein
kinasa de la distrofia miotonica: DMPK)>. El
mecanismo por el cual la repeticion expan-
dida del DNA se traduce en sus manifesta-
ciones clinicas y analiticas no se conoce?,
aunque el nimero de repeticiones CTG se
ha asociado con algunos datos clinicos y
analiticos, especialmente disfuncion cogni-
tiva, hipogonadismo en el varén* y res-
puesta incrementada de cortisol a ACTH
tanto en hombres como en mujeres®.

Centrandonos en la funcion suprarre-
nal, se han descrito distintos hallazgos en
los diferentes niveles del eje hipotalamo-
hipofiso-adrenal (EHHA) que, en su mayo-
ria apuntan a una hiperactividad. A. Pizziy
col fueron los primeros en hallar alteracio-
nes en el ritmo circadiano de cortisol®. Sus
resultados se ampliaron posteriormente al
obtener niveles elevados de cortisol sali-

var®y sérico y también de ACTH plasmati-
ca con ritmo circadiano aplanado’. En los
estudios de estimulacion con ACTH exdge-
na, la respuesta de cortisol varia entre nor-
malidad en todos los pacientes®, hipores-
puesta en alglin caso, sin alteracién
clinica® e hiperrespuesta en presencia de
largas expansiones de CTG®. No se han
apreciado alteraciones en la respuesta del
cortisol plasméatico a la hipoglucemia insu-
linica®, a la metirapona®, a la CRH (estimulo
directo® o indirecto™) ni a la supresién con
dexametasona®. Similar variabilidad ha
ofrecido la respuesta de ACTH a las prue-
bas de estimulo, con resultados normales*
0 aumentados a la hipoglucemia insulini-
ca®?, normales pero retrasados a la AVP
exogena® y elevados a la CRH ya fuera
administrada directamente® o estimulada
indirectamente con naloxona® o fenflura-
mina®.

Nuestro grupo publicé anteriormente
el caso de un paciente afecto de sindrome
pluriglandular no autoinmune (con anti-
cuerpos negativos) que incluia insuficien-
cia suprarrenal primaria®*. Con el presente
trabajo hemos querido evaluar la funcion
del EHHA en los pacientes con DM1 dados
los discordantes hallazgos obtenidos en la
literatura y teniendo como hipoétesis que la
alteracion genética que subyace en la DM1
podria afectar a las hormonas que actian
por la via de la proteina G (como la ACTH)
y en la que diversas kinasas intervienen en

Tabla 1. Criterios diagnosticos de la distrofia miotonica juvenil o del adulto (clasica) EEIl: Extremi-

dades inferiores.

CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE LA DISTROFIA MIOTONICA JUVENIL O DEL ADULTO (CLASICA)

1. Miotonia al apretar la mano y/o a la percusién de la eminencia tenar

2. Debilidad de uno o mas de los siguientes musculos: orbicularis oculi, faringeos, dista-
les de las EEIl. Atrofia evidente de los musculos masticadores y/o de los distales de

las EEII
Cataratas corticales

o o~ w

ca en el cromosoma 19

Estudio electromiogréfico: descargas mioténicas en varios musculos
Historia familiar positiva compatible con herencia autonémica dominante
Amplificacion (>45) de la repeticion del trinucleétido en el gen de la distrofia miotoni-

A.- Si es el primer caso en una familia debe cumplir los criterios 1y 3y/65;62y 3y 4y/65;6

1ly2yl65;066.

B.- Si es un familiar directo de un paciente diagnosticado con los criterios previamente descri-
tos, debe cumplir los criterios 1y 2;62;63;64;06.
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el mecanismo de accion post-receptor, pro-
vocando hipofuncién glandular.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos estudiados. Se han estudiado
25 pacientes (13 hombres y 12 mujeres)
diagnosticados de DM1 segun los criterios
de Jennekens y col' (Tabla 1). La seleccion
se realiz6 al azar, por orden consecutivo al
que acudian a las consultas externas de
especialidades de los hospitales: de Nava-
rra, Virgen del Camino y Reina Sofia, y tras
dar su consentimiento para la realizacion
del estudio. La severidad de la alteracion
neuromuscular fue clasificada en tres gru-
pos (de A a C, de menor a mayor gravedad)
siguiendo los criterios de Novelli y col®.
Como grupo control para las determina-
ciones basales se analizaron 25 volunta-
rios sanos, equiparados por edad y sexo.
El test de estimulo con ACTH se valoré
como normal o patolégico segun el criterio
de normalidad universalmente aceptado:
pico de cortisol =20 pg/dl*. El test de esti-
mulacion con CRH se realiz6 en 11 de los
voluntarios sanos. Ninguno de los 50 indi-
viduos estudiados tom6 medicacion algu-
na durante al menos las 4 semanas previas
a la realizacion de los analisis.

Protocolo del estudio. Los test de esti-
mulacion se practicaron de forma ambula-
toria en dias diferentes separados 72
horas. Los analisis se iniciaron a las 8
horas, tras un ayuno nocturno de 12 horas.
El primer dia se extrajo suero para deter-
minar: cortisol y ACTH. A continuacion se
inyectaron 0,25 mg de Synacthen® diluido
en 10 cc de suero fisioldgico de forma ev
lenta. Nuevas extracciones para cortisol a
los 30 y 60 min. El segundo dia de estudio
se realizé el test de estimulo con CRH:
determinacion basal para cortisol y ACTH,
inyeccion ev directa de 100 pg de CRH
humana (Corticobiss®) y nuevas extrac-
ciones para cortisol y ACTH a los 15, 30, 60
y 90 min.

La muestra, una vez obtenida, se cen-
trifugd y congel6 de inmediato para evitar
la degradacion de ACTH.

Los pacientes objeto de estudio no lle-
vaban ningun tratamiento farmacoldgico
capaz de alterar la funcion hipofiso-adre-
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nal ni estaban afectos de enfermedad psi-
quiatrica alguna.

Determinaciones analiticas. El cortisol
plasmatico se midi6 por RIA (Sorin Biome-
dica, Vercelli, Italia). La sensibilidad del
ensayo, con un IC de 95%, es de 10 ng/ml.
Coeficiente de variacion intraensayo 5%,
Coeficiente de variacién interensayo 4,9%.

La ACTH se midié por IRMA (Nichols
Institute Diagnostics, San Juan Capistrano,
USA). La sensibilidad del ensayo, con un IC
de 95%, es de 1 pg/ml. Coeficiente de varia-
cion intraensayo 3%. Coeficiente de varia-
cion interensayo 6,8%.

Estudio genético. Se practicd en 16
pacientes que dieron su consentimiento.
Se examin6 el DNA mediante las técnicas
de Southern blot y PCR (polymerase chain
reaction). La técnica de Southern blot se
utilizé para el andlisis de expansiones lar-
gas y heterogéneas de CTG. El DNA fue
digerido con las enzimas de restriccion
Eco RI o Bgll, seguido de electroforesis en
gel de agarosa al 0,8% y transferencia a
membranas de nylon (Hybond N). El Sout-
hern Blot fue probado con el fragmento
1,8 kbp Hindlll/BamHI de prueba pGB2.6
que detecta la expansion de las repeticio-
nes. Posteriormente las muestras fueron
lavadas en 0,5 mol/l de NaOH/1,5 mol/l
NaCl, en 0,5 Tris (pH 7,0)/1,5 mol/l NaCl.
Las amplificaciones de las repeticiones de
CTG fueron medidas en el punto de mayor
densidad.

La técnica de PCR fue usada para deter-
minar el nimero de repeticiones de CTG
en alelos normales y en amplificaciones de
repeticiones pequefias (<0,5 kb) en pacien-
tes que no fueron resueltos por Southern
blot. La PCR se llevd a cabo con los pri-
mers de oligonucleétidos 101 y 102 que
flanquean las repeticiones de CTG. Los
productos de PCR fueron resueltos por
electroforesis en geles de azarosa Metap-
hor al 3,5%. Posteriormente el DNA fue
transferido a membranas de nylon
(Hybond N) y probado con un oligonucleé-
tido (CTG)10 marcado con fésforo 32.

Para estudiar las posibles diferencias
segun el nimero de repeticiones, se ha uti-
lizado la subdivision entre <500 y =500 repe-
ticiones del triplete en sangre periférica.
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Datos y andlisis estadisticos. Los resul-
tados hormonales se expresan como la
media * la desviacién estandar. Para el
analisis de las diferencias entre controles y
pacientes, y tras comprobar la ausencia de
normalidad en las muestras, se ha emplea-
do como prueba de comparacién la U de
Mann-Whitney. Para el analisis de las
correlaciones entre las distintas variables,
dado que no seguian una distribucién nor-
mal, se usoé el test de correlacién de Spear-
man. En todos los casos se ha considerado
significativo un valor de p<0,05. El paquete
informatico SPSS 13,0 ha sido utilizado
para todos los analisis estadisticos.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en los para-
metros analizados se exponen en la Tabla

2. Al evaluar la funcion glucocorticoide
basal, todos los pacientes resultaron clini-
ca y analiticamente normofuncionantes
excepto uno de ellos afecto de insuficien-
cia suprarrenal primaria no autoinmune
que mostré atrofia de ambas suprarrena-
les en el TAC y requirio tratamiento hor-
monal sustitutivo. Los datos de ACTH
basal no mostraron diferencias significati-
vas entre pacientes y controles, a diferen-
cia de los niveles de cortisol basal que fue-
ron inferiores en los pacientes.

Salvo en el caso mencionado del
paciente con insuficiencia suprarrenal, el
resto mostraron respuesta normal de cor-
tisol al estimulo con ACTH, siendo el pico
medio de 30,47 + 10,43 mg/dl, con un rango
entre 12,80 y 53 mg/dl. La media de los

35
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ug/dl 20

---e-- Cortisol

15 ‘
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Figura 1. Respuesta de cortisol al estimulo corto de ACTH en pacientes afectos de distrofia mioténi-
ca. Basal: 14 mg/dl; 30": 26,31 mg/dl y 60 min: 28,54 mg/dl.

Tabla 2. Resultados comparativos de la funcién suprarrenal entre pacientes afectos de DM1 y con-
troles. Los resultados expresan la media = desviacion estandar. Para el analisis estadistico se

empled un test de Kruskall-Wallis.

PARAMETRO PACIENTES CONTROLES DIFERENCIAS
Cortisol basal 13,05 + 7,0 mg/dl (Rango: 154+28 P<0,01
4,8-34,4) (Rango: 11-19,6)
ACTH basal 20,62 + 17,82 pg/ml 20,45 £ 9,18 pg/ml NS
(Rango: 7-77,6) (Rango: 10-42) P=0,238
Pico de cortisol tras 20,10 + 6,05 mg/dl 24,27 + 6,1mg/dl P<0,05
CRH (Rango: 11,9-34,4) (Rango: 14-34)
Pico de ACTH tras 60,61 + 50,9 pg/ml 45,27 + 17,82 pg/ml NS
CRH (Rango: 23,5-222) (Rango:25-72) P=0,8
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puntos obtenidos durante esta prueba se
representa en la figura 1.

La respuesta al test de CRH mostro los
datos de mayor interés. Para el analisis
estadistico se excluy6 al paciente afecto
de insuficiencia suprarrenal primaria. En
las figuras 2 y 3 se muestran respectiva-
mente las medias de los valores de cortisol
y ACTH en todos los puntos de la prueba.
Los picos de respuesta de cortisol y ACTH
a CRH se muestran en la tabla 2. No existio

correlacion entre la respuesta hormonal y
la gravedad de la alteraciéon muscular cli-
nica ni con el nimero de repeticiones del
triplete CTG en sangre periférica.

DISCUSION

Las ultimas publicaciones sobre la fun-
cion glucocorticoide en la DM1, apuntan a
una hiperactividad del EHHA®". La causa
radicaria en una mayor sensibilidad al esti-
mulo por parte de la corteza adrenal, a un

30
25
**
Cortisol 20 *
ortiso . .
o 5 e - * Controles
ug o e e Pacientes
10
5
0 I I | |
Basal 15 30 60 90 *: p< 0,05
min min min min
**: p< 0,01

Figura 2. Respuesta de cortisol al estimulo con CRH en pacientes afectos de distrofia miotonica y en
controles. CRH: Hormona liberadora de corticotropina.
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Figura 3. Respuesta de ACTH al estimulo con CRH en pacientes afectos de distrofia miotonica y en
controles. CRH: Hormona liberadora de corticotrofina.
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metabolismo anormal de los glucocorticoi-
des (aumento de la actividad de la
11RHSD1)* o al efecto de la resistencia
insulinica a través de sus mediadores®?.
Nuestros datos orientan en sentido contra-
rio. Ademéas de diagnosticar una insufi-
ciencia suprarrenal primaria dentro de un
sindrome pluriglandular no autoinmune,
hemos observado un nivel de cortisol
basal inferior y una menor respuesta de
cortisol al estimulo con CRH acompafiada
de una respuesta mayor de ACTH, no sig-
nificativa (posiblemente por la elevada
desviacién estandar, pero apreciable en la
grafica de respuesta) comparada con suje-
tos control. Este patrén sugiere una menor
sensibilidad de la corteza suprarrenal al
estimulo con ACTH que no se pone de
manifiesto en respuesta al intenso estimu-
lo agudo con 250 pug de ACTH ev, aunque si
se evidencia en condiciones basales y tras
un estimulo mas sutil como es la CRH.
Jackson y col® al practicar el test de esti-
mulo con CRH ovina, obtuvieron también
valores elevados de ACTH que no conlle-
vaban aumento en la respuesta de cortisol
y Grice y col* hallaron idénticos resulta-
dos con la naloxona que actta via CRH. En
nuestra opinion, y puesto que la CRH no
actla directamente sobre las suprarrena-
les, la menor respuesta de cortisol se
deberia a una menor eficacia de la ACTH
tras interactuar con su receptor a nivel de
corteza suprarrenal. Se trata de un recep-
tor de superficie que presenta 7 dominios
transmembrana y esta ligado a la proteina
Gs, activando a la adenilato ciclasa que da
lugar al aumento del segundo mensajero
cAMP, cuyo efector final es una protein-
kinasa A. El defecto subyacente en el gen
que codifica la DMPK dependiente de
AMPc podria ser la causa de la hipores-
puesta adrenal ya que largas expansiones
de CTG han sido encontradas en las supra-
rrenales®. Esta hipotesis ha sido también
sugerida por otros autores®#, Otra posible
explicacion seria una alteracion del RNA
del receptor de ACTH a nivel de corteza
suprarrenal ya que parece existir una alte-
racion general del RNA nuclear en la DM1.
En la literatura médica figura otro caso de
insuficiencia suprarrenal asociada a DM1,
aunque en esta ocasion de origen autoin-
mune®. Dicha etiologia no avala nuestra
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hipotesis aunque si podria hacerlo la ya
clasica publicacion de Berthold y col” en
la que se demuestran diversos grados de
atrofia suprarrenal en autopsias de pacien-
tes afectos de DML1.

En conclusion, presentamos una serie
de 25 pacientes afectos de DML, a los que
se ha practicado estudio de funcion supra-
rrenal glucocorticoide, habiéndose obteni-
do unos menores niveles de cortisol tanto
basales como en respuesta a CRH a pesar
de mediar cifras mas elevadas de ACTH, lo
que indicaria una menor eficacia a nivel de
receptor o postreceptor. Estas diferencias
halladas entre pacientes y controles, no
necesariamente entrafian significado pato-
I6gico.

Obviamente son necesarios mas estu-
dios para conocer cuél es la funcionalidad
del EHHA en los pacientes afectos de DM1
y cuéles son los mecanismos implicados
sobre todo dado que nuestros resultados
difieren de lo ultimamente publicado.
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