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RESUMEN

La enfermedad de Cushing (EC) se origina por un tumor hipofisario secretor de
hormona adrenocorticotrépica (ACTH), que suele presentarse en forma de
microadenoma en el 95% de los casos. Los tumores hipofisarios secretores de ACTH
(ACTHomas) representan el 14% de los adenomas hipofisarios intervenidos. La
morbimortalidad de pacientes con EC no controlada es elevada, presentando una tasa
de mortalidad estandarizada cinco veces superior a la de la poblacién sana. La EC se
asocia con alteraciones metabdlicas, de hipercoagulabilidad, cardiovasculares, éseas,
cognitivas y psicoldgicas y, en consecuencia, con un aumento de la mortalidad. La
normalizacion de los niveles de cortisol conduce a una reduccion significativa de la
morbimortalidad. La cirugia transesfenoidal en pacientes con ACTHoma presenta
buenos resultados, siendo un procedimiento seguro y eficaz, pero aun asi, la
enfermedad persiste en alrededor del 22% de los pacientes con EC tras la cirugia.
Ademas, en los pacientes que consiguen la remisidn tras el tratamiento quirdrgico, la
recidiva puede ocurrir en mas de un 50% de los casos, por lo que es necesario el
seguimiento de por vida de estos pacientes. En este contexto, la prediccion de la
remisidn y recidiva posquirdrgica de la EC, es un gran desafio en la practica clinica, y
hasta el momento, no existen biomarcadores Utiles para predecirlo con precision.

Por otro lado, un tratamiento médico eficaz en pacientes en los que la cirugia no
esté indicada, es necesario para conseguir el control de los sintomas, una disminucién
de la morbimortalidad y una mejor calidad de vida. Por tanto, conocer el perfil
molecular de estos tumores (ej. expresion de receptores de somatostatina o
dopamina) puede ser muy util para la eleccién del tratamiento farmacolégico mas
adecuado (ej. analogos de somatostatina, dopamina o la combinacién de ambos).

En este sentido y sobre |la base de lo expuesto anteriormente, el objetivo principal
de la presente Tesis doctoral fue determinar si el estudio de los marcadores
moleculares de los ACTHomas, las caracteristicas clinicas y los parametros
bioguimicos-radioldgicos, de forma individual o combinada, pueden predecir la
remisién o recidiva de la EC. Asimismo, y como objetivo secundario, se determiné si

las caracteristicas clinicas y/o los parametros bioquimicos-radiolégicos al diagndstico
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de la EC, pueden predecir la expresion molecular a nivel tumoral. Para llevar a cabo el
presente estudio, se disend y llevd a cabo un estudio observacional retrospectivo
multicéntrico [6 Hospitales Universitarios: Reina Sofia de Cérdoba, Virgen del Rocio de
Sevilla, de la Ribera (Alzira, Valencia), Politécnico La Fe de Valencia, de Albacete, y
General de Alicante], en el que se incluyeron 60 pacientes diagnosticados de EC (88,3
% mujeres), tratados quirdrgicamente, y clinicamente bien caracterizados (datos
demograficos, bioquimicos, radiolégicos, y patoldgicos), en los que se disponia de una
pieza tumoral tras la cirugia en la que se realizo el estudio molecular del tumor.

En nuestro estudio, la respuesta clinica y el seguimiento a largo plazo en pacientes
con EC se evaluaron por remisién después de la cirugia y la presencia de recidiva
durante el seguimiento. La remisién se definié como la normalizacién del cortisol libre
en orina de 24 horas (CLU 24 h), el cortisol salival nocturno (CS) y el cortisol tras 1 mg
de dexametasona (DXT) en aquellos pacientes que no presentaron insuficiencia
suprarrenal después de la cirugia. La insuficiencia suprarrenal se definié como cortisol
basal menor de 5 ug/dL, realizado inmediatamente después de la cirugia y al mes
después de la cirugia. La recidiva de EC se defini6 como la reaparicién de las
caracteristicas clinicas y bioquimicas del hipercortisolismo después de la remisiéon
inicial: niveles elevados de CLU 24h (1,6 veces el nivel superior de la normalidad) y/o
niveles superiores de CS (puntos de corte: 0,27 ug/dL) y/o falta de inhibicién del
cortisol plasmatico después de 1 mg de dexametasona (DXT) (punto de corte: > 1,8
ug/dL). Se analizaron los niveles de cortisol tras 1 mg de DXT al mes de la cirugia en
todos los pacientes que no presentaron hipocortisolismo tras la cirugia. Los pacientes
fueron tratados de acuerdo con las guias clinicas disponibles. Se realizd cirugia
transesfenoideal en todos los pacientes y se obtuvo la muestra tumoral tras ser
procesada por los anatomopatélogos de cada hospital. Cada una de estas muestras fue
procesada y conservada hasta la realizacion del estudio molecular en el Instituto

Maimodnides de Investigacién Biomédica de Cérdoba (IMIBIC).

El periodo de seguimiento en este estudio fue de 24 - 152 meses tras la cirugia. La
edad media al diagndstico de la EC fue de 40 afios (15-78). La mayoria de los casos
presentaban al diagndstico obesidad central, plétora facial, cara de luna llena, astenia

y labilidad emocional (mas del 80 %). También fue frecuente el hirsutismo y la atrofia
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muscular (79,4 y 78,8 % respectivamente). La comorbilidad mas prevalente fue la
hipertension arterial (50 %). En el estudio de imagen, 34 pacientes (56,7 %)
presentaban microadenomas [mediana * RI: macroadenomas (17 = 8,5 mm),
microadenomas (6 + 1,6 mm)]. En la pieza tumoral se analizo el perfil de expresion de
los genes de los distinto subtipos de receptores de somatostatina (SSTs) que reveld que
el receptor de somatostatina subtipo 5 (SSTs) era el subtipo de receptor dominante
expresado en muestras de ACTHoma, seguido de receptor de somatostatina subtipo 1
(SST1) >> receptor de somatostatina subtipo 2 (SST.) > receptor de somatostatina
subtipo 3 (SST3) > variante truncada del receptor de somatostatina subtipo 5-TMD5
(SSTsTMDS5) > variante truncada del receptor de somatostatina subtipo 5-TMD4
(SSTsTMD4). También se analizdé el perfil de receptores de dopamina (DR) y se
encontrd que el receptor mas expresado era el receptor de dopamina subtipo 2
(DRD2), seguido del receptor de dopamina subtipo 4 (DRD4) >> receptor de dopamina
subtipo 5 (DRD5) > receptor de dopamina subtipo 1 (DRD1). En el caso del sistema
ghrelina, los componentes dominantes de este sistema fueron el receptor truncado de
ghrelina (GHRS1b) > receptor de GH tipo 1a (GHSR1a), seguidos de la enzima Ghrelina-
O-acil-transferasa (GOAT) 2 variante In1-ghrelina > ghrelina nativa. Se observé que el
precursor de la ACTH (POMC), la variante del receptor de vasopresina-1b (AVPR1b) y el
receptor de hormona liberadora de corticotropina (CRHR1) se expresaban
considerablemente en las muestras de ACTHoma. También encontramos entre los
marcadores de proliferacion, que los niveles de expresiéon del gen transformador de
tumor hipofisario (PTTG1) eran significativamente mas altos que los niveles del
antigeno KI-67 (MKI67). Ademas, los resultados de nuestro estudio mostraron que
algunas variables clinicas de la EC se correlacionaban significativamente con variables
bioquimicas y moleculares. El hallazgo mas relevante fue descubrir que algunos
parametros clinicos/bioquimicos y componentes moleculares se asociaban claramente
con la remisidn de la EC después de la primera cirugia (ej. menor tamafo del tumor y
las determinaciones posquirurgicas de cortisol basal, CLU 24h, cortisol tras 1 mg DXT y
prolactina, menor expresion de SST1, mayor expresiéon de CRHR1 y MKI67, etc.), y que
la combinacién de algunos de estos parametros clinicos y moleculares podia predecir

con gran precisiéon la remision de la EC después de la primera cirugia.
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Por todo lo anterior, las principales conclusiones alcanzadas en esta Tesis son:

Existen marcadores moleculares de los ACTHomas, concretamente SSTi y
CRHR1, que pueden predecir la remision de la EC en pacientes tratados con

cirugia.

Existen parametros clinicos, concretamente el tamafio del tumor y las
determinaciones posquirurgicas de cortisol basal, CLU 24h, cortisol tras 1 mg
DXT y prolactina (PRL), que pueden predecir la remisién de la EC en pacientes

tratados con cirugia.

El andlisis combinado de dos marcadores moleculares de los ACTHomas (SST1 y
CRHR1) y dos parametros clinicos (tamafio del tumor y el cortisol basal
posquirurgico) puede predecir con gran precisién la evolucién clinica y la

remisidn de pacientes con EC tratados con cirugia.

Existe una correlacion entre las caracteristicas clinicas y/o los parametros
bioquimicos-radioldgicos al diagndstico de la EC que pueden predecir la
expresion molecular a nivel tumoral. Concretamente, el cortisol basal al
diagndstico se correlaciona inversamente con la expresion de SST1, SST», SST3,
DRD1, DRD2T, DRD2L y DRDS5, vy el nivel de ACTH al diagndstico se correlaciona
inversamente con la expresion de SSTi, SST,, SSTs;, DRD1, DRD2T, DRD2L,
DRD4, DRD5 y GHSR1a.

Por tanto, los resultados de esta Tesis Doctoral aportan una conclusiéon

clinicamente relevante puesto que demuestran por primera vez que el analisis
combinado de un conjunto concreto de biomarcadores clinicos y moleculares en la
pieza tumoral de pacientes con ACTHomas es capaz de predecir con gran precisién la

evolucién clinica y la remisiéon de los pacientes. Por tanto, el perfil molecular

posquirurgico representa una valiosa herramienta para la evaluacidén clinica y el

seguimiento de los pacientes con EC.
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1. INTRODUCCION

1.1. Hipofisis y tumores hipofisarios

La hipodfisis es una glandula endocrina compleja, encargada de regular de forma
integrada el funcionamiento de otras glandulas endocrinas. Se localiza en el interior de
la silla turca, en la base del craneo, y esta formada por la adenohipdfisis y la
neurohipofisis. El tallo hipofisario conecta la hipdfisis con la eminencia media del

hipotalamo [1].

El hipotdlamo esta formado por células nerviosas que sintetizan y secretan
hormonas peptidicas o aminérgicas, que estimulan o inhiben la secrecién de las
hormonas hipofisarias, y que se liberan directamente a los vasos portales del tallo
hipofisario. El plexo portal hipotalamo-hipofisario es la fuente principal de aporte
sanguineo a la hipdfisis anterior, lo que permite una transmisién segura de la secrecién
pulsatil de péptidos hipotalamicos. La funcidn de las células hipofisarias esta regulada
por picos de factores de liberacidon o inhibicidon hipotaldmicos, que da lugar a una
liberacion hormonal pulsatil. Por otra parte, las hormonas y otras senales periféricas
también participan en la modulacion de la funcién de las células hipofisarias,
principalmente, a través de una regulacidén por retroalimentacién negativa por parte
de las hormonas producidas por sus respectivas glandulas y tejidos diana. Ademas,
existe una regulacién por retroalimentacion ultracorta, ejercida por la hipdfisis sobre

sus propias células y sobre el hipotdlamo[1].

En la adenohipdfisis, existen cinco tipos de células secretoras de hormonas. Las

células corticotropas producen péptidos derivados del POMC, fundamentalmente la
ACTH; las células somatotropas producen hormona del crecimiento (GH); las células
tirotropas sintetizan una subunidad glucoproteica a comun y la subunidad B especifica
de tirotropina u hormona estimuladora del tiroides (TSH); las células gonadotropas
expresan la subunidad a comun y las subunidades B de la hormona foliculoestimulante
(FSH) y de la hormona luteinizante (LH); y las células lactotropas producen prolactina

(PRL). Cada tipo celular se encuentra bajo una regulacion altamente especifica, que
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controla su expresion genética y actividad funcional diferenciada. La neurohipdfisis,

estd formada por axones que se originan en los nucleos supradptico y paraventricular
del hipotdlamo. Produce dos hormonas: vasopresina (AVP), también conocida como

hormona antidiurética, y oxitocina [1].

Los tumores o adenomas hipofisarios representan aproximadamente el 10% de
todas las neoplasias intracraneales, y generalmente son neoplasias benignas. Se
originan a partir uno o varios tipos celulares de la hipdfisis anterior. El fenotipo clinico
y bioquimico del tumor va a depender del tipo celular del que se origina: lactotropas
(PRL), somatotropas (GH), corticotropas (ACTH), tirotropas (TSH) o gonadotropas (LH,

FSH). Los tumores hipofisarios pueden manifestarse como adenomas no funcionantes,

0 como secretores de una o varias hormonas (adenomas hipofisarios funcionantes).

Los tumores secretores se caracterizan por tener secrecién hormonal auténoma, con
escasa respuesta a las vias normales de inhibicidn. No siempre existe correlacion entre
la produccién hormonal y el tamafo tumoral, existen adenomas pequefios con una
activa secrecién hormonal que pueden producir alteraciones clinicas importantes,
mientras que hay adenomas de mayor tamafio, pero con menor produccidén hormonal,
gue pueden ser clinicamente silentes y manifestarse sdlo por clinica derivada de los
efectos compresivos que puedan producir. Alrededor de la tercera parte los adenomas
hipofisarios son adenomas no funcionantes. Por otra parte, existe adenomas
hipofisarios productores de mas de una hormona, llamados adenomas hipofisarios

plurihormonales, y estos suponen menos del 1% [1, 2].

En 2017, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publica una nueva
clasificacién que agrupa los tumores hipofisarios neuroendocrinos en las 3 lineas
celulares de la adenohipdfisis, cada una de ellas regulada por factores de transcripcion
hipofisarios (FTH) diferentes y estos pueden estudiarse por inmunohistoquimica en el
tejido tumoral [2]. Este agrupamiento facilita una aproximacion diferente al
diagndstico patoldgico de los tumores hipofisarios [3]. Se ha propuesto, ademas, que
en el informe del patdlogo figuren también datos clinicos (tumor funcionante/silente,
presencia y grado de invasion radioldgica), y datos de actividad proliferativa [MIB1-
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clinico-patoldgica con capacidad prondstica (Tabla 1).

LI/Ki-67 (MKI67), nimero de mitosis y p53], con el objetivo de disefiar una clasificacion

Tipo de Variante Hormonas hipofisarias y FTHy otros
adenoma morfoldgica otros cofactores
inmunomarcadores
Adenoma Densamente GH £ PRL £ subunidad a. | PIT-1
somatotropo granulado Patron perinuclear o
difuso de citoqueratinas
Escasamente GH £ PRL, patréon en gota | PIT-1
granulado de citoqueratinas
Mamosomatotropo GH + PRL (en mismas PIT-1, ER a
células) £ subunidad a
Mixtosomatotropo- GH + PRL (en células PIT-1, ER a
lactotropo diferentes) + subunidad
a
Adenoma Densamente PRL difusa PIT-1, ER a
lactotropo granulado
Escasamente PRL perinuclear PIT-1, ER a
granulado
Aciddfilo de células PRL, GH (focal y variable) | PIT-1, ER a
madre Patrén en gota de
citoqueratinas
Adenoma B-TSH + subunidad a PIT-1, GATA 2
tirotropo
Adenoma Densamente ACTH T-PIT
corticotropo granulado Patron difuso de
citoqueratinas.
Escasamente ACTH T-PIT
granulado Patron difuso de
citoqueratinas.
De células de Crooke | ACTH T-PIT
Adenoma B-TSH, B-LH + subunidad | SF-1, GATA2,
gonadotropo a ERa
Adenomas de Ninguno Ninguno
células nulas
Adenoma Adenoma GH, PRL, B-TSH # PIT-1
plurihormonal plurihormonal PIT-1 | subunidad a
Adenomas con Combinaciones diversas: | N/A
combinaciones ACTH/GH, ACTH/PRL
inusuales

Tabla 1. Clasificacién de los tumores hipofisarios. Modificado de la clasificacién de la OMS
de tumores de la glandula hipofisaria [2] y de la de Picé et al [3].

El consenso de expertos de la Sociedad Espafiola de Endocrinologia y Nutricidén y la

Sociedad Espafiola de Anatomia Patoldgica propone una secuencia diagndstica
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diferente para aquellos centros donde no se puedan medir los FTH de forma rutinaria
(Figura 1) [3]. Este esquema permite tipificar de forma correcta los diferentes subtipos
de tumores hipofisarios neuroendocrinos en mas del 95% de los casos, lo que favorece

su tratamiento y seguimiento.

T-PIT

NEGATIVO

NIVEL2  NIVEL1

[en
| =t
| = 3
2 Citogueratinas Cg A, Sinaptofisina
|2
* Densamente granulado * Densamanta granulado
* Escasamenta granulado * Escasamante granulado Confin No confi
D nto g +Ad do células *Tumor da células d iy s
* Escasamonto granulado madre acidéfilas Crooke fino fino

* Los tipos de tumor sé indican n letra mayuiscula, los subtipos en mindscula
* En todos los casos se debe medir el indice de prbﬂf!rll’.‘lén Ki-67 (NIVEL 1). S6lo eén los casos en los que el indice Ki-67 2 3%, se medird p53)
* la inacion de los p de o dopamina, o de la E-cadherina debe relegarse a estudios de validacion y a casos selecdonados (NIVEL 3). Por
| , los somatotropi 5 en los que esta Informacién puede contribuir a identificar la respuesta al tratamiento farmacoldgico,
= Los rurr'crss plurihormonales pueden preser\lar combinaciones de hormonas adenchipofisanas y factores de transcripeion de diferentes lineas celulares
Son denominados phuriho les. Su significado clinico esta por determinar.

Figura 1. Propuesta de algoritmo diagndstico de la Sociedad Espafiola de Endocrinologia y Nutricidn y
la Sociedad Espafiola de Anatomia Patoldgica, en base a la determinacidn en un primer escaldn de los
factores de transcripcién hipofisarios [3]. PIT-1: factor de transcripcion 1 especifico de la hipdfisis; T-
PIT: el factor de transcripcidn t-box; SF-1: factor esteroidogénico-1. ACTH: hormona corticotropa; GH:
hormona del crecimiento; FSH: hormona foliculoestimulante; LH: hormona luteinizante; PRL:
prolactina; TSH: hormona estimulante de la tiroides. Cg-A: cromogranina A.

Debemos hacer mencidn, en los adenomas hipofisarios, al PTTG1, oncogén que se
encuentra sobreexpresado en una variedad de tumores relacionados con el sistema
endocrino, especialmente tumores de hipdfisis, tiroides, mama, ovario y Utero, asi
como canceres no relacionados con el sistema endocrino que afectan el sistema
nervioso central, pulmonar y gastrointestinal. La alta expresion de PTTG1l se
correlaciona con mal prondstico clinico. La creciente evidencia apoya un papel

multifuncional de PTTG1 en la fisiologia celular y en la tumorigénesis [4, 5].
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1.2. Hormona adrenocorticotropa

El eje hipotaldmico-hipofisario-suprarrenal (HHS) es el principal sistema
neuroendocrino que permite tolerar el estrés y sobrevivir. Los componentes clave de la
respuesta al estrés, actian produciendo niveles adecuados de glucocorticoides, que
ejercen efectos pleiotrépicos vitales sobre el aporte de energia, el metabolismo
energético, la inmunidad y la funcidén cardiovascular. Las células corticotropas
representan aproximadamente un 20% de las células funcionales de la adenohipdfisis,
y éstas elaboran los péptidos del gen POMC, incluida la ACTH (Figura 2). En la hipdfisis
humana adulta normal, la POMC solo se expresa en las células corticotropas. La POMC
es el precursor de la ACTH, que actua sobre las glandulas suprarrenales para inducir la
sintesis y secrecion de glucocorticoides. Multiples sefiales actian de forma sinérgica
para activar la expresion del gen de POMC como la hormona liberadora de
corticotropina (CRH), las citocinas, la AVP, las catecolaminas y el péptido vasoactivo
intestinal (VIP). Por el contrario, somatostatina y dopamina , actian inhibiendo su

expresion [1].

| POMC

| N-POC || B-LPH

$ $

| Pro-y-MSH [[ PU |[ ACTH || y-LPH || B-EP

JL
| | [ya-MSH] ] P =Fo

o-MSH

[] L =PC2

v-MSH

Figura 2. Procesamiento y rotura de la proopiomelanocortina (POMC). El péptido
precursor de POMC se procesa de forma secuencial por la accién de la prohormona
convertasa 1 (PC1) en la corticotropa adenohipofisaria. En el I6bulo intermedio neural y
otros tipos celulares, el procesamiento mediado por PC2 determina la liberacién de a-
MSH, B-EP, Y-LPH o ambos [1]. ACTH: hormona adrenocorticotropa; CLIP: péptido del
|6bulo intermedio parecido a la corticotropina; LPH: lipotropina; MSH: hormona
estimulante de los melanocitos; N-POC: fragmento N-terminal de pro-POMC; PU:
péptido de unidn.
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La ACTH completa es el Unico péptido derivado de la POMC con funcién
adrenocorticotropa, y es el ligando del receptor tipo 2 de la melanocortina (MC2R). La
activacion de MC2R determina, en las suprarrenales, la produccidon de
glucocorticoides, esteroides androgénicos y, en menor medida, mineralocorticoides. Al
igual que sucede con otras hormonas de la adenohipdfisis, la regulacion de ACTH
comprende al menos tres niveles de control. En primer lugar, el encéfalo y el
hipotalamo liberan moléculas reguladoras como CRH, AVP, dopamina y somatostatina
qgue circulan por el sistema porta y regulan, de forma directa, la funcién corticotropa.
En segundo lugar, las citocinas intrahipofisarias y factores de crecimiento actuan a
nivel local y regulan ACTH, de forma independiente o en coordinacién con los factores
hipotaldmicos. Estos controles paracrinos se suelen solapar, e inducen moléculas
intracelulares sensibles, que limitan la respuesta de ACTH, evitando una hipersecrecién
cronica de ésta. En tercer lugar, los glucocorticoides mantienen un control de
retroalimentacion regulador de la secrecién de las células corticotropas, porque
inhiben de forma rapida la secrecién de CRH hipotalamica y ACTH hipofisaria [1].

También se ha descrito que ghrelina, péptido de 28 aminodcidos producido
predominantemente por el estdmago, es un ligando natural del GHSR1a que actua
estimulando la secrecion de GH y ejerce un efecto estimulador agudo sobre Ia
actividad del eje HHS en humanos, similar a la accidon de AVP e incluso similar a CRH
[6]. Ghrelina estimulan el eje HHS de forma independiente a través del hipotdlamo, lo
que implica la estimulacién de CRH, AVP y el neuropéptido Y. En los ACTHoma, el
GHSR1a se expresa patoldgicamente, lo que explica las respuestas especialmente altas
de ACTH vy cortisol a la ghrelina en pacientes con EC [7, 8]. El sistema de ghrelina
comprende una familia compleja de péptidos, receptores y enzimas modificadoras,
como GOAT, que controlan multiples procesos fisiopatoldgicos. Se ha descrito que las
variantes truncadas de ghrelina (Inl1-ghrelina) y del receptor de ghrelina (GHSR1b)
pueden promover el desarrollo/progresién de ciertos canceres relacionados con el

sistema endocrino [9, 10].

Las células corticotropas hipofisarias normales expresan receptores de
somatostatina o SSTs. La somatostatina es una hormona pleiotrdpica, esencialmente
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de naturaleza inhibitoria. Entre sus funciones, se encuentra el efecto inhibidor que
ejerce sobre la secrecién de varias hormonas de la adenohipdfisis, tales como la GH y
también la ACTH [11]. Las diferentes acciones de la somatostatina son mediadas por
sus receptores, localizados en la membrana plasmatica de las células diana. Estos
receptores, en su forma candnica, son proteinas de 7 dominios transmembrana (DTM),
gue pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G heterotriméricas. Se
han descrito cinco subtipos de SSTs (SST:-SSTs) codificados por diferentes genes.
Existen ademas dos variantes truncadas del SSTs, generadas por un proceso de splicing
alternativo andmalo, que carecen de algunos DTM, y se nombran por ello SSTsTMD4 y
SSTsTMD5 [12]. En la adenohipdfisis normal se expresan todos los subtipos candnicos
excepto el SST4 [11]. Se ha observado expresion diferencial de SSTs en los adenomas
hipofisarios dependiendo del tipo celular del que derivan [12, 13]. En concreto, SST, y
SSTs son los subtipos predominantes en la mayoria de los tumores hipofisarios, sin
embargo, en los ACTHomas se observa un predominio en la expresion de SSTs y niveles
relativamente bajos de SST; [14]. La expresion relativamente baja de SST, parece
deberse al efecto supresor de niveles elevados de cortisol, siendo la expresidon de SSTs

menos sensible a este efecto [15].

Los receptores de dopamina o DR, al igual que los SSTs, estan involucrados en la
regulacién del eje HHS, y pertenecen también a la familia de receptores con 7 DTM
acoplados a proteinas G. Se han descrito cinco subtipos: DRD1, DRD2, subtipo 3
(DRD3), DRD4 y DRD5 [16]. DRD1 y DRD5 son preferencialmente estimuladores,
mientras que DRD2, DRD3 y DRD4 son principalmente inhibitorios. DRD2 y, en menor
medida DRD4, son los subtipos que se expresan mayoritariamente en adenohipdfisis
[17]. Los ACTHoma expresan predominantemente DRD2 [18]. DRD2 presenta dos
isoformas, una larga (DRD2L) y otra corta (DRD2S); ambas isoformas tienen la misma
capacidad para unir su ligando, pero DRD2L se expresa unas diez veces mas que DRD2S
y tiene menor capacidad de acoplarse a proteina G [19]. La diferencia mas relevante,
desde el punto de vista fisiopatoldgico, entre ambas isoformas es la respuesta a la
exposicion prolongada a agonistas dopaminérgicos (DA), pues ambas isoformas

experimentan una internalizacion tras exposicidon prolongada, sin embargo, el grado de
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internalizacion de DRD2S es mayor que el de DRD2L, siendo este ultimo mas resistente

a la desensibilizacion que presentan estos receptores al tratamiento con DA [20].

La principal accion de la ACTH es mantener el tamafio, estructura y funcion de las
gladndulas suprarrenales. ACTH induce la esteroidogénesis suprarrenal por MC2R en la
corteza suprarrenal. La transmisién de sefiales de ACTH regula la producciéon de
cortisol, aldosterona (10%), 17-hidroxiprogesterona y, en menor medida, los
andrégenos suprarrenales. ACTH estimula el transporte mitocondrial de colesterol y
regula la escision de cadenas laterales de colesterol a pregnenolona, que es el paso
limitante de la reaccién. Los pulsos de secrecidon de cortisol siguen el patron de los
pulsos de ACTH con 5-10 min de desfase, y existe una dependencia lineal de la dosis
gue resulta especialmente evidente después de la estimulacion fisiolégica con CRH. La
secrecion de ACTH, tanto basal como estimulada, se regula por los niveles de
glucocorticoides. Por el contrario, la ausencia o baja concentracion de glucocorticoides
circulantes se traduce en un aumento exagerado de la secreciéon de ACTH y en una

hiperplasia de las células corticotropas [1].

1.3. Enfermedad de Cushing

La EC se origina por un tumor hipofisario secretor de ACTH que se presenta en el
95% de los casos como un microadenoma. Es la causa mas frecuente de
hipercortisolismo enddgeno, representado el 80% de los casos. El 14% de los
adenomas hipofisarios intervenidos son adenoma hipofisario secretor de ACTH. La
incidencia de EC oscila entre 0,7 y 2,4 casos por millon de habitantes/afio. Esta
enfermedad es mas frecuente entre la tercera y cuarta década de la vida y es ocho

veces mas frecuente en mujeres [21, 22].

* CLINICA: La EC comprende sintomas y signos asociados a una exposicién prolongada
de niveles inapropiadamente elevados de glucocorticoides. El tamafio del tumor, no se
correlaciona necesariamente con el grado de hipercortisolismo en la EC. De hecho, los

pacientes con adenomas mas grandes pueden presentar un hipercortisolismo mas leve
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[23]. La clinica es comun a la del SC de cualquier origen (Tabla 2) [1, 22]. En ocasiones,
el SC puede ser ciclico, caracterizdndose por periodos de hipercortisolemia transitoria,
que alterna con periodos de normo y/o hipocortisolemia. El diagnéstico del SC ciclico
se basa en al menos tres periodos de hipercortisolemia confirmada, intercalados por

dos periodos de normocortisolemia [24].

Clinica Frecuencia (%)
Obesidad central 80
Plétora facial 94
Atrofia cutanea 80
Carade lunallena 88
Lipomatosis cervical 75
Grasa supraclavicular 75
Hirsutismo 85
Atrofia muscular 50
Amenorrea 84
Estrias rojizas 56
Fragilidad capilar 65
Acné 45
Edemas en miembro inferiores 50
Cefalea 43
Astenia 85
Alteracion visual 5
Hipertensidn arterial 74
Dislipemia 20
Diabetes tipo 2 50
Osteoporosis 50
Disfuncidn psiquiatrica 62

Tabla 2. Caracteristicas clinicas del sindrome de Cushing y prevalencia.

33



La morbimortalidad de pacientes con EC no tratados, o no controlada es alta. Los
pacientes con EC activa presentan una tasa de mortalidad estandarizada cinco veces
superior a la de la poblacidn sana. La hipercortisolemia se asocia con alteraciones
metabdlicas, de hipercoagulabilidad, cardiovasculares, dseas, cognitivas y psicoldgicas
Yy, en consecuencia, con un aumento de la mortalidad [22, 25]. La normalizacién de los
niveles de cortisol conduce a una mejora significativa de estos parametros vy, por lo
tanto, a una disminucién de la morbimortalidad [26, 27]. Sin embargo, cada vez hay
mas pruebas que indican que el riesgo de desarrollar ciertas morbilidades, en
particular enfermedades cardiovasculares, se mantiene durante varios anos después
de la remisidn de la EC [27, 28]. Ademas, el hipercortisolismo inhibe la secrecion de la
GH, produciendo una deficiencia de ésta, que puede mantenerse incluso aifos después

de la remisién del SC [22, 29].

Los factores de riesgo cardiovascular persisten con una prevalencia notable en
pacientes con remision de la EC: obesidad/sobrepeso en el 40%, hipertension arterial
(HTA) en el 60%, diabetes tipo 2 (DM-2) o intolerancia a la glucosa en el 60% y
dislipemia hasta en el 30% de los pacientes [30, 31]. El estado de hipercoagulabilidad
no es reversible con la remisién a corto plazo, siendo parcialmente reversible con la
remisién a largo plazo [32]. La densidad mineral 6sea tampoco se recupera
completamente en todos los pacientes [33]. La psicopatologia, por su parte, puede
disminuir después de la remisiéon de forma dependiente del tiempo, aunque su
prevalencia es alta después de la remisidon a largo plazo. La funcidn cognitiva con
frecuencia sigue estando alterada tras la remisién, lo que sugiere efectos irreversibles
del hipercortisolismo crénico a nivel cerebral. A pesar de la remisidon de la EC, la
calidad de vida de estos pacientes sigue estando afectada, con mayor intensidad en
aquellos que presentan hipopituitarismo [34]. En general, la duraciéon del
hipercortisolismo en la EC parece estar inversamente relacionada con la reversibilidad
de las diferentes complicaciones, lo que puede aumentar la mortalidad. Esto indica
qgue el diagndstico temprano de la EC es de suma importancia y, una vez establecido,

se debe normalizar la produccién de cortisol lo antes posible [22, 35].
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* DIAGNOSTICO: El diagndstico de la EC se puede retrasar durante afios, en parte,
debido a su presentacion clinica, en muchas ocasiones poco especifica y, en parte, a su
complejidad diagnostica [22]. Para el diagndstico de la EC, es preciso establecer
previamente el diagndstico de SC (Figura 3). Las pruebas de cribado y diagndstico del
SC evaluan el estado de secrecion de cortisol: ritmo circadiano anormal con el CS,
alteracion de la retroalimentacion de glucocorticoides con la prueba de supresién de
cortisol tras 1 mg DXT o prueba de supresion de cortisol con DXT a dosis baja durante 2
dias, y mayor biodisponibilidad de cortisol con la determinacién de CLU 24h [22]. La
sensibilidad de todas las pruebas es superior al 90% (Tabla 3). Las tasas de sensibilidad
mas altas las presentan la determinacién de cortisol tras 1 mg de DXT y el CS, siendo
mas bajas con CLU 24h. La especificidad es algo menor que la sensibilidad, siendo la
determinacién de CS la mas especifica [22]. El proceso diagndstico de la EC se describe

en la figura 3 [22, 36].

Prueba diagnéstica Valor anormal Sensibilidad (%) Especificidad (%)
Cortisol tras 1 mg
Mayor 1.8 mcg/dL 98 81
DXT
Cortisol libre en Rango de
. referencia 91 81,5
orina de 24 horas o
especifico
Cortisol salival Rango de
referencia 97 97,5
nocturno -
especifico

Tabla 3. Pruebas de laboratorio para el diagndstico de sindrome de Cushing.

En los ACTHoma, los receptores de glucocorticoides suelen conservar la
capacidad de inhibir la secreciéon de ACTH en presencia de dosis altas de DXT y los
receptores de vasopresina V2 y V1b (V3), junto con el receptor de CRH, estan
sobreexpresados. Por el contrario, la mayoria de los tumores ectdpicos secretores de
ACTH no expresan estos receptores. En consecuencia, las pruebas de estimulacién con
desmopresina y CRH han demostrado ser Utiles para diferenciar entre tumores
hipofisarios y ectépicos [37]. En la EC, generalmente, se produce un aumento de la
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ACTH plasmatica y de la concentracion de cortisol después de la administraciéon de CRH
o desmopresina [38]. La utilidad de la prueba de estimulacién con CRH tras la
supresion con DXT en el diagndstico de la EC, se fundamenta en que sdlo los pacientes
con SC ACTH dependiente presentan una respuesta positiva de cortisol tras el estimulo
con CRH [39]. Sin embargo, la fiabilidad de esta prueba puede ser variable,
dependiendo de la experiencia del centro y de las caracteristicas del paciente [22]. La
prueba de desmopresina se basa en el hallazgo de que los ACTHomas expresan
receptores de vasopresina V1b (también conocidos como receptores de vasopresina
3), produciéndose un aumento en la concentracion plasmatica de ACTH después de la
inyeccion de desmopresina [40]. La prueba de desmopresina tiene una alta
especificidad para el diagnéstico de EC [41], y es mas accesible que la prueba de
estimulaciéon de CRH. No obstante, ambas pruebas han mostrado un buen rendimiento
para el diagndstico de EC, y cuando se hacen ambas pruebas se ha observado una

excelente concordancia [42, 43].

La resonancia magnética (RM) con contraste es la técnica de imagen de eleccién
para detectar adenomas hipofisarios secretores de ACTH. Sin embargo, con la RM
estandar de 1,5 T, s6lo aproximadamente el 50 % de los microadenomas se visualizan
claramente. Con la utilizacién cada vez mas generalizada de la RM de 3T, hasta un

tercio de las exploraciones en pacientes con EC siguen siendo no diagndsticas [44].

El cateterismo de senos petrosos es la técnica con mayor precision para establecer
diagnéstico diferencial entre EC y SC ectépico cuando la RM no ha sido diagnodstica
(Figura 3). En la EC se objetiva un incremento de ACTH en senos petrosos en relacion
con su concentracion a nivel periférico [45]. El cateterismo de senos petrosos presenta
una sensibilidad y especificidad del 92-100% para el diagndstico de microadenomas
productores de ACTH [46] y predice la lateralidad del microadenoma en el 60-84% de
los casos si en un seno petroso demuestra un nivel de ACTH 1,4 veces mayor con
respecto al seno petroso contralateral, aunque su valor para identificar la localizacién
del adenoma productor de ACTH dentro de la glandula hipofisaria es limitada [45, 47-
50].

36



La utilizacion de mas de una prueba dindmica podria mejorar la precisidon
diagnédstica [51]. Sin embargo, los tumores neuroendocrinos bien diferenciados
también pueden expresar estos receptores, y llevar a diagndstico erréneo. La prueba
de supresion con 8 mg DXT tiene una baja precision diagnodstica, y su uso es limitado.
Ninguna de las pruebas diagndsticas tiene una especificidad del 100 % y los resultados
pueden ser discordantes hasta en un tercio de los pacientes [22, 36]. Se recomienda
completar el estudio con tomografia computarizada (TAC) corporal, en aquellos
pacientes en los que le RM hipofisaria y el cateterismo de senos petrosos no han
establecido el diagndstico [22, 36]. La combinacion de pruebas diagnostica de una TAC
corporal positiva, junto con una prueba de estimulacion con CRH y desmopresina
negativa, y una RM hipofisaria negativa, han reportado un valor predictivo negativo del
100% para la EC [52]. En el ultimo consenso se propone este nuevo esquema como
alternativa al cateterismo para aquellos centros en los que éste no esté disponible

(Figura 3) [22].
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Sospecha de sindrome de Cushing (SC)

H Exclusion SC Exdgeno

Pruebas de cribado

Cortisol tras 1 mg

Cortisol salival nocturno

Cortisol libre en orina 24h

(al menos 2 determinaciones)

Inconcluyente

dexametasona (cS) (CLU24h)
(al menos 2 determinaciones)
Normal H Realizar 2-3 de estas pruebas H

Se descarta SC

Anormal

y

Reevaluar

Medir ACTH para establecer diagnostico diferencial entre SC ACTH

dependiente o ACTH independiente

v

y

ACTH normal o alta

SC ACTH dependiente

Diagnéstico diferencial
entre SC ectopico y EC

ACTH baja
(<10 pg/ml) (=10 pg/ml)
. . Rt.asor!anc.la <
SC ACTH independiente hipofisaria
<6-9 mm Adenoma

>10 mm

Enfermedad de Cushing

|
v

Cateterismo senos petroso

y

Prueba de CRH y desmopresina + TAC corporal

v

v v

| Gradiente ausente || Gradiente presente |

y

y

| TAC corporal positivo |

Prueba de CRH y

l v

desmopresina positiva

11

SC ectopico

Enfermedad de Cushing

SC ectopico

Enfermedad de Cushing

Figura 3. Proceso diagndstico de la enfermedad de Cushing.
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* TRATAMIENTO: En general, la cirugia se considera el tratamiento de eleccién en los
pacientes diagnosticados de EC [22, 53]. Otras opciones son el tratamiento médico o la

radioterapia [22, 53].

- Cirugia: La cirugia transesfenoidal en pacientes con tumores hipofisarios presenta
buenos resultados, y las complicaciones quirdrgicas son bajas, especialmente en
microadenomas [54]. Aunque la exéresis transesfenoidal del ACTHoma es un
procedimiento seguro y eficaz, la enfermedad persiste en alrededor del 22% de los
pacientes con EC debido a la reseccidon incompleta del tumor [55]. Tras el tratamiento
quirargico, el seguimiento de estos pacientes debe ser estrecho, con objeto de evaluar
la posibilidad de persistencia de la EC tras la cirugia o confirmar la remisidon del
hipercortisolismo. La recidiva después de lograr la remisidon quirdrgica ocurre en mas

de un 50% de los casos segun las series publicadas [22, 53, 55-57].

La cirugia transesfenoidal endoscdpica en la EC puede considerarse, en la
actualidad, la técnica mdas adecuada de abordaje quirdrgico, obteniendo resultados
comparables para los microadenomas, y probablemente, mejores resultados para los
macroadenomas, que la cirugia microscopica. La cirugia microscdpica se puede utilizar

segun la preferencia del neurocirujano [58].

Tras el diagndstico de recidiva se puede considerar una nueva cirugia
transesfenoidal si no existe contraindicacion, si se visualiza el tumor en las pruebas de
imagen, o si no se visualiza pero al diagndstico el cateterismo de senos petrosos
determind gradiente central. La remision tras una segunda intervencion quirudrgica es

menos probable [22].

- Tratamiento médico: El tratamiento médico en la EC estd indicado en el momento

del diagndstico para conseguir la normalizacion de los niveles de cortisol, en pacientes
con EC persistente o recidiva y que no son candidatos a la reintervencién quirurgica, en
pacientes que no sean candidatos a tratamiento quirdrgico o rechacen esta opcién

terapéutica, y para controlar las concentraciones de cortisol en pacientes sometidos a
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radioterapia. En la actualidad, el tratamiento médico de la EC se fundamenta en las
bases moleculares de esta enfermedad. Las distintas modalidades terapéuticas se

resumen en la tabla 4 [22, 53, 59-62].

Lugar de accion Grupo terapéutico Accidn

Adenohipdfisis Andlogos de somatostatina Descenso de ACTH

Agonistas dopaminérgicos

Suprarrenales Ketoconazol Descenso de cortisol
Osilodrostat
Mitotano
Metirapona

Etomidato

Receptores cortisol Mifepristona Antagoniza el receptores

de glucocorticoides.

Tabla 4. Resumen de terapias médicas actualmente disponibles para el tratamiento de

la enfermedad de Cushing.

Las opciones terapéuticas médicas dirigidas a nivel hipofisario son los analogos de

la somatostatina (SSA) y DA [22, 53, 61].

Como ya se ha referido anteriormente, en los ACTHomas se ha observado un
predominio en la expresién de SSTs, seguido de SST, [14, 63, 64]. Las células
corticotropas hipofisarias normales y tumorales expresan SSTs y SST,, y en menor
medida SST1, siendo SSTs el subtipo de receptor mas abundante y predominante. La
somatostatina inhibe la secrecion de ACTH in vitro, pero la sensibilidad a la
somatostatina esta fuertemente regulada por los glucocorticoides. Debido a estas
caracteristicas, el SSTs se ha convertido en una diana terapéutica de relevancia
creciente para el tratamiento médico de EC [64]. En este sentido, los SSA son una
alternativa terapéutica para inhibir la secrecion de ACTH, actuando a través de la
activacion de uno o varios SSTs. Dentro de los SSA se encuentran, octreotida,
lanreotida y pasireotida, que difieren en su afinidad especifica a uno o varios SSTs. En

concreto, octreotida y lanreotida presentan afinidad preferencial por el SST,, no
40



habiendo demostrado accién supresora en la secrecion de ACTH ni descenso en los
niveles de cortisol en pacientes con EC [53, 64]. En cambio, pasireotida, un SSA de mas
amplio espectro con afinidad por SST; y SSTs, es capaz de inhibir la secrecién de ACTH
en adenomas corticotropos, y ha demostrado en los diferentes ensayos clinicos la
disminucién o normalizacién de niveles de CLU, y también la posibilidad de reducir el
tamafo tumoral, siendo actualmente una opcién terapéutica para los pacientes con
persistencia EC tras tratamiento quirdrgico, o para aquellos en los que la cirugia esta

contraindicada [26, 60, 65-70].

Por su lado, como también se ha comentado con anterioridad, los ACTHoma
expresan DR, predominantemente DRD2 [16, 18]. La expresiéon de DR en los adenomas
corticotropos se correlaciona positivamente con los efectos supresores de la DA,
disminuyendo los niveles de cortisol en pacientes con EC [17]. El tratamiento con
cabergolina normaliza los niveles de cortisol en aproximadamente el 40% de los
pacientes con EC, por lo tanto, el DRD2 es una diana terapéutica importante para el
tratamiento de la EC. Pero, a diferencia de los efectos observados con pasireotida,
cabergolina puede presentar el denominado “efecto escape” en un 25-40% de los
pacientes tratados con este farmaco, explicado por la desensibilizacién de los debida a
la internalizacién de estos receptores, tras exposicion prolongada al tratamiento con
DA, siendo DRD2L mas resistente a la desensibilizacién que DRD2S [20, 22, 26, 60, 71-
73].

Se ha demostrado en humanos que, DRD2 puede formar heterodimeros con varios
SST, fundamentalmente con SST, y SSTs, y que la composicion especifica de estos
heterodimeros pueden alterar la respuesta a DA y SSA [18]. Esta posible relacién entre
DR y somatostatina ha impulsado el desarrollo de agonistas quiméricos DRD2/ SST,/
SSTs para el uso terapéutico [18, 74]. Se ha descrito la existencia de una coexpresion
de SSTs y DRD2 en aproximadamente el 60% de los ACTHomas, y en el 30% de ellos se
ha observé un nivel de SST relativamente bajo [13]. De acuerdo con estos hallazgos, el
tratamiento combinado de pasireotida y cabergolina puede ser util en pacientes con

EC. Todo ello sugiere, que el éxito del tratamiento de los adenomas hipofisarios con DA
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y SSA puede depender del patron de expresidn de los distintos subtipos de receptores
de dopamina y somatostatina. En pacientes con hipercortisolismo moderado o severo,
la remisidn bioquimica, por lo general, sélo se consigue con la combinacidn de varias

modalidades terapéuticas [22, 35].

Los inhibidores de la esteroidogénesis suprarrenal (Tabla 4), actian bloqueando
una o varias enzimas suprarrenales, inhibiendo la sintesis de glucocorticoides. Son
eficaces para controlar el exceso de cortisol, pero no actian sobre el ACTHoma, ni
restauran el ritmo circadiano del eje HHS [75]. Estos farmacos consiguen normalizar los
niveles de cortisol en la mayoria de los casos, pero presentan riesgo de desarrollar
insuficiencia suprarrenal, ademds de aumentar los niveles de ACTH y aumentar
hormonas suprarrenales préximas al bloqueo que inducen, con actividad
mineralocorticoide o androgénica [22, 76]. En nuestro medio, los farmacos mas
utilizados de este grupo en pacientes con EC son el ketoconazol, y en menor medida, la
metirapona. Ketoconazol es ampliamente utilizado en el SC, y estudios retrospectivos
han descrito que aproximadamente el 65 % de los pacientes presentan normalizacidn
del CLU 24h inicialmente, pero el 15-25 % escapan al control inicial [22, 60, 75, 76].
Metirapona, en estudios retrospectivos ha demostrado normalizar el CLU 24h en
aproximadamente 70%, presentando hasta un 18% de escape tras el control inicial [22,

60, 75-77].

El tercer grupo terapéutico (Tabla 4), el blogqueador del receptor de
glucocorticoides, mifepristona, es eficaz para controlar algunos efectos claves del
hipercortisolismo, principalmente la hiperglucemia y el aumento de peso,
independientemente de la causa del SC. Actualmente, su uso no esta generalizado en
la practica clinica por su dificultad en el manejo, ya que, con frecuencia, empeora la
hipopotasemia y no existen marcadores bioquimicos fiables para monitorear las
concentraciones de cortisol, aumentando el riesgo de insuficiencia suprarrenal [22,

78].
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En definitiva, el tratamiento médico para los pacientes con EC es una opcién
razonable en aquellos casos en los que esté contraindicada la cirugia, aparezca recidiva
de la enfermedad, o en pacientes que eligen no someterse a la cirugia [62]. En aquellos
pacientes en los que aparezcan efectos secundarios, o el tratamiento no sea eficaz, se

debe considerar un cambio de tratamiento, o una terapia combinada [22, 62].

El tratamiento médico preoperatorio se debe plantear en los pacientes con clinica
grave secundaria al hipercortisolismo cuando el tiempo desde el diagndstico hasta la
cirugia se estime prolongado [59, 79]. En la actualidad, no existe evidencia que
confirme la necesidad de tratamiento preoperatorio en otras circunstancias clinicas
[22]. Las encuestas médicas muestran que el tratamiento médico preoperatorio mas
utilizado son los inhibidores de la esteroidogénesis suprarrenal, ketoconazol o
metirapona, que se utilizan hasta en un 20% de los pacientes con EC, especialmente en
pacientes con hipercortisolismo severo o adenoma no Vvisible [79]. Estudios
retrospectivos informan que el tratamiento preoperatorio con inhibidores de la
esteroidogénesis durante una media de 4 meses antes de la cirugia, normaliza los
niveles de cortisol en un 50 — 72%, aunque la mejoria clinica de los sintomas sélo se
reportd en un tercio de los pacientes [80, 81]. La recuperacién del eje HHS en el
periodo preoperatorio puede favorecer la aparicion del hipocortisolismo posquirdrgico
y este hecho dificulta valorar la remisidon de la EC tras la cirugia [22]. Para pacientes
con enfermedad grave, en los que la normalizacién rdpida del cortisol sea una
prioridad, el uso de osilodrostat o metirapona debe plantearse para obtener la
respuesta en horas, ya que con ketoconazol la respuesta es mas lenta. Etomidato
intravenoso también presenta una accidn rapida, y es la opcién mas adecuada en los

pacientes en los que no sea posible la via oral [22].

La eleccion del tratamiento médico en los pacientes con EC debe de ser
individualizada. Los inhibidores de la esteroidogénesis suprarrenal generalmente se
usan como primera linea, por su eficacia en la reduccién de los niveles de cortisol,
generalmente, se utiliza ketoconazol. La cabergolina se puede utilizar en EC leve, pero

es menos efectiva y tiene un inicio de accién mas lento. Para pacientes con
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enfermedad leve a moderada, y tumor residual, seria preferible utilizar cabergolina o
pasireotida debido al potencial de reduccion del tumor. En pacientes en los que no se
consiga control clinico y bioquimico, la combinacién de tratamientos que actien a

diferentes niveles es la opcion a considerar [22, 53].

- Radioterapia: En el tratamiento de la EC, la radioterapia se utiliza principalmente
como terapia adyuvante para pacientes con enfermedad persistente tras la cirugia o
recidiva, o por crecimiento tumoral agresivo [82]. Aproximadamente dos tercios de los
pacientes tratados con radioterapia alcanzan la remisién en los afios posteriores al
tratamiento. Habitualmente, el tratamiento consiste en radioterapia estereotaxica
fraccionada (REF) (45-50 Gy en sesiones de 2 Gy), o radiocirugia estereotdactica (RCE)
(habitualmente dosis Unica de aproximadamente 20 Gy) [83]. La indicacidon de RCE se
establece si existe una distancia de al menos 3-5 mm entre la tumor y el quiasma
Optico [84]. Estudios recientes con RCE muestran resultados con elevadas tasas de
remisién con un control bioquimico en un 80% de los casos y control del tamafio del
tumor en el 95% [83, 85, 86]. La RCE también se puede utilizar como tratamiento inicial
en pacientes con alto riesgo quirurgico o que rechazan la cirugia [87]. Dada la latencia
hasta la remision post-radioterapia, es necesario el tratamiento médico adyuvante
para controlar el hipercortisolismo y la reevaluacién periddica del paciente [22, 53]. El
hipopituitarismo es el efecto secundario mas frecuente tanto la radioterapia
convencional como la RCE, apareciendo en el 25-50% de los pacientes, y generalmente
aumenta con el tiempo. El riesgo de malignidad secundaria, dafo del nervio craneal y
el accidente cerebrovascular son también posibles efectos secundarios de la

radioterapia, menos frecuentes con RCE [84].

- Adrenalectomia bilateral: La adrenalectomia bilateral se plantea en pacientes con EC

persistente o recidiva, que no responde al tratamiento médico [22, 53]. Sélo se debe
considerar para pacientes seleccionados, en los que han fracasado o las opciones
descritas anteriormente, debido a la insuficiencia suprarrenal resultante y la necesidad
de tratamiento sustitutivo con glucocorticoides y mineralocorticoides de por vida [88].
La adrenalectomia bilateral laparoscépica se ha asociado con una tasa de
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complicaciones del 10-18%, y una tasa de mortalidad de menos del 1% [89]. La mejoria
clinica tras la adrenalectomia bilateral se ha descrito en el 80% de los pacientes [90]. La
progresion del ACTHoma tras la suprarrenalectomia se ha descrito en el 25-40% de
pacientes tras 5-10 afios de seguimiento [90, 91]. En estos casos, las opciones de

tratamiento serian la cirugia, radioterapia o terapia médica [92].

* SEGUIMIENTO: La remisidn postoperatoria en la EC se observa en aproximadamente
el 80% de los pacientes con microadenomas, y en el 60% de los que presentan
macroadenomas, si se realiza el procedimiento por un cirujano experimentado [59,

93].

La remision de EC tras la cirugia se confirma en aquellos pacientes que presentan
insuficiencia suprarrenal después de la cirugia (cortisol basal menor de 5 pg/dL), o que
sin presentar insuficiencia suprarrenal posquirirgica, normalizan los niveles de CLU
24h, CS vy cortisol tras la supresién con 1 mg de DXT [22, 56]. Los pacientes con
hipercortisolismo leve, EC ciclica o aquellos que han recibido tratamiento médico antes
la cirugia pueden alcanzar la remision sin un marcado hipocortisolismo posoperatorio.
Centros con un equipo de cirujanos expertos y caracteristicas del tumor como su
visualizacién en la RM hipofisaria, ausencia de invasién de estructuras vecinas, y un
tamafio menor de 10 mm parecen correlacionarse con mayores tasas de remision. Por
el contrario, se ha sugerido que en macroadenomas, invasién de estructuras vecinas y
los factores histoldgicos agresivos se correlacionan con mayores tasas de recidiva [94,
95]. Caracteristicas clinicas preoperatorias, incluida la edad, sexo, duracion de la ECy la
gravedad de los signos y sintomas clinicos no se han identificado como predictores de
mayor riesgo de recidiva [21, 96]. La severidad bioquimica prequirdrgica del
hipercortisolismo no se ha relacionado de forma consistente con los resultados
postoperatorios. Sin embargo, los niveles preoperatorios mds altos de ACTH se han
asociado con tasas mas bajas de remisién bioquimica [57]. El grado de hipocortisolismo
en el postoperatorio se ha propuesto como un predictor potencial de recidiva a largo
plazo de la EC. La duracién de la insuficiencia adrenal postoperatoria se correlaciona

inversamente con el riesgo de recidiva [57]. Numerosos estudios han demostrado una
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menor tasa de recidiva en pacientes con niveles de cortisol postoperatorios bajo, que
en pacientes con niveles normales o elevados [97, 98]. Sin embargo, se ha descrito la
recidiva de la EC en aproximadamente el 10% de los pacientes con niveles bajos de
cortisol posquirdrgico (< 2 mcg/dL), o incluso indetectables [99]. Por el contrario,
algunos pacientes con cortisol sérico posoperatorio elevado, logran una remisiéon
sostenida a largo plazo. Por ello, hasta el momento, no hay descrito un valor de corte

de cortisol plasmatico que excluya el riesgo de recidiva [21, 98].

La recidiva de EC a largo plazo oscila entre un 5-50%, y el 50% ocurren durante los
primeros 50 meses después de la primera cirugia [56, 100]. Las pruebas de laboratorio

indicadas para el seguimiento postoperatorio se especifican en la tabla 5 [22, 56].

Prueba diagnéstica Valor anormal Sensibilidad (%) Especificidad (%)
Cortisol salival nocturno 0,27 mcg/dL 75-90 93-95
Cortisol libre en orina de 1,6 x limite de 68 100

24 horas referencia
Test de desmopresina Incremento de 68 95

cortisolde 7 -7,4
pg/dL del nivel
basal
Cortisol tras 1 mg DXT Mayor 1.8 mcg/dL No descrito No descrito

Tabla 5. Pruebas de laboratorio para el seguimiento de la enfermedad de Cushing.

El diagndstico de recidiva se establece con la reaparicion de las caracteristicas
clinicas y bioquimicas del hipercortisolismo después de la remision [22, 56, 101]. Las
pruebas de laboratorio para el diagndstico de recidiva de EC, a diferencia de en el
diagnéstico inicial, presentan una sensibilidad mas baja, pero mayor especificidad
(Tabla 5). ElI CS puede ser el mas sensible para detectar la recidiva y el CLU 24h,
generalmente, es la uUltima prueba en mostrarse elevada [102, 103]. El seguimiento
para detectar recidiva de EC debe realizarse tras la recuperacién del eje HHS. Se ha de
tener en cuenta, de forma individualizada en cada paciente, qué pruebas se mostraron
patoldgicas en el diagnodstico. Si en el seguimiento, sélo se observan ligeras anomalias

bioquimicas sin caracteristicas clinicas de hipercortisolismo, se recomienda vigilancia

46



estrecha para poder determinar la presencia o no de recidiva [22]. En aquellos
pacientes que respondieron antes de la cirugia a la prueba de desmopresina, la
pérdida de la respuesta posoperatoria podria predecir el riesgo de recidiva [37].

Se han evaluado diversas variables epidemioldgicas, clinicas y bioquimicas
incluidas pruebas de estimulacidén para predecir la remisiéon y evolucidn clinica de

pacientes con EC con resultados contradictorios [35, 104].

* MARCADORES MOLECULARES: La expresiéon de CRHR1 en los ACTHomas es
variable y no se han observado diferencias segun el tamano tumoral [105]. Ademas,
como se ha comentado con anterioridad, en los ACTHoma, se ha descrito una
expresion patoldgica de GHSR1a, lo que explica las respuestas especialmente altas de
ACTH vy cortisol a la ghrelina en pacientes con EC [7]. También se ha descrito que la
expresion de Inl-ghrelina y GHSR1b se sobreexpresan en diferentes tumores
hipofisarios, incluidos ACTHomas, jugando un papel fisiopatoldgico en este tipo de
tumor [106]. En los ACTHomas, se ha observado una expresion diferencial de SSTs, en
concreto, un predominio en la expresidon de SSTs y niveles relativamente bajos de
SST» [14]. Con respecto a los DR, el DRD2 es el que se expresa predominantemente en
los ACTHomas [18]. Por otra parte, entre los marcadores de proliferacién, varios
estudios clinicos han descrito la asociacion entre MKI67 y las caracteristicas clinicas de
los tumores hipofisarios, incluidas las caracteristicas de invasion, el tamafio del tumor,
el riesgo de recidiva y la tasa de crecimiento, pero éstos resultados son
contradictorios [107]. En ACTHomas, MKI67 parece estar aumentado en
macroadenomas, y se relaciona con una menor tasa de remisién a largo plazo [108-
111]. Por su parte, PTTG1 se ha asociado con una mayor capacidad de invasion de los
tumores hipofisarios [112]. Ademas, debemos mencionar que AVPR1lb se
sobreexpresa en ACTHomas, donde podria ejercer un papel funcional importante,
pues sus niveles estan directamente correlacionados con niveles elevados de ACTH
plasmatica en pacientes con EC, y podria ser un factor responsable de la estimulacién
directa de desmopresina en pacientes con EC [113]. De todos estos marcadores
moleculares, ninguno de ellos se han identificado hasta la fecha como predictor de la

evolucién clinica a largo plazo y la remisién de los pacientes con EC después de la
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cirugia transesfenoidal a diferencia de otros tumores hipofisarios, en los que los
niveles de expresion de algunos elementos de estos sistemas reguladores se han
asociado con el tamafio del tumor, la prediccidon del comportamiento y la respuesta al
tratamiento con SSA de primera generacién o DA [114-120]. Recientemente, se ha
sugerido que pacientes con mutacidon en el gen USP8 podrian presentar mayor riesgo

de recidiva de EC [121].

En este contexto, actualmente no disponemos de marcadores clinicos,
bioquimicos o moleculares que nos permitan predecir de forma fiable la evolucion de
pacientes con EC operados, con el objetivo de poder personalizar su seguimiento a
largo plazo. Dada la alta incidencia de recidiva, en la actualidad, el seguimiento clinico
y bioquimico se recomienda de por vida, individualizando la periodicidad en cada caso

[22, 56, 122].
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2. OBIJETIVOS

Por todo lo expuesto anteriormente, el objetivo principal de la presente Tesis
Doctoral ha sido determinar si el estudio de los marcadores moleculares de los
ACTHoma, sus caracteristicas clinicas y sus parametros bioquimicos-radiolégicos, de
forma individual o combinada, pueden ayudar a predecir la remisién o recidiva de la EC
en pacientes tratados con cirugia. En el presente estudio, también se pretendid
evaluar como objetivo secundario si las caracteristicas clinicas y/o los parametros
bioquimicos-radioldgicos al diagndstico de la EC pueden predecir la expresién

molecular a nivel tumoral.

Para llevar a cabo estos objetivos principal y secundario, se establecieron cuatro

objetivos especificos (OE):

e OE1l) Determinar si el estudio de marcadores moleculares (receptores,
genes y marcadores de proliferacion) de los ACTHoma puede predecir la

remision o recidiva de la EC en pacientes tratados con cirugia.

e OE2) Determinar si la clinica de la EC y los parametros bioquimicos-
radiolégicos pueden predecir la remisién o recidiva de la EC en pacientes

tratados con cirugia.

e OE3) Determinar si una combinacién de marcadores moleculares de
ACTHoma y parametros clinicos y bioquimicos-radioldgicos puede predecir

la remisidn o recidiva de la EC en pacientes tratados con cirugia.

e OE4) Determinar si las caracteristicas clinicas y/o los pardmetros
bioquimicos-radioldgicos al diagndstico de la EC pueden predecir la

expresion molecular a nivel tumoral.

Para llevar a cabo el presente estudio, se disefid y llevd a cabo un estudio

observacional retrospectivo multicéntrico, en el que se incluyeron 60 pacientes
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diagnosticados de EC (88,3 % mujeres) procedentes de 6 Hospitales Universitarios a

nivel nacional, tratados quirurgicamente, y bien caracterizados desde el punto de vista

clinico (datos demograficos, bioquimicos, radioldgicos, y patoldgicos), en los que se

disponia de una pieza tumoral tras la cirugia en la que se realizd el estudio molecular

del tumor.
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3. PACIENTES Y METODOS

Se trata de un estudio observacional retrospectivo multicéntrico. Participaron
diferentes hospitales de Espafia: Hospital Universitario Reina Sofia (Cérdoba), Hospital
Universitario Virgen del Rocio (Sevilla), Hospital Universitario de la Rivera (Alzira,
Valencia), Hospital Universitario y Politécnico de la Fe (Valencia), Hospital Universitario
de Albacete (Albacete) y Hospital General Universitario de Alicante. Este estudio se
realizé de acuerdo con los estdndares éticos de la Declaraciéon de Helsinki y con la
aprobacién de los Comités de Etica de todos los hospitales involucrados en el estudio.

Se obtuvo el consentimiento informado de cada paciente.

3.1. Pacientes

Se incluyeron pacientes diagnosticados de EC, tratados con cirugia transesfenoidal
entre 2004 y 2018, en los que se realizo el estudio molecular de la pieza quirurgica y
con un seguimiento minimo de dos afios. Se analizaron las variables clinicas,
bioquimicas y radioldgicas de estos pacientes al diagndstico y durante el seguimiento,
ademas de los marcadores moleculares de la pieza quirdrgica de ACTHoma (incluida la

expresion de componentes del sistema de somatostatina, ghrelina y dopamina).

Teniendo esto en cuenta, se revisaron las historias clinicas de cada paciente al
diagnéstico y durante el seguimiento tras tratamiento quirdrgico, recogiéndose las
siguientes variables:

e Caracteristicas clinicas: plétora facial, cara de luna llena, lipomatosis cervical,
estrias rojizas, grasa supraclavicular, acné, hirsutismo, fragilidad capilar, atrofia
cutdnea y muscular, edemas en miembros inferiores, astenia, labilidad
emocional incluyendo la depresion, alteraciones menstruales, obesidad central,
DM-2, HTA, dislipemia, osteoporosis, infecciones y ACV. También se recogieron
el peso, talla y tensién arterial.

e Determinaciones bioquimicas: cortisol plasmatico basal, CLU 24h, CS, cortisol
plasmdatico nocturno (CPN), cortisol tras supresién con DXT, ACTH, PRL, TSH,

GH, IGF-1, glucosa, iones y perfil lipidico.
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e Pruebas radiolégicas: caracteristicas del adenoma en RM hipofisaria o TAC

hipofisaria y resultados del cateterismo de senos petrosos.

La respuesta clinica y el seguimiento a largo plazo en pacientes con EC se
evaluaron por remisién después de la cirugia y la presencia de recidiva durante el
seguimiento. La remisidn se definid como la normalizaciéon del CLU 24 h, el CS y el
cortisol tras 1 mg de DXT en aquellos pacientes que no presentaron insuficiencia
suprarrenal después de la cirugia. La insuficiencia suprarrenal se definié como cortisol
basal menor de 5 pg/dL, realizado inmediatamente después de la cirugia y al mes
después de la cirugia. La recidiva de EC se defini6 como la reapariciéon de las
caracteristicas clinicas y bioquimicas del hipercortisolismo después de la remision
inicial: niveles elevados de CLU 24h (1,6 veces el nivel superior de la normalidad) y/o
niveles superiores de CS (puntos de corte: 0,27 pg/dL) y/o falta de inhibicién del
cortisol plasmatico después de 1 mg de DXT (punto de corte: > 1,8 pg/dL) [22, 101]. Se
analizaron los niveles de cortisol tras 1 mg de DXT al mes de la cirugia en todos los

pacientes que no presentaron hipocortisolismo tras la cirugia.

Los pacientes fueron tratados de acuerdo con las guias clinicas disponibles [35, 36,

53, 123]. Se realizé cirugia transesfenoideal en todos los pacientes.

3.2. Muestras de adenomas corticotropos

Los ACTHoma fueron extraidos mediante reseccién quirdrgica por via
transesfenoidal. Tras la cirugia, se siguieron los protocolos estandarizados en los
diferentes hospitales que participaron en este estudio, para obtener muestras de
tumores inmediatamente después de la cirugia. Las muestras se mantuvieron en
solucidn salina tamponada con fosfato para su examen y procesamiento inmediatos
por parte de un patdlogo experimentado. Especificamente, el patélogo conservd un
fragmento para analisis anatomopatoldgicos y otro fragmento fue rapidamente
transferido y almacenado en el reactivo ARN-later que es una solucién utilizada para la
estabilizacidon y el almacenamiento del ARN. Las muestras se enviaron inmediatamente

al laboratorio del grupo “Hormonas y Cancer” del IMIBIC en Cérdoba, donde se realizd
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la extraccion de ARN (en un plazo maximo de 24 horas) y se comprobd analizé la
integridad del ARN utilizando un Bioanalizador. EI ARN se almacend congelado a -80 °C
hasta los analisis de retrotranscripciéon y gPCR, segun el procedimiento descrito en
otras publicaciones [113, 124]. Para asegurarse de que los tejidos del tumor hipofisario
no estuvieran contaminados por tejidos hipofisarios normales, el fenotipo de las
muestras hipofisarias recolectadas siempre se confirmé mediante tres métodos
separados publicados previamente [113]. Estos métodos han sido: examen histoldgico
por un anatomopatélogo experto, cribado molecular mediante PCR cuantitativa en
tiempo real (que incluye la expresién de todos los tipos de hormonas hipofisarias) v,
siempre que fue posible, comprobando el fenotipo hormonal usando secrecidn
unicelular. Por tanto, en este estudio hemos confirmado que todas las muestras

analizadas eran ACTHoma.

3.3. Aislamiento de ARN, transcripcion inversa y PCR cuantitativa en

tiempo real (qPCR).

Los fragmentos de tejido hipofisario congelados se procesaron para la extraccion
de ARN total, posterior transcripcién inversa y gPCR, utilizando para ello el kit
Absolutely RNA Miniprep (Stratagene, Madrid, Espafia), de acuerdo con un
procedimiento ya descrito [125, 126]. EI ARN total se cuantific6 mediante el
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE,
EEUU) vy se retrotranscribié a ADN-copia (ADNCc) utilizando el kit Revert Aid First Strand
cDNA synthesis (MRl Fermentas, Hanover, MD, EEUU) siguiendo el manual del

fabricante.

Especificamente, se analizaron en este estudio los genes de los componentes
claves en la regulacion del eje HHS, expresado como numero absoluto de copias de
ARNmM/50 ng de muestra:

e Receptores: somatostatina (SST1, SST2, SSTs, SSTs, y sus variantes truncadas

SSTsTMDS5 y SSTsTMD4), dopamina (DR1, DR2T, DR2L, DRD4, DR5), ghrelina
(GHSR1a y variante truncada de GHSR1b), CRHR1 y AVPR1b.
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¢ Hormonas/enzimas: POMC, ghrelina, variante truncada In1- ghrelina y GOAT.

e Marcadores de proliferacion: PTTG1 y MKI67.

Se evalud la estabilidad de la expresion de tres genes de referencia en todas las
muestras utilizando RefFinder, una herramienta que integra los principales programas
computacionales [127]: B-actina (ACTB), hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa
(HPRT1) y gliceraldehido-3-fosfato (GAPDH). Asi se determind que HPRT1 era el mas
estable. Por lo tanto, para medir los valores de expresion de los genes de interés se

tomaron como referencia los niveles de HPRT1.

3.4. Determinacion de variables bioquimicas.

La medicion de los niveles de cortisol, ACTH, prolactina y TSH se realizé en los
servicios de laboratorio de los diferentes hospitales involucrados utilizando diferentes
ensayos y siguiendo las instrucciones del fabricante [106, 114, 128-132]. Los
parametros bioquimicos recogidos en este trabajo carecen de sesgo atribuible a la
variabilidad interensayo (intralaboratorio/interlaboratorio) dentro/entre los diferentes
hospitales. Todos los ensayos se realizaron bajo el mismo programa de control de
calidad que consiste en un control de calidad interno y un control de calidad externo
segln las indicaciones de la IFCC (Federacién Internacional de Quimica Clinica y

Medicina de Laboratorio) y la AACC (Asociacién Americana de Quimica Clinica).

3.5. Analisis estadistico.

Para el andlisis descriptivo de variables cualitativas se emplearon las frecuencias
absolutas y el porcentaje para cada categoria. Las variables cuantitativas se expresaron
con su mediana (+ rango intercuartilico/rango minimo-maximo) y su media (*
desviacidn estandar). Se comprobd la normalidad de estas mediante el test de Shapiro-
Wilk. Las pruebas de U-Mann Whitney se utilizaron para evaluar las asociaciones
clinico-moleculares de las muestras de ACTHoma. Se utilizd la prueba de chi-cuadrado
para comparar variables cualitativas. Las pruebas de Kruskal-Wallis y ANOVA se usaron
para comparaciones multiples. Se realizaron analisis de regresion logistica binomial

univariante y multivariable para evaluar los parametros que pudieran predecir la
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remision o recidiva de la EC tras la cirugia. La curva caracteristica operativa del
receptor (ROC) se utilizd para evaluar la precisién discriminante de los modelos de
regresion logistica binomial entre pacientes con EC en remisidn y con EC persistente.
Los analisis estadisticos se realizaron con SPSS v20 y GraphPad Prism v7. Los gréaficos y
tablas incluyen datos expresados como mediana * rango intercuartilico, el rango
minimo y maximo se indicd en las tablas para delinear la distribucion de cada
parametro y las proporciones se expresaron como porcentajes. En todos los analisis,

los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas basales

Incluimos en este estudio 60 pacientes con EC. El periodo de seguimiento medio
fue de 24 — 152 meses tras la cirugia. El 88 % fueron mujeres y la edad media al
diagndstico fue de 40 afios (15-78). El indice de masa corporal (IMC) fue 31.22 + 12.75
kg/m? (20.58 — 50.77). Sélo 4 pacientes presentaron EC ciclica (6,7%). El tiempo
referido desde la aparicion de los sintomas hasta el diagnéstico fue de 24 + 35 (1 —
120) meses. La clinica y comorbilidades presentes al diagnéstico de EC se resumen en
la tabla 6, donde se muestra la frecuencia con la que se recoge cada signo y sintoma
clinico en las historias clinicas de los pacientes, y porcentaje de aparicién de cada uno
de ellos. La mayoria de los casos se presentaron con obesidad central, plétora facial,
cara de luna llena, astenia y labilidad emocional (mas del 80 %). También fue frecuente
el hirsutismo y la atrofia muscular (79,4 y 78,8 % respectivamente). La comorbilidad
mas prevalente fue la hipertension arterial (50 %).

Las caracteristicas bioquimicas y de imagen al diagndstico se muestran en la tabla
7. En concreto, al diagndstico, presentaron determinacién patoldgica de cortisol tras 1
mg de DXT el 96,2%, CS el 92%, CLU 24h el 85,5% y CPN el 95,5% de los pacientes a los
que se les realizaron estas determinaciones. En todos los pacientes se realizé RM
hipofisaria con contraste salvo en una paciente portadora de marcapasos, a la que se
realizé TAC hipofisario con contraste. En el estudio de imagen, 34 pacientes (56,7 %)
presentaban microadenomas [mediana * RI: macroadenomas (17 * 8,5 mm),

microadenomas (6 + 1,6 mm)].
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Clinica

n (%)

Obesidad central

Plétora facial

Atrofia cutdnea

Cara de luna llena
Lipomatosis cervical

Grasa supraclavicular
Hirsutismo

Atrofia muscular
Amenorrea

Estrias rojizas

Fragilidad capilar

Acné

Edemas en miembro inferiores
Cefalea

Astenia

Labilidad emocional
Alteracion visual
Hipertension arterial
Dislipemia

Diabetes tipo 2
Osteoporosis

Fracturas atipicas
Depresion

Psicosis

Infecciones

Enfermedades cardiovasculares
Enfermedades autoinmunes

Gastritis ulcerosa

42 (85,7)
39 (88,6)
20 (74,1)
39 (88.6)
33(78,6)
29 (78,4)
27 (79,4)
26 (78,8)
11 (50)
27 (60)
16 (59,3)
12 (70,6)
7 (36,8)
7(12,7)
28 (87,5)
19 (82,6)
3(5,5)
30 (50)
13 (21,7)
17 (28,3)
12 (44,4)
5(8,5)
11 (25)
2(3,3)
2(3,4)
4(6,7)
8(13,8)
3(5,1)

Tabla 6. Clinica al diagndstico de la enfermedad de Cushing.
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Determinaciones Mediana + Rango Rango
intercuartil

Cortisol basal (pg/dL) 23+8,2 7,9-71,90
Cortisol tras 1 mg de DXT (ug/dL) 12,64 +£14,34 0,34-41
Cortisol plasmatico nocturno (ug/dL) 12,60 +9,52 3.55-74
Cortisol salival nocturno (ug/dL) 0,66 +1,36 0,02-30
Cortisol libre urinario (ug/24h) 316 + 380,388 21,90-3729,15
Cortisol tras 2 mg de DXT (ug/dL) 11+11,89 2,6 -46,5
Cortisol tras 8 mg de DXT (ug/dL) 4,2+4,5 0,44-37,5
ACTH (pg/mL) 74.48 + 64.80 12-281
Tamanio del tumor (mm) 8 +10 3-35

Tabla 7. Caracteristicas bioquimicas y de imagen al diagndstico.

Se realizé cateterismo se senos petrosos tras estimulaciéon con desmopresina en
21 pacientes (35%), en 5 pacientes no se detectd lesion en la prueba de imagen. En
todos ellos el gradiente de ACTH senos petrosos/periférico confirmé el diagndstico de
EC.

El tratamiento médico prequirurgico para controlar el hipercortisolismo se realizé
en 49 pacientes (81,7%). En todos los casos se indicd ketoconazol en monoterapia y se
alcanzdé el control bioquimico en el 67,5% de los casos, sin efectos adversos que
obligaran a suspender el tratamiento. Los 60 pacientes se intervinieron mediante
abordaje transesfenoidal. El tiempo transcurrido desde el diagndstico hasta el

tratamiento quirurgico fue de 162 + 199 dias (21 — 780).

4.2. Estudio molecular del tumor productor de ACTH.

Se estudid el perfil de expresion de los componentes clave del eje hipotalamo-
pituitario-corticotropo en la pieza quirdrgica de los ACTHoma. El andlisis de la
expresion de los receptores de somatostatina (incluidas las variantes truncadas de
SSTs [12, 133]) reveld que SSTs es el subtipo de receptor expresado de forma
predominante en muestras de ACTHoma, seguido de SST1 >> SST, > SST3 > SSTsTMD5
> SSTsTMD4 (Figura 4A). El receptor mas expresado del sistema dopaminérgico fue

DRD2, seguido de DRD4 >> DRD5 > DRD1 (Figura 4B). En el caso del sistema ghrelina,
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los componentes dominantes de este sistema fueron los receptores (GHRS1b >
GHSR1a), seguidos de la enzima GOAT 2 Inl-variante ghrelina > ghrelina nativa (Figura
4C). Como era de esperar, POMC, AVPR1b y CRHR1 se expresaron en gran medida en
las muestras de ACTHoma (Figura 4D). También encontramos que los niveles de
expresion del marcador de proliferacion PTTG1 eran significativamente mas altos que
los niveles de MKI67 (Figura 4D). Los datos especificos sobre la media, los valores

medianos y el nimero de copias de todos estos componentes se presentan en la tabla
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Figura 4. Expresién molecular de genes clave pertenecientes al eje hipotalamico-pituitario-
corticotropico en tumores hipofisarios secretores de ACTH. Perfil molecular (determinado por
PCR cuantitativa en tiempo real) de los componentes de los sistemas de somatostatina (A),
dopamina (B) y ghrelina (C), y de otros factores hipofisarios y marcadores de proliferacion (D).
Los datos representan la mediana (rango intercuartilico) de los niveles de expresion absolutos
(nimero de copias) de cada gen ajustado por los niveles de expresion de un gen de
normalizacidon (HPRT1: hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa).
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Genes Media (ntercuar ajustada Desviacion Mediana Rango Mediana Rango intercuatilico
por HPRT1) estandar intercuartilico (Copias absolutas) (Copias absolutas)

Sistema somatostatina
SST: 0.002234710 0.0039768320 0.000346871 0.0025976 173.0000000 1210.4518500
SST»> 0.000696237 0.0014877565 0.000132143 0.0006000 36.1789998 234.6497722
SST3 0.000418274 0.0015531438 0.000014889 0.0002161 8.6799150 108.9247931
SSTs 0.002884206 0.0055790453 0.000320700 0.0031991 277.3605966 1296.3762641
SSTsTMD4 0.000522460 0.0020671759 0.000013486 0.0001425 0.9638189 2.7367966
SSTsTMD5 0.000428528 0.0007871667 0.000070197 0.0002348 13.7016684 34.2536609
Sistema dopamina
DRD1 0.000551259 0.0012078699 0.000129700 0.0003570 52.8326456 187.6719355
DRD2T 0.062021342 0.0977909960 0.014053300 0.0827404 7203.4971054 29237.2500000
DRD2L 0.037396858 0.0789131214 0.007240050 0.0348484 4967.0000000 18417.2318062
DRD4 0.004117211 0.0104576025 0.000386118 0.0021666 395.2930699 1225.8158330
DRD5 0.002560361 0.0121480878 0.000078600 0.0015905 34.0000000 232.6104310
Sistema ghrelina
Ghrelin 0.001857498 0.0024392482 0.000885424 0.0028158 179.3477548 1044.9301084
In1-ghrelin 0.003328037 0.0053056947 0.001053802 0.0026413 294.2220229 1162.7826621
GOAT 0.008328582 0.0310858262 0.001764087 0.0031246 302.0000000 1042.2899119
GHSR1a 0.025077865 0.0833311375 0.003107500 0.0113351 1777.5805846 5192.5141466
GHSR1b 0.060843283 0.1544334057 0.010793864 0.0291807 1786.2491401 9146.5645756
Componentes clave
adicionales
pomcC 30.806237371 95.5219747019 8.832880750 23.2779683  4185619.8081321  11906561.8634179
AVPR1b 10.123398985 67.0894232747 0.070053200 0.1612756 48849.6247700 145112.0000000
CRHR1 0.039053414 0.1057577414 0.009406200 0.0163959 7683.8356852 31949.0000000
Genes proliferacion
PTTG1 0.005695715 0.0134177207 0.001386069 0.0047626 1121.0000000 3213.9594181
MKI67 0.000750431 0.0020368822 0.000124932 0.0003522 97.3785692 635.5759745

Tabla 8. Expresion molecular de los componentes reguladores clave del eje hipotadlamo-pituitario-corticotrépico, incluidos receptores, hormonas/enzimas y
marcadores de proliferacion en tumores hipofisarios secretores de ACTH. HPRTlusado como gen de normalizacion); IC: rango ntercuartilico.
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4.3. Resultados poscirugia transesfenoidal.
Los 60 pacientes se intervinieron mediante abordaje transesfenoidal, presentando
complicaciones posquirurgicas 12 de ellos (20%): 10 diabetes insipida transitoria, 1

meningitis y 1 insuficiencia cardiaca descompensada.

En las 24 — 48 horas tras la cirugia, la mediana de cortisol fue de 4,47 + 10,96
ug/dL (0,17 — 63). El 41,7% de los pacientes presentaron niveles de cortisol menor de 2

ug/dLy el 52,1% menor de 5 pg/dL en el postoperatorio inmediato.

Las determinaciones bioquimicas posquirurgicas se muestran en la tabla 9.

Determinaciones Mediana + Rango Rango
intercuartil
Cortisol basal poscirugia(ug/dL) 4,47 +10,96 0,17-63
Cortisol basal al mes poscirugia(ug/dL) 711,70 0,65—-32,92
Cortisol salival nocturno (ug/dL) 0,21+0,20 0,05-0,50
Cortisol libre urinario (ug/24h) 44,90 + 88,56 0-848
ACTH (pg/mL) 22,19 + 44,60 1-133

Tabla 9. Determinaciones bioquimicas al mes posquirurgico.

Al mes, sélo el 25,6% mantenia niveles de cortisol menores de 2 pg/dL. De todos
los pacientes, el 41% mantenia niveles de cortisol entre 2 y 5 pg/dL. 9 pacientes
precisaron tratamiento sustitutivo con hidrocortisona por insuficiencia suprarrenal
secundaria, 7 presentaron hipotiroidismo secundario y 4 hipogonadismo

hipogonadotropo. Tras la cirugia, sélo una paciente presenté los tres déficits.

Tras la cirugia, persistia la EC en 15 pacientes. La mediana de los niveles de cortisol
basal poscirugia en estos pacientes fue de 18,81 + 13,50 pg/dL (4,5 — 63). Sélo un caso
de persistencia presenté cortisol posquirurgico inferior a 5 pg/dL. El nivel de ACTH tras
la cirugia fue de 48,80 * 63,80 pg/mL (20,60 — 106). El cortisol tras 1 mg de DXT fue de

8,91 + 7,14 ug/dL (3,32 — 15), presentando todos los pacientes esta prueba en rango
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patoldgico. Los niveles de CLU 24h fueron de 75,43 + 164,93 ug/24h (13,2 — 848) y sélo
en 3 pacientes estaba elevado. En 2 casos se habia realizado la determinacién de CS,

siendo de 0,27 y 0,33 ug/dL, ambas elevadas.

En la tabla 10 se comparan los pardmetros bioquimicos y el tamafio tumoral,
segln los pacientes presentaron remisién o persistencia de EC tras la cirugia. Los
signos, sintomas y comorbilidades basales fueron similares en pacientes con o sin

remision de EC (tabla 11).
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Total Remisidn No remision p Recidiva No recidiva p
(n =60) (n = 45) (n=15) (n=12) (n=33)
VARIABLES RADIOLOGICAS
Tamafio del tumor (mm) 8110 8+37.5 25117 0.006 7 £6.50 6.5 £4.75 0.831
(3-35) (3-35) (5-35) (4-17) (3—-35)
Macroadenoma/Microadenoma 26 (43.3%) /34 10(27.8%)/ 9(81.8%)/ 0.002 3(30%)/ 7(26.9%)/ 1
(56.7 %) 26 (72.2 %) 2 (18.2 %) 7 (70 %) 19 (73.1 %)
VARIABLES BIOQUIMICAS
Cortisol tras 1 mg de 12.64 +14.34 13.30+14.70 11.82+13.10 0.670 18.50+14.10 12.30+14.85 0.149
dexametasona (pg/dL) (0.34-41) (0.34-41) (4 -27.60) (0.34 - 41) (0.36 —41)
Cortisol basal (pg/dL) 231+8.2 23.05+7.43 21.30+14.21 0.561 23 +6.89 23.10+9.53 0.851
(7.9-71.90) (10.40 — 71.90) (7.90 — 41) (10.87 — 71.90) (10.40 - 41)
Cortisol plasmatico nocturno 12.60£9.52 12.80£9.52 12.40 £50.70 0.522 11.10 £ 15.40 14.20+11.10 0.877
(ng/dL) (3.55-74) (3.55-23) (8.30-74) (3.55-74) (3.55-23)
Cortisol salival nocturno (ug/dL) 0.66 +£1.36 0.80+1.53 0.80+1.53 0.394 0.20+0.11 0.85+1.74 0.046
(0.02-30) (0.02-30) (0.42-1.75) (0.12-0.27) (0.02-30)
Cortisol libre en orina de 24h 316 +380.88 313 £ 380.56 277.42 £190.41 0.075 452 +400.85 317.45+426.40 0.482
(ng/24 h) (21.90 - (21.90-3729.15)  (32.40-597.60) (161-1403.85) (21.90—3729.15)
3729.15)
ACTH (pg/mL) 74.48 + 64.80 78.75+ 69 47.40 £ 68.80 0.461 77.24+71.85 78.75 + 67.45 0.813
(12 —281) (12 -281) (22 - 265.10) (31.80—281) (12-179)

Tabla 10. Caracteristicas radioldgicas y bioquimicas al diagnéstico de la enfermedad de Cushing. Comparacion por grupos segun remision, y recidiva después

de la primera cirugia.
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Los pacientes que alcanzaron la remisiéon después de la primera cirugia presentaron
menor tamano del tumor al diagndstico, menores niveles de cortisol sérico basal y de CLU
24h tras la cirugia, asi como un cortisol tras supresiéon con 1 mg de DXT normalizado un mes
después de la intervenciéon (Figura 5A). Ademas, los pacientes en remisién también tenian
mayor nivel de PRL tras la cirugia (Figura 5A). Con respecto a la clinica, los pacientes en
remisién presentaron mayor incidencia de fragilidad capilar y labilidad emocional al
diagnéstico, pero la incidencia de comorbilidades fue similar en ambos grupos de pacientes
(Tabla 11). El tratamiento prequirurgico de la EC no influyd en la remisidn o persistencia de

la EC tras la cirugia.

De los 45 pacientes en remision tras la cirugia, 12 presentaron recidiva de EC durante el
seguimiento. Los pacientes que recidivaron presentaron CS mads bajos en el momento del
diagnéstico, niveles séricos de TSH mas bajos y un tiempo mas corto desde el diagndstico
hasta la primera cirugia (Figura 5B; Tabla 10 y Tabla 11). Los signos, sintomas vy

comorbilidades basales fueron similares en pacientes con o sin recidiva (Tabla 11).
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Figura 5. Asociaciones clinicas y bioquimicas en pacientes con tumores hipofisarios secretores de ACTH para predecir: A) remisién después de la primera
cirugia, B) recidiva, C) remision al final del seguimiento. Los datos representan la mediana (rango intercuartilico) de cada parametro analizado. Los asteriscos
(*p<0,05, ** p<0,01; *** p < 0,001) indican diferencias significativas entre los grupos.
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El tiempo transcurrido desde la intervencidn quirdrgica hasta el diagnéstico de recidiva
fue 34 + 25 meses (13 — 54). En todos los casos, la determinacion de cortisol tras 1 mg de
DXT fue la primera prueba en mostrarse patoldgica. El tratamiento de la recidiva fue
reintervencién quirurgica en 8 casos (66,7%) y tratamiento médico en el resto. De los
pacientes intervenidos, 3 presentaron remision de la EC tras la segunda cirugia hasta la
ultima visita de seguimiento, 4 recibieron tratamiento con REF y 1 RCE. De los 5 que
recibieron radioterapia (REF y RCE), s6lo 2 alcanzaron la remisién de la EC al final del
seguimiento, ambos tratados con REF. Los pacientes que no se curaron tras cirugia y
radioterapia, estaban en tratamiento en monoterapia con ketoconazol en 2 casos y en otro,
terapia combinada con ketoconazol y cabergolina, presentando control clinico y bioquimico
de la EC al final del seguimiento. Los tratamientos médicos prescritos en los 4 pacientes no
intervenidos tras el diagndstico de recidiva fueron: tratamiento combinado de cabergolina
mas pasireotida (1), monoterapia con cabergolina (1), monoterapia con pasireotida (1) y

monoterapia con ketoconazol (1).

Sélo en uno de los casos reintervenidos podemos comparar el estudio molecular del
primer adenoma con el de la reintervencion (Tabla 12). Se puede apreciar que existen
diferencias cuantitativas en los niveles de expresion de los receptores que se observan en
dos muestras distintas de un mismo paciente. Concretamente, la expresion de SST1, SST, y
DRD2T fue mayor en la muestra inicial, mientras que por el contrario la expresién de SSTs y
DRD4 fue llamativamente mayor en la muestra obtenida tras la recidiva. El unico receptor
cuya expresidn no vario entre la muestra inicial y en la muestra obtenida tras la recidiva del

tumor fue el DRD1.
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CARACTERISTICAS CLINICAS Total Remision No Remision p Recidiva No recidiva p
(n=60) (n =45) (n=15) (n=12) (n=33)
Sexo (3/2) 7(11.7%) /53 (88.3%) 2 (4.4%)/ 43 (95.6 %) 5(33.3%)/ 0.008 0/12 (100 %) 2(6.1%)/ 1
10 (66.7 %) 31(93.9%)
Edad al diagnéstico (afios) 40+ 19 (15-78) 40+ 17 (15-78) 44 + 25 (24 - 68) 0.463 36+ 21 (15-65) 40+ 23 (17-78) 0.310
IMC (Kg/m?) 31.22+12.75 31.05+10.66 32.64 + 16.30 0.671 28.93+9.81 31.22+11.55 0.445
(20.58 — 50.77) (20.58 - 50.77) (22.67 -49) (23.09 - 39.96) (20.58 - 50.77)
Enfermedad de Cushing 4 (6.7 %) 4 (8.9 %) 0 0.564 0 21 (91.3 %) 0.561
ciclica
SIGNOS Y SINTOMAS

Obesidad central 42 (85.7 %) 30(81.1%) 12 (100 %) 0.171 9 (81.8 %) 21 (80.8 %) 1
Plétora facial 39 (88.6 %) 32 (94.1 %) 7 (70 %) 0.069 11 (100 %) 3(75 %) 1
Atrofia cutanea 20 (74.1%) 14 (73.7 %) 6 (75 %) 1 8(88.9 %) 6 (60 %) 0.303
Cara de lunallena 39 (88.6 %) 31(91.2%) 8 (80 %) 0.317 11 (100 %) 20 (87 %) 0.535
Lipomatosis cervical 33(78.6 %) 27 (84.4 %) 6 (60 %) 0.181 8 (80 %) 16 (86.4 %) 0.637
Grasa supraclavicular 29 (78.4 %) 22 (81.5 %) 7 (70 %) 0.655 8 (88.9 %) 14 (77.8 %) 0.636
Hirsutismo 27 (79.4 %) 21 (87.5 %) 6 (60 %) 0.157 7 (100 %) 14 (82.4 %) 0.530
Atrofia muscular 26 (78.8 %) 19 (86.4 %) 7 (63.6 %) 0.186 6 (100 %) 13 (81.3 %) 0.532
Amenorrea 11 (50 %) 9 (60 %) 2(28.6 %) 0.361 3(75 %) 6 (54.5 %) 0.604
Estrias rojizas abdominales 27 (60 %) 21 (61.8 %) 6 (54.5 %) 0.732 8 (88.9 %) 13 (52 %) 0.107
Fragilidad capilar 16 (59.3 %) 14 (73.7 %) 2 (25 %) 0.033 7 (100 %) 7 (58.3 %) 0.106
Acné 12 (70.6 %) 9(81.8 %) 3 (50 %) 0.28 4 (100 %) 5(71.4 %) 0.491
Edema miembros inferiores 7 (36.8 %) 4 (33.3 %) 3(42.9 %) 1 3 (60 %) 1(14.3 %) 0.222
Cefalea 7 (12.7 %) 3(7.3%) 4 (28.6 %) 0.061 0 3(10.3 %) 0.543
Astenia 28 (87.5 %) 21 (87.5 %) 7 (87.5 %) 1 5(83.3 %) 16 (88.9 %) 1
Defectos visuales 3 (5.5 %) 1(2.4%) 2 (14.3 %) 0.156 0 1(3.4%) 1
Labilidad emocional 19 (82.6 %) 17 (94.4 %) 2 (40 %) 0.021 6 (100 %) 11 (91.7 %) 1
Depresion 11 (25 %) 10 (30.3 %) 1(9.1%) 0.241 1(14.4 %) 9 (34.6 %) 0.397
Psicosis 2(3.3%) 2 (4.4%) 0 1 0 2(6.1%) 1
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COMORBILIDADES

Hipertensién arterial 30 (50 %) 19 (42.2 %) 11 (73.3 %) 0.072 4(33.3 %) 15 (45.5 %) 0.517
Dislipemia 13 (21.7 %) 8(17.8 %) 5(3.33 %) 0.279 3 (25 %) 5(15.2 %) 0.661
Diabetes tipo 2 17 (28.3 %) 10(22.2 %) 7 (46.7 %) 0.064 2 (16.7 %) 8 (24.2 %) 0.226
Osteoporosis 12 (44.4 %) 11 (47.8 %) 1(25 %) 0.605 1(14.3 %) 10 (62.5 %) 0.069
Fracturas atipicas 5 (8.5 %) 5(11.4 %) 0 0.315 1(9.1%) 4(12.1%) 1
Infecciones 2 (3.4 %) 1(2.2%) 1(7.1%) 0.421 0 1(3%) 1
Enfermedad cardiovascular 4 (6.7 %) 2(4.4%) 2 (13.2 %) 0.258 0 3(9.1 %) 1
Enfermedad autoinmune 8 (13.8 %) 5(11.4 %) 3(21.4 %) 0.385 1(8.3%) 4(12.5 %) 1
Ulcera gastrica 3(5.1%) 2 (4.4 %) 1(7.1%) 0.564 0 2 (6.1 %) 1
Tiempo desde los sintomas 24 +35(1-120) 24 +36 (1-120) 18 £ 41 (1-96) 0.292 18.50+49(1-72) 36+ 35 (6—120) 0.463
hasta el diagnostico (meses)
Tiempo desde diagnostico 162 + 199 (21 - 780) 150 + 219 (31 - 780) 182 £ 184.25 0.984 150 £ 189.5 178 £ 259 (40— 0.012
hasta cirugia (dias) (21-339) (31-352) 780)

Tabla 11. Caracteristicas clinicas al diagndstico de la enfermedad de Cushing. Comparaciéon por grupos segun remisidn y recidiva después de la primera
cirugia.
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Receptores Muestra inicial Muestra recidiva

SSTa 0,000346 0,000145

SST2 0,000031 0,0000050

SSTs 0,000267 0,014458
DRD1 0,000038 0,000036
DRD2T 0,044593 0,028516
DRD4 0,000022 0,010878

Tabla 12. Cuantificacién de receptores en las dos muestras distintas, cirugia
inicial y reintervencidn por recidiva de enfermedad de Cushing.

De los 15 casos en los que no se consiguid la remisidn tras la primera cirugia, 6
pacientes se sometieron a una segunda intervencién quirurgica y, de estos, 2 entraron
en remision quedando con insuficiencia suprarrenal secundaria, en 2 se consiguid
remisidn sin insuficiencia suprarrenal secundaria y en el otro caso se decidié
tratamiento posterior con REF. Este ultimo caso no alcanzé remision al final del
seguimiento y precisé tratamiento con cabergolina. De los casos no intervenidos, 2
estaban en tratamiento con cabergolina en monoterapia (tratamiento indicado
teniendo el perfil molecular del tumor), con un adecuado control clinico y bioquimico
de la EC, y 7 casos recibieron REF. De los casos tratados con REF, sélo 2 alcanzaron
remision de EC. En los 5 casos en los que persistid la EC tras REF, en 2 se realizo
adrenalectomia; y en 3 se indicé tratamiento médico (monoterapia con ketoconazol,

monoterapia con cabergolina y monoterapia con temozolomida).

Al final del seguimiento, 17 pacientes presentaban insuficiencia suprarrenal
secundaria en tratamiento sustitutivo con hidrocortisona. De estos, 14 presentaron
remision de EC desde la primera intervencién, 1 alcanzd la remisidn tras la segunda
cirugia, y los otros 2 presentaron persistencia de EC, siendo necesaria adrenalectomia

bilateral.

Durante el periodo de seguimiento, sélo se registré el fallecimiento de un paciente
gue presentd persistencia de EC tras la cirugia y precisé tratamiento con REF y

adrenalectomia.

76



Los pacientes en remision al final del seguimiento presentaron en el estudio inicial
menor tamafo tumoral, mayor tiempo con sintomas hasta el diagndstico, mayor
tiempo hasta la primera cirugia, mayor cortisol salival nocturno pero menor cortisol

basal postoperatorio y menor tiempo hasta la recidiva (Figura 5C y Figura 5D).

Al final del seguimiento, 16 pacientes presentaban persistencia de EC, y de estos,
14 (87,5%) mantenian un adecuado control del hipercortisolismo con tratamiento

médico.

En los 44 pacientes que alcanzaron la remision de EC, se produjo una reducciéon en
la prevalencia de comorbilidades, excepto en la dislipemia, pero sin alcanzar una

diferencia estadisticamente significativa (Tabla 13).

Clinica Inicial Tras remision p
Diabetes tipo 2 10 (22,7%) 5(11,4%) 0,17
Hipertension arterial 21 (47,7%) 13 (29,5%) 0,12
Dislipemia 7 (15,9%) 8 (18,2%) 1
Obesidad 18 (40,9%) 10 (22,7%) 0,11
Sobrepeso 10 (22,7%) 8 (18,2%) 0,79
Depresion 9(20,5%) 7 (15,9%) 0,78
Osteoporosis 10 (22,7%) 7 (15,9%) 0,59

Tabla 13. Prevalencia de comorbilidades al diagndstico y tras la remisiéon de la enfermedad
de Cushing.

Tras remision de EC, el 50% de los pacientes presentaron remisién de la DM-2
(p=0,17). La persistencia de la DM-2 en los pacientes en remision, se asocié con un
mayor nivel de Hemoglobina glicosilada (HbA1lc) al diagndstico (9,07 + 0,94% vs 5,61 +
0,32%; p=0,004) y una mayor expresion de ghrelina a nivel tumoral (0,005 + 0,004
copias vs 0,001 + 0,002 copias; p= 0,012), sin observarse relacion con ningun otro
parametro clinico, bioquimico ni molecular. La persistencia de otras comorbilidades
como HTA, dislipemia, obesidad, sobrepeso, depresién u osteoporosis tras la remision

de EC, no se asocid con ningun parametro clinico, bioquimico ni molecular.
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4.4. Correlacion entre los datos clinicos y expresion molecular

4.4.1. Andlisis de correlaciones entre variables clinicas, bioquimicas y moleculares
en pacientes con tumores hipofisarios secretores de ACTH.

En nuestra cohorte de pacientes con EC, detectamos que variables clinicas se
correlacionaron con otras variables bioquimicas y moleculares (Figura 6A).
Especificamente, la edad se correlacioné directamente con el CS y el cortisol tras 8 mg
de DXT. Se detectd también una correlacion inversa entre el valor de IGF1 al
diagndstico, y los niveles de expresién de SSTs, SSTsTMD4, DRD2T y DRD2L (Figura 6A).
El cortisol basal al diagndstico se correlaciond directamente con los niveles de
expresion de POMC y GHSR1b, mientras que se detectd una correlacién inversa con la
expresion de SST1, SST», SST3, DRD1, DRD2T, DRD2L y DRD5. La ACTH al diagndstico se
correlaciond inversamente con la expresion de SST1, SST,, SST3, DRD1, DRD2T, DRD2L,
DRD4, DRD5 y GHSR1a (Figura 6A). Ademas, el cortisol basal y CS se correlacionaron
directamente con la expresion de AVPR1b (Figura 6A).
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Figura 6. Correlaciones clinicas y moleculares en pacientes con tumores hipofisarios secretores
de ACTH. A) Correlaciones entre variables clinicas, bioquimicas y moleculares. B) Correlaciones
entre los niveles de expresién de todos los componentes moleculares medidos en tumores
hipofisarios secretores de ACTH. La escala de grises corresponde al valor r de Pearson obtenido
tras el analisis estadistico. El gris oscuro significa “correlaciones inversas” y el gris claro
significa “correlaciones directas”.

La expresion de POMC se correlaciond inversamente con SST:1 y DRD1 y se
correlacioné directamente con SSTs, ghrelina, GHSR1a, GHSR1b, AVPR1b, CRHR1 y
PTTG1 (Figura 6B). La expresion de AVPR1b también se correlacioné directamente con
PTTG1 y CRHR1 (Figura 6B). La expresion de CRHR1 se correlaciond directamente con
POMC, SSTs, DRD4, GHSR1a, GHSR1b y AVPR1b, pero se correlacioné inversamente
con SST; (Figura 6B). Ademas, los marcadores de proliferacion PTTG1 y MKI67 se
correlacionaron directamente entre ellos y con otros marcadores moleculares (Figura
6B). Especificamente, PTTG1 se correlaciond directamente con POMC, GHSR1a,
AVPR1B y CRHR1, mientras que MKI67 se correlacioné directamente con Inl- ghrelina
y GHSR1b (Figura 6B).
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4.4.2. Tamaiio del tumor, los niveles de hormonas y el tiempo hasta el tratamiento
se asociaron con la respuesta clinica y el seguimiento a largo plazo de pacientes con
EC.

Como ya hemos descrito, en esta cohorte, la remision después de la cirugia se
alcanzd en 45 de 60 pacientes. De esos 45 pacientes en remisidn, se confirmé recidiva
en 12 pacientes (Tabla 10y 11).

Los pacientes que alcanzaron la remision después de la primera cirugia
presentaron menor tamaiio tumoral, mayor PRL basal y menor cortisol sérico basal
posquirurgico (Figura 5A). Ademas, los pacientes en remision también tenian niveles
mas bajos de cortisol sérico basal y de CLU 24 h, asi como normalizacién del cortisol
tras 1 mg de DXT tras la cirugia (Figura 5A). Ademas, los pacientes en remision
presentaron mayor incidencia de fragilidad capilar y labilidad emocional, pero la
incidencia de comorbilidades fue similar en ambos grupos de pacientes (Tabla 11).

Los pacientes con recidiva de la EC presentaron CS mas bajo en el momento del
diagndstico, niveles séricos de TSH mas bajos, y menos tiempo desde el diagndstico
hasta la primera cirugia (Figura 5B). Los signos, sintomas y comorbilidades basales
fueron similares en pacientes con o sin recidiva (Tabla 11).

Finalmente, los pacientes en remisién al final del seguimiento, presentaron menor
tamafio tumoral, mayor tiempo con sintomas hasta el diagndstico, mayor tiempo hasta
la primera cirugia, mayor CS, pero menor cortisol postoperatorio y menor tiempo

hasta la recidiva (Figuras 5C).

4.4.3. Los niveles de expresion de algunos componentes del sistema de
somatostatina y MKI67 se asociaron con la remision después de la primera cirugia en
tumores hipofisarios secretores de ACTH.

Los pacientes en remisién después de la primera cirugia tenian niveles de
expresion de SST1 mads bajos en comparacion con los pacientes en los que persistia la
EC (Figura 7A). Los niveles de expresion de los otros subtipos de SSTs o de los
componentes del sistema de dopamina y ghrelina no se asociaron con la remisién en
esta cohorte (Figuras 7A-C). Curiosamente, se observé una mayor expresion de CRHR1
y MKI67 en pacientes en remision (Figura 7D).
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Figura 7. Expresion molecular en tumores hipofisarios secretores de ACTH de pacientes con y sin remision. Perfil molecular (determinado por PCR
cuantitativa en tiempo real) de los componentes de los sistemas de somatostatina (A), dopamina (B) y ghrelina (C), y de componentes hipofisarios claves y
marcadores de proliferacion (D). Los datos representan la mediana (rango intercuartilico) de los niveles de expresion absolutos (nimero de copias) de cada
gen ajustado por los niveles de expresion de un gen de normalizaciéon (HPRT1). Los asteriscos (* p < 0,05, ** p < 0,01) indican diferencias significativas entre
los grupos.
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Finalmente, encontramos que el nivel de expresion de SSTs aumentd en

microadenomas en comparacion con macroadenomas (Figura 8).
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Figura 8. Expresidn molecular en tumores hipofisarios secretores de ACTH de pacientes con micro o macroadenomas. Perfil molecular (determinado por PCR
cuantitativa en tiempo real) de los componentes de los sistemas de somatostatina (A), dopamina (B) y ghrelina (C), y de componentes hipofisarios claves y
marcadores de proliferacion (D). Los datos representan la mediana (rango intercuartilico) de los niveles de expresion absolutos (nimero de copias) de cada
gen ajustado por los niveles de expresidn de un gen de normalizacién (HPRT1). El asterisco (* p < 0,05) indica diferencias significativas entre los grupos.
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4.4.4. Los niveles de expresion de SST: estan asociados con la recidiva de la
enfermedad en tumores hipofisarios secretores de ACTH.

Los niveles de expresion de SST: fueron menores en los pacientes que
presentaron recidiva durante el seguimiento (Figura 9A). Los niveles de expresiéon de
los demds componentes moleculares analizados no se asociaron con la recidiva de EC

en esta cohorte (Figuras 9A-D).
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Figura 9. Expresion molecular en tumores hipofisarios secretores de ACTH de pacientes con y sin recidiva. Perfil molecular (determinado por PCR
cuantitativa en tiempo real) de los componentes de los sistemas de somatostatina (A), dopamina (B) y ghrelina (C), y de otros componentes hipofisarios
claves y marcadores de proliferacién (D). Los datos representan la mediana (rango intercuartilico) de los niveles de expresidén absolutos (nUmero de copias)

de cada gen ajustado por los niveles de expresion de un gen de normalizaciéon (HPRT1). El asterisco (* p < 0,05) indica diferencias significativas entre los
grupos.
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4.4.5. Una combinacion de parametros clinicos y moleculares puede predecir con
precision la remision de los pacientes después de la primera cirugia.

Para explorar mas a fondo la capacidad de los parametros clinicos y moleculares
analizados para la prediccion del prondstico de los pacientes con EC durante su
seguimiento, es decir, remisién o recidiva de EC, se realizd un analisis de regresion
logistica binomial. Ningin pardmetro clinico o molecular se asocié significativamente

con la prediccion de recidiva de los pacientes (Tablas 14 y 15).

Parametros clinicos P Odds Ratio 95% C.l. Min. 95% C.l. Max.

Tamano tumoral (mm) 0.191 1.081 0.962 1.216
Prolactina basal posquirurgica

(pg/dL) 0.817 1.007 0.951 1.065
Cortisol basal posquirurgico

(ng/dL) 0.355 1.051 0.946 1.169
Cortisol basal al mes

posquirdrgico (pg/dL) 0.322 1.064 0.941 1.201
Cortisol libre en orina de 24

horas al mes posquirurgico

(ng/dL) 0.234 1.008 0.995 1.022
Cortisol tras 1 mg

dexametasona al mes

posquirdrgico (ug/dL) 0.209 1.341 0.849 2.117
Cortisol salival nocturno basal

(ng/dL) 0.099 3212.853 0.22 46979569.518
TSH al diagndstico (mU/L) 0.069 9.733 0.837 113.109
Tiempo desde el diagnostico

hasta la cirugia (dias) 0.056 1.008 1 1.016

Tabla 14. Regresiones logisticas binomiales con caracteristicas clinicas que comparan pacientes
con tumores hipofisarios secretores de ACTH con y sin recidiva.
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Genes p Odds Ratio 95% C.l. Min.  95% C.l. Max.

55T 0.071 1.855 0.949 3.623
SST, 0.768 1.084 0.634 1.854
S55T3 0.896 1.040 0.576 1.879
S8Ts 0.259 0.667 0.330 1.347
SSTsTMD4 0.541 1.546 0.383 6.236
SSTsTMD5 0.085 3.033 0.857 10.729
DRD1 0.669 1.219 0.492 3.020
DRD2T 0.379 0.691 0.303 1.575
DRD2L 0.311 0.623 0.249 1.557
DRD4 0.682 1.195 0.510 2.800
DRD5 0.839 1.057 0.618 1.807
Ghrelina 0.091 2.047 0.892 4.702
Inl-ghrelina 0.355 1.795 0.520 6.200
GOAT 0.176 0.321 0.062 1.665
GHSR1a 0.619 1.219 0.558 2.666
GHSR1b 0.169 0.401 0.109 1.475
AVPR1b 0.134 2.731 0.734 10.161
CRHR1 0.769 1.149 0.454 2.908
PTTG1 0.322 1.881 0.538 6.575
MKI67 0.786 0.863 0.300 2.487

Tabla 15. Regresiones logisticas binomiales con caracteristicas
moleculares comparando pacientes con tumores hipofisarios secretores
de ACTH con y sin recidiva.

Por el contrario, varios parametros clinicos y moleculares se asociaron
significativamente con la remision de los pacientes (Tablas 16 y 17). De hecho, el
tamafio del tumor (OR: 1,124), la PRL basal posquirurgica (OR: 0,762), el cortisol basal
posquirurgico (OR: 1,199), el CLU 24h al mes posquirurgico (OR: 1,20) y el cortisol tras
1 mg DXT al mes posquirurgico (OR: 1,741) se asociaron significativamente con la
remisién de EC (p<0,05 en todos los casos, Tabla 16). De manera similar, la expresién
de SST; (OR: 3,052) y CRHR1 (OR: 0,175) se asocid significativamente con la remision

del paciente con EC (p < 0,05 en ambos casos, Tabla 17).
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Parametros clinicos P Odds 95% C.I. 95% C.l.

Ratio Min. Max.
Tamano tumoral (mm) 0.005 1.124 1.037 1.219
Prolactina basal posquirurgica (pg/dL) 0.016 0.762 0.611 0.95
Cortisol basal posquirdrgico (ug/dL) 0.002 1.199 1.068 1.345
Cortisol basal al mes posquirudrgico (ug/dL) 0.017 1.2 1.033 1.393
Cortisol libre en orina de 24 horas al mes
posquirdrgico (ug/dL) 0.113 1.005 0.999 1.012
Cortisol tras 1 mg dexametasona al mes
posquirdrgico (ug/dL) 0.025 1.741 1.072 2.827
Cortisol salival nocturno basal (pg/dL) 0.429 0.591 0.16 2.178
TSH al diagndstico (mU/L) 0.558 1.279 0.561 2.913
Tiempo desde el diagnostico hasta la cirugia
(dias) 0.591 0.999 0.994 1.003

Tabla 16. Regresiones logisticas binomiales con caracteristicas clinicas comparando pacientes
con tumores hipofisarios secretores de ACTH con y sin remisidn tras la primera cirugia.

Curiosamente, los analisis de regresion logistica binomial ajustados revelaron que
la combinacion de parametros clinicos y/o moleculares podia discriminar finalmente a
los pacientes en remision después de la primera cirugia (Figura 10). Concretamente, un
modelo clinico que incluia las dos variables clinicas asociadas con la remision con
mayor significacion (tamafio del tumor y el cortisol sérico posquirurgico) generd una
curva ROC con un AUC = 0,888 (modelo 1; p < 0,001; Figura 10), mientras que el
modelo molecular generado con la expresién de SST1 y CRHR1 resultd en una curva
ROC con un AUC = 0,913 (modelo 2; p < 0,001; Figura 10). Finalmente, un modelo
clinico-molecular que combina 2 pardmetros clinicos y 2 moleculares generé una curva
ROC impecable con un AUC de 1 (modelo 3; p < 0,001; Figura 10) para la prediccion del

prondstico de remision de pacientes con EC.
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Genes p Odds 95% C.I. 95% C.l. Max.
Ratio Min.
SST; 0.014 3.052 1.252 7.442
SST, 0.182 1.505 0.826 2.743
Y] 0.267 1.446 0.754 2.772
SSTs 0.451 0.781 0.411 1.484
SSTsTMD4 0.443 1.409 0.586 3.385
SSTsTMD5 0.225 1.873 0.680 5.164
DRD1 0.244 1.679 0.702 4.017
DRD2T 0.232 1.623 0.734 3.589
DRD2L 0.819 1.110 0.453 2.720
DRD4 0.584 1.251 0.561 2.791
DRD5 0.440 1.223 0.734 2.038
Ghrelina 0.777 1.115 0.526 2.365
Inl-ghrelina 0.832 1.121 0.390 3.217
GOAT 0.783 0.795 0.155 4.070
GHSR1a 0.554 1.255 0.592 2.662
GHSR1b 0.910 0.953 0.414 2.192
AVPR1b 0.963 1.017 0.489 2.116
CRHR1 0.006 0.175 0.050 0.612
PTTG1 0.761 1.183 0.401 3.489
MKI67 0.923 0.951 0.346 2.613
Tabla 17. Regresiones logisticas binomiales con caracteristicas

moleculares comparando pacientes con tumores hipofisarios secretores
de ACTH con y sin remisidn tras la primera cirugia.
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Figura 10. Andlisis de la curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC) de diferentes
modelos clinico-moleculares para predecir la remisién en pacientes con tumores hipofisarios
secretores de ACTH. Modelos clinicos que incluyen: las dos variables clinicas mas
significativamente asociadas a la remisién (tamafio del tumor y cortisol sérico posquirurgico;
modelo 1) y la expresion molecular de SST: y CRHR1 (modelo 2) o la combinacién de las
variables clinicas anteriores y marcadores moleculares (modelo 3).
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5. DISCUSION






5. DISCUSION.

La cirugia hipofisaria transesfenoidal es el tratamiento de eleccidn de la mayoria
de los pacientes con EC [22, 35, 53]. Sin embargo, la enfermedad persiste en alrededor
del 20% de los pacientes intervenidos. En los pacientes que presentan remisidn tras la
cirugia, la recidiva ocurre en mas de un 50% de los casos segun las series publicadas
[22, 53, 55-57]. Por este motivo, en la actualidad, se recomienda seguimiento de por

vida en todos los pacientes con EC [22, 56, 122].

La predicciéon de la remision y/o recidiva posquirurgica de EC es un desafio en la
practica clinica, especialmente debido a las tasas variables de remision y al alto riesgo
de recidiva [94, 134]. Las tasas de remision quirurgica dependen del tamafio y la
localizacion del tumor, de las habilidades y experiencia del neurocirujano y de los
criterios bioquimicos utilizados para evaluar la remision [53]. La recidiva a largo plazo
es variable en la literatura, oscilando entre el 8% y el 66% [57]. Varias series con
periodos de seguimiento prolongados de hasta 20 afos, presentan tasas de recidiva
de hasta el 36 %, con un tiempo medio hasta la recidiva de 15 a 50 meses [98, 135]. En
nuestra cohorte, el tiempo transcurrido desde la intervencion quirdrgica hasta el
diagnostico de recidiva fue 34 + 25 meses. Sin embargo, las caracteristicas clinicas
preoperatorias como la edad, el sexo, la duracién de la enfermedad y la gravedad de
los signos y sintomas clinicos no permiten identificar a los pacientes con mayor riesgo

de recidiva [21, 96, 104].

En este contexto, se disefid el presente estudio observacional retrospectivo
multicéntrico. El objetivo principal fue determinar si el estudio de los marcadores
moleculares de los ACTHoma, las caracteristicas clinicas y los pardmetros bioquimicos-
radioldgicos, de forma individual o combinada, pueden predecir la remisidn o recidiva
de la EC y, ademas, determinar si las caracteristicas clinicas y/o los parametros
bioquimicos-radioldgicos al diagnéstico de la EC, pueden predecir la expresién

molecular a nivel tumoral. Se incluyeron 60 pacientes diagnosticados de EC y tratados
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guirurgicamente de 6 hospitales de Espafia, y en los que se realizé el estudio
molecular del tumor en el Instituto Maiménides de Investigacién Biomédica de
Coérdoba (IMIBIC) y el Departamento de Biologia Celular de la Universidad de Cérdoba.
Se identificaron variables clinicas, bioquimicas, radiolégicas y moleculares que
permiten predecir la remisidon y/o recidiva posquirurgica de EC. Especificamente, se
han evaluado los niveles de expresién de genes de los componentes claves en la
regulaciéon del eje HHS, y se han explorado sus asociaciones con los diferentes
parametros clinicos, bioquimicos y radioldgicos. Finalmente, se construyeron modelos
de regresidon logistica basados en datos clinicos y moleculares para predecir la
evolucién a largo plazo de los pacientes con EC [136].

En este estudio, el 88 % de los pacientes incluidos fueron mujeres y la edad media
al diagndstico fue de 40 afos, siendo estos datos concordantes con los descritos en la
literatura. La presentacioén clinica del SC también fue similar a la comunicada en otras
series, excepto el porcentaje de microadenomas que se comunicé en el 56,7 % de los
casos [21, 22]. No hemos encontrado una explicacion que justifique el mayor

porcentaje de macroadenomas encontrado en nuestra serie.

El tratamiento médico preoperatorio se debe plantear en los pacientes con clinica
grave secundaria al hipercortisolismo cuando el tiempo desde el diagndstico hasta la
cirugia se estime prolongado [59, 79]. En la actualidad, no existe evidencia que
confirme la necesidad de tratamiento preoperatorio en otras circunstancias clinicas
[22]. En nuestra serie, el tratamiento médico prequirdrgico para controlar el
hipercortisolismo se realizé en 49 pacientes (81,7%), indicado por hipercortisolismo
grave o por un tiempo prolongado hasta la cirugia. El tiempo transcurrido desde el
diagndstico hasta el tratamiento quirdrgico fue de 162 + 199 dias (21 — 780). En todos
los casos se indicd ketoconazol en monoterapia y se alcanzé el control bioquimico en el
67,5% de los casos, sin efectos adversos que obligaran a suspender el tratamiento. El
uso ketoconazol prequirdrgico en nuestra serie es mayor que el reportado por otros
autores, que lo indican hasta en un 20% de los pacientes con EC, especialmente en
pacientes con hipercortisolismo severo o adenoma no visible [79]. Estudios

retrospectivos informan que el tratamiento preoperatorio con inhibidores de la
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esteroidogénesis, normaliza los niveles de cortisol en un 50 — 72%, con mejoria clinica
en sélo un tercio de los pacientes [80, 81]. La recuperaciéon del eje HHS en el periodo
preoperatorio puede favorecer la aparicion del hipocortisolismo posquirurgico y este
hecho dificulta valorar la remisién de la EC tras la cirugia [22]. En los resultados de
nuestro estudio, el tratamiento médico prequirdrgico no influyéd en la remisién o

persistencia de la EC tras la cirugia.

En nuestra cohorte, la remisidn posquirurgica ocurrié en el 75% vy la recidiva fue de
un 26% durante el seguimiento [136]. Estos resultados son similares a los
comunicados por otros autores [55, 56, 100]. En la presente cohorte, el tamano del
tumor < 1 mm (microadenoma) se asocié con la remisién de EC después de la primera
cirugia y también al final del seguimiento [136]. Esto es consistente con una gran serie
de 230 pacientes con ACTHoma, en los que el tamano del tumor se consideré como el
Unico predictor de resultado positivo en estos pacientes [137]. Ademas, el mayor
tamafio del tumor (macroadenomas), la invasion de las estructuras vecinas y los
factores histoldgicos agresivos se han correlacionado con mayores tasas de recidiva.
Por el contrario, un menor tamafio del tumor y una mayor experiencia del
neurocirujano se han asociado con menores tasas de recidiva [21, 138, 139]. Sin
embargo, estos hallazgos no fueron apoyados por los resultados de un metaanalisis
gue concluyd que el tamano del tumor y la invasién macroscdépica no eran predictores

de recidiva [104].

La severidad bioquimica del hipercortisolismo, hasta donde conocemos, tampoco
se ha relacionado con la remisidn posquirurgica, ni con la recidiva de la EC. En nuestra
cohorte, los niveles séricos de ACTH antes de la cirugia no se relacionaron con la
remisién o recidiva de la EC [136]. Sin embargo, niveles preoperatorios mas altos de
ACTH se han asociado con tasas de remision bioquimica mas bajas [57]. Ademas, los
niveles séricos mas altos de ACTH tras la cirugia se han correlacionan con una mayor
incidencia de recidiva de EC, mientras que los niveles séricos bajos de ACTH se
correlacionan con una remision sostenida de la enfermedad [140, 141]. En varios

estudios, los niveles de ACTH por debajo del limite de normalidad se han considerado
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como un parametro menos sensible para la remisién a largo plazo de la EC que el
hipocortisolismo, pero mas especifico [98, 141]. Sin embargo, no se ha determinado
un valor de corte de ACTH que pueda predecir la recidiva a largo plazo. Nuestros
resultados, junto con los resultados publicados, no apoyan la utilidad de severidad

bioquimica del hipercortisolismo como predictor de los resultados posoperatorios.

Por el contrario, como se observd en nuestra cohorte, una mayor duracién del
hipocortisolismo postoperatorio se ha descrito como un predictor importante de
remisiéon [135, 136, 142]. Los resultados de varios estudios sugieren que la duracién
de la insuficiencia suprarrenal postoperatoria estd inversamente correlacionada con el
riesgo de recidiva [57]. De hecho, se han observado tasas de recidiva mas bajas en
pacientes con niveles de cortisol postoperatorios bajos, que en pacientes con niveles
normales o elevados [97]. Basandose en estos estudios, una declaracién de consenso
recomienda la vigilancia mantenida de los pacientes con niveles persistentes de
cortisol sérico superiores a 5 pg/dL y el seguimiento estrecho cuidadoso de aquellos
pacientes con niveles de cortisol entre 2 y 5 ug/dL [143]. Sin embargo, es importante
destacar que la recidiva de la EC aparece hasta, aproximadamente, en el 10 % de los
pacientes con niveles de cortisol sérico postoperatorios bajos (< 2 pg/dL) o incluso
indetectables [99]. No existe un valor de corte claro que excluya el riesgo de recidiva
e, incluso, pacientes con cortisol sérico posoperatorio elevado alcanzan la remisién a
largo plazo [21, 98]. Actualmente, se recomienda la determinaciéon de CLU 24h en
aquellos casos en los que los niveles de cortisol en plasma no sean concluyentes. En
este sentido, son sugestivos de remisién posquirdrgica los niveles de CLU 24h
inferiores a 20 pg/24h, valores elevados sugieren persistencia de EC y niveles
normales de CLU 24h no son concluyentes [57, 98]. Los niveles de CS no han sido
suficientemente validados como predictor de recidiva [21]. En nuestra cohorte, sélo el
cortisol basal postoperatorio se asocié con la remisidn posquirurgica, asi como al final
del seguimiento, lo que refuerza el potencial prondstico de este pardametro [21, 94,

136].
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Entre los parametros clinicos, el tamafio del tumor y el cortisol basal posquirurgico
presentaron las asociaciones mas significativas con la remisién de los pacientes con EC
después del tratamiento quirudrgico (AUC = 0,888; p < 0,001) [136]. Los pacientes que
alcanzaron la remisién después de la primera cirugia presentaron menor tamafio
tumoral, menor cortisol sérico basal posquirdrgico y mayor prolactina basal tras la
cirugia [136]. Aunque en los resultados de este trabajo ningun pardmetro clinico o
molecular mostré prediccion de la recidiva de la EC [136], se han utilizado algoritmos
de aprendizaje automatico para predecir la recidiva de EC al afio de la cirugia [144]. En
este estudio, los niveles de cortisol basal posoperatorio y los niveles de ACTH
posoperatorios y preoperatorios se asociaron significativamente con la recidiva [144].
Ademas, tras utilizar un algoritmo de bosque aleatorio, la edad, el cortisol basal
posoperatorio y la ACTH posoperatoria se han considerado como las mejores variables
predictoras de recidiva de EC durante el primer afio después de la cirugia [144]. En
otro estudio recientemente publicado, en el que también se utilizé un algoritmos de
aprendizaje automatico, los resultados sugieren que el sexo, la edad, la visualizacién
del tumor en la RM hipofisaria, el tamafio tumoral < 10 mm, el grado de Hardy-Wilson
y la confirmacion histolégica de la secrecion de ACTH, el hipopituitarismo
pre/posoperatorio y el tratamiento médico prequirurgico, podrian tienen un papel en
la prediccion de la remisidn a largo plazo [145]. Por lo tanto, los resultados de nuestro
trabajo [136], junto con la evidencia previa, sugieren que es posible definir modelos
matematicos basados en parametros clinicos, especialmente el tamano del tumory el
cortisol basal posquirdrgico, que pueden predecir la evolucidon a largo plazo de los
pacientes con EC, aunque son necesarios mas estudios para confirmar esta hipdtesis.
En la actualidad, no hay ningin trabajo en el que se relacionen los niveles de
prolactina con el prondstico de la EC tras el tratamiento quirdrgico. Los resultados
obtenidos en nuestra cohorte, en los que los niveles de prolactina posquirurgica eran
mas altos en los pacientes que alcanzan la remisidon, deben de ser estudiados mas a

fondo.

En cuanto a la expresidon molecular de genes claves del eje HHS en ACTHoma, se
ha descrito que SSTs es uno de los receptores de somatostatina que se expresa de
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forma predominante en estos tumores, mientras que los niveles de SST, son mas
reducidos, debido a la modulacién del cortisol [63, 146, 147]. En nuestra cohorte, se
observé un patrén similar de expresidn de SSTs [136], lo cual se considera una base
para las terapias moleculares dirigidas en la EC [147]. Curiosamente, nuestros datos
revelaron que SST1 se expresa notablemente en ACTHoma, siendo sus niveles incluso
superiores a los de SST,. Sorprendentemente, observamos que la disminucién de los
niveles de expresion de SST1 se asocid con la remisidon posquirdrgica. Este inesperado
hallazgo podria ser clinicamente relevante, ya que la expresidon de SST1 se ha descrito
previamente en otros tumores, y se ha asociado con la proliferacidon y agresividad
celular [148-151]. Estos resultados sugieren que los tratamientos farmacolégicos
dirigidos especificamente a SST:1 podrian ser una opcién prometedora para el

tratamiento de pacientes con ACTHomas.

En relaciéon al sistema dopaminérgico, DRD2 fue el receptor dopaminérgico mas
expresado en nuestros pacientes [136], coincidiendo con resultados previamente
publicados [152]. En este contexto, algunos autores han destacado que la expresidn
de DRD2 se correlaciona con la respuesta clinica a los agonistas dopaminérgicos de
algunos tipos de tumores hipofisarios [153]. Sin embargo, nuestro estudio no mostré
asociacion entre la expresion de DRD y la evolucién clinica, lo que es consistente con

hallazgos publicados en tumores hipofisarios no funcionantes [154].

También se conoce, que la ghrelina estimula la secrecién de ACTH y cortisol en
condiciones normales, y esta regulacion se acompafia de una retroalimentacién
negativa de los glucocorticoides. Este efecto estimulador persiste en pacientes con EC
[155, 156], e incluso en pacientes con tumores ectdpicos secretores de ACTH, en los
gue se ha descrito una hiperrespuesta de ACTH a la ghrelina [156]. En este contexto,
también evaluamos en nuestra cohorte los niveles de expresién de algunos
componentes del sistema de ghrelina. Especificamente, ghrelina y sus receptores
(GHSR1a y GHSR1b) se correlacionaron con POMC [136], coincidiendo con resultados
previamente publicados, que indican que ghrelina estimula las neuronas POMC a
través de un mecanismo no identificado y estimula la secrecién de ACTH en
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ACTHomas [106, 156]. En esta linea, publicaciones previas han descrito un aumento
de la expresién de la variante de truncada In1-ghrelina en tumores hipofisarios, que se
asocia con caracteristicas agresivas, y su silenciamiento se acompafa de una
reduccion de la proliferacion celular en cultivos primarios hipofisarios [106]. En
nuestra cohorte, la expresién de la variante Inl1-ghrelina se correlacioné directamente
con MKI67 [136], lo que sugiere una asociacion con marcadores de proliferacién.
Ademas, la enzima GOAT se correlaciond fuertemente con la expresion de receptores
de somatostatina y dopamina, como SST,, SSTs y DRD2, resultados también
comunicados en otros tumores neuroendocrinos [157]. Finalmente, el receptor
truncado GHSR1b también presentd correlaciones significativas, incluso con CRHR1 y
PTTG1, que deberian investigarse mas a fondo [136]. Ademas, detectamos que los

niveles de CRHR1 se asociaron significativamente con la remisidn posquirurgica [136].

En los ultimos afios, la evaluacién sistematica de MKI67 en tumores hipofisarios ha
sido objeto de debate [158]. Varios estudios clinicos han descrito la asociacidn entre
MKI67 vy las caracteristicas clinicas de los tumores hipofisarios, incluidas las
caracteristicas de invasion, el tamano del tumor, el riesgo de recidiva y la tasa de
crecimiento, pero estos resultados son contradictorios [107]. En ACTHomas, MKI67
parece estar aumentado en macroadenomas, y se relaciona con una menor tasa de
remision a largo plazo [108-110]. Otro estudio ha sugerido que niveles de
Ki67 superiores al 4 % (evaluados por inmunohistoquimica) y valores séricos de ACTH
superiores a 40 ng/mL un mes después de la cirugia se asociaron con la ausencia de
remision en pacientes con EC [111]. En nuestra cohorte, la expresion de MKi67 no se
asocié con remisién o recidiva de la EC, ni con el tamafio del tumor, pero se
correlaciond con la expresiéon de Inl-ghrelina y GHSR1b [136], y ambas variantes del
sistema ghrelina se sobreexpresan en diferentes tumores hipofisarios, incluidos
ACTHomas, jugando un papel fisiopatoldgico en este tipo de tumor hipofisario [106].
Se ha descrito que la variante truncada Inl-ghrelina y su receptor GHSR1b pueden
promover el desarrollo y progresion de ciertos canceres relacionados con el sistema
endocrino [9, 10]. Curiosamente, encontramos que los niveles de expresién de PTTG1
fueron significativamente mas altos que MKI67 en ACTHomas. PTTG1 se ha asociado
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con una mayor capacidad de invasion de los tumores hipofisarios [112] v,
recientemente, se ha asociado con la invasividad, la edad y el género femenino en los
tumores hipofisarios no funcionantes [159]. En nuestra cohorte, PTTG1l se
correlaciond con la expresion de POMC, AVPR1b y CRHR1 [136]. Esta correlacidn
podria ser fisiopatolégicamente relevante, ya que se ha demostrado que AVPR1b se
sobreexpresa en ACTHomas, donde podria ejercer un papel funcional importante,
pues sus niveles estan directamente correlacionados con niveles elevados de ACTH
plasmadtica en pacientes con EC, y podria ser un factor responsable de la estimulacién

directa de desmopresina en pacientes con EC [113].

Finalmente, los estudios de regresidon logaritmica binomial confirmaron los
resultados observados en nuestra cohorte de pacientes con EC. Aunque no
identificamos ninglin parametro clinico o molecular sdélido que estuviera
significativamente asociado con la prediccion de recidiva de la EC, se identificaron
algunos parametros moleculares (SST1 y CRHR1) y clinicos (tamafo del tumor vy las
determinaciones posquirurgicas de cortisol basal, CLU 24h, cortisol tras 1 mg DXT y
prolactina) que se asociaron significativamente con la remision de los pacientes [136].
Ademas, demostramos que un modelo que combina las dos variables clinicas que se
encontraron significativamente asociadas con la remisidén, es decir, el tamafio del
tumor y el cortisol basal después de la cirugia (modelo de prediccién 1 en la figura 10),
junto con los marcadores moleculares identificados, es decir, SST1 y CRHR1 (modelo de
prediccion 2 en la figura 10) podria mejorar mejor la capacidad predictiva de ambos
modelos individuales. Asi pues, el andlisis de la curva ROC, basado en el tamafio del
tumor, el cortisol sérico postoperatorio y los niveles de expresion de SST1 y CRHR1,
podria discriminar perfectamente entre pacientes en remisidn y persistencia de EC
después de la primera cirugia (modelo predictivo 3: curva ROC con un AUCde 1 en la
figura 10). Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que muestra un algoritmo
clinico-molecular capaz de identificar pacientes con EC con diferentes riesgos de
presentar remisidon o persistencia de EC después de la primera cirugia, resultados que
podrian ser muy relevantes en la practica clinica para platear el seguimiento

posquirurgico a largo plazo de los pacientes con EC, que en la actualidad debe ser de
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por vida [22, 56, 122]. En una revisidon sistematica reciente publicada que incluyé a 630
pacientes con EC de cinco cohortes diferentes, se informd de que la probabilidad de
remisidon de EC era mayor en pacientes que presentaban mutacion en el alelo somatico
USP8 [121]. En este sentido, seria interesante realizar en el futuro analisis
multicéntricos para evaluar si el andlisis del estado mutacional de USP8, junto con los
pardmetros moleculares y clinicos identificados en este estudio, es decir, la expresién
de SST1/CRHR1, tamafio tumoral y cortisol basal postoperatorio, podria predecir con
precision la remisiéon de los pacientes con EC después de la primera cirugia. Sin
embargo, también debemos mencionar que una limitacidon de nuestro estudio podria
ser que los niveles de ARNm no siempre se traducen directamente en niveles de
proteina funcional, sin embargo, varios estudios que analizan la correspondencia entre
el ARNm y el estado de la proteina, utilizando tecnologias transcriptomicas y
protedmicas, han revelado que la abundancia de un ARNm suele ser un excelente

indicador de la presencia de una proteina [160, 161].

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el analisis molecular de los
ACTHoma podria ser una valiosa herramienta para mejorar la comprension de la
fisiopatologia de los ACTHomas, y poder predecir la evolucidn posoperatoria de los
pacientes con EC. Nuestros resultados muestran que, la expresién de dos
determinantes moleculares, SST1 y CRHR1, ayudaria a predecir, junto con el tamano
del tumor y el cortisol basal después de la cirugia, el comportamiento tumoral de los

pacientes con EC [136].

Con respecto a la evolucién clinica de los pacientes en remisién de la EC, en
nuestra cohorte se observé una reduccién de comorbilidades tales como DM-2, HTA,
obesidad, sobrepeso, depresidn u osteoporosis. Por el contrario, la persistencia de
dislipemia aumenté ligeramente. Las diferencias en la persistencia de las
comorbilidades tras la remisién de la EC no fueron estadisticamente significativas. La
persistencia de las comorbilidades tras la remisiéon también ha sido comunicada por
otros autores [30, 31]. La persistencia de DM-2 en nuestra cohorte se asocié a mayor

nivel de HbAlc inicial, que podria estar en relacién con una diabetes de mayor
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evoluciéon y probablemente de origen multifactorial, y no sélo en relacién con el
hipercortisolismo. La persistencia de DM-2 también se asocié a una mayor expresién
de ghrelina a nivel tumoral; este hecho podria ser una base fisiopatoldgica en el
desarrollo de la diabetes en los pacientes con EC. La persistencia de otras
comorbilidades como HTA, dislipemia, obesidad, sobrepeso, depresidn u osteoporosis
tras la remisién de EC, no se asocid con ningun parametro clinico, bioquimico ni

molecular.

Por ultimo, en nuestra cohorte, detectamos que variables clinicas y bioquimicas se
correlacionaron con variables moleculares, y este hecho podria ayudar a predecir el
perfil molecular del ACTHoma, y de esta manera, poder seleccionar un tratamiento
médico mads personalizado y eficaz en aquellos pacientes en los que no es posible el
estudio del perfil molecular de ACTHoma. Concretamente, se detecté una correlacion
inversa entre el valor de IGF1 al diagndstico y los niveles de expresién de SSTs,
SSTsTMD4, DRD2T y DRD2L. Los niveles de cortisol basal al diagndstico se
correlacionaron directamente con los niveles de expresion de POMC y GHSR1b,
mientras que se detectd una correlacidn inversa entre niveles de cortisol basal al
diagndstico y la expresién de SST1, SST», SST3, DRD1, DRD2T, DRD2L y DRD5. La ACTH
al diagnéstico se correlaciond inversamente con la expresién de SSTi, SST,, SSTs,
DRD1, DRD2T, DRD2L, DRD4, DRD5 y GHSR1la. Ademas, el cortisol basal y CS se
correlacionaron directamente con la expresion de AVPR1b [136]. Estos hallazgos
presentan importancia y aplicabilidad en la practica clinica, ya que sugieren, que en
paciente con niveles elevados de cortisol basal y ACTH al diagndstico, el tratamiento
con cabergolina no deberia ser una opcidén a tener en cuenta inicialmente, pues los
niveles de DR se expresan poco en estos casos, y esto coincide con las

recomendaciones actuales para el tratamiento de la EC [22].
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6. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones asociadas a los objetivos de esta Tesis Doctoral se

describen a continuacion:

e Existen marcadores moleculares de los ACTHoma, concretamente SST: y
CRHR1, que pueden predecir la remisidon de la EC en pacientes tratados con

cirugia.

e Existen parametros clinicos, concretamente el tamafio del tumor y las
determinaciones posquiruargicas de cortisol basal, CLU 24h, cortisol tras 1 mg
DXT y PRL, que pueden predecir la remision de la EC en pacientes tratados

con cirugia.

e El analisis combinado de dos marcadores moleculares de los ACTHoma (SST1 y
CRHR1) y dos parametros clinicos (tamafio del tumor y el cortisol basal
posquirurgico) puede predecir con gran precisidon la evolucion clinica y la

remision de pacientes con EC tratados con cirugia.

e Existe una correlacidon entre las caracteristicas clinicas y/o los parametros
bioquimicos-radioldgicos al diagndstico de la EC que pueden predecir la
expresion molecular a nivel tumoral. Concretamente, el cortisol basal al
diagndstico se correlaciona inversamente con la expresion de SSTi, SST»,
SSTs;, DRD1, DRD2T, DRD2L y DRDS5, y el nivel de ACTH al diagndstico se
correlaciona inversamente con la expresion de SST;, SST,, SST3, DRD1,

DRD2T, DRD2L, DRD4, DRD5 y GHSR1a.

Por tanto, los resultados de esta Tesis Doctoral aportan una conclusidn
clinicamente relevante puesto que demuestran por primera vez que el analisis

combinado de un conjunto concreto de biomarcadores clinicos y moleculares en la
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pieza tumoral de pacientes con EC es capaz de predecir con gran precision la evolucion

clinica y la remisién de los pacientes. Por tanto, el perfil molecular posquirdrgico

representa una valiosa herramienta para la evaluacion clinica y el seguimiento de los

pacientes con EC.
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Abstract

Context: Adrenocorticotropin (ACTHI-secreting pituitary tumors (ACTHomas) are associated with severe comorbidities and increased mortality.
Current treatments mainly focus on remission and prevention of persistent disease and recurrence. However, there are still no useful biomarkers
to accurately predict the clinical outcome after surgery, long-term remission, or disease relapse.

Objectives: This work aimed to identify clinical, biochemical, and molecular markers for predicting long-term clinical outcome and remission in
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Methods: A retrospective multicenter study was performed with 60 ACTHomas patients diagnosed between 2004 and 2018 with at least
2 years' follow-up. Clinical/biochemical variables were evaluated yearly. Molecular expression profile of the somatostatin/ghrelin/dopamine
regulatory systems components and of key pituitary factors and proliferation markers were evaluated in tumor samples after the first surgery.

Results: Clinical variables including tumor size, time until diagnosis/first surgery, serum prolactin, and postsurgery cortisol levels were as-
sociated with tumor remission and relapsed disease. The molecular markers analyzed were distinctly expressed in ACTHomas, with some
components (ie, SSTR1, CRHR1, and MKI&7) showing instructive associations with recurrence and/or remission. Notably, an integrative model
including selected clinical variables (tumor size/postsurgery serum cortisol), and molecular markers (SSTR1/CRHR1) can accurately predict the
clinical evolution and remission of patients with ACTHomas, generating a receiver operating characteristic curve with an area under the curve
of 1(P<.001).

Conclusion: This study demonstrates that the combination of a set of clinical and molecular biomarkers in ACTHomas is able to accurately
predict the clinical evolution and remission of patients. Consequently, the postsurgery molecular profile represents a valuable tool for clinical
evaluation and follow-up of patients with ACTHomas.
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Cushing disease (CD) is the most frequent cause of endogenous
hypercortisolism. It originates with an adrenocorticotropin
(ACTH)-secreting pituitary tumor (ACTHoma) (1). The in-
cidence of CD, which ranges from 0.7 to 2.4 cases per mil-
lion inhabitants/year, is more frequent between the third and
fourth decade of life and is 8 times more common in women
(1). In this sense, a relevant clinical problem of patients with
CD is their considerable morbidity and increased mortality.
Uncontrolled hypercortisolemia is associated with metabolic,
cardiovascular, cognitive, and psychological alterations, and
in consequence with increased mortality (2). Normalization
of cortisol levels leads to substantial improvement in these
parameters and decreased mortality (3, 4). However, growing
evidence indicates that the risk of developing certain
morbidities, in particular cardiovascular diseases, persists for
several years after remission (4, 5). In this context, control
of hypercortisolism and management of comorbidities in a
multidisciplinary setting, rogether with long-term follow-up,
are essential for optimal recovery in CD (2, 6).

In general, duration of hypercortisolism in CD appears to
be inversely related to the reversibility of different complica-
tions, which, in turn, can increase mortality. This indicates
that once the diagnosis of CD has been established, the pro-
duction of cortisol should be normalized as soon as possible
(7). Transsphenoidal surgery remains the first-line therapy,
but persistence and recurrence of CD is substantial after sur-
gery. Indeed, about 1% of patients with CD do not achieve
remission after transsphenoidal pituitary surgery, and many
patients recur annually after achieving surgical remission,
leading to a cumulative recurrence rate that ranges from 8%
to 66% during long-term follow-up (8-10).

Several epidemiologic variables, biochemical values, and
functional tests have been evaluated for predicting remission
and clinical evolution of these patients with contradicting re-
sults (7, 9). In addition, although it has been suggested that
some genetic mutations might be associated with recurrence
rate (ie, patients with a USP§ mutation presented with a
higher recurrence rate) (11), to the best of our knowledge, no
molecular markers have been identified to date for predicting
long-term clinical outcomes and remission in ACTHomas
after transsphenoidal surgery. In this scenario, it has been
previously shown that some components of the somatostatin,
ghrelin, and dopamine regulatory systems could play relevant
functional roles in ACTHomas, which can entail clinical im-
plications (12-16). In fact, in other pituitary tumors, the ex-
pression levels of some elements of these regulatory systems
have been associated with tumor size, behavior prediction,
and response to treatment with first-generation somatostatin
analogues or dopamine agonists (14, 17-20).

Based on the aforementioned information, we aimed to ana-
lyze the clinical behavior of a well-characterized cohort of pa-
tients with ACTHomas (N = 60) with a minimum follow-up
of 2 years, and evaluated individually and collectively sev-
eral clinical, biochemical, and molecular markers (including
the expression of somatostatin, ghrelin and dopamine system
components) for predicting long-term clinical outcomes and
remission in these patients.

Materials and Methods
Patients

Clinical and molecular variables of 60 patients harboring
ACTHomas from different hospitals in Spain were analyzed

in the present study (mean age at diagnosis, 40 years [range,
15-78 years|; 88% women). All techniques carried out in
this study were conducted in accordance with the ethical
standards of the Declaration of Helsinki, the World Medical
Association, and with the approval of the ethics committees
from all hospitals involved in the study. Informed consent
from each patient was obtained. Specifically, patients with
ACTHomas who underwent surgery from 2004 to 2018
and with a minimum follow-up of 2 years were included
(follow-up time 24-152 months after surgery). Demographic,
clinical, radiological, and biochemical characteristics of the
patients were collected to analyze potential associations with
molecular data (discussed later) and are summarized in Tables
1 and 2. Clinical response and long-term follow-up in pa-
tients with ACTHomas were estimated by remission after sur-
gery and the presence of recurrence, respectively. Remission
was defined as normalization of 24-hour urinary free cortisol
(UFC), late-night salivary cortisol (LNSC), and overnight
1-mg dexamethasone suppression test (DST) in patients who
did not present central adrenal failure after surgery (curtoffs for
this test are < 5 pg/dL, and are usually performed immediately
after surgery or within 1 month). Recurrence after successful
pituitary surgery was defined as the reappearance of clinical
and biochemical features of hypercortisolism after initial re-
mission (upper levels UFC [1.6 x upper level of normal]) and/
or upper levels LNSC (cutoff = 0.27 pg/dL or 7.5 mmol/L)
and/or lack of inhibition of plasma cortisol after overnight
1-mg DST (cutoff > 1.8 pg/dL) (21, 22). Cortisol levels were
analyzed after 1 mg of dexamethasone 1 month after surgery
in all patients who did not present with hypocortisolism after
surgery.

Parients were treated according to the available clinical
guidelines (23-25). Surgery was performed in all patients.
Standardized protocols were followed in the different insti-
tutions participating in this study to obtain tumor samples
immediately after the surgery, keeping them in phosphate-
buffered saline for immediate examination and processing
by an experienced pathologist. Specifically, the pathologist
preserved a fragment for anatomopathological analyses and
another fragment was rapidly transferred and stored in RNA-
later reagent (a solution used for RNA stabilization and
storage that protects the integrity of RNA in unfrozen tissue
samples). Samples were immediately shipped to the labora-
tory in Cordoba wherein RNA extraction was immediately
performed (<24 hours), and the integrity of the RNA ana-
lyzed using a Bioanalyzer. RNA was stored frozen at - 80 °C
until the reverse transcription and quantitative real-time
polymerase chain reaction (QPCR) analyses, as previously re-
ported (26, 27). To ensure the pituitary tumor tissues were
not contaminated by normal pituitary tissues, the phenotype
of the pituitary samples collected was always confirmed by 3
separate methods, as previously described (27): histological
examination by an expert anatomopathologist; through a
molecular screening by qPCR (including expression of all pi-
tuitary hormone types); and, whenever possible, by testing the
hormonal phenotype using single-cell secretion. Therefore, in
this study we have confirmed that all the samples analyzed
were ACTHoma tissues.

RNA Isolation, Reverse Transcription, and
Quantitative Real-time Polymerase Chain Reaction
RNA extraction followed by reverse transcription and qPCR
were performed for each sample, as previously described
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Table 1. Baseline demographic, clinical, radiological, and biochemical characteristics of patients with adrenocorticotropin-secreting pituitary tumors

{n = 60}

Demographics, Sex (M/F) 7(11.7%)/53 (88.3%)

Comorbidities

Age at diagnosis, y
BMI

40 = 19 (15-78)
31.22 = 12.75 (20.58-50.77)

Cyclic Cushing disease 4(6.7%)
Signs and symptoms

Central obesity 42 (85.7%)
Facial plethora 39 (88.6%)
Cutaneous atrophy 20 (74.1%)
Full-moon face 39 (88.6%)
Cervical lipomatosis 33(78.6%)
Supraclavicular fat 29 (78.4%)
Hirsutism 27 (79.4%)
Muscular atrophy 26 (78.8%)
Amenorrhea 11 (50%)
Red abdominal stretch marks 27 (60%)
Capillary fragility 16 (59.3%)
Acne 12 (70.6%)
Lower-limb edema 7 (36.8%)
Headache 7 (12.7%)
Asthenia 28 (87.5%)
Visual defects 3(5.5%)
Emotional lability 19 (82.6%)
Depression 11 (25%)
Psychosis 2(3.3%)

Arterial hypertension 30(50%)
Dyslipidemia 13 (21.7%)
Type 2 diabetes 17 (28.3%)
Osteoporosis 12 (44.4%)
Atypical fracture 5(8.5%)
Infections 2 (3.4%)
Cardiovascular disease 4 (6.7%)
Autoimmune disease 8 (13.8%)
Gastric ulcer 3(5.1%)

Time from symptoms onset to diagnosis, mo 24 = 35 (1-120)
Radiological variables
8+ 10 (3-35)

26 (43.3%)/34 (56.7%)

Tumor size, mm
Macroadenoma/Microadenoma
Biochemical variables

Baseline serum cortisol after 1 mg 12.64 = 14.34 (0.34-41)

dexamethasone, pg/dL

23 +8.2(7.9-71.90)
12.60 = 9.52 (3.55-74)
0.66 = 1.36 (0.02-30)

316 = 380.88
(21.90-3729.15)

74.48 = 64.80 (12-281)

Presurgery baseline cortisol, pg/dL
Presurgery midnight serum cortisol, pg/dL
Presurgery LNSC, pg/dL

Presurgery 24-h urinary cortisol, pg/24 h

Presurgery serum ACTH, pg/mL

Abbreviations: ACTH, adrenocorticotropin; BML body mass index; F, female; M, male,

(28). Specifically, expression levels (absolute mRNA copy
number/50 ng of sample) of different key regulatory com-
ponents of the hypothalamic-pituitary-corticotropic axis,
including receptors (somatostatin [SSTR1, SSTR2, SSTR3,
SSTRS, and truncated splicing variants, SST.TMDS5 and
SST, TMD4], dopamine [DRD1, DRD2 total and DRD2 long
isoform, DRDD4,and DRD35], ghrelin [GHSR 1a and truncated
GHSR1b variant], corticotropin-releasing hormone [CRHR 1]
and arginine vasopressin receptor 1b [AVPR1b]), hormones/
enzymes (pro-opiomelanocortin  [POMC; precursor of
ACTH], ghrelin, Inl-ghrelin variant, and ghrelin O-acyl
transferase enzyme [GOAT]), and proliferation markers (pi-
tuitary tumor transforming gene [PTTG1] and MKI67) were
measured using previously validated primers (28). We evalu-
ated the stability of the expression of 3 reference genes (beta
actin, hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase and
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [ACTB, HPRTI,
and GAPDH, respectively]) in all samples using RefFinder,
a comprehensive tool that integrates the currently available
major computational programs (29), and found HPRTI to
be the most stable. Taking this into account, the expression
values of the genes of interest were normalized to HPRT1
levels.

Determination of Biochemical Variables

Measurement of cortisol, ACTH, prolactin, and thyro-
tropin (TSH) levels was performed in the laboratory
services of the different hospitals involved using different

assays and following the manufacturers’ instructions, as
previously reported (14, 27, 30-34). It should be noted
that the biochemical magnitudes measured and included in
this manuscript (cortisol, ACTH, prolactin, and TSH) lack
bias attributable to interassay variability (intralaboratory/
interlaboratory) inside/between the different hospitals
since all the assays were performed under the same quality
control program (ie, an internal quality control program
and an external quality control program according to the
indications of the International Federation of Clinical
Chemistry and the American Association for Clinical
Chemistry).

Statistical Analysis

Mann-Whitney U tests were used to evaluate clinical-molecular
associations within ACTHoma samples. The chi-square test
was used to compare categorical data. Kruskal-Wallis and
analyses of variance were used for multiple comparisons.
Binomial univariate and multivariable logistic regression ana-
lyses were performed to assess the risk factors for long-term
outcome of CD patients. Receiver operating characteristic
(ROC) curves were performed for evaluation of the discrim-
inant accuracy of binomial logistic regression models between
cured and noncured CD patients. Statistical analyses were
performed using SPSS v20, and GraphPad Prism v7. Graphs
and tables include data expressed as median = interquartile
range. Moreover, minimum to maximum range is indicated
in the tables to outline the distribution of each parameter.
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Table 2. Baseline clinical characteristics of patients with adrenocorticotropin-secreting pituitary tumors. Comparison between groups based on

remission after first surgery and recurrence of disease

Clinical characteristics Total (N = 60) Remission after ~ No remission after P Recurrence Nonrecurrence I
surgery (n=45)  surgery (n=153) (n=12) (n=33)
Sex (M/F) TOLT%)IS3 2 (4.4%)M43 5(33.3%)/10 .008 012 (100%) 2 (6.1%)/31 >.999
(88.3%) (95.6%) (66.7%) (93.9%)
Age at diagnosis, y 40 =19 (15-78) 40 =17 (15-78) 44 = 25 (24-68) 463 36+21(15-65) 40=23 (17-78) 310
BMI 31.22+12.75 31.05 = 10.66 32.64 = 16.30 671 28.93 £ 9.81 31.22 £ 11.55 445
(20.58-50.77) (20.58-50.77) (22.67-49) (23.09-39.96)  (20.58-50.77)
Cyclic Cushing disease 4 (6.7%) 4(8.9%) 0 564 0 21(91.3 %) 561
Signs and symptoms
Central obesity 2 (85.7%) 0 (81.1%) 12 (100 %) 71 9 (81.8%) 21 (80.8%) >.999
Facial plethora 9 (88.6%) 2 (94.1%) 7 (70 %) 069 11 (100%) 3(75%) >.999
Cutaneous atrophy 0 (74.1%) 4(73.7%) 6 (75%) > .999 8 (88.9%) 6 (60%) 0.303
Full-moon face 9 (88.6%) 1(91.2%) 8 (80%) 317 11 (100%) 20 (87%) 0.535
Cervical lipomatosis 3 (78.6%) 7 (84.4 %) 6 (60%) 181 8 (80%) 16 (86.4%) 637
Supraclavicular fat 9 (78.4%) 2 (81.5 %) 7 (70%) 655 8 (88.9%) 14 (77.8%) 636
Hirsurism 7 (79.4%) 1(87.5%) 6 (60%) 157 7 (100%) 14 (82.4%) 530
Muscular atrophy 6 (78.8%) 19 (86.4%) 7 (63.6%) 186 6 (100%) 13 (81.3%) 532
Amenorrhea 11 (50%) 9 (60%) 2 (28.6%) 361 3(75%) 6(54.5%) 604
Red abdominal stretch 27 (60%) 21 (61.8%) 6 (54.5%) 732 8 (88.9%) 13 (52%) 107
marks
Capillary fragility 16 (59.3%) 14 (73.7%) 2(25%) 033 7 (100%) 7 (58.3%) 106
Acne 12 (70.6%) 9(81.8%) 3 ) 28 4 (100%) 5(71.4%) 491
Lower limb edema 7 (36.8 %) 4(33.3%) 3 (42.9%) >.999 3 (60%) 1(14.3%) 222
Headache 7 (12.7%) 3 (7.3%) 4(28.6%) 061 0 3(10.3%) 543
Asthenia 28 (87.5%) 21 (87.5%) 7 (87.5%) 2.999 5(83.3%) 16 (88.9%) 2.999
Visual defects 3(5.5%) 1(2.4%) 2 (14.3%) 156 0 1(3.4 %) 2.999
Emotional lability 19 (82.6%) 17 (94.4%) 2 (40%) .021 6 (100%) 11 (91.7%) 2.999
Depression 11 (25%) 10 (30.3%) 1(9.1%) 241 1(14.4%) 9 (34.6%) 0.397
Psychosis 2(3.3%) 2 (4.4%) 0 =.999 0 2(6.1%) 2.999
Comorbidities
Arterial hypertension 0 (50%) 19 (42.2%) 11(73.3%) 072 4(33.3%) 15 (45.5%) 517
Dyslipidemia 3(21.7%) 8 (17.8%) 5(3.33%) 279 3 (25%) 5(15.2%) 661
Type 2 diabetes 7 (28.3%) 10 (22.2%) 7 (46.7%) 064 2 (16.7%) 8(24.2%) 226
Osteoporosis 12 (44.4%) 11 (47.8%) 1(25%) 605 1(14.3%) 10 (62.5%) 069
Atypical fracture 5(8.5%) 5(11.4%) 0 315 1(9.1%) 4(12.1%) >.999
Infections 2(3.4%) 1(2.2%) 1(7.1%) 421 0 1(3%) 2.999
Cardiovascular disease 4 (6.7%) 2 (4.4%) 2 (13.2%) 258 0 3(9.1%) >.999
Autoimmune discase 8 (13.8%) 5 (11.4%) 3(21.4%) 385 1(8.3%) 4(12.5%) >.999
Gastric ulcer 3 (5.1%) 2 (4.4%) 1(7.1%) 564 0 2 (6.1%) >.999
Time from symptoms onset 24 = 35 (1-120) 24 =36 (1-120) 18 = 41 (1-96) 292 18.50 = 49 (1-72) 36 = 35 (6-120) 463
to diagnosis, mo
Time from diagnosis to 162+ 199 150 = 219 182 + 184.25 0.984 150 = 189.5 178 + 259 012
surgery, mo (21-780) (31-780) (21-339) (31-352) (40-780)

Abbreviations: ACTH, adrenocorticotropin; BMI, body mass index; F, female; M, male.

Significant differences are highlighted in bold.

Proportions were expressed as percentages. In all analyses,
P values less than .05 were considered statistically significant.

Results

Patient Population

Sixty patients with ACTHomas were included in this study
and followed-up for a minimum of 2 years, 88.3% being fe-
male. Only 4patients presented with cyclic CD. Demographic,

clinical, radiological, and biochemical characteristics of the
patients are included in Table 1. Most cases presented with
central obesity, facial plethora, full-moon face, asthenia, and
emotional lability (> 80%). Hirsutism and muscular atrophy
were also noteworthy (79.4% and 78.8%, respectively). The
most prevalent comorbidity was hypertension (50%). Thirty
four out of 60 patients (56.7%) had microadenomas (median
size = SD: macroadenomas [17 = 8.5 mm]|, microadenomas
[6 + 1.6 mm]).
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Expression Profile of Key Components of
Hypothalamic-Pituitary-Corticotrope Axis in
Adrenocorticotropin-secreting Pituitary Tumors

The analysis of the expression of somatostatin receptors
(including SSTRS truncated variants) (35, 36) revealed
that SSTRS is the dominant receptor subtype expressed in
ACTHoma samples, followed by SSTRI1 >> SSTR2> SSTR
3> SST.TMDS5 > SST,TMD4 (Fig. 1A). The most expressed
receptor of the dopamine system was DRD2, followed by
DRD4 >> DRDS > DRDT (Fig. 1B). In the case of the ghrelin
system, the dominant components of this system were the
receptors (GHRS1b =z GHSR1a), followed by GOAT en-
zyme = Inl-ghrelin variant > native ghrelin (Fig. 1C). As ex-
pected, POMC, AVPR1b, and CRHR1 were highly expressed
in ACTHoma samples (Fig. 1D). We also found that the ex-
pression levels of the proliferation marker PTTG1 were sig-
nificantly higher than MKI67 levels (see Fig. 1D). Specific data
about mean, median values, and copy number of all these
components are presented in Supplementary Table 1 (37).

Correlation Analysis Between Clinical, Biochemical,
and Molecular Variables in Patients With
Adrenocorticotropin-secreting Pituitary Tumors

We found that some key clinical variables in CD were correl-
ated with other biochemical and molecular variables in the
cohort of patients with ACTHomas (Fig. 2A). Specifically, age

A) Somatostatin system
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was directly correlated with LNSC and serum cortisol after
the 8 mg DST, inversely correlated with baseline insulin-like
growth factor 1, and with the expression levels of SSTRS,
SST,TMD4, DRD2T, and DRD2L (see Fig. 2A).

Baseline serum cortisol was directly correlated with the
expression levels of POMC and GHSR1b, whereas it was
inversely correlated with the expression of SSTR1, SSTR2,
SSTR3, DRD1, DRD2T, DRD2L, and DRDS. Similarly,
baseline serum ACTH was inversely correlated with the ex-
pression of SSTR1,SSTR2,SSTR3,DRD1,DRD2T,DRD2L,
DRD4, DRDS5, and GHSR1a (see Fig. 2A). Moreover, late-
night serum and salivary cortisol were directly correlated the
expression of AVPR1b (see Fig. 2A).

The expression of POMC was inversely correlated with
SSTR1 and DRDI, and directly correlated with SSTRS,
ghrelin, GHSR1a, GHSR1b, AVPR1b, CRHR1, and PTTG1
(Fig. 2B). AVPR1b expression was also directly correlated
with PTTG1 and CRHRI1 (see Fig. 2B). CRHR1 expres-
sion was directly correlated with POMC, SSTRS, DRD4,
GHSR1a, GHSR1b, and AVPR1b, and inversely correlated
with SSTR1 (see Fig. 2B). Moreover, the proliferation markers
PTTG1 and MKI67 were directly correlated with them and
with other molecular markers (see Fig. 2B). Specifically,
PTTG1 was directly correlated with POMC, GHSRIla,
AVPR1B, and CRHR1, while MKI67 was directly correlated
with In1-ghrelin and GHSR1b (see Fig. 2B).
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Figure 1. Molecular expression of key genes belonging to the hypothalamic-pituitary-corticotropic axis in adrenocorticotropin (ACTH)-secreting pituitary
tumors. Molecular profile (determined by quantitative real-time polymerase chain reaction) of the components of the A, somatostatin; B, dopamine;
and C, ghrelin systems, and D, of other key pituitary-factors and proliferation markers. Data represent median (interquartile range) of the absolute
expression levels (copy number] of each transcript adjusted by the expression levels of a housekeeping gene (HPRTT).
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Figure 2. Clinical and molecular correlations in adrenocorticotropin (ACTH|-secreting pituitary tumor patients. A, Correlations between clinical, biochemical, and
molecular variables. B, Correlations between the expression levels of all the molecular components measured in ACTH-secreting pituitary tumors. The grayscale
corresponds to the Pearson rvalue obtained after statistical analysis. Dark gray means “inverse correlations” and light gray means “direct correlations.”

Tumor Size, Hormone Levels, and Time Until
Treatment Were Associated With Clinical Response
and Long-term Follow-up of Patients With
Adrenocorticotropin-secreting Pituitary Tumors

As previously mentioned, clinical response and long-term
follow-up in patients with ACTHomas were estimated by

remission after surgery and the presence of recurrence, respect-
ively. In this cohort, remission after the first surgery was reached
in 45 patients out of 60. Of those 45 patients with remission, the
presence of relapsed disease was reported in 12 patients (Table 3).

Patients who reached remission after first surgery presented
with lower tumor size, higher baseline serum prolactin, and
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lower postsurgery baseline serum cortisol (Fig. 3A). Moreover,
cured patients also had lower baseline serum cortisol and
24-hour urinary cortisol levels, as well as 1-mg DST result
1 month after surgery (see Fig. 3A). In addition, cured pa-
tients presented with increased incidence of capillary fragility
and emotional lability, but the incidence of comorbidities was
similar in both patient groups (Tables 2 and 3).

Patients who developed recurrence presented with lower
LNSC at diagnosis, lower serum TSH levels, and shorter
time from diagnosis to first surgery (Fig. 3B). Baseline signs,
symptoms, and comorbidities were similar in patients with or
without recurrence (Table 2 and 3).

Finally, patients who were cured at the end of follow-up
presented with lower tumor size, longer time with symptoms
until diagnosis, longer time until first surgery, higher LNSC,
but lower postsurgery cortisol and lower time until recur-
rence (Fig. 1C).

Expression Levels of Some Components of

the Somatostatin System and MKI67 Were
Associated With Remission After First Surgery in
Adrenocorticotropin-secreting Pituitary Tumors

Cured patients after the first surgery had lower expression
levels of SSTR1 compared to noncured patients (Fig. 4A).
The expression levels of the other somatostatin receptor
subtypes, or of the dopamine and ghrelin system compo-
nents, were not associated with remission in this cohort
(Fig. 4A-4C). Interestingly, increased expression of CRHR1
and MKI67 were observed in cured patients (Fig. 4D).
Finally, we found that the expression level of SSTRS was in-
creased in microadenomas compared with macroadenomas
(Supplementary Fig. 1) (38).

SSTR1 Expression Levels Are Associated With
Disease Recurrence in Adrenocorticotropin-
secreting Pituitary Tumors

Expression levels of SSTR1 were lower in patients who
showed recurrence during follow-up (Fig. SA). The expres-
sion levels of the other molecular components analyzed were
not associated with recurrence in this study (Fig. SA-5D).

A Combination of Clinical and Molecular
Parameters Accurately Predicts Patient Remission
After First Surgery

To further explore the capacity of the clinical and molecular
parameters analyzed in the prediction of the outcome of
CD patients, binomial logistic regression analyses were im-
plemented. First, no clinical or molecular parameters were
significantly associated with the prediction of patient recur-
rence (Supplementary Tables 2 and 3) (39, 40). In contrast,
several molecular and clinical parameters were significantly
associated with the remission of the patients (Supplementary
Tables 4 and 5) (41, 42). Indeed, tumor size (odds ratio [OR|:
1.124), basal serum prolactin (OR: 0.762), postsurgery serum
and urinary cortisol (OR: 1.199 and 1.20, respectively), and
postsurgery 1 mg DST (OR: 1.741) were significantly as-
sociated with patient remission (P <.05 in all cases; see
Supplementary Table 4) (41). Similarly, expression of SSTR1
(OR: 3.052) and CRHR1 (OR: 0.175) was significantly asso-
ciated with CD patient remission (P < .05 in both cases; see
Supplementary Table 5) (42).

Interestingly, adjusted binomial logistic regression analyses
revealed that the combination of clinical and/or molecular

parameters could finely discriminate patients in remission
after the first surgery (Fig. 6). In particular, a clinical model
including the 2 clinical variables most significantly associated
with remission (ie, tumor size and postsurgery serum cor-
tisol) generated a ROC curve with an AUC of 0.888 (model
1; P <.001; see Fig. 6), while the molecular model generated
with the expression of SSTR1 and CRHR1 resulted in a ROC
curve with an AUC of 0.913 (model 2; P <.001; see Fig. 6).
Remarkably, a clinical-molecular model combining these 2
clinical and 2 molecular parameters generated an impeccable
ROC curve with an AUC of 1 (model 3; P <.001; see Fig. 6)
for the prediction of clinical evolution and remission in pa-
tients with ACTHomas.

Discussion

Transsphenoidal pituitary surgery is the cornerstone of treat-
ment for most patients with CD (25). However, a relevant
proportion of CD patients do not achieve remission after pi-
tuitary surgery, leading to high recurrence rates on long-term
follow-up (9, 10). In this context, prediction of postsurgical
remission and/or recurrence in CD is a challenging goal, es-
pecially because of variable rates of remission and high risk of
recurrence (43, 44). Surgical remission rates depend on tumor
size and location, neurosurgeon skill and experience, and bio-
chemical criteria used to assess remission (25). Long-term re-
currence is variable in the literature, ranging from 8% to 66%
(8). Several series with extended follow-up periods (< 20 years)
report recurrence rates of even 36%, with a mean time to re-
currence of 15 to 50 months (45, 46). However, preoperative
clinical variables, including age, sex, disease duration, and se-
verity of clinical signs and symptoms, have not aided in consist-
ently identifying patients at higher risk for recurrence (1, 47).

In this study, a well-characterized multicentric cohort of
CD patients (N = 60) served to identify clinical, biochemical,
radiological, and molecular variables for predicting long-term
clinical outcome and remission. Specifically, the expres-
sion levels of several key components of the hypothalamic-
pituitary-corticotropic axis were comprehensively evaluated
and their associations with different key clinical, biochemical,
and radiological parameters were explored. Finally, logistic
regression models based on clinical and molecular data were
constructed to predict long-term outcome of CD patients.

In the present cohort, tumor size was associated with remis-
sion after the first surgery and also at the end of the follow-up.
This is consistent with a large series of 230 patients with
ACTHomas, wherein tumor size (microadenoma) was con-
sidered only predictor of positive outcome in these patients
(48). In addition, higher tumor size (macroadenomas), inva-
sion into surrounding structures, and aggressive histological
factors have been correlated with higher recurrence rates,
whereas smaller tumor size and greater neurosurgical ex-
perience of the primary surgeon have been associated with
lower rates of recurrence (1, 49, 50). However, a recent meta-
analysis demonstrated that tumor size and macroscopic inva-
sion were not reliable predictors of recurrence (9).

To the best of our knowledge, the biochemical severity of
hypercortisolism has not been consistently studied in relation
to postoperative outcomes. In our cohort, serum ACTH levels
were not correlated with remission or disease recurrence.
However, higher preoperative ACTH levels have been associ-
ated with lower biochemical remission rates (8). In addition,
higher serum ACTH levels correlate with increased incidence
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Table 3. Baseline radiclogical and biochemical characteristics of patients with adrenocorticotropin-secreting pituitary tumors. Comparison between
groups based on remission after first surgery and recurrence of disease

Total (N =60) Remission after  Nonremission after P Recurrence (n = 12) Nonrecurrence r
sugery (n=43) sugery (n=15) (n=33)
Radiological variables
Tumor size, mm 8+ 10 (3-35) 8+37.5(3-35)  25+17(5-35) 006 7+6.50(4-17)  6.5=4.75(3-35) .831
Macroadenoma/ 26 (433 %)/34 10 (27.8 %)/26 9 (81.8 %)/2 002 3 (30%)7 (70%) 7 (26.9%)/19 >.999
Microadenoma (56.7%) (72.2%) (18.2%) (73.1%)
Biochemical variables
Baseline serum 12.64 = 14.34 13.30 = 14.70 11.82 + 13.10 670 18.50 = 14.10 12.30 = 14.85 149
cortisol after 1 mg (0.34-41) (0.34-41) (4-27.60) (0.34-41) (0.36-41)
dexamethasone, pg/dL
Presurgery baseline 23+8.2 23.05+7.43 2130+« 14.21 561 23 = 6.89 23.10 £ 9.53 851
cortisol, pg/dL (7.9-71.90) 10.40-71.90) (7.90-41) (10.87-71.90) (10.40-41)
Presurgery midnight 12.60 = 9.52 12.80 = 9.52 12.40 + 50.70 522 11.10 = 15.40 14.20 £ 11.10 877
serum cortisol, pg/dL (3.55-74) (3.55-23) (8.30-74) (3.55-74) (3.55-23)
Presurgery LNSC, pg/dL. 0.66 = 1.36 0.80 + 1.53 0.80 = 1.53 394 0.20 = 0.11 0.85+1.74 046
(0.02-30) (0.02-30) (0.42-1.75) (0.12-0.27) (0.02-30)
Pre-surgery 24-h urinary 316 + 380.88 313 + 380.56 277.42 = 190.41 075 452 + 400.85 317.45 + 426.40 482
cortisol, pg/24 h (21.90-3729.15)  (21.90-3729.15)  (32.40-597.60) (161-1403.85) (21.90-3729.15)
Presurgery serum ACTH, 74.48 + 64.80 78.75 + 69 47.40 + 68.80 461 77.24 + 71.85 78.75 + 67.45 813
pg/mL (12-281) (12-281) (22-265.10) (31.80-281) (12-179)
Abbreviation: ACTH, adrenocorticotropin,
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Figure 3. Clinical and biochemical associations for predicting A, remission after first surgery; B, recurrence; and C, remission after final follow-up, in
patients with adrenocorticotropin (ACTH)-secreting pituitary tumors. Data represent median (interquartile range) of each parameter analyzed. Asterisks
(*P< .05, **P< .01; ***P < .001) indicate statistically significant differences across groups.
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Figure 4. Molecular expression in adrenocorticotropin (ACTH)-secreting pituitary tumors of patients with and without remission. Molecular profile
(determined by quantitative real-time polymerase chain reaction) of the components of the A, somatostatin; B, dopamine; and C, ghrelin systems, and
D, of other key pituitary-factors and proliferation markers. Data reprasent median (interquartile range) of the absclute expression levels (copy number)
of each transcript adjusted by the expression levels of a housekeeping gene (HPRTT). Asterisks (*P < .05, **P < .01) indicate statistically significant

differences across groups.

of CD recurrence, whereas low serum ACTH levels correlate
with sustained disease remission (51, 52). Specifically, sev-
eral studies consider subnormal serum ACTH values as a less
sensitive marker for sustained disease remission, but they are
considered as a more specific marker for long-term disease re-
mission than subnormal serum cortisol (435, 52). Nevertheless,
a cutoff value of ACTH that may predict long-term recur-
rence has not been determined and the data presented herein,
together with previous literature, challenge the utility of
biochemical severity of hypercortisolism as a predictor of
postoperative outcomes.

In contrast, as observed in our cohort, a longer dur-
ation of postoperative hypocortisolism has been described
as an important predictor of sustained remission (46, 53).
Specifically, several studies suggest that the duration of
postoperative corticoadrenal insufficiency is inversely cor-
related with the risk of recurrence (8). Specifically, lower

recurrence rates have been observed in patients with sub-
normal postoperative cortisol levels compared with pa-
tients with normal or supranormal levels (54). Based on
these studies, a consensus statement recommends imme-
diate reevaluation of patients with persistent serum cortisol
levels greater than 5 pg/dL, and careful observation of those
patients with cortisol levels between 2 and 5 pg/dL (55).
Nevertheless, it is important to emphasize that disease re-
currence does still occur in approximately 10% of patients
with low (<2 pg/dL) or even undetectable postoperative
serum cortisol levels (56). There is no clear cutoff value that
excludes the risk of recurrence, and some patients with ele-
vated postoperative serum cortisol also achieve long-term
remission (1, 45). Current recommendations indicate that
UFC excretion measurements should be used only when
serum cortisol levels are equivocal. In this case, UFC levels
lower than 20 pg/24 h are suggestive of surgical remission,
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Figure 5. Molecular expression in adrenocorticotropin (ACTH)-secreting pituitary tumors of patients with and without recurrence. Molecular profile
(determined by quantitative real-time polymerase chain reaction) of the components of the A, somatostatin; B, dopamine; and C, ghrelin systems, and D,
of ather key pituitary factors and proliferation markers. Data represent median (interquartile range) of the absolute expression levels (copy number) of each
transcript adjusted by the expression levels of a housekeeping gene (HPRTT). Asterisk (*P < .05) indicate statistically significant differences across groups.
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Figure 6. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis of
different clinical-molecular models to predict remission in patients

with adrenocorticotropin (ACTH)-secreting pituitary turnors. Clinical
models include the 2 clinical variables maost significantly associated with
remission (model 1: tumor size and postsurgery serum cortisol; model
2: the molecular expression of SSTRT and CRHRT; or model 3: the
combination of the previous clinical variables and molecular markers).

normal UFC levels are equivocal, and elevated values suggest
remaining tumor (8, 45). The LNSC has not been sufficiently
validated as a useful predictor of long-term recurrence (1). In

our cohort, in contrast, only postoperative morning serum
cortisol was associated with remission after first surgery, as
well as at the end of follow-up (1, 44), reinforcing the prog-
nostic potential of this marker.

Among clinical parameters, tumor size and postsurgery
serum cortisol exhibited the most statistically significant as-
sociations with remission of CD patients after the first surgery
(AUC = 0.888; P <.001). Although the data presented herein
were not able to predict recurrence, machine-learning models
have been used for predicting CD recurrence after 1 year of
surgery (57). In this study, postoperative morning serum cor-
tisol nadir, postoperative, and preoperative morning ACTH
levels were significantly associated with recurrence (57).
Furthermore, after using a random forest algorithm, age,
postoperative serum cortisol, and postoperative ACTH have
been considered as the best predictive variables for recur-
rence of CD during the first year after surgery (57). In an-
other recent study that also used machine learning, it was
suggested that sex, age, tumor detection at magnetic reson-
ance imaging, size smaller than 10 mm, Hardy-Wilson grade,
and histological confirmation of ACTH secretion, preopera-
tive/postoperative hypopituitarism, and presurgical medical
treatment might have a role in predicting long-term remission
(58). Therefore, the data presented herein, together with pre-
vious evidence, suggest it may be possible to define mathem-
atical models based on clinical parameters (especially tumor
size and postsurgical serum cortisol) capable of predicting
long-term outcome of CD patients, although more studies
will be necessary to confirm this hypothesis.
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In terms of the molecular expression of key genes be-
longing to the hypothalamic-pituitary-corticotropic axis in
ACTHomas, it has been previously described that SSTRS is
one of the predominant somatostatin receptors expressed in
these tumors, whereas expression levels of SSTR2 are lower
because of cortisol modulation (59-61) A similar expression
pattern was observed in our cohort and represents a basis
for molecular-directed therapies in CD (61). Interestingly, our
data revealed that SSTR1 is notably expressed in ACTHomas,
its expression being even higher than that of SSTR2.
Remarkably, we observed thar decreased SSTR1 expression
levels were associated with remission after the first surgery.
This finding might be clinically relevant in that SSTR1T ex-
pression has been previously described in other hormone-
related tumors and associated with cell proliferation and
aggressiveness (62-65). These data invite the suggestion that
pharmacologic treatments specifically targeting SSTR1 might
be a promising option to treat patients with ACTHomas, pro-
viding a relevant clinical conclusion, which should be tested
for their use in humans.

Regarding the dopamine system, DRD2 was the most
expressed dopamine receptor in our patients, in line with
previously data (66). In this context, some authors have
highlighted that the expression of DRD2 is correlated with
the clinical response to dopamine agonists of some pituitary
tumor types (67). However, our study showed no association
between the expression of DRDs and clinical outcome, which
is consistent with recent findings in nonfunctioning pituitary
tumors (68). In addition, it is also established that ghrelin
stimulates ACTH and cortisol secretion under normal condi-
tions, and this regulation is accompanied by negative gluco-
corticoid feedback. This stimulatory effect persists in patients
with CD (69, 70), and even in patients with ectopic ACTH-
secreting tumors, in which an ACTH hyperresponsiveness to
ghrelin has been described (70). In this context, the expres-
sion levels of some components of the ghrelin system were
also evaluated in our cohort. Specifically, ghrelin and ghrelin-
receptors (GHSR1a and GHSR1b) were correlated with
POMC, which is in line with other publications indicating
that ghrelin excites POMC neurons through an unidentified
mechanism and stimulates ACTH secretion in ACTHomas
(31, 71). In this context, previous publications have described
an increased expression of the splicing variant Inl-ghrelin in
pituitary tumors, wherein it is associated with aggressive fea-
tures, and its silencing was accompanied by reduced cell pro-
liferation in pituitary primary cultures (31). In our cohort,
the expression of Inl-ghrelin variant was directly correlated
with MKI67 in ACTHomas, suggesting an association with
proliferation markers. Moreover, the GOAT enzyme was
strongly correlated with the expression of key somatostatin
and dopamine receptors (eg, SSTR2, SSTRS, and DRD2)
as has been reported in other neuroendocrine tumors (72).
Finally, the truncated receptor GHSR1b also demonstrated
significant correlations including with CRHRI and PTTG1,
which should be further investigated.

In recent years, systematical evaluation of MKI67 in pitu-
itary tumors has been a matter of debate (73). Several clinical
studies have described the association between MKI67 and
clinical features in pituitary tumors, including invasion char-
acteristics, tumor size, risk of recurrence, and growth rate,
but despite this, results are contradictory (74). In ACTHomas,
MKI67 seems to be increased in tumors larger than 1 cm and
related ro lower long-term tumor remission rate (75-77).

Another study has suggested that Ki67 levels greater than
4% (evaluated by immunohistochemistry) and ACTH serum
values above 40 ng/mL 1 month after surgery were associated
with the absence of biochemical control in these patients (78).
In our cohort, MKi67 expression was not associated with re-
mission, recurrence, or tumor size, but it was correlated with
expression of Inl-ghrelin and GHSR1b, 2 splicing variants
that have been previously reported to be overexpressed in
different pituitary tumors, including ACTHomas, and play
a pathophysiological role in this pituitary tumor type (31).
Interestingly, we found that PTTG1 expression levels were
significantly higher than MKI67 in ACTHomas. PTTGI has
been associated with increased invasion capacity of pitu-
itary tumors (79), and recently, it has been associated with
invasiveness, age, and female sex in nonfunctioning pituitary
tumors (80). In our cohort of CD patients, PTTG1 was cor-
related with the expression of POMC, AVPR1b,and CRHRI.
This correlation might be pathophysiologically relevant be-
cause we have demonstrated that AVPR1b is overexpressed
in ACTHomas, wherein it might exert an important func-
tional role since its levels are directly correlated with elevated
plasma ACTH levels in CD patients and might be a respon-
sible factor for the direct desmopressin stimulatory effects in
CD patients (27).

Finally, binomial logarithmic regression studies further
supported the overall alterations and key associations/correl-
ations observed in our cohort of CD patients. Although we
could not identify any robust singular clinical or molecular
parameter that was significantly associated with the pre-
diction of the recurrence of CD patients, our analyses iden-
tified some molecular (ie, SSTR1 and CRHR1) and clinical
(ie, tumor size, basal serum prolactin, postsurgery serum and
urinary cortisol, and postsurgery 1 mg DST) parameters that
were significantly associated with patient remission. Most
important, we demonstrated that a model combining the 2
clinical variables that were found to be the most significantly
associated with remission (ie, tumor size and postsurgery
serum cortisol; prediction model 1 in Fig. 6) together with the
molecular markers identified (ie, SSTR1 and CRHR1; predic-
tion model 2 in Fig. 6) could better improve the predictive
capacity of both individual models in that the ROC curve
analysis based on tumor size, postoperative serum cortisol,
and SSTR1 and CRHR1 expression levels could perfectly dis-
criminate between patients in remission and nonremission pa-
tients after the first surgery (predictive model 3: ROC curve
with AUC = 1). To the best of our knowledge, this is the first
study showing a clinical-molecular—based algorithm capable
of identifying patients with CD at different risks of being in
remission or not after their first surgery, a prediction that has
been a challenging goal to date for clinicians managing pa-
tients with CD. At this point, it is interesting to mention that
a recent systematic review including a relevant number of CD
patients from § different cohorts revealed that the probability
of remission was found to be higher in patients with the som-
atic USP8-mutated allele vs patients with the USP8-wild-type
allele (11). Therefore, it would be interesting to perform in the
future multicenter analyses to evaluate whether the analysis
of the mutational status of USP8 together with the molecular
and clinical parameters identified in this study (ie, expression
of SSTR1/CRHR 1, tumor size, and postoperative serum cor-
tisol) could accurately predict the remission of patients with
CD after first surgery. Nevertheless, we should also mention
that a limitation of our study might be that mRNA levels may
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not always directly translate into functional protein levels;
however, several studies analyzing the correspondence be-
tween mRNA and protein state, using transcriptomic and
proteomic technologies, have revealed that the abundance of
an mRNA is often an excellent proxy for the presence of a
protein (81, 82).

Altogether, our results suggest that the molecular analysis
of ACTHomas could represent a valuable, complementary
tool for improving the understanding of the pathophysiology
of ACTHomas. Future studies should be conducted in larger
cohorts and with patients of different ethnicities to appro-
priately corroborate our main conclusions. Nevertheless, this
study reveals that the expression of 2 molecular determinants,
SSTR1 and CRHR1, also help to predict, together with some
key clinical parameters, tumor behavior of patients with CD.
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