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RESUMEN

Las anomalias genéticas responsables de la patogenia del hiperparatiroidismo pri-
mario y secundario se desconocen casi por completo, sobre todo las que subyacen
al comportamiento auténomo y refractario a tratamiento de las glandulas paratiroi-
des de pacientes urémicos con hiperplasia glandular y crecimiento nodular.

La hibridacion genémica comparada, una técnica de citogenética molecular ba-
sada en técnicas de hibridacién in situ fluorescente de doble color, permite rea-
lizar un andlisis global de las ganancias y pérdidas de material genomico, sien-
do asi una potente herramienta de estudio al permitir identificar zonas inestables
genéticamente y cuya alteracion podria modificar la expresién de uno o varios
genes responsables de la patogenia en estudio.

Los resultados sobre glandulas con hiperparatiroidismo primario han permitido
establecer una serie de cambios cromosémicos, que se corresponden en gran me-
dida a zonas en las que se localizan genes cuya implicacion en el hiperparati-
roidismo primario ya habia sido demostrada. Se han podido detectar también una
gran acumulacion de aberraciones cromosémicas en glandulas provenientes de
enfermos con hiperparatiroidismo secundario severo, y si bien en algunos casos
estas aberraciones son comunes a las descritas en el hiperparatiroidismo prima-
rio, una gran parte de ellas aparecen en regiones especificas para esta patogenia
y en distinta proporcion.

Palabras clave: CGH. Hiperparatiroidismo. Anomalias genéticas. Insuficiencia
renal cronica.

GENETIC ABNORMALITIES ON HYPERPARATHYROIDISM: COMPARATIVE
GENOMIC HYBRIDIZATION IN THE STUDY OF PARATHYROID
HYPERPLASIAS

SUMMARY

Genetic abnormalities responsible for primary (pHPT) and secondary hyperpa-
rathyroidism (sHPT) are not well described, especially those underlying the auto-
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nomous and refractory behaviour of glands from uremic patients with glandular
hyperplasia and nodular growth.

Comparative Genomic Hybridization (CGH) is a molecular citogenetic techni-
que based on a doble-color in situ fluorescent analysis, allowing a global des-
cription of gains and losses of genomic material. It is a useful tool that localizes
instable genetic areas whose alteration could modify the expression of one or se-
veral genes related to the pathology in study.

Results on primary hyperparathyroidism adenomas have shown a series of ge-
netic changes correlating with areas where genes related to pHPT are located,
such as MENT and cyclin D1. A large number of chromosomal aberrations in
glands from patients with secondary hyperparathyroidism have also been found,
and although some of them are common with those described for primary hy-
perparathyroidism, most of them are located in different areas or in a different
proportion. These results confirm that although severe sHPT hyperplasias can evol-
ve into neoplasias similar to pHPT adenomas, both parathyroid alterations must
be considered, from a genetic point of view, as unrelated.
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ASPECTOS GENETICOS DE LA HIPERPLASIA
PARATIROIDEA PRIMARIA Y SECUNDARIA

Las anomalias genéticas en pacientes con hiper-
paratiroidismo primario (HPT1) y secundario (HPT2)
no estan todavia del todo establecidas, sobre todo
los cambios que subyacen al crecimiento monoclo-
nal en glandulas paratiroides de pacientes urémicos
con hiperplasia glandular’.

Los pacientes con hiperparatiroidismo primario
(HPT1) presentan adenomas paratiroideos que son
tumores monoclonales benignos?. También se ha de-
mostrado que la hiperplasia paratiroidea de tipo se-
cundario (HPT2) que presentan los enfermos con
insuficiencia renal crénica puede derivar en un cre-
cimiento tumoral de tipo monoclonal benigno, al
menos en los casos mas severos de HPT23 4,

La tumorogénesis paratiroidea no estd todavia
bien caracterizada y estudiada. Se ha demostrado la
implicacion de gran variedad de anomalias genéti-
cas en la patogénesis de los adenomas paratiroi-
deos primarios, incluyendo la reordenaciéon clonal
y la sobreexpresion del oncogén de la ciclina
D1/PRAD15, pérdidas alélicas en las regiones 1p y
11q, asi como deleciones en 6q y 15q°. Por otro
lado, la pérdida de heterocigosidad de la region
11913 es caracteristica de pacientes con neoplasia
endocrina mltiple de tipo | (MENT)”. Ademas, la
inactivacion del gen supresor de tumores que codi-
fica la proteina del retinoblastoma (RB) en 13q14 se
encuentra asociada a carcinomas, pero no a ade-
nomas paratiroideos®.

Las anomalias genéticas implicadas en la patogé-
nesis de tumores monoclonales benignos en pa-
cientes con insuficiencia renal crénica e HPT2 se-
vero todavia se desconocen casi por completo,
aunque las alteraciones sobre oncogenes o genes su-
presores de tumores se barajan como candidatas en
la evoluciéon de la hiperplasia policlonal reversible
a hiperplasia monoclonal auténoma®.

LA HIBRIDACION GENOMICA COMPARADA
COMO HERRAMIENTA DE ESTUDIO

La hibridacion genémica comparada (CGH) se
describié en 19921912, Se trata de una técnica de
citogenética molecular basada en técnicas de hibri-
dacion in situ fluorescente de doble color que per-
mite realizar un analisis global de las ganancias y
pérdidas de material genémico en una Unica hibri-
dacion. Consiste en la hibridacién competitiva entre
el ADN tumoral y el ADN normal sobre metafases
normales en presencia de un exceso de ADN de se-
cuencias repetitivas. EIl ADN tumoral de las regiones
cromosémicas que tienen un ndmero incrementado
de copias (ganancias) se une a las metafases pro-
porcionalmente més que el ADN normal, mientras
que el ADN de las regiones que estén presentes en
un nimero bajo de copias (pérdidas o deleciones)
se une proporcionalmente menos a los cromosomas
normales. Previamente, el ADN tumoral y el ADN
normal han sido marcados con dos fluorocromos di-
ferentes (generalmente rojo para el ADN normal y



S. AFONSO HERNANDEZ y cols.

verde para el tumoral) lo que permite su posterior
identificacion mediante microscopia de fluorescen-
cia. El andlisis digital de las metafases capturadas
cuantifica la proporciéon de verde y rojo en todos los
cromosomas, de manera que si existe una ganancia
de material genémico en una determinada region
cromosémica se produce un aumento de la fluores-
cencia verde a ese nivel y si lo que hay es una pér-
dida de material gendmico se produce una dismi-
nucién de la fluorescencia verde y por tanto un
aumento relativo de la fluorescencia roja. El cario-
tipaje posterior se realiza sobre la base de técnicas
convencionales de bandeo de los cromosomas.

Sus ventajas incluyen la pequefia cantidad de
ADN tumoral de partida que es necesario, permi-
tiendo el anédlisis de neoplasias de bajo indice pro-
liferativo. En cuanto a sus limitaciones, esta técnica
Gnicamente detecta cambios que impliquen la pér-
dida o ganancia de secuencias de ADN, pero no las
traslocaciones reciprocas. Ademas la resoluciéon ma-
xima se sitia en 2 Mb para las amplificaciones y en
10-20 Mb para las pérdidas.

ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN EL
HIPERPARATIROIDISMO PRIMARIO

El hiperparatiroidismo primario es un desorden en-
docrino frecuente, caracterizado por un exceso en
la produccién de hormona paratiroidea (PTH)'. Los
adenomas esporadicos son la causa de HPT1 en la
mayoria de los casos y surgen por una proliferacién
clonal benigna de células principales paratiroideas'.
Dos genes especificos han sido identificados como
participantes en esta patogenia: el oncogén que co-
difica la ciclina D1/PRAD1'® y el gen supresor de
tumores MENT1'6, sobreexpresados o inactivados en
homocigosis, respectivamente, en el 20% de los ade-
nomas esporadicos. Ademas, estudios alélicos han
demostrado frecuentes pérdidas recurrentes en los
cromosomas 1, 3, 6, 9 y 15 en adenomas paratiroi-
deos'”/18, remarcando la posibilidad de que algunos
genes supresores de tumores, todavia sin identificar
y que contribuyen a la neoplasia paratiroidea, se lo-
calicen en esas regiones. Las pérdidas alélicas ob-
servadas en la region 13q, que incluye el gen que
codifica la proteina del retinoblastoma se han ob-
servado mas frecuentemente en carcinomas que en
adenomas paratiroideos'?.

La hibridacion genémica comparada sobre glan-
dulas con hiperparatiroidismo primario?®?? ha per-
mitido establecer una serie de cambios cromoso-
micos que se resumen en la figura 1, donde se
muestran las alteraciones minimas recurrentes, defi-
nidas éstas como aquellas regiones de menor tama-
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Fig. 1.—Ideograma de un cariotipo humano donde se expresan
las alteraciones recurrentes minimas observadas mediante CGH
representadas por lineas verticales. A la izquierda de cada cro-
mosoma se representan las pérdidas de material genético y a la
derecha las ganancias. Las lineas negras representan los cambios
en adenomas primarios y las grises en neoplasias secundarias de
origen renal. (Realizada a partir de los datos publicados en [20-
22, 29, 30.])

fio que aparecen implicadas en mas de una de las
muestras analizadas, estando sus limites definidos
por la alteracién de menor extension. Estas altera-
ciones minimas recurrentes son una potente herra-
mienta de estudio dado que permiten identificar
pequefias zonas inestables genéticamente en la pa-
tologia estudiada y cuya alteracién podria modificar
la expresion de uno o varios genes responsables de
la patogenia.
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Todos los cromosomas, excepto el cromosoma
Y, presentan alguna alteracion minima recurrente
(ganancia o pérdida) a lo largo de su extension.
Las anomalias méas frecuentes son las pérdidas
completas de los cromosomas 11, 13, 15, 22 y X,
la pérdida de los brazos cortos del cromosoma 1
y 12 y el largo del 6, asi como las ganancias de
los cromosomas 16 y 19. Considerando que tanto
el gen MENT como PRADT1 se localizan en la re-
gion 13 del cromosoma 11, los datos de CGH pa-
recen confirmar la inestabilidad genética de esta
region cromosomica en el hiperparatiroidismo pri-
mario y la implicacion de estos dos genes en la
patogenia.

ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN EL
HIPERPARATIROIDISMO SECUNDARIO SEVERO

La hipocalcemia, independientemente de su ori-
gen, estimula la secreciéon de hormona paratiroidea
y su efecto crénico es la estimulacion del creci-
miento de las glandulas paratiroides?3. Este hiperpa-
ratiroidismo secundario normalmente se soluciona
con el tratamiento de la causa subyacente de la
hipocalcemia. Pero en pacientes con insuficiencia
renal crénica, el HPT2 es mas prolongado y severo
que en pacientes con otros desérdenes hipocalcé-
micos, como la deficiente o nula absorcién de vita-
mina D. Incluso, en algunas ocasiones, tras la res-
tauracion de la funcién renal normal por medio de
un trasplante funcionante, el hiperparatiroidismo se-
cundario puede evolucionar hacia hiperparatiroidis-
mo secundario severo o terciario, presentando ele-
vados niveles de secreciéon de hormona junto con
hipercalcemia?*. Esta hipercalcemia en pacientes
urémicos con HPT2 severo refleja una disfuncion
secretora de células paratiroideas funcionando de
forma auténoma vy refractaria a tratamiento, que se
corresponde con un crecimiento tisular oligoclonal
o monoclonal.

A diferencia de lo que ocurre en el HPT1, no se
han encontrado genes implicados directamente en
la patogenia del HPT2%; de esta forma, no se ha
encontrado pérdida de heterocigosidad representati-
va en la regién donde mapea el gen MENT ni so-
breexpresion de ciclina D12%27. Y aunque se ha
observado que la expresion del sensor-receptor de
calcio y del receptor de la vitamina D esta dismi-
nuida en glandulas hiperplasicas con crecimiento
monoclonal, no se han podido establecer alteracio-
nes representativas en estos genes?®.

Mediante CGH podemos observar una gran acu-
mulacion de aberraciones cromosémicas en glandu-
las provenientes de enfermos con hiperparatiroidis-

mo secundario severo??3° (fig. 1). Si bien en algu-
nos puntos las aberraciones cromosémicas minimas
recurrentes son comunes a las descritas en el HPTT,
una gran parte de ellas aparecen en regiones espe-
cificas para esta patogenia y en distinta proporcion.
De esta forma, si bien son frecuentes la pérdida del
brazo corto del cromosoma 1 y el cromosoma 22
en su totalidad, tal y como ocurre en HPT1, apare-
cen frecuentemente ganancias del cromosoma 5, 6
y 12 y pérdidas de los cromosomas 16, 17, 18, 19
y 20 en un gran porcentaje de los casos. Curiosa-
mente, aunque algunos autores han descrito pérdi-
da de heterocigosidad en la regién donde se locali-
zan los genes que codifican el sensor-receptor de
calcio (3q13.3-24) y el receptor de la vitamina D
(12q12-14), no se observan alteraciones detectables
mediante CGH en dichas zonas.

CONSIDERACIONES FINALES

Las glandulas paratiroides en los estadios tempra-
nos de la insuficiencia renal crénica sufren un pro-
ceso de hiperplasia generalizada multiglandular de
tipo policlonal en respuesta a estimulos del tipo
de hipocalcemia crénica, bajos niveles en suero de
vitamina D e hiperfosfatemia. Sin embargo, los pa-
cientes que desarrollan hiperparatiroidismo secun-
dario severo muestran un desorden neoplésico ca-
racterizado por un crecimiento monoclonal. Esta
neoplasia paratiroidea refractaria a tratamiento pa-
rece no estar condicionada por los mismos factores
genéticos que intervienen en la neoplasia paratiroi-
dea del HPT1 de origen adenomatoso, como ya han
indicado los estudios sobre los genes MEN1 y cicli-
na D1, maximos condicionantes de la hiperplasia
primaria.

Se podria hipotetizar que la patogénesis de las
neoplasias paratiroideas secundarias es equivalente
a la de los adenomas paratiroideos primarios, ya que
en ambos casos se trata de tumores monoclonales
benignos sobre el mismo tejido con una respuesta
hormonal alterada al calcio extracelular. Aunque al-
gunos aspectos clave pueden ser compartidos en
ambos procesos, las diferencias observadas en los
patrones de ganancias y pérdidas cromosémicas de
origen clonal sugieren que estos tumores aparecen
y se desarrollan por mecanismos oncogénicos dife-
rentes. Un hecho diferencial que puede ser de gran
importancia es que si bien la activacion de la pro-
liferacion es previa a la monoclonalidad en las hi-
perplasias secundarias, no ocurre lo mismo en las
alteraciones primarias, donde los cambios dirigidos
al aumento de la proliferacion son necesarios para
el comienzo del crecimiento clonal.
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La combinaciéon del proyecto genoma humano
con las técnicas de CGH es capaz de localizar una
serie de genes importantes en la progresion del hi-
perparatiroidismo primario y secundario en zonas re-
currentes de alteracion clonal. Futuros estudios que
completen los disponibles hasta la fecha podrian ser-
vir para el clonaje posicional de genes localizados
en las zonas de alteracion recurrente y cuya funcién
debiera ser estudiada en detalle, al poder servir
como dianas terapéuticas en el tratamiento de estas
alteraciones.
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