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RESUMEN

RESUMEN

La hipofisis es una glandula endocrina que sintetiza y secreta varias hormonas
(prolactina, hormona de crecimiento, hormona estimulante del foliculo, hormona
luteinizante, hormona estimulante de la tiroides y hormona adrenocorticotrépica,
entre otras). Puede ser afectada por diversas patologias, siendo los adenomas
hipofisiarios (ADH) la mas recurrente y aunque son considerados histolégicamente
benignos, pueden presentar comportamiento agresivo. Se manifiestan por
alteraciones en el equilibrio endocrino y/o por las alteraciones clinicas provocadas
por el efecto de masa. En el presente trabajo se estudiaron 37 ADH. Los cortes
histoldgicos se tifieron con hematoxilina-eosina y se procesaron para la técnica de
inmunohistoquimica contra las diferentes hormonas adenohipofisiarias vy
marcadores bioldgicos (ki-67, PTTG-1, VEGF, Flk-1 CD-34). Se realiz6 un analisis
semi-cuantitativo de la actividad hormonal (+= baja; ++= moderada; +++= alta) y
los ADH fueron clasificados de acuerdo a sus manifestaciones clinicas y actividad
secretora. Se calculdo el indice de marcaje de los marcadores bioldgicos
(porcentaje de células positivas). Otras biopsias fueron rescatadas del blogue de
parafina, procesadas para la técnica de microscopia electrénica y observadas en
un microscopio electrénico de transmision. De los 37 ADH, 26 fueron no
funcionantes: 19 resultaron positivos para las hormonas gonadotropinas, solas o
en combinacién con otras hormonas; 2 para prolactina y en 5 no se identifico
secrecion hormonal; y 11 funcionantes: 7 para GH sola o en combinacién con
otras hormonas, 1 para ACTH y 3 no secretores. Los indices de los marcadores
biolégicos fueron mayores para los ADH Clinicamente No funcionantes (CNF). En
el analisis de la microscopia electrénica se observaron los marcadores
ultraestructurales caracteristicos de los adenomas analizados: complejo de Golgi
en panal de abejas para los gonadotrépicos, cuerpos fibrosos citoplasmicos para
los GH, abundante reticulo endoplasmico para los productores de prolactina, y
ases fibrosos en los ACTH. La técnica de recuperacion de tejidos de los bloques
de parafina mostré6 ser una opcion util en los casos con escaso tejido y con

diagnéstico dudoso.
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MARCO TEORICO
1.- HIPOFISIS NORMAL
La hipdfisis o pituitaria es una glandula endocrina crucial para el mantenimiento de
varias funciones homeostaticas incluyendo el crecimiento, metabolismo y

reproduccién (Yeung et al., 2006).

Esta situada en la base del cerebro, en una porcioén del esfenoides llamada
silla turca (Figura.1). La porcion anterior, el tubérculo de la silla turca, esta
flanqueada por porciones posteriores de las alas del esfenoides, la apdfisis
clinoides posterior. La glandula esta rodeada por la duramadre y el techo se forma
por un plegamiento de la duramadre unido a las apdfisis clinoides llamado
diafragma de la silla, la cual evita que la membrana aracnoides y el liquido
cefalorraquideo entre a la silla turca. El tallo de la hipdfisis y sus vasos sanguineos
pasan a través de una abertura en este diafragma. El quiasma 6ptico yace de 5-10
mm por encima de la silla diafragmatica y anterior al tallo (Ganong, 2004; Zee et
al., 2003).

Infundibulo

i

Seno circular

Arteria cerebral anterior

Diafragma de la silla

Apofisis clinoides

Quiasma 6ptico

Silla turca

Adenohipéfisis [ e

Neurohipo6fisis Hueso esfenoides

Figura 1. Hipofisis vista desde un corte sagital del craneo.
(Tomado de Gray, 2000)
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La hipdfisis esta compuesta por los I6bulos: anterior o adenohipéfisis (pars
distalis), medio (pars intermedia) y el l6bulo posterior o neurohipdfisis (pars
nervosa) (Figura. 2), en los humanos el |6bulo medio es rudimentario (Ganong,
2004). El tamario de la hipdfisis, de la cual el I6bulo anterior constituye dos tercios,
mide aproximadamente 15 x 10 x 6 mm y pesa de 500-900 mg (Amar, 2003).

Figura 2. Glandula hipofisis humana y regiones hipotalamicas relacionadas
(Tomado de Ross, 2005)

2.- EMBRIOLOGIA

La hipofisis se desarrolla de dos partes completamente distintas durante la etapa
inicial del desarrollo embrionario: a) una evaginacion ectodérmica del estomodeo,
inmediatamente por delante de la membrana bucofaringea denominada bolsa de
Rathke (epitelio ventral) se diferencia en adenohipdfisis, mientras que del epitelio

dorsal se origina el l6bulo intermedio y b) una prolongacion del diencéfalo que da
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origen al infundibulo y este da origen al tallo y a la neurohipdfisis (Sadler, 2004;
Botelho et al., 2006; Amar, 2003).

Cuando el embrion tiene tres semanas aproximadamente, la bolsa de
Rathke se observa como una evaginacion de la cavidad bucal y después crece en
sentido dorsal hacia el infundibulo. Hacia el final del segundo mes pierde su
conexioén con la cavidad bucal y se halla en intimo contacto con el infundibulo
(Sadler, 2004).

En el curso del desarrollo ulterior, las células de la pared anterior de la
bolsa de Rathke aumentan rapidamente en numero y forman el I6bulo anterior de
la hipodfisis o adenohipdfisis. Una pequefia prolongacién de este lobulo, la pars
tuberalis, crece a lo largo del tallo del infundibulo y por ultimo lo rodea. La pared
posterior de la bolsa de Rathke se convierte en la pars intermedia, que en el ser

humano tiene poca importancia (Sadler, 2004).

La neurohipdfisis esta formada por células de la neuroglia (pituicitos) y
posee ademas, cierta cantidad de fibras nerviosas provenientes de la regién
hipotalamica (Figura. 3) (Amar, 2003; Sadler, 2004).

Figura 3. Desarrollo de la glandula hipofisis. En este diagrama se representan las
etapas esenciales en el desarrollo de la glandula hipoéfisis (Tomado de Ross,
2005).
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La diferenciacion histolégica de la hipodfisis progresa rapidamente en el
embrién. Cerca del tercer mes de gestacion, un proceso de diferenciacion celular
da origen a distintas células: acidéfilas, que dan origen a las células secretoras de
prolactina (PRL) y hormona del crecimiento (GH, por sus siglas en inglés: Growth
Hormone) y células baséfilas que dan origen a células secretoras de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH, por sus siglas en inglés: Adrenocorticotropic
Hormone), la hormona estimulante de la tiroides o tirotrépica (TSH, por sus siglas
en inglés: Thyroid-stimulating Hormone), la hormona foliculo estimulante (FSH por
sus siglas en inglés: Follicle-stimulating Hormone ) y la hormona luteinizante (LH,
por sus siglas en inglés: Luteinizing hormone ). Por medio de técnicas
inmunocitolégicas puede ser demostrada la presencia de todas las hormonas

adenohipofisiarias en la hip&fisis fetal (Aron et al., 1997; Botelho et al., 2006).

La microscopia electronica revela la presencia de granulos de secrecion en
células adenohipofisiarias en fases tempranas de la vida embrionaria. De acuerdo
con los descubrimientos morfoldgicos, la técnica de radioinmunoensayo da
evidencias de la produccion de varias hormonas adenohipofisiarias entre los 2 y 3

meses de gestacion (Castillo, 2005).

La neurohipdfisis esta compuesta del I6bulo posterior, el infundibulo y la
eminencia media del hipotalamo. Morfolégicamente, el material neurosecretor en
el 16bulo posterior es claramente visible aproximadamente al quinto mes de la vida
intrauterina. Las hormonas neurohipofisiarias como la vasopresina y oxitocina, son
sintetizadas en el nucleo supradptico y paraventricular, llamado nucleos
magnocelulares del hipotalamo y transportadas a lo largo de axones via tallo
hipofisiario hacia el I6bulo posterior. Al final del embarazo, el I6bulo posterior
contiene cantidades substanciales de estas dos hormonas (Dorton, 2000). La
hipdfisis al nacer pesa aproximadamente 100 mg y es un érgano bien desarrollado

capaz de secretar todas las hormonas adenohipofisiarias (Amar, 2003).


http://en.wikipedia.org/wiki/Adrenocorticotropic_hormone
http://en.wikipedia.org/wiki/Adrenocorticotropic_hormone
http://en.wikipedia.org/wiki/Thyroid-stimulating_hormone
http://en.wikipedia.org/wiki/Follicle-stimulating_hormone
http://en.wikipedia.org/wiki/Luteinizing_hormone
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3.- RIEGO SANGUINEO E INERVACION.

La irrigacion de la hipdfisis es especial y esta estrechamente implicada en el
control de la actividad secretora de la glandula, ya que los vasos sanguineos
transportan hormonas hipotalamicas estimuladoras e inhibidoras del infundibulo

hacia las células adenohipofisiarias (Elster, 2003; Halasz, 1994).

La hipdfisis esta irrigada por dos grupos de vasos: las arterias hipofisiarias
superiores que irrigan la pars tuberalis, la eminencia media y el tallo infundibular.
Estos vasos son ramas de las arterias carodtidas internas y de las comunicantes
posteriores del poligono arterial de Willis; las arterias hipofisiarias inferiores irrigan
principalmente la pars nervosa (Figura. 4). Una observacion funcional importante
es que la mayor parte del I6bulo anterior de la hipdfisis no tiene irrigacion arterial
directa (Ross, 2005).

El sistema porta hipotalamo-hipofisiario provee el enlace crucial entre el
hipotalamo y la hipdfisis. Las arterias que irrigan la pars tuberalis, la eminencia
media y el tallo infundibular dan origen a capilares fenestrados (plexo capilar
primario). Estos capilares drenan en las venas llamadas venas porta hipofisarias,
que transcurren a lo largo de la pars tuberalis y dan origen a una segunda red
capilar sinusoidal fenestrada (segundo plexo capilar). Este sistema vascular
transporta las secreciones neuroendocrinas de los nervios hipotalamicos desde su
sitio de liberacion en la eminencia media y el tallo infundibular directamente hasta

las células de la pars distalis (Ross, 2005).

La mayor parte de la sangre de la hipdfisis drena en el seno cavernoso de
la base del diencéfalo que esta comunicado con la circulacion sistémica. Sin
embargo, algunos datos indican que la sangre puede fluir a través de venas porta
breves desde la pars distalis hacia la pars nervosa y esa sangre desde la pars

nervosa puede continuar hacia el hipotalamo (Ross, 2005).
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Estas comunicaciones cortas proveen una via por la cual las hormonas del
l6bulo anterior de la hipdfisis podrian ejercer un retrocontrol (feedback) directo
sobre el encéfalo sin tener que completar todo el circuito de la circulacion

sistémica (Ross, 2005).

Las vias neurales que entran en el tallo infundibular y la pars nervosa desde
los nucleos hipotalamicos son componentes de la neurohipéfisis. Los nervios que
se introducen en el I6bulo anterior son fibras posganglionares del sistema nervioso

auténomo y tienen funciéon vasomotora (Ross, 2005).

Figura 4. Diagrama de la irrigacion de la glandula hipdfisis. Las venas porta
hipofisiarias comienzan en los lechos capilares de la eminencia media y el
infundibulo y terminan en los capilares de la pars distalis (Tomado de Ross, 2005).

4.- HISTOLOGIA
La mayor parte de la adenohipdfisis tiene la organizacion tipica del tejido
endocrino. Las células se distribuyen en cumulos y cordones separados por

capilares sinusoides fenestrados de diametro relativamente grande. Estas células
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responden a sefales del hipotalamo y sintetizan y secretan varias hormonas
hipofisiarias (Ross, 2005).

Con base en la técnica de tincion de rutina de hematoxilina y eosina, las
células de la adenohipdfisis originalmente se clasificaron en acidoéfilas, aquellas
afines a la eosina; basofilas, aquellas afines a la hematoxilina; y cromofobas, las
que no muestran afinidad definida por alguno de estos dos colorantes (Ross,
2005).

Actualmente mediante la inmunohistoquimica, la cual es una técnica que
permite la deteccion especifica de proteinas por medio de la aplicacion de
anticuerpos, y la microscopia electrénica que muestra las caracteristicas
ultraestructurales de las células, ha sido posible conocer cinco tipos diferentes de
células en la adenohipodfisis: somatotropas (células secretoras de la GH),
lactotropas (células secretoras de PRL), tirotropas (células que secretan TSH),
corticotropas (células que secretan ACTH), y gonadotropas (células secretoras de
LH] y FSH) (Aron, 2005; Castillo, 2005).

4.1.- Células Somatotropas

Son células secretoras de GH cuya presencia ha sido identificada a las 8 semanas
de gestacion, presentan vesiculas eosindfilas (células aciddéfilas) en su citoplasma
y por lo comun se localizan en las porciones laterales del I6bulo anterior. Estas
células constituyen cerca del 40-50% de las células adenohipofisiarias (Shiman,
2005; Ross, 2005).

4.2.- Células Lactotropas

Las células secretoras de PRL son las ultimas células en diferenciarse en la
hipdfisis fetal humana y se encuentran a partir de las 12 semanas de gestacion,
poseen vesiculas eosindfilas abundantes por lo tanto es una célula de tincion
aciddfila y tienen distribucion aleatoria en la adenohipdfisis. Son células poliédricas

cuyos granulos de secrecion miden en promedio 550 nm, con nucleo ovalado.
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Estas células sufren hipertrofia e hiperplasia durante el embarazo como resultado
de los elevados valores de estrégeno y se encargan de que la glandula incremente
al doble su tamano. Estas células constituyen el 15% de las células
adenohipofisiarias (Aron, 2005; Ross, 2005; Shiman, 2005).

4.3.- Células Tirotropas

Son células secretoras de TSH que se pueden encontrar en la hipdfisis fetal a
partir de las 12 semanas de gestacion. Debido a su producto glucoproteico, son
basdfilas y también muestran reaccién positiva con la tincion de PAS (periodic
acid-Schiff stain). Son células poliédricas, grandes, que poseen nucleo
redondeado excéntrico, con granulos de secrecion pequefios (50-100 nm); por lo
comun, estas células se localizan en las porciones anteromedial y anterolateral de
la glandula. Durante los estados de insuficiencia tiroidea primaria, las células
presentan hipertrofia evidente, aumentando el tamafo de la glandula. Las células
tirotropas constituyen el tipo celular hipofisiario menos frecuente y comprenden
menos del 5% de las células adenohipofisiarias (Aron, 2005; Ross, 2005; Shiman,
2005).

4.4.- Células Corticotropas

Son células secretoras de ACTH, que junto con sus péptidos relacionados,
son el primer tipo celular que se desarrolla en la hipodfisis fetal humana a partir de
las 6 semanas. Son basodfilas y también intensamente PAS positivas a causa de
las porciones de carbonato asociadas con la POMC (proopiomelanocortina, que es
una molécula precursora de la ACTH). Embriolégicamente se derivan del I6bulo
intermedio y con frecuencia se localizan en la porcién anteromedial de la glandula.
Son células poliédricas con nucleo redondeado y excéntrico, con granulos de
secrecion de aproximadamente 360 nm de diametro (Aron, 2005; Ross, 2005;
Shiman, 2005).
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En los estados de exceso de glucocorticoides, los corticotropos sufren
desgranulacion e hialinizacién tubular conocida como degeneracion hialina de
Crooke. Las células corticotropas representan de 15-20% de las células
adenohipofisiarias (Aron, 2005; Ross, 2005; Shiman, 2005).

4.5.- Células Gonadotropas

Son células capaces de producir LH y FSH, se pueden encontrar en la hipdfisis
fetal humana a partir de las 12 semanas de gestacién. Sin embargo, estudios
inmunocitoquimicos indican que algunas gonadotropas solo producen una u otra
hormona. Son células de tincion basodfila, porque se tifien intensamente con
colorantes basicos asi como con la reaccién de PAS. Histol6gicamente son células
ovaladas pequefias que tienen nucleo esferoidal y excéntrico, cuyos granulos
secretores tienen alrededor de 200 nm de diametro. Se hipertrofian y ocasionan
que la glandula crezca durante los estados de insuficiencia gonadal primaria,
como la menopausia, sindrome de Klinefelter y de Turner. Estas células
constituyen el 10 % de las células adenohipofisiarias y se localizan a lo largo de la
adenohipdfisis (Shiman, 2005; Aron, 2005; Ross, 2005).

4.6.- Células no secretoras

Casi la mitad de las células de la adenohipdfisis muestran mala tincion
citoplasmatica con los colorantes histologicos usuales, por ello se han denominado
células cromofobas. Sin embargo, cuando se examinan al microscopio electronico
contienen diversos granulos de secrecion debido a que muy probablemente son
una etapa de reposo o desgranulacion de las células secretoras, mas que un tipo

especifico de células (Walter, 1994).
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5.- HORMONAS DE LA ADENOHIPOFISIS

Las hormonas ACTH, TSH, FSH y LH se denominan hormonas tréficas, porque
regulan la actividad de células en otras glandulas endocrinas del organismo, las
dos hormonas restantes (GH y PRL), no se consideran tréficas porque actuan
directamente sobre los 6rganos blanco que no son de indole endocrino (Ross,
2005).

5.1.- Hormona del Crecimiento

La hormona del crecimiento (GH; somatotropina), es un polipéptido de 191
aminoacidos (PM 21500) sintetizado y secretado por las células somatotropas de
la adenohipofisis y puede ser medida por radioinmunoensayo (RIA), al final del

primer trimestre de gestacion (Aron, 2005; Shiman, 2005).

La funcidén primaria de esta hormona es el crecimiento, ejerciendo accion
directa sobre el higado, musculo, tejido adiposo y metabolismo del hidrocarbonato.
Pero su acciéon estimulante del crecimiento es medida por la somatomedina C
(IGF-1) (Jara, 2003; Aron, 2005).

La GH, a través del IGF-1 (Insulin Growth Factor 1), aumenta la sintesis de
proteina al aumentar la captacion de aminoacidos y acelerar directamente la
trascripcion y traduccion del mRNA. Ademas la GH, tiende a disminuir el
catabolismo de las proteinas al movilizar la grasa como una fuente mas eficiente
de energia, de manera directa origina liberacion de acidos grasos a partir de tejido
adiposo e incrementa su conversion a acetil-Coenzima A, del cual se deriva
energia. Este efecto ahorrador de proteinas es un mecanismo importante

mediante el cual la GH promueve el crecimiento y desarrollo (Aron, 2005).
La GH también afecta el metabolismo de los carbohidratos. En exceso

disminuye su utilizacion e impide la captacién de glucosa por parte de la célula.

Esta resistencia a la insulina inducida por GH parece deberse a un impedimento
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del receptor a la accion de la insulina. Estos sucesos ocasionan intolerancia a la

glucosa e hiperinsulinismo secundario (Aron, 2005).

5.2.- Prolactina

La prolactina es una hormona polipeptidica de 198 aminoacidos (PM 22000),
sintetizada y secretada por lactotropos de la hipdfisis anterior. A pesar de que
evolucion6 a partir de una hormona primordial comun a la GH y al lactégeno
placentario humano (hPL), la PRL solo comparte 16% de sus aminoacidos con la
primera y 13% con el hPL (Aron, 2005).

La PRL estimula la lactancia en el periodo posparto. Durante el embarazo
se incrementa la secrecidon de PRL vy, junto con muchas otras hormonas
(estrégeno, progesterona, hPL, insulina y cortisol), promueve el desarrollo
adicional de las mamas como preparacion para la produccion de leche. A lo largo
del embarazo los estrégenos incrementan el desarrollo de las mamas, pero
disminuye el efecto de la prolactina en la lactancia; la disminucion de los
estrégenos y progesterona después del parto permite el inicio de la lactancia
(Lack, 2001).

5.3.- Hormona Estimulante de la Tiroides o Tirotropina

La tirotropina es una glucoproteina (PM 28000) compuesta de dos subunidades,
una denominada alfa y otra denominada beta, unidas de manera no covalente. La
estructura de la subunidad alfa de TSH asemeja a la de otras moléculas de
glucoproteina (FSH, LH y gonadotropina coriénica humana, hCG), pero la
subunidad beta difiere de estas glucoproteinas y origina su especificidad bioldgica
e inmunologica. Parece que los péptidos de estas subunidades se sintetizan en
vias separadas y se unen antes de que se les agreguen los grupos carbohidrato;
entonces se secreta la molécula intacta, lo mismo que pequefias cantidades de

subunidades no unidas (Aron, 2005).
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La subunidad beta de TSH se fija a receptores de alta afinidad en la
tiroides, lo que estimula la captacién de yodo (I), hormonogénesis y liberacion de
tiroxina o tambien llamada tetrayodotironina (T4) y la triyodotironina (T3). El
proceso tiene lugar a través de la activacién de la adenilciclasa (una enzima
intracelular que cataliza la conversion de adenosintrifosfato (ATP) en
adenosinmonofosfato ciclico (CAMP), desempefando un papel esencial en la
activacion de receptores de membrana. La secrecion de TSH también incrementa
el tamano y la vascularidad de la glandula al promover la sintesis de mRNA y
proteina (Aron, 2005).

Su accién biolégica consiste en estimular el tropismo (movimiento total o
parcial de los organismos como respuesta a un determinado estimulo, siendo este
estimulo de agentes fisicos o quimicos), y funcién de la tiroides. Tiene un cierto

ritmo circadiano con un pico al atardecer (Jara, 2003).

5.4.- Hormona Adrenocorticotropica o Corticotropina

La hormona ACTH es un péptido de 39 aminoacidos (PM 4500), que puede ser
medida a las 8 semanas de gestacion por medio de RIA (Radioinmunoanalisis) y
es procesada a partir de una molécula precursora larga, la proopiomelanocortina
(POMC; PM 28500). Un solo mRNA dirige la sintesis y el procesamiento de POMC
en fragmentos biolégicamente mas pequefios que incluyen hormona de lactégeno
placentario beta (LPH-B), hormona estimulante de los melanocitos alfa (MSH-a),
hormona estimulante de los melanocitos beta (MSH-3), endorfina- y el fragmento
del amino terminal de la proopiomelanocortina. Ademas, las moléculas de
carbohidratos se encargan de la tincion basodfila de las corticotropas (Shiman,
2005; Aron, 2005).

La ACTH estimula la secrecion de glucocorticoides, mineralocorticoides y
esteroides sexuales, a partir de la corteza suprarrenal. El extremo amino terminal
se encarga de esta actividad biolégica. La ACTH se une a los receptores en la

superficie de la corteza y estimula la esteroidogénesis a través de cAMP. Por
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contener en su molécula la secuencia de aminoacidos de la Hormona Estimulante
de los Melanocitos o Melanocortina (MSH), estimula la pigmentacion cutanea
(Aron, 2005; Jara, 2003).

5.6.- Gonadotropinas

La hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante de los foliculos (FSH) son
glucoproteinas compuestas de subunidades alfa y beta. La subunidad beta
especificamente confiere a estas hormonas su actividad biolégica unica (Aron,
2005). Ambas gonadotropinas se unen a receptores en el ovario y el testiculo
donde regulan la funcién gonadal al promover la produccién de esteroides

sexuales y la gametogénesis (Aron, 2005).

En los varones, la LH estimula la produccién de testosterona a partir de las
células intersticiales de los testiculos (células de Leydig), sin embargo, la
maduraciéon de espermatozoides requiere LH y FSH. La FSH estimula el
crecimiento testicular y aumenta la produccion de una proteina fijadora de
androgenos (ABP) por parte de las células de Sertoli, que constituyen un
componente del tubulo testicular, necesario para apoyar la maduracion de los
espermatozoides. La ABP origina altas concentraciones locales de testosterona
cerca del espermatozoide, factor esencial en el desarrollo de la espermatogénesis
normal (Aron, 2005; Shiman, 2005).

En las mujeres, la LH estimula la produccion de progesterona y testosterona
en el ovario. Una descarga normal abrupta de LH a la mitad del ciclo sexual
ocasiona ovulacion, en tanto que la secrecion continua de LH estimula mas tarde
el cuerpo luteo, para que produzca progesterona mediante el aumento de la
conversion de colesterol a pregnenolona. El desarrollo del foliculo ovarico esta
controlado en gran medida por la FSH que estimula la formacion de los foliculos
de Graaf, y la secrecién de estrégenos por parte de este mismo foliculo depende
de FSH y LH (Aron, 2005; Shiman, 2005).
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6.- ADENOMAS HIPOFISIARIOS

Los adenomas hipofisiarios son considerados neoplasias benignas, que cuentan
con aproximadamente 15% de la expresion hormonal hipofisiaria (Pierantoni et al
2005). Son de crecimiento lento, de caracter expansivo, confinados en la silla
turca. Varios adenomas hipofisiarios, sin embargo, son localmente invasivos,
presentan un paso acelerado en el crecimiento y propagacion dentro de los tejidos
vecinos. Clinicamente, los adenomas hipofisiarios pueden causar sintomas locales
como alteraciones visuales, dolor de cabeza, incremento de la presion intracraneal
o dafos de varios nervios craneales. Algunos secretan varias hormonas causando
elevaciones en los niveles hormonales de la sangre y un cambio mayor en la

homeostasis endocrina (Kovacs et al., 2001).

Los adenomas hipofisiarios constituyen alrededor del 10-15% de los
tumores intracraneales. No hay diferencias significativas en la frecuencia de
aparicion entre hombres y mujeres. Aunque raramente se diagnostican en la
pubertad, los adenomas hipofisiarios pueden encontrarse desde la infancia hasta

la senectud (Kovacs et al., 2001).

El aumento del tamafo de la silla turca se detecta por examen radioldgico.
Asi, al expandirse la neoplasia a la cisterna supraselar, comprime los grandes
vasos sanguineos (causando cefalea sorda) y la parte inferior central del quiasma
Optico (conduciendo a defectos del campo visual, tipicamente hemianopsia
bitemporal cuadrantita superior). Las neoplasias grandes comprimen la parte mas
periférica del quiasma, al hipotalamo y a veces al tercer ventriculo, originando
hidrocefalia (Chandrasoma, 1994).

Las neoplasias infiltrativas se pueden abrir a los senos paranasales (con

alto riesgo de meningitis) o al el seno cavernoso (con produccién de trombosis con

edema y congestion orbitarios) (Chandrasoma, 1994).
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7.- CLASIFICACION DE LOS ADENOMAS HIPOFISIARIOS

La clasificacion de los adenomas hipofisiarios varia ampliamente, pueden
clasificarse de acuerdo a la afinidad tintorial del citoplasma celular, tamano,
actividad endocrina, caracteristicas histolégicas, contenido y produccion hormonal,
caracteristicas ultraestructurales, composicion celular, citogénesis y patron de

crecimiento (Kovacs et al., 2001).

Anteriormente se clasificaban en basdfilos (ACTH, TSH, Gonadétropos),
aciddfilos (GH, PRL) y croméfobos que no necesariamente son no funcionales.
Esta clasificacion es obsoleta ya que no permite realizar correlaciones clinico-
patolégicas (Chandrasoma, 1994., Ortiz, 1996).

También han sido clasificados de acuerdo a su tamafio dividiéndolos en
microadenomas (dimensién < 1cm) y macroadenomas (dimensién > 1 cm) (Ezzat
et al., 2004), y grado de invasién local por tomografia axial computarizada (TAC).
Esta clasificacion fue propuesta por Jules Hardy que los encierra dentro de cuatro
grados (Asa et al., 1998):

Grado 1- Son lesiones intrahipofisiarias que miden menos de 1 cm. de
didmetro (microadenomas), los cuales pueden ser detectados con técnicas de
imagen sofisticadas, no causan destruccién del hueso de la silla (Asa et al., 1998).

Grado 2- Son lesiones que miden mas de 1 cm. de diametro pero todavia
se mantienen intraselarmente o se exhiben en la extension suprasellar sin causar
invasion. ElI ensanchamiento sellar es usualmente identificado pero estos tumores
no causan erosion en el hueso (Asa et al., 1998).

Grado 3- Son tumores que invaden localmente que pueden estar asociados
con alargamiento sellar difuso y pueden tener extension suprasellar, pero en
cualquier caso causan erosion en el hueso de la silla turca (Asa et al., 1998).

Grado 4- Son tumores grandes e invasivos que involucran estructuras
extraselares incluyendo el hueso, hipotalamo o senos cavernosos (Asa et al.,
1998).
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La clasificacion de estos tumores es un area dinamica que requiere de
continuas y exigentes revisiones debidas a los avances en técnicas genéticas
moleculares y nuevas tinciones inmunohistoquimicas que proporcionan una
profunda perspicacia y un entendimiento claro del numero de células y

mecanismos patogénicos en tumores adenohipofisiarios (Al-Shraim et al., 2006).

La clasificacion moderna esta basada en sofisticadas técnicas morfolégicas
como la inmunohistoquimica, microscopia electrénica de transmisién, microscopia
inmunoelectronica, analisis morfométrico y métodos moleculares como

hibridizacion in situ (Kovacs et al., 2001).

Actualmente las clasificaciones determinan la anormalidad endocrinoldgica
dominante como resultado de la secrecion elevada de una o mas hormonas
(clinicamente funcionantes), y aquellos que se manifiestan solo por los efectos del
crecimiento local de la neoplasia sin dar sintomas de alteracion endocrina
(clinicamente no funcionantes). El primero depende del tipo de hormona secretada
y el segundo del tamafno de la neoplasia y de su capacidad invasora
(Chandrasoma, 1994).

Datos de factores biolégicos implicados en la tumorogénesis de la
adenohipodfisis han sido extensamente explorados y supuestos oncogenes y
genes supresores del tumor han sido identificados, asi como algunos subtipos de
adenomas hipofisiarios. Ademas han sido propuestos marcadores patologicos
para afirmar el comportamiento biolégico de los adenomas hipofisiarios. En el
pasado, el concepto de plurihormonalidad fue pobremente entendido. La
identificacion de factores de trascripcion que regulan la diferenciaciéon celular y la
produccidon hormonal permite estructurar una clasificacion de adenomas
hipofisiarios por su citodiferenciacion y explicar patrones de la expresion génica
plurihormonal (Al-Shraim et al., 2006).
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La caracterizacion morfolégica de los adenomas hipofisiarios y la
correlacion de la hormona producida con la secrecion hormonal proporciona
informacion util. Ademas, la utilizacion de marcadores tumorales ofrecen
informacion objetiva en el manejo del paciente y predecir respuestas a un

tratamiento especifico (Kontogeorgos, 2005).

La clasificacion de los adenomas hipofisiarios se ha unificando tomando en
cuenta la histologia, la inmunohistoquimica y la microscopia electronica de
transmision de células tumorales y la importancia de la produccion hormonal,
composicion celular y citogénesis. Esta clasificacion enfatiza la relacion estructura-
funcidn e intenta correlacionar caracteristicas morfolégicas con la actividad

secretora (Kovacs et al., 2001).

7.1.- Adenoma Lactotropo

El Adenoma Lactotropo (tambien conocido como prolactinoma) es el adenoma
hipofisiario mas comun en adultos y ocurre aproximadamente en un 35% de los
adenomas hipofisiarios funcionantes (Ciccarelli, et al 2005). Los adenomas
hipofisiarios secretores de PRL se desarrollan con mayor frecuencia a partir de las
alas laterales de la hipdfisis anterior, pero al progresar llenan la silla turca y
comprimen los lobulos anterior y posterior. El tamafo del tumor varia mucho,
desde microadenomas hasta tumores invasores grandes con extension extrasillar,

aunque la mayoria de las personas presentan microadenomas (Lack, 2001).

Microscopicamente la mayoria de los prolactinomas estan compuestos de
células débilmente aciddéfilas o cromoéfobas (prolactinoma escasamente
granulados); pocos prolactinomas son fuertemente acidofilos (prolactinomas
densamente granulados). La prolactina puede demostrarse dentro de los granulos
secretores en el citoplasma de las células usando técnicas inmunohistoquimicas
(Maitra, 2005).
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En general, los prolactinomas en una mujer en edad férti  son
microadenomas indoloros (Drange et al., 2000). Las pacientes presentan efectos
como galactorrea, oligomenorrea, pérdida de libido y disfuncién sexual (Arafah et
al., 2001).

En contraste, en hombres y en mujeres post-menopausicas
frecuentemente presentan macroadenomas con o sin extension extraselar (Colao
et al., 2003. Delgrange et al., 1997), ademas causa disminucion de la libido,

impotencia y galactorrea (Maitra, 2005).

7.2.- Adenoma Somatotropo

Los adenomas hipofisiarios secretores de GH provocan aumento en el crecimiento
de casi todos los tejidos del cuerpo y originan los sindromes clasicos de
gigantismo o acromegalia dependiendo de la edad del paciente. En los nifios hay
un crecimiento uniformemente excesivo en las epifisis, que produce como
resultado un incremento masivo pero proporcionado de estatura (gigantismo) y en
los adultos las epifisis fusionadas no permiten un aumento en estatura pero hay un
crecimiento generalizado en huesos (mas visible en manos, mandibula y craneo),
y otros tejidos como el aumento en el tamano del cartilago que conduce al
crecimiento de orejas y nariz, (acromegalia). Se producen anormalidades
articulares, en particular en la columna vertebral que originan osteoartritis, el
aumento del tamafo de los tejidos blandos produce rasgos faciales toscos y
crecimiento de todas las visceras, notablemente el corazén, higado, rifiones,
suprarrenales, tiroides y pancreas Hay dos tipos histolégicos de adenomas
secretores de GH: densamente granulados y escasamente granulados (Aron,
2005, Chandrasoma, 1994).

Adenomas somatotropos densamente granulados

Los adenomas densamente granulados son acidofilos al microscopio éptico en las
tinciones de rutina, con una incidencia menor a 8 %. La microscopia electrénica

demuestra que las células son similares a los somatotropos normales, es decir,

18



MARCO TEORICO

son esféricas u ovales con caracteristicas uniformes, nucleo central redondo u
oval y abundante citoplasma, los numerosos granulos esféricos que tienen GH son
electrondensos; su tamafo es de 300-600 nm, aunque gran parte mide de 350-
450 nm (Aron, 2005).

Adenomas somatotropos escasamente granulados

Los adenomas escasamente granulados son croméfobos al microscopio 6ptico,
caracteristica que tan solo refleja la escasez de granulos secretores que puedan
tefirse; son indistinguibles de otros adenomas croméfobos excepto por la
demostracién de GH dentro de ellos por inmumohistoquimica, con una incidencia
del 9%. En microscopia electronica, las células no semejan somatotropos
normales, sino que tienen tamafios y formas variables, nucleos pleomorficos, con
frecuencia en forma de media luna y cuerpos fibrosos globulares dentro del
citoplasma. Los granulos secretores miden de 100-250 nm y estan presentes en
menor cantidad que en somatotropos normales o adenomas densamente
granulados (Aron, 2005).

7.3.- Adenoma Mamosomatotropo

Hay un grupo heterogéneo de adenomas hipofisiarios productores de GH-PRL,
cuya incidencia es de 1.5%. Se ha postulado que este tipo de adenoma surge de
una célula que produce GH y se puede transformar hacia un mamosomatotropo
(productor de GH-PRL). Resultados de estudios en la expresion génica de GH-
PRL y la inmunoreactividad en los adenomas hipofisiarios productores de GH-
PRL, sugieren que el somatotropo, mamosomatotropo y adenomas mixtos son

neoplasmas estrechamente relacionados (Bilbao, 1996).

El adenoma Mamosomatotropo es un tumor que presenta granulos que
contienen GH y PRL en una misma célula, es de crecimiento lento asociado con
acromegalia y ligera hiperprolactinemia, es fuertemente acidofilico con intensa

inmunopositividad para GH. La inmunoreactividad para prolactina es variable y
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algunos de esos tumores también contienen subunidad a (a-SU); (Bilbao, 1996;
Asa, 1994).

7.4.- Adenoma mixto GH/PRL

Expone un curso mas agresivo que los adenomas con células de GH puras; los
pacientes tienen niveles elevados de GH sérica y grandes variantes de
hiperprolactinemia. Inmunohistoquimicamente es un tumor dimorfo, en el cual GH
y PRL han sido detectados en diferentes poblaciones celulares dispuestas al azar.
La combinacién mas comun es en las células de GH densamente granuladas y
células de PRL escasamente granuladas, tiene una incidencia de 4.5% (Bilbao,
1996).

7.5.- Adenomas de célula acidéfila madre

Horvath y colaboradores en 1981 describieron bajo el término Acidophilic stem cell
adenoma, a neoplasias con caracteristicas ultraestructurales de células
productoras de GH y PRL, aunque de un comportamiento mas agresivo por su
comportamiento invasivo de crecimiento rapido, que muestra una forma inusual de
gigantismo mitocondrial (megamitocondrias), cuerpos fibrosos, reticulo
endoplasmico rugoso pobremente organizado, extrusion de granulos secretores,
aparato de Golgi primitivo y transformacion oncocitica (presencia de mitocondrias
en gran cantidad). Endocrinolégicamente estos tumores no son funcionales o
causan hiperprolactinemia, raramente producen GH, presenta incidencia de 3.5%
(Niveiro et al., 2003; Bilbao, 1996).

7.6.- Adenoma Corticotropo

Con una incidencia de 8%, estos tumores son casi siempre microadenomas
(menores de 10 mm de diametro), ya que el 50% tienen 5 mm o menos de
didmetro y se han descrito incluso algunos de 1 mm (Aron, 2005). Causan
hipercortisolismo pudiendo desarrollar sindrome de Cushing (Maitra et al., 2005),
los cuales son tumores basdfilos-croméfobos que pueden encontrarse en

cualquier parte dentro de la hipéfisis anterior. Pocas veces los tumores secretores
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de ACTH son grandes, con tendencias invasoras y con escasa frecuencia se han
informado de tumores malignos. A menudo, se observa una zona de hialinizacién
perinuclear como resultado de la exposicion de las células corticotropas al

hipercortisolismo prolongado (Aron, 2005).

7.7.- Adenoma corticotropo silencioso

Los adenomas corticotropos son diagnosticados como silenciosos solo cuando la
informacion clinica confirma la falta de hipercortisolismo y tienen una incidencia de
6%. Por histologia e inmunohistoquimica, los adenomas corticotropos silenciosos
son morfolégicamente indistinguibles de los adenomas corticotropos funcionantes
ordinarios. Hasta ahora no hay un marcador especifico para distinguir los
adenomas corticotropos silenciosos de los funcionantes. El adenoma corticotropo
silencioso subtipo 2 solo puede diferenciarse por microscopia electronica (Thodou
et al, 2007).

7.8.- Adenoma Gonadotropo

Con wuna incidencia de 2.5%, los adenomas hipofisiarios secretores de
gonadotropinas por lo comun son grandes, cromofobos y ocasionan deterioro
visual. La mayoria de los pacientes presentan hipogonadismo y muchos
panhipopituitarismo (secrecién deficiente de las hormonas producidas por la
hipdfisis) (Lack, 2001).

La valoracion hormonal en algunos muestra aumento de la FSH
acompanado de valores normales de LH, las concentraciones basales de la
subunidad a también pueden ser elevadas. La presencia simultdnea de un
aumento de FSH y LH debe sugerir un hipogonadismo primario. Asimismo, la
estimulacién de hormona liberadora de tirotropina (TRH) lleva a un aumento en la
secrecion de FSH en 33% de los casos, asi como a un aumento en la LH en 66%
(Aron, 2005).
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7.9.- Adenoma Tirotropo

Con una incidencia <1%, los adenomas hipofisiarios secretores de tirotropina, son
tumores poco frecuentes que se manifiestan como hipertiroidismo con bocio en
presencia de TSH elevada. Los sujetos con tumores secretores de TSH a menudo
son resistentes al tratamiento rutinario de eliminacién de tiroides, requieren dosis
grandes y con frecuencia multiples de 13" asi como varias operaciones para
controlar la tirotoxicosis. Histologicamente son tumores cromdéfobos, a menudo
son muy grandes y originan deterioro visual, lo que alerta al médico respecto de la
anormalidad hipofisiaria. Los individuos con estos tumores no tienen
manifestaciones sistémicas extratiroideas de enfermedad de Graves, como

oftalmopatia o dermopatia (Aron, 2005).

7.10.- Adenomas Clinicamente No Funcionales

Alrededor de una tercera parte de los adenomas hipofisiarios no estan asociados
con sintomas clinicos de sindrome de hipersecrecion hormonal, pero si, con
sintomas de masa intracraneal como dolor de cabeza, hipopituitarismo o
alteraciones en el campo visual. Este tipo de tumores son clasificados como
adenomas clinicamente no funcionantes (NFPAs, non-functioning pituitary
adenomas) (Pierantoni et al., 2005), los cuales casi siempre son grandes
(macroadenomas) cuando se establece el diagnostico; generalmente el tumor
crece en tamafo expandiéndose dentro de los confines de la silla la cual es
ampliada y redondeada y son de comportamiento invasivo. Los NFPA son uno de
los retos mas complejos en el campo médico. Dentro de este tipo de adenomas se

encuentra el de células nulas y el oncocitoma (Agrawat et al., 2007).

7.11.- Adenoma células nulas

Con una frecuencia del 17%, estos tumores ocasionan sintomas cuando se
extienden mas alla de la silla, lo cual resulta en una presion sobre las estructuras
circundantes en vez de la secrecion de una sustancia hormonalmente activa
(Kovacs et al., 2001). Sin embargo, las manifestaciones endocrinas muchas veces

tienen lugar durante meses o afios antes de hacer el diagndstico y la deficiencia
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de gonadotropina es el sintoma habitual mas frecuente. También son usuales el
hipoadrenalismo y el hipotiroidismo, pero los sintomas son sutiles y pueden
escapar a la observacion. Cuando se examinan en el microscopio electronico
muestran un aparato de Golgi rudimentario y granulos que no o raramente son
secretores (Aron, 2005; Bilbao, 1996).

Los adenomas de células nulas muestran inmunotincion positiva de una o
mas hormonas hipofisiarias (Kovacs et al.,, 2001). Asi, hoy en dia se ha
demostrado por medio de inmunohistoquimica la expresion de hormonas
gonadotropas en la mayoria de los casos de adenoma nulo, por lo que en la
actualidad se encuadrarian dentro de los de los adenomas clinicamente no
funcionantes, algunos adenomas cromoéfobos secretan PRL; en tanto que algunos
secretan TSH (Niveiro et al., 2003; Aron, 2005; Osamura et al., 2000).

7.12.- Oncocitoma

Con una frecuencia del 6%, los tumores oncociticos de la adenohipdfisis, también
conocidos como oncocitomas pituitarios, se caracterizan por abundancia de
mitocondrias, la cual puede ocupar hasta el 50% del espacio citoplasmico que
normalmente ocupa solo un 8% y opaca a otros organelos. Estos tumores
generalmente no estan relacionados con evidencias clinicas o bioquimicas de
exceso hormonal; en algunos casos, pueden estar acompafados por varios
grados de hipopituitarismo, hiperprolactinemia ligera o ambos. ElI cambio
oncocitico puede presentarse en varios otros tipos de adenomas hipofisiarios
(Kovacs et al., 2001).

7.13.- Adenomas plurihormonales

Los tumores plurihormonales producen mas de una hormona y presentan una
incidencia del 2.5%. Morfologicamente pueden ser monoformes o multiformes. Los
adenomas plurihormonales monoformes constan de una poblacion celular que
produce dos 0 mas hormonas. Las células del adenoma con frecuencia difieren de

las células adenohipofisiarias no tumorales y su derivacidn celular podria
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permanecer escondida a pesar de extensos estudios morfolégicos (kovacs et al.,
2001).

Los adenomas plurihormonales multiformes constan de dos o mas tipos de
células ultraestructuralmente distintas y cada una produce una hormona diferente
(kovacs et al., 2001). Los adenomas tirotropos son con frecuencia plurihormonales
(Teramoto et al., 2004).

8.- MARCADORES BIOLOGICOS

La patogénesis de los adenomas hipofisiarios, esta actualmente bajo una amplia
investigacion de eventos moleculares estrechamente relacionados con factores
endoégenos/exdgenos, que permiten determinar la expansion de poblaciones
celulares monoclonales. Los marcadores de proliferacion celular son también
atractivos para la investigacion, porque ayudan a identificar los factores asociados
con la regulacion del crecimiento tumoral y/o actividad cinética (Jaffrain-Rea et al.
2002).

8.1.- Ki-67

El Ki-67 (antigeno) es reconocido por el anticuerpo MIB-1, éste se expresa en las
fases Gy, S, G, y M del ciclo celular, es considerado como un factor de
proliferacion celular (factor de crecimiento) y representa un marcador asociado con
la proliferacion del tumor invasivo representando asi el mejor indicador prondstico
de adenomas hipofisiarios. Se ha descrito la correlacion entre el hallazgo
inmunohistiquimico de Ki-67 como marcadores de la recurrencia del tumor tras la
intervencion (Jaffrain-Rea et al. 2002; Astorga y Acosta, 2003; Paek. et al., 2005;
Mastronardi et al., 2001; Kontogeorgos, 2006).

8.2.- PTTG-1
El gen transformante tumoral hipofisiario por sus siglas en inglés PTTG-1 (Pituitary
Tumor-Transforming Gen-1), fue aislado originalmente de células hipofisiarias

tumorales de rata y posteriormente fue identificado en el humano. PTTG-1
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participa en varios procesos celulares como control de la mitosis (Zur et al., 2001),
transformacion celular (Zhang et al., 1999) reparacion del DNA (Romero et al.,
2001) y transactivacion de genes (Pei, 2001). En la glandula hipodfisis se ha
reportado expresion elevada de PTTG-1 en las neoplasias, lo cual correlaciona
con invasividad (Boelaert et al., 2003, Morrison et al., 1993). PTTG-1 ha sido

recientemente identificado como un gen relacionado con metastasis.

8.3.- VEGF

El factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular Endothelial Growth Factor,
VEGF), es un polipéptido multifuncional que actua inicialmente como un mitégeno
especifico de células endoteliales (Vidal et al.,, 2002) y un inductor de
angiogénesis fisioldgica y patoldgica. La angiogénesis que es el crecimiento de
nuevos capilares de vasos sanguineos pre-existentes, es la clave para la
tumorogénesis en neoplasias con crecimiento mas alla de pocos milimetros de
diametro. EI VEGF es también esencial para el desarrollo normal de
vasculogénesis y angiogénesis. La presencia del VEGF ha sido ampliamente
reportada en adenomas hipofisiarios humanos y varias lineas celulares
hipofisiarias. Sin embargo, los factores que regulan esta expresion en estos

tumores aun no han sido ampliamente investigados (Borg et al, 2005).

8.4.- FIk-1

Durante la angiogénesis las células endoteliales liberan enzimas que degradan la
membrana basal, migran a través de la membrana para formar un brote, proliferar
y extender el vaso; muchos factores de crecimiento actuan como estimuladores o

inhibidores de este complejo proceso (Strawn et al., 1996).

El VEGF y uno de estos receptores conocido como Fetal liver kinase-1 (Flk-
1), el cual también se expresa especificamente en células endoteliales, es una
pareja que juega un rol importante en la formacion y brote de vasos sanguineos

dando origen a la vasculogénesis y la angiogénesis. Sin embargo, se ha
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encontrado que los receptores de VEGF también pueden expresarse en células no
endoteliales, especialmente en células tumorales (Strawn et al., 1996. Onofri et al.,
2003).

La inmunoreactividad del Flk-1 ha sido detectada solo en formaciones

vasculares en hipofisis normal y en adenomas hipofisiarios (Onofri et al., 2003).

8.5.- CD-34

CD-34 es un antigeno de células precursoras del sistema hematopoyético, cuya
deteccidn a través de la inmunohistoquimica puede ser util para identificar células
leucémicas y tumores vasculares, pero igualmente ha servido para precisar el
diagndstico de numerosos tumores de partes blandas con apariencia fusocelular.
El antigeno CD-34 es una proteina transmembranal inicialmente detectada por las
células del sistema linfohematopoyético precursoras de la serie mieloide y
presentes en la medula 6sea; este antigeno se observa también en el endotelio
vascular ademas en diversos tumores de las partes blandas (Van de Rijn et al.,
1994; Drew et al.,, 2005). En los adenomas marca el endotelio de los vasos

sanguineos, permitiendo analizar la proliferacion vascular.

9.- TECNICAS HISTOPATOLOGICAS APLICADAS EN EL ANALISIS DE LOS
ADENOMAS HIPOFISIARIOS

Los adenomas hipofisiarios son un grupo heterogéneo de neoplasias, debido a
que se originan de una glandula endocrina formada por diversos tipos celulares,
como ya se explicd anteriormente. Es por eso, que en el estudio de los adenomas
hipofisiarios se aplican diversas técnicas, que en conjunto dan la informacién

necesaria para hacer posible el diagndéstico adecuado.
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9.1.- Técnica de hematoxilina-eosina

La hematoxilina es un colorante natural, que fue usado por primera vez alrededor
de 1863. Este colorante en combinacion con sales de aluminio, hierro, cromo,
cobre o tungsteno es una tincién nuclear excelente. El colorante natural activo, la

hemateina, se forma por la oxidacion de la hematoxilina.

Este proceso de maduracion ocurre espontaneamente si las soluciones de
hematoxilina se dejan en reposo por varios dias. Hay dos procedimientos usados
en los laboratorios de histopatologia: la hematoxilina de Mayer y la de Harris. En
este caso se uso la de Mayer la cual tife los nucleos celulares de color azul.
Después de la aplicacion de la hematoxilina, se usa la solucion de eosina para
contrastar, ya que esta tifie el citoplasma de color rosado. La técnica de
hematoxilina y eosina es la técnica de rutina usada en los laboratorios de
histopatologia, ya que permite observar todos los componentes de un tejido dando
la informacién suficiente y confiable para poder dar el diagndstico en la mayoria de
los casos (Allen, 1992).

Cuando se requiere obtener mayor informacién y caracterizacion de los
tejidos, se aplican técnicas especiales que evidencian la presencia de estructuras
y sustancias especiales que permiten averiguar a mayor detalle el estado

fisiolégico y molecular.

9.2.- Técnica de Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica (IHQ), es un método para localizar antigenos especificos
en tejidos o células basado en el reconocimiento de antigeno-anticuerpo.
Aprovecha la especificidad de la unién de un anticuerpo a su antigeno, para

aplicarla a nivel microscopico.

La historia de la inmunohistoquimica se remonta a los afios 1940, cuando

Coons desarrollé una técnica de inmunofluorescencia para detectar antigenos en
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cortes de tejido congelado (Coons, 1941), sin embargo hasta el inicio de los afios

1990 se le dio aplicacion en la patologia (Taylor, 2006).

Nakane y Pierce (1966), posteriormente desarrollaron la técnica de IHQ la
cual permite caracterizar diversos tipos celulares por medio del marcaje con
anticuerpos por la conjugacion de la peroxidasa de rabano, la cual es faciimente
visualizada en tejidos usando a la diaminobencidina como revelador. La presencia
de las hormonas de la adenohipofisis fue demostrada por Nakane en 1968

aplicando el método de la inmunoperoxidasa.

Mason en 1969 modificd la técnica de Nakane introduciendo un puente
enzimatico, que es un anticuerpo secundario conjugado con la peroxidasa, el cual
a su vez se une al anticuerpo primario. Sternberger (Sternberger, 1979) desarrollo
un nuevo método tomando como base el método de Mason el cual consistia en
que el segundo anticuerpo no estuviera marcado y se agregara un tercer
componente denominado reactivo PAP, el cual esta formado por complejos
inmunes a la enzima peroxidasa y de anticuerpos antiperoxidasa. El segundo
anticuerpo ya unido al primario se une al PAP cuando éste es agregado. La union
en mayor cantidad de la enzima por antigeno, amplifica la reaccion y eleva la
sensibilidad. Posteriormente se realiz6 otra modificacion a la técnica, la cual se
basa en la afinidad de la Biotina (una vitamina que puede conjugarse con
proteinas), por la Avidina (glicoproteina derivada del huevo) en donde la reaccién
es irreversible. Por este método el segundo anticuerpo y la enzima peroxidasa son

biotinilados.

La Biotina en la enzima peroxidasa es unida con la Avidina, la cual, debido
a que esta puede combinarse con cuatro moléculas de Biotina, también se une a
la Biotina en el segundo anticuerpo, formando un puente Biotina-Avidina, entre la
enzima y el segundo anticuerpo. A través de esta afinidad Biotina-Avidina se

incrementa la sensibilidad del ensayo mas que en la técnica de PAP (Figura. 5).
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En resumen, la técnica inmunohistoquimica involucra la deteccion de
sustancias quimicas especificas dentro del tejido por medio del uso de anticuerpos
derivados de sustancias. Los anticuerpos son aplicados en secciones de tejido
para que encuentren su antigeno correspondiente. Un sistema de deteccion es
empleado para identificar la localizacién de estos anticuerpos usando moléculas
marcadoras que pueden ser visualmente reconocidas. Los anticuerpos son
producidos por la introduccion de una sustancia quimica especifica a un sistema

inmune de especies que no estan relacionadas .
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Figura. 5. Método indirecto de avidina-biotina. El anticuerpo primario (Ab 1°) no
marcado detecta al antigeno (triangulos). El anticuerpo secundario (Ab2°) marcado
con biotina (B) reconoce al determinante antigénico del Ab 1° (asterisco); el Ab 2°
se une al complejo avidina — peroxidasa (A-Px). La peroxidasa al estar en contacto
con la diaminobencidina toma un color café (cromégeno) que revela la reaccion
(Taylor, 2006).
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En el estudio de los ADH la IHQ es una herramienta muy util e importante,
ya que nos dara la informacion necesaria para averiguar la actividad secretora y
de esta forma poder realizar su clasificacion y correlacion histopatolégica (Saeger
et al., 2007)

9.3.- MICROSCOPIA ELECTRONICA

La microscopia electrénica es una herramienta muy valiosa que nos permite
estudiar células de diferentes tejidos con gran detalle ya que por sus
caracteristicas fisicas permite analizar los diferentes componentes de los tejidos a
grandes aumentos. En los adenomas hipofisiarios podemos observar
caracteristicas morfolégicas de cada tumor como: presencia de células bien
delimitadas de forma poliédrica o alargada, nucleos de forma redondeada o con
formas irregulares, reticulo endoplasmico rugoso dilatado y arreglado de forma
lamelar o concéntrica, ribosomas libres, complejo de Golgi bien desarrollado y
mitocondrias escasas, presencia de acumulos amiloide en el citoplasma celular o
en el espacio intercelular; ademas, granulos de secrecion hormonal pleomoérficos,
fusionados o con un halo alrededor. Por lo tanto, por medio de la microscopia
electronica se puede realizar el analisis y la clasificacibn de manera precisa
tomando en cuenta las caracteristicas ultraestructurales del tumor (Vidal et al.,
1999)
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JUSTIFICACION

De acuerdo a sus caracteristicas histolégicas los adenomas hipofisiarios son un
tipo de neoplasia considerada no maligna, ya que no son capaces de presentar
metastasis a distancia, pero pueden tener un comportamiento invasor y de
caracter agresivo, por que pueden recurrir haciendo necesaria la intervencion
quirargica hasta en varias ocasiones. Anteriormente se les clasificaba de acuerdo
a su afinidad con los colorantes de rutina de la técnica de hematoxilina y eosina, lo
cual no daba la informacion suficiente que pudiera interrelacionar con los signos y
sintomas del paciente. Actualmente es necesario estudiar a esta entidad tumoral
de manera integral, siendo necesaria la aplicacién de técnicas especiales para
averiguar las caracteristicas hormonales, ultraestructurales y de expresion
molecular que permitan su clasificacion, resultando asi en una mejor atencion para
el paciente. Por otro lado, el comportamiento bioldgico de los adenomas, a pesar
gue ha sido estudiado ampliamente aplicando diferentes estrategias histolégicas y
moleculares, no ha podido ser comprendido debido a la diversa y complicada
actividad endocrina de la glandula, por lo que actualmente se aplican técnicas
especificas que ayuden a dilucidar su actividad proliferativa. Por esto en el
presente trabajo se realizé un estudio de los adenomas hipofisiarios que incluyé
varios métodos de analisis, para clasificarlos y interrelacionar esta informacion
para conocer un poco mas acerca de este tipo de tumores. Esto permitira realizar
un estudio patoléogico mas preciso, interrelacionando las observaciones

histopatoldgicas, con las de la clinica y asi ayudar a un mejor tratamiento.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar adenomas hipofisiarios de acuerdo con sus manifestaciones clinicas,

tamafio de la neoplasia, actividad secretora, caracteristicas ultraestructurales y

patrén de crecimiento por medio de microscopia 6ptica y electrénica de

transmision.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Obtener de los expedientes de los pacientes las manifestaciones clinicas
con que ingresaron a la unidad médica, asi como las caracteristicas del
adenoma que se obtuvieron por medio de los estudios de imagen

(resonancia magnética y / o tomografia axial computarizada).

Averiguar la actividad secretora de los adenomas hipofisiarios por medio de
la técnica de inmunohistoquimica haciendo uso de anticuerpos para las

diferentes hormonas adenohipofisiarias.

Analizar la actividad proliferativa y la vascularizacion de los adenomas
hipofisiarios por medio de la técnica de inmunohistoquimica, aplicando

marcadores bioldgicos, lo cual ayudara a averiguar su comportamiento.

Estudiar las caracteristicas ultraestructurales de los adenomas hipofisiarios

por medio de microscopia electronica de transmision.

Desarrollar y evaluar una técnica para rescatar fragmentos de tejido de
adenomas hipofisiarios incluidos previamente en parafina y procesarlos

para microscopla electronica de transmision.

Clasificar a los adenomas hipofisiarios de acuerdo a su actividad secretora

y caracteristicas ultraestructurales.
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HIPOTESIS
Si algunos de los adenomas hipofisiarios se caracterizan por su actividad
hormonal manifestdndose en el paciente por una serie de signos y sintomas de
acuerdo a las hormonas secretadas, y otros adenomas hipofisiarios no
presentan alteraciones endocrinas pero pueden sintetizar hormonas y ademas
ambos tipos pueden tener comportamiento invasivo, entonces la combinacion
de técnicas inmunohistoquimicas y de microscopia electronica permitira la
evaluacion de los adenomas, de tal forma que sera posible realizar una mejor
clasificacion del tumor de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas y de

expresion de marcadores moleculares y celulares.

33



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Se obtuvo el material del
acervo y de los expedientes
correspondientes se obtuvo

datos de: género, edad,

antecedentes, estudio de
imagen y sintomas

I
Del material del acervo
(bloques de parafina) y se
realizaron cortes seriados
en un micrétomo,
posteriormente se
desparafinaron

Se tomo tejido del
bloque de parafina para
incluirlo en resina
hidrofilica

Una vez incluidos se
cortaron en un
ultramicrétomo a 1umy
después a 60 nm

Se observaron en el
microscopio
electrénico

Se cortaron en un
ultramicrétomo a 1umy
después a 60 nm

Se observaron en el
microscopio
electrénico

Se obtuvo material del
acervo (bloques de
resina hidrofilica (LR-
White) y resina
hidrofébica (EPON)

Se sometieron a la Se sometieron a la técnica
técnica de de inmunohistoquimica

- . contra hormonas
hematoxilina-eosina hipofisiarias
(PRL, GH, ACTH, TSH, LH
y FSH)

Se observaron en
el microscopio
6ptico

Se observaron en
el microscopio
6ptico

Se sometieron a la técnica
de inmunohistoquimica
contra marcadores
biolégicos (Ki-67, PTTG-1,
VEGA, Flk-1y CD-34)

Se observaron en el

microscopio éptico




MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS
Para la realizacion de esta tesis se utilizo material del acervo de piezas
patolégicas del departamento de Neuropatologia, del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez de la Secretaria de Salud. De
este acervo se emplearon los materiales de los casos de adenomas hipofisiarios

correspondientes a los afios 1996 a 2000.

Del registro de las biopsias analizadas en el departamento, se obtuvieron
los casos, nombres y niumeros de expediente de cada paciente. Se realiz6 un
analisis detallado de cada uno de los expedientes de los pacientes, de los cuales
se tomo registro de los siguientes datos: género, edad, antecedentes seguimiento
de consultas, estudios de imagen (resonancia magnética y tomografia axial

computarizada), sintomas de presentacion de la enfermedad y perfil hormonal.

Cada una de las biopsias fue fijada en formaldehido al 10% (anexo 1),
deshidratada en concentraciones graduales ascendentes de alcoholes vy
preincluida en parafina, con ayuda de un procesador automatico de tejidos
(Histokinette 200, Reichert-Jung, American Optical Buffalo, NY) (anexo 2).
Posteriormente fueron incluidas en bloques de parafina y de cada una de las
muestras, se realizaron cortes seriados (aproximadamente 12 laminillas por caso)
a 4 um de grosor en un micrétomo (Microm HM 320, Germany). Los cortes fueron
montados en laminillas pretratadas con silano (3-Aminopropyltriethoxy-silane,
Sigma Aldrich Chemical. Steinheim Germany) (anexo 3) el cual les confiere carga
a las laminillas y permite una mejor adherencia de los tejidos, evitando que estos
se desprendan al ser sometidos a las diferentes técnicas. Los cortes
posteriormente se desparafinaron y se hidrataron. Un corte de cada caso fue
tefiido por el método de hematoxilina-eosina (anexo 4). Las laminillas fueron

observadas con un microscopio 6ptico Olympus CH2 a diferentes aumentos.
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INMUNOHISTOQUIMICA
Se realiz6 la técnica de inmunohistoquimica usando el método de Steptavidina-
Biotina-Peroxidasa con anticuerpos primarios contra las diferentes hormonas
hipofisiarias PRL, GH, FSH, LH, TSH (BioGenex, San Ramén, CA) y ACTH (Dako
Carpinteria, CA) y marcadores biolégicos Kl-67 (Dako Carpinteria, CA); PTTG
(Zzymed, San Francisco CA); Flk-1, VEGF (Santa Cruz, Santa Cruz CA); CD34
(BioGenex, San Ramon, CA).

Las laminillas de cada de cada caso, asi como de hipdfisis humana normal
obtenida en autopsia (control positivo), fueron desparafinadas e hidratadas, se
bloque6 la peroxidasa enddégena y los sitios antigénicos inespecificos.
Posteriormente las laminillas se incubaron en los anticuerpos primarios: PTTG-1
(dilucién 1:100), Ki-67 (dilucién 1:100), VEGF (dilucion 1:50), FIk-1 (dilucion 1:50) y
CD 34 (concentracion estandar lista para usarse). Después de desparafinar e
hidratar, se realizé un paso intermedio de recuperacion de sitios antigénicos para
desenmascarar los antigenos, que seran reconocidos por los anticuerpos, que

fueron bloqueados por el proceso de fijacion (anexo 5).

Se realiz6 la deteccion de la reaccion utilizando el kit Super Sensitive Link-
Label IHQ (BioGenex, San Ramon Ca, USA) y se revel6 con diaminobencidina con
el kit Liquid DAB (BioGenex, San Ramon Ca. USA) (anexo 5). Las laminillas
fueron analizadas en un microscopio optico Olympus CH2.

MICROSCOPIA ELECTRONICA
Para el procesamiento por microscopia electronica, primero se observaron los
cortes de parafina tefiidos con hematoxilina y eosina y se seleccioné la zona a
analizar. Los tejidos fueron tomados del bloque de parafina, se desparafinaron, se

preincluyeron e incluyeron en una resina hidrofilica (anexo 6).
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Una vez incluidos, se cortaron en un ultramicrotomo (OM U 3, Reichert
Jung, Austria) a un grosor de 1 um, se tifieron con azul de toluidina y se
observaron en el microscopio 6ptico mencionado a diferentes aumentos. Una vez
que se ubico un sitio adecuado en el corte de 1 um, se realizaron cortes finos de
aproximadamente 60 nm (en el rango de colores gris-plata del espectro de colores
de interferencia); se contrastaron con los metales pesados, acetato de uranilo y
citrato de plomo y se observaron en un microscopio electrénico de trasmision
Zeiss EM 10-A. Se tomaron micrografias electronicas en un rollo de pelicula de
alto contraste (Kodalith, Kodak), el cual fue revelado y se imprimieron las

fotografias en papel (Kodabrome F-2, Kodak).

En otras biopsias fue posible procesarlas directamente para la técnica para
microscopia electronica con resina hidrofilica (anexo 6); y los fragmentos de otras
biopsias fueron procesados con la técnica de resina hidrofébica (EPON), los
cuales fueron fijados en glutaraldehido al 2.5 % en amortiguador de cacodilatos y
post-fijados con tetradxido de osmio (Sigma); deshidratados e incluidos en una
resina hidrofébica EPON (Merk). Por altimo se realizaron cortes y contraste como

ya se indico anteriormente (anexo 7).

Hematoxilinay eosina

Los cortes de cada uno de los casos fueron analizados con ayuda de un
neuropatologo experto, quien con base a las caracteristicas histopatoldgicas dio el
diagnéstico de adenoma hipofisiario.

Inmunohistoquimica

La actividad secretora detectada por medio de los anticuerpos contra las
diferentes hormonas adenohipofisiarias, fue evaluada en cada uno de los casos de
forma semicuantitativa. De acuerdo a la intensidad de la positividad, se determino

que la reaccion era baja:+, media: ++ o alta: +++.
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Con los anticuerpos de los marcadores biolégicos (PTTG-1, Ki-67, VEGF y
FIk-1) se calcul6 un indice de marcaje, el cual consisti6 en contar el nimero de
células positivas en una poblacién de 100 células en 10 campos a un aumento de
40X, dando como resultado el porcentaje promedio de células positivas para cada
caso analizado, * la desviacion estandar. Para la evaluacion de la proliferacion
vascular marcada con el anticuerpo CD34, se cont6 el numero de vasos marcados
en 10 campos a un aumento de 40X, reportando como resultado el nimero de
vasos promedio por campo para cada caso analizado, * la desviacion estandar.
La evaluacion del marcaje con todos los anticuerpos se realiz6 en zonas con la

mayor densidad celular.

Microscopia electronica

La ultraestructura de los adenomas hipofisiarios fue observada en un microscopio
electrénico de transmision, analizando la conservacion celular, integridad de las
membranas celulares y nucleares, presencia y morfologia de organelos celulares,
asi como presencia y densidad de granulos de secrecion. Con esta informacion se
realizd la correlacion entre la ultraestructura, el tipo de hormona secretada
identificada con IHQ, el cuadro clinico del paciente y su comportamiento biolégico,
analizado con los marcadores bioldgicos (Ki-67, PTTG-1, VEGF, FIk-1 y CD-34).

La ultraestructura de los adenomas también se evalu6 comparando la
conservacion del tejido entre las biopsias procesadas directamente para
microscopia electrénica y las que fueron rescatadas del boque de parafina, con el
fin de analizar la utilidad de esta técnica.
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RESULTADOS

Se obtuvieron 37 adenomas hipofisiarios correspondientes a 36 pacientes (un
paciente con dos biopsias: una en el afio 1996 y otra en el afio 1997) los cuales
correspondieron a 58.33% (21) de mujeres y 41.66% (15) de hombres, con un

rango de edad 15-76 afios y con un promedio de 47.52 afios.

De los 36 pacientes estudiados 23 fueron macroadenomas y 2 fueron

microadenomas, el resto no mostraba este dato en su expediente.

Con la tincibn de hematoxilina y eosina los tumores mostraron gran
densidad celular, con nucleos redondeados de tamano uniforme, no se

encontraron células en mitosis (Figura. 1).

0. 5)

Figura. 1. Cortes de adenoma hipofisiario tefiido con hematoxilina y eosina. Se
muestran células de morfologia homogénea. Algunas células muestran
caracteristicas acidofilas indicada por el color rosado del citoplasma (flecha),
producto de la afinidad a la eosina. (A: 200X; B: 400X)

ADENOMAS HIPOFISIARIOS CLINICAMENTE NO FUNCIONANTES
De los pacientes estudiados, 26 biopsias fueron de adenomas clinicamente no

funcionantes, 17 mujeres y 9 hombres, cuyo promedio de edad fue de 56.8 y 51

afos respectivamente. Los pacientes presentaron como sintomas, cefalea,
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disminucién progresiva de la agudeza visual y un hombre de 19 afios ademas

presentd disminucién de la libido.

La deteccion del contenido hormonal para cada uno de los casos se realizo

por medio de la técnica de IHQ (Tabla 1). El perfil hormonal de estos pacientes no

mostré secrecion elevada con respecto a los rangos de normalidad.

No. No. Edad | Sexo INMUNOHISTOQUIMICA
De afos
Caso PRL GH FSH LH TSH ACTH

1 1 61 F - - +++ - - -
2 2 47 F - - - - - -
3 3 63 F - - +++ ++ - -
4 5 61 F - - - - - -
5 6 75 F - - ++ - - _
6 7 66 F - - - + - -
7 8 18 F + - - - - -
8 9 43 M - - ++ + - -
9 10 50 F - - + + - -
10 11 58 M - - + - - -
11 18 63 F - - + + - -
12 19 64 F - - + - -
13 20 75 F - - + - - -
14 21 54 F - - - - - -
15 22 51 F - - + - - -
16 23 46 M - - + + - -
17 24 19 M - - + - +++ +++
18 25 52 F - - + - - -
19 28 76 M - - + + - -
20 29 43 M - - +++ - - i
21 30 75 F - - + - - -
22 31 21 M - + +++ - +++ -
23 33 58 M + - - - - -
24 34 26 F + + ++ - - -
25 35 49 M - - - - - -
26 36 66 F - - - - - -

Tabla 1. Evaluacion semi-cuantitativa de adenomas hipofisiarios clinicamente no
funcionantes. F= femenino; M= Masculino; PRL= prolactina; GH= hormona de
crecimiento; FSH=hormona estimulante del foliculo; LH= hormona luteinizante;
TSH= hormona estimulante de la tiroides; ACTH= hormona adrenocroticotropica. -
= reaccidn negativa; + = reaccion baja; ++ = reaccion media; +++ = reaccion alta.
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De manera general en el grupo de adenomas clinicamente no funcionantes se
encontré6 que 19 pacientes resultaron positivos para la secreciéon de hormonas
gonadotropicas, solas o en combinacion con otras hormonas; 2 para prolactina y

en 5 no se identifico secrecién hormonal (Tabla 2)

En 7 pacientes mujeres se presentod recurrencia después de la intervencion
realizada y en 4 pacientes mujeres ya se habia intervenido previamente por

adenoma, en el resto de pacientes mujeres no se presento recurrencia.

En 4 pacientes hombres se presentdé recurrencia después de la
intervencion. En 3 pacientes hombres se habian intervenido por adenoma
hipofisiario, uno en dos ocasiones; y dos en tres ocasiones, el resto de pacientes

hombres no se presentoé recurrencia.

n Edad PRL | FSH | LH | PRL- | FSH-| FSH- | FSH- | NS
Género promedio GH- | LH | TSH- | TSH-
FSH ACTH | GH
F 17 56.8 1 7 1 1 3 0 0 4
M 9 51 1 2 0 0 3 1

Tabla 2. Actividad secretora detectada por inmunohistoquimica, de los adenomas
hipofisiarios clinicamente no funcionantes. PRL= Prolactina; GH=hormona del
crecimiento; FSH = hormona foliculo estimulante; LH= hormona luteinizante; TSH=
hormona estimulante de la tiroides; ACTH= hormona adrenocorticotrépica; NS=
adenoma no secretor

ADENOMAS HIPOFISIARIOS CLINICAMENTE FUNCIONANTES
Usando la técnica de inmunohistoquimica se pudo determinar la actividad
secretora de los diferentes adenomas hipofisiarios (Figura. 2). La detecciéon del

contenido hormonal para cada uno de los casos se muestra en la Tabla 3.
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(&) (B

Figura. 2. Cortes de adenoma hipofisiario tefiido con la técnica de
inmunohistoquimica. A) Corte de adenoma hipofisiario tomado como control
negativo de la técnica, en donde no se observa deteccién (400X). B) corte de
adenoma hipofisiario con actividad secretora a prolactina indicada por el color café
del citoplasma (flecha), (400X).

No. | Edad | Sexo INMUNOHISTOQUIMICA
No. De PRL | GH FSH LH TSH | ACTH
Caso
1 4 48 F - + - - - -
2 12 42 M - - - - - -
3 13 26 M - - - - - +++
4 14 15 M + + + - - -
5 15 29 M + + - - - -
6 16 39 M - + + - - -
7 17 17 M + + + - - -
8 26 15 M + + + - - -
9 27 51 F - + - - - +++
10 32 34 F - ++ - - - ++
11 37 28 F - + - - - -

Tabla 3. Evaluacién semi-cuantitativa de adenomas hipofisiarios clinicamente
funcionantes. PRL= Prolactina; GH=hormona del crecimiento; FSH = hormona
foliculo estimulante; LH= hormona luteinizante; TSH= hormona estimulante de la
tiroides; ACTH= hormona adrenocorticotropica; NS= adenoma no secretor; - =
reaccion negativa; + = reaccion baja; ++ = reaccion media; +++ = reaccion alta.

El perfil hormonal de estos pacientes mostré6 secrecion elevada con
respecto a los rangos de normalidad. De los pacientes estudiados, 11 biopsias

fueron de adenomas hipofisiarios clinicamente funcionantes, 4 mujeres y 7
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hombres cuyo promedio de edad fue de 40 y 28 afios respectivamente; los cuales
presentaron sintomas relacionados con la hipersecrecion hormonal: para hormona
del crecimiento present6 acromegalia (incremento del tamafio de las manos asi
como en talla de zapatos), ademas se presento disminucidn de la agudeza visual y
cefalea, los pacientes presentaron niveles de GH de 28.3-55.4 ng/ml por encima
del rango normal de 0.0-20.0 ng/ml. Para ACTH los pacientes presentaron
sintomas de la enfermedad de Cushing (con mala distribucién de la grasa notando
cara redonda y térax ensanchado), asi como disminucion de la agudeza visual,
disminucién del apetito sexual, caida del cabello y cefalea. En un caso el cortisol
se encontro en (282.3 ng/ml) siendo de 50-250 ng/ml el rango normal; en otro caso
el paciente presentd niveles de cortisol dentro de los parametros normales pero

los sintomas clinicos muestran caracteristicas de enfermedad de Cushing.

En general en el grupo de adenomas clinicamente funcionantes se encontrd
gue 7 resultaron positivos para la hormona del crecimiento, sola o en combinacién
con otras hormonas; 1 para la hormona adrenocorticotrépica; y en 3 no se
identificé secrecion hormonal. Cabe destacar que en dos biopsias que pertenecen
al mismo paciente fue encontrado por medio de la técnica de inmunohistoquimica
positivo para las hormonas del crecimiento, prolactina y foliculo estimulante pero
sus sintomas clinicos mostraban caracteristicas de enfermedad de Cushing (Tabla
4)

Geénero n Edad GH |ACTH| PRL- | GH- | GH GH NS
promedio GH | PRL- | FSH | ACTH
FSH
F 4 40.5 2 0 0 0 0
M 7 28.16 0 1 1 1 1 0

Tabla 4. Actividad secretora, detectada por inmunohistoquimica, de los adenomas
hipofisiarios clinicamente funcionantes PRL= Prolactina; GH=hormona del
crecimiento, FSH = hormona foliculo estimulante; ACTH= hormona
adrenocorticotropica; NS= adenoma no secretor.
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MARCADORES BIOLOGICOS

De las 26 biopsias obtenidas en pacientes que presentaron adenomas
clinicamente no funcionantes, en 19 se realiz0 la técnica de inmunohistoquimica
para marcadores bioldgicos. No fue posible realizar este andlisis en todos los
casos debido a que en algunos de ellos la cantidad de tejido tumoral obtenido por
neurocirugia no fue suficiente y se dio prioridad al andlisis de H-E y de
inmunohistoquimica para hormonas hipofisiarias. En otros casos la muestra se

perdio en el proceso o se presentd necrosis en el tejido.

ADENOMAS HIPOFISIARIOS CLINICAMENTE NO FUNCIONANTES
Los adenomas clinicamente no funcionantes fueron evaluados para cada una de

los marcadores biolégicos (Tabla 5).
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No. CLASIFICACION % Ki-67 % % Flk-1 | % VEGF | % CD34
Caso + DS PTTG-1 + DS % + DS + DS
+ DS
1 CNF FSH + ND 89.7+ 4 945 + 44+1.1
2.6
2 CNF NS ND Débil 15.8+ 14.2 + 8.7+4.5
29+6.6 2.6 1.7
3 CNF FSH-LH 5.3+2.5 2.8+0.9 16.1+4.6 ND 25.4+8.9
5 CNF NS 1.7+ 40.0+3.8 19.5+2 19+ 35 8.6+1.2
0.8
6 CNF FSH 25.4+5.3 42.2+4.3
7 CNF LH 4+14 71.9+ 20+ 3.7 | 15.6+£3.2
17.3
9 CNF FSH-LH 8+1.2 11.1+1.2 11.2+ 11.3+ 10.2+1.6
2.1 1.5
11 CNF FSH 321
19 CNF FSH 8.7%+3 26.4+4.5 30+4.9 29.8+ 8.5+2.2
2 3.9
20 CNF FSH 58+26 814+ 41.6 + 38.3+ 15.8+3.4
9.3 10.2 9.5
21 CNF NS 5.3+1.6 | 33.9+6.9 ND 12.2+ 8.2+1.8
2.5
22 CNF FSH 16.745.8 34+6.1 417454 | 34.1+2.2 10+2.1
24 CNF FSH- 30.2+9 27.9 + 24+1.4 325+ 7+1.6
TSH- 4.8 4.3
ACTH
25 CNF FSH 16.8 + 42 .4 + 7+1.6
2.7 18.3
28 CNF FSH-LH NECRO 18.6 ND NECRO | 16.2+3.1
1.9
29 CNF FSH 6.6+ 242 £ 2 25+ 1.5 30.8 11.1+3.1
2.5 +7.3
30 CNF FSH 1.4+0.5 18+1.6 26.7+5.5 | 35.1+4.4 | 10.8+1.8
31 CNF GH-FSH- ND 16.9+2.7 14.7+3 26.4 + 9.6+1.6
TSH 3.6
34 CNF PRL-GH- 9+1.4 19.2+1.9 20.5 + 97.2 + 12.7+3.6
FSH 3.4 3.3

Tabla 5- indice de marcaje expresado en porcentaje, de los marcadores
biolégicos en adenomas clinicamente no funcionantes. CNF= clinicamente no
funcionantes, NS= no secretor, ND= no determinado, NECRO= necrosis, FSH =
hormona foliculo estimulante, LH= hormona luteinizante, TSH= hormona
estimulante de la tiroides; ACTH= hormona adrenocorticotropica, Prl= Prolactina;
GH=hormona del crecimiento, DS= desviacién estandar.
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Ki-67.

Se realiz6 la técnica de inmunohistoquimica para el Ki-67 en 13 biopsias. El indice
de marcaje para este tipo de adenomas fue de 8.1 + 7.4; en la evaluacion se
puede observar que los adenomas positivos a FSH presentan el indice de marcaje
mas alto en comparacion con los adenomas que fueron positivos a GH o LH. En el
caso del adenoma mixto el indice de marcaje esta elevado porque solo se cuenta

con una biopsia lo que hace que se eleve el porcentaje (Tabla 6).

CLASIFICACION % PROMEDIO + DS
CNF 8.1+7.4
CNF-S 8.917.7
CNF-NS 3.5+1.8
CNF-Gonadotropos 6.6+4.2
CNF - FSH/LH 6.6+1.3
CNF-FSH 7.1+4.9
CNF-LH 4.0+1.4

CNF-Mix 19.6+10.6

Tabla 6- indice de marcaje expresado en porcentaje, del Ki-67 en adenomas
clinicamente no funcionantes. CNF= Clinicamente no Funcionantes; CNF-S=
Clinicamente no Funcionantes Secretores; CNF-NS= Clinicamente no
Funcionantes No Secretores; CNF-Gonadotropos= Clinicamente no Funcionantes
secretores de gonadotropinas combinadas y por separado; CNF-FSH / LH=
Clinicamente no Funcionantes Secretores de gonadotropinas combinadas; CNF-
FSH= Clinicamente no Funcionantes secretores de Hormona Foliculo Estimulante;
CNF-LH= Clinicamente no Funcionantes secretores de Hormona Lutenizante;
CNF-Mix= Clinicamente no Funcionantes Mixtos, DS= desviacién estandar.

PTTG-1.
El marcador biolégico PTTG-1 se evalu6 en 16 biopsias, la expresion del PTTG-1
en este tipo de adenomas fue de 29.5 + 20.0 y se puede observar que los

adenomas secretores de LH presentan una mayor expresiéon con 71.9 + 17.3 que
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los adenomas positivos a FSH, GH o mixtos donde la expresién es menor (Tabla
7).

CLASIFICACION % PROMEDIO + DS
CNF 29.5+20.0
CNF-S 28.4+22.0
CNF-NS 34.3+4.5
CNF-Gonadotropos 30.5+24.5
CNF -FSH/LH 10.8+6.4
CNF-FSH 33.5+22.2
CNF-LH 71.9+17.3
CNF-Mix 21.3+4.7

Tabla 7- indice de marcaje expresado en porcentaje, del PTTG-1 en adenomas
clinicamente no funcionantes. CNF= Clinicamente no Funcionantes; CNF-S=
Clinicamente no Funcionantes Secretores; CNF-NS= Clinicamente no
Funcionantes No Secretores; CNF-Gonadotropos= Clinicamente no Funcionantes
secretores de gonadotropinas combinadas y por separado; CNF-FSH / LH=
Clinicamente no Funcionantes Secretores de gonadotropinas combinadas; CNF-
FSH= Clinicamente no Funcionantes secretores de Hormona Foliculo Estimulante;
CNF-LH= Clinicamente no Funcionantes secretores de Hormona Luteinizante;
CNF-Mix= Clinicamente no Funcionantes Mixtos, DS= desviacion estandar.

FIk-1, VEGF, CD-34

Estos marcadores fueron evaluados juntos ya que dan informacion de la
angiogénesis y vascularidad en el tejido. Para los ADH CNF la expresion del
VEGF se evalu6 en 14 biopsias y su expresion fue de 35.8 + 25.3, los adenomas
positivos a FSH son los que presentan un indice mayor con respecto a adenomas
positivos a GH o LH, los adenomas mixtos presentan valores elevados ya que solo
se cuenta con una muestra y hace que se eleve sus valores; de su receptor el Flk-
1, evaluado en 15 biopsias, su expresion fue de 22.9+19.0, los adenomas

positivos a FSH son los que presentan el mayor indice de marcaje en comparacion
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con los adenomas positivos a GH o Mixtos. Por ultimo el marcaje a CD-34,
evaluado en 18 biopsias, fue de 11.4 + 4.8, teniendo los valores mas elevados los
adenomas gue presentaron positividad a las gonadotropinas en combinacion (FSH

/ LH), en comparacién con los positivos a GH o mixtos (Tabla 8).

CLASIFICACION % PROMEDIO + DS

MARCADORES Flk-1 VEGF CD-34
CNF 22.9119.0 35.8425.3 11.444.8
CNF-S 31.9+19.7 41.0+£25.7 12.14+5.07

CNF-NS 13.6+1.8 15.1+2.8 8.5+0.2
CNF- 35.5£21.1 37.31£22.0 12.845.4

Gonadotropos

CNF -FSH/LH 13.6+2.4 11.341.5 17.346.2
CNF-FSH 40.9+20.0 43.5+£21.0 10.1+£3.4
CNF-LH 20.0£3.7 15.6+3.2

CNF-Mix 19.7+3.8 52.0+£32.0 9.842.3

Tabla 8- indice de marcaje expresado en porcentaje de los marcadores Flk-1,
VEGF y CD-34 en ADH clinicamente no funcionantes. CNF= Clinicamente no
Funcionantes; CNF-S= Clinicamente no Funcionantes Secretores; CNF-NS=
Clinicamente no Funcionantes No Secretores; CNF-Gonadotropos= Clinicamente
no Funcionantes secretores de gonadotropinas combinadas y por separado; CNF-
FSH / LH= Clinicamente no Funcionantes Secretores de gonadotropinas
combinadas; CNF-FSH= Clinicamente no Funcionantes secretores de Hormona
Foliculo Estimulante; CNF-LH= Clinicamente no Funcionantes secretores de
Hormona Luteinizante; CNF-Mix= Clinicamente no Funcionantes Mixtos, DS=
desviacion estandar.
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ADENOMAS HIPOFISIARIOS CLINICAMENTE FUNCIONANTES

De las 11 biopsias tomadas de los pacientes que presentaron adenomas
clinicamente funcionantes se evaluaron 4 casos, el indice promedio de marcaje de
Ki-67 fue de 4.4 = 1.8, de los cuales el que tiene el mayor indice de marca es el
adenoma secretor de GH, comparado con los adenomas que ademas de secretar
GH también secretaban otras hormonas como FSH o PRL. El indice promedio de
VEGF para estos adenomas fue de 24.8 = 7.7 y el de su receptor Flk-1 fue de 30.6
+ 5.5y por ultimo la evaluacion de CD-34 fue de 7.7 + 2.6 (Tabla 9).

No CLASIFICACION Ki-67 % FIk-1% | VEGF % | CD-34 %
+ DS + DS + DS + DS

13 CF ACTH ++ + 32.9+2.7 | 12.2+2.3

16 CF GH-FSH 1.9+09 [358+8.2|17.2+35| 7.0+2.3

17 CF PRL-GH- | 53+1.8 |33.0+9.6|17.0+1.7| 6.5+1.9
FSH

32 CF ACTH- 6.1+2.4 | 23.0+29 |324+4.2| 5.3+1.3
GH

X+DS 4.4+1.8 | 30.6%5.5 | 24.8+7.7 | 7.7+2.6

Tabla 9- indice de marcaje expresado en porcentaje de los marcadores biolégicos
en adenomas clinicamente funcionantes. CF= Clinicamente Funcionantes; FSH=
Hormona Foliculo Estimulante; ACTH= hormona adrenocorticotropica;
GH=hormona del crecimiento; PRL= Prolactina; GH=hormona del crecimiento; + =
reaccion baja; ++ = reaccion media; DS= desviacion estandar.

OBSERVACIONES DE ULTRAESTRUCTURA

Al microscopio electrénico se analizo la ultraestructura de una muestra de hipdfisis
normal obtenida de autopsia y de los diferentes adenomas hipofisiarios. El analisis
de la hipdfisis normal mostré células con limites celulares nitidos y abundantes

granulos de secrecién, producto de su actividad hormonal (Figura. 3).
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Figura. 3 Micrografia electronica de hipofisis normal humana, obtenida de
autopsia, en la que se muestra una célula con numerosos granulos de secrecion
(g), membrana celular conservada (m) y ndcleo celular (n). Acetato de Uranilo-
Citrato de Plomo, 7,154X.

ADENOMAS CLINICAMENTE NO FUNCIONANTES

Los adenomas secretores de gonadotropinas (FSH, LH) mostraron células
alargadas con limites celulares definidos; citoplasma con escasos granulos de
secrecion de pequefio tamafio, numerosos ribosomas libres, reticulo endoplasmico
rugoso en tramos cortos, lisosomas escasos, en algunos casos se observo
aparato de Golgi bien desarrollado el cual mostr6 un arreglo en complejos
conocido como en “panal de abejas”; que es el marcador caracteristico de este
tipo de neoplasias en mujeres. Los nucleos mostraron formas redondeadas con
cromatina fina y nucléolos discretos localizados hacia la periferia nuclear. Otra
caracteristica de estos tumores es la presencia de abundantes mitocondrias

conocido como cambios oncociticos (Figura. 4).
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Figura. 4 Micrografias electronicas de ADH no funcionantes secretores de
gonadotropinas en las que se muestran células con nucleo conservado (n)
nucléolo localizado hacia la periferia nuclear (nu), complejo de Golgi vacuolado
(flecha), mitocondrias (m) y escasos granulos de secrecion. Acetato de Uranino —
Citrato de Plomo, 10,950 X.

En el ADH mixto (caso 31, Tabla 1) se observaron células de nucleos ovalados
con cromatina en grupos pequefios, nucléolo pequefio, citoplasma con granulos
de secrecion localizados hacia la membrana celular, marcador caracteristico de
ADH productor de TSH, lo cual esta de acuerdo con una de las hormonas

detectadas en el citoplasma celular (Figura.5).
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Figura. 5 Micrografia electronica de ADH clinicamente no funcionante productor de
hormona estimulante de la tiroides. Se muestran ndcleos celulares ovalados (n) y
escasos granulos de secrecion pequefios, localizados hacia la membrana nuclear
(flechas). Acetato de Uranilo y Citrato de Plomo, 7,154 X.

Los ADH no secretores mostraron células con escasos granulos de secrecion,

ribosomas libres y mitocondrias (Figura. 6).

/

Figura. 6 Micrografia electronica de ADH no secretor que muestra pequefios y
escasos granulos de secrecion (flecha) mitocondrias (m) y nlcleos redondeados
(n). Acetato de Uranilo — Citrato de Plomo, 10,950 X.
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ADENOMAS CLINICAMENTE FUNCIONANTES

En los casos de ADH productores de prolactina se observaron células con
granulos de secrecidon grandes, reticulo endoplasmico rugoso arreglado de forma
lamelar, marcador morfolégico de este tipo de adenomas; se pudieron ademas
observar nucleos deformes (pleomorficos) y nucléolos grandes (Figura. 7).

En un caso de ACTH se observaron granulos de secrecion y grupos de haces

filamentos; marcador de estos tumores (Figura. 8).

Los de hormona de crecimiento mostraron células de limites celulares bien
definidos, granulos de secrecion, reticulo endoplasmico rugoso lamelar y cuerpos
fibrosos en su citoplasma, caracteristica de este tipo de tumores (Figura. 9).

S| Y-

Figura. 7 Micrografias electronicas de ADH productor de prolactina en el que se
observa nucleo deformado (n), con nucléolo (nu), reticulo endoplasmico rugoso
(flechas), escasos granulos de secrecién (g). Acetato de Uranilo — Citrato de
plomo 14,016 X
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Figura.8 Micrografia electronica de ADH productor de ACTH caracterizado por la
presencia de haces de filamentos (f), granulos de secrecion de tamafo
heterogéneo (g) nucleo deformado (n). Acetato de Uranilo — Citrato de plomo,
14,016 X.

Figura.9 Micrografia electronica de ADH productor de hormona de crecimiento, en
la que se observa un cuerpo fibroso (f), nacleo (n), reticulo endoplasmico rugoso
(Re) y escasos granulos de secrecion (flechas). Acetato de Uranilo — Citrato de
Plomo, 8,760 X.

54



RESULTADOS

MATERIAL RECUPERADO

Debido a la dificultad de obtener material suficiente para todas las pruebas, por las
causas ya explicadas, el material incluido en parafina fue rescatado y procesado
para ser observado por microscopia electronica de transmision, con el fin de

evaluar la utilidad de este procedimiento.

En el material recuperado se pudieron observar células en su mayoria con
ndcleos integros con membrana conservada, cromatina en acumulos pequefios,
nucléolos de morfologia conservada. En el citoplasma se pueden observar los
granulos de secrecion, tramos cortos de reticulo endoplasmico rugoso, restos
distinguibles de mitocondrias, cuerpos de filamentos con granulos de secrecién
marcador ultraestructural de un adenoma productor de hormona de crecimiento
(Figura. 10). También se observaron casos en los que la conservacion del tejido
no fue muy buena, en los que las células no presentaron membrana integra, pero

se pudo observar el contenido citoplasmico con granulos de secrecion.

Figura.10 Micrografia electronica de un ADH recuperado del bloque de parafina y
procesado para microscopia electrénica de transmisién. Se observan restos de
membrana celular (flecha), nucleos (n) y un cuerpo fibroso (f). Acetato de Uranilo —
Citrato de Plomo, 8,760 X.
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DISCUSION

La génesis de los adenomas hipofisiarios es controversial y en gran medida poco
clara. Existen dos teorias principales de la etiologia: La extrinseca (influencias
hormonales) que sugiere que los adenomas hipofisiarios son originados por las
mismas hormonas adenohipofisiarias que regulan las funciones de la hipdfisis
normal; o la intrinseca (alteraciones genéticas) como disfuncion hipotalamica y por
algunos factores de crecimiento que estan involucrados en el desarrollo de la
hipdfisis fetal normal, ademas de mutaciones de algunos otros genes que estan
implicados (Tfelt-Hansen et al., 2006; Yeung et al., 2006).

Los adenomas hipofisiarios se han clasificado de acuerdo a su actividad
hormonal in vivo. Ezzat (2004) reportd6 que los adenomas secretores de PRL
tuvieron mayor incidencia y los adenomas secretores de GH fueron considerados
poco comunes. En el analisis de nuestros casos realizado por
inmunohistoquimica, encontramos que para los adenomas clinicamente
funcionantes hay mayor incidencia para los positivos a la GH, lo que nos lleva a

tener diferencias con estudios previamente realizados por Ezzat (2004).

En el analisis de los adenomas clinicamente no funcionantes encontramos
que hay una mayor incidencia de los adenomas secretores de gonadotropinas, lo
cual coincide con lo reportado por Hanson (2005) quien encontré que existe mayor
incidencia para las gonadotropinas a favor de FSH, esto es ahora ampliamente
aceptado ya que los adenomas clinicamente no funcionantes son derivados de la
proliferacion de células de linaje gonadotropo que sintetiza LH o FSH y/o sus
subunidades una denominada a y otra denominada (3, (Hanson, 2005). Ademas se
encontro relacion entre los adenomas positivos a las gonadotropinas con un alto
riesgo de recurrencia o recaida después de la primera cirugia. Varios reportes
sobre adenomas clinicamente no funcionantes sugieren que el riesgo de
recurrencia depende del tamafo del tumor, invasividad y la extensién de la

extirpacion quirurgica (Dubois, 2007).
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MARCADORES BIOLOGICOS

El antigeno Ki-67 refleja la tasa de proliferacion celular (Pizarro, 2004) ya que es
un marcador que se presenta en todas las etapas del ciclo celular pero no en
células en reposo (Gp). Se han encontrado altos indices de marcaje en adenomas
clinicamente no funcionantes, en adenomas recurrentes y en secretores de ACTH
(Botelho, 2006; Shibuya, 1992; Mastronardi, 1999). Un alto indice de marcaje del
Ki-67 sugiere que se necesita un cuidado clinico y seguimiento radiolégico
(Mastronardi et al., 1999).

Landolt (1987) examind la tasa de crecimiento de 31 adenomas
hipofisiarios. El rango del indice de marcaje del Ki-67 fue de 0.1-3.7 %, con altos
valores en adenomas clinicamente funcionantes, especialmente en el tipo secretor
de ACTH y en adenomas invasivos verificados radiolégicamente, quirirgicamente

e histolégicamente.

En este trabajo, el indice de marcaje para Ki-67 fue de 4.4+1.8% en ADH
clinicamente funcionantes y de 8.1£7.4% para adenomas clinicamente no
funcionantes. Esto refleja la actividad de proliferacion celular y tendencia de
crecimiento, lo que explica la recurrencia después de la cirugia y posible invasion.
De los adenomas clinicamente no funcionantes el que presentd el mayor indice de
marcaje para Ki-67 fue el secretor de FSH (7.1 £ 4.9%) y el de menor indice fue el
adenoma clinicamente no funcionante no secretor (3.5 + 1.8%), por lo tanto hay
mas posibilidades de una recurrencia después de la cirugia en una adenoma

secretor de FSH.

En adenomas clinicamente funcionantes el que presentd un mayor indice
de marcaje para Ki-67 fue el adenoma secretor de GH (6.1 + 2.4%) lo que sugiere
que hay mas probabilidades de crecimiento en un tumor de este tipo como lo
sugiere Dubois (2007).
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El PTTG-1 es un inhibidor de la anafase, que previene la separacion
prematura de las cromatidas hermanas a través de la inhibicion de la actividad de
la separasa, por lo tanto esta degradacién es requerida para iniciar el anafase. A
través de esta importante funcion el PTTG-1 participa en diversos procesos
celulares incluyendo la mitosis, progresion del ciclo celular, reparacion del DNA,
apoptosis y tumorigénesis, ya que sirve como marcador en diversas formas de
cancer particularmente en malignidades endocrinas como los adenomas
hipofisiarios, porque se encuentra en niveles elevados en diversos tumores
analizados en comparacion con tejidos normales. EI PTTG-1 induce la aneuploidia
celular (un cambio genético que involucra la pérdida o la adicién de cromosomas
por problemas en el proceso de la divisiéon celular. Los cromosomas replicados
pueden no separarse correctamente en las células hijas, lo que puede resultar en
células que tengan demasiados cromosomas O muy pocos), frecuentemente
notada en canceres humanos. Las alteraciones en el numero de cromosomas es
debido a los defectos en un mecanismo de vigilancia del ciclo celular a cargo de
proteinas de seguridad llamadas también checkpoint, resultando una inestabilidad
cromosomal. El PTTG-1 es un checkpoint mitético involucrado en la transicion de

la metafase-anafase (Tfelt-Hansen, 2006; Cristina, 2007).

El PTTG-1 tiene un papel doble en la tumorigénesis: primero como
regulador clave de la divisidon celular, el cual inicia la inestabilidad genética y
segunda, como un transactivador de factores de crecimiento. Una expresion alta
del PTTG-1 induce al factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2), al factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y otros genes pro-angiogénicos. (Tfelt-
Hansen, 2006). La angiogénesis se define como el crecimiento de nuevos vasos
sanguineos a partir de otros pre-existentes, inducido en el caso de las neoplasias,
por las propias células tumorales. Este es un proceso necesario en el crecimiento
tumoral, que permite no solo el aporte de oxigeno y nutrientes, sino ademas el
paso de células neoplasias al torrente circulatorio para su diseminacion a distancia
(Palomero, 2004).
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La existencia de actividad angiogénica en los tejidos tumorales se puede
demostrar a través de la deteccibn de moléculas angiogénicas o bien por el
descubrimiento de la propia trama neovascular. Por ello, el estudio de la
angiogénesis se puede abordar de dos formas: la cuantificacion de la densidad
microvascular y el analisis inmunohistoquimico de los niveles de los diferentes
factores estimuladores/inhibidores de la angiogénesis (Palomero et al., 2004) Por
lo tanto, el PTTG-1 aparece como iniciador y promotor de la tumorigénesis (Tfelt-
Hansen, 2006) y resulta central para la hiperplasia hipofisiaria y la formacién del
adenoma. Se ha demostrado en estudios realizados por Hunter, (2003) y McCabe
(2003), que existe una expresidon mayor del PTTG-1 en somatotropos,
adrenocorticotropos y en adenomas clinicamente no funcionantes, en
comparacién con otros adenomas hipofisiarios secretores de otras hormonas
(Tfelt-Hansen, 2006; Cristina, 2007).

El indice de marcaje del PTTG-1 es de 29.5+20.0 % para adenomas
clinicamente no funcionantes, esto proporciona la capacidad de estimular los
fibroblastos para producir el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2) y el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) e inducir la angiogénesis en el
adenoma hipofisiario. En adenomas secretores de gonadotropinas se encuentran
los niveles mas elevados de PTTG-1, por lo cual estos adenomas son mas

susceptibles a la angiogénesis.

La alta sensibilidad del PTTG-1 como un marcador de adenomas
hipofisiarios puede deberse al hecho que esta proteina participa en la transicion de
células normales a tumores benignos como es el caso de adenomas hipofisiarios
(Tfelt-Hansen, 2006).

El sistema vascular intratumoral es importante para suministrar a las células
tumorales nutrientes y oxigeno y para eliminar residuos. El brote de vasos dentro

de un tumor en expansion es un proceso complejo que involucra proliferacion
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celular endotelial, formacién de tubos vasculares asi como degradaciéon de la

matriz tumoral e invasion durante la remodelacion basal (Onofri, 2006).

El VEGF es un polipéptido sintetizado y secretado por una variedad de
células normales y tumorales, esta presente especificamente en células
endoteliales vasculares teniendo un papel importante como promotor angiogénico
por la estimulacion de proliferacion celular, migracion y mejorando Ila
permeabilidad vascular. Su actividad biolégica es medida principalmente por los
receptores VEGFR2 o Flk-1/KDR (por sus siglas en inglés, fetal liver kinase-
1/kinase insert domain-containing receptor) y VEGFR1 o Flt-1 (por sus siglas en
inglés, fms-like tirosine kinase). Se ha sugerido que ambos receptores tienen un
papel diferente en la angiogénesis y en la via de transduccién de sefales. El
FIk-1/KDR especificamente une al VEGF en las células vasculares endoteliales y
existe evidencia reportada de un bucle autécrino entre el VEGF y FIk-1 en células
neoplasicas y esto es apoyado porque se han encontrado altos niveles de estas
proteinas en adenomas hipofisiarios especificamente en adenomas clinicamente

no funcionales (Niveiro, 2005).

Niveiro (2005) encontro altos niveles de VEGF predominantemente en
casos de pacientes con edad avanzada y con adenomas clinicamente no
funcionantes y otros autores como Viacava (2003) no encontrd relacion alguna
entre la expresion del VEGF y el tamafo del tumor, sexo, edad, tasa de

recurrencia y tipo histologico.

McCabe en 2002 demostrd, en una serie de 103 adenomas hipofisiarios,
que se incrementd el mMRNA de Flk-1 y concentraciones de proteina comparado

con tejido normal (Niveiro, 2005).
Para los marcadores angiogénenicos se encontrd un indice de marcaje de

22.9+19.0% y 35.8425.3% para FIlk-1 y VEGF respectivamente en adenomas
clinicamente no funcionantes; y de 30.6£5.5% y 24.8+7.7% para Flk-1 y VEGF
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respectivamente para adenomas clinicamente funcionantes, lo que nos sugiere
que en adenomas clinicamente no funcionantes puede existir una mayor
capacidad para generar nuevos vasos sanguineos y asi tener un mejor suministro

de nutrientes y oxigeno necesarios para la proliferacion celular del adenoma.

De manera general, las neoplasias se caracterizan por un alto grado de
densidad microvascular (MVD), la cual es esencial para el crecimiento vascular y
la metastasis; mientras que los adenomas hipofisiarios tienen menos vascularidad
que la hipdfisis normal. Con base en ello se sugiere que los inhibidores
angiogenicos pueden jugar un papel importante en el comportamiento de estos
tumores. Por otra parte la vascularidad detectada en adenomas hipofisiarios
puede ser debido a una irrigacion sanguinea de forma completa o parcial del

sistema extraportal (Niveiro et al., 2005) (Figura. 4).

Estudios morfolégicos han revelado el complejo suministro sanguineo de la
hipdfisis. Mientras que la neurohipdfisis es directamente irrigada por las arterias
hipofisiarias inferiores, la adenohipdfisis es irrigada principalmente por las arterias
hipofisiarias superiores a través del sistema portal largo y por las arterias
hipofisiarias inferiores a través del sistema portal corto. La irrigacién sanguinea
arterial de la adenohipdfisis puede también venir de arterias capsulares originarias

de la arteria carétida interna (Kristof et al., 2003).

La densidad microvascular y la densidad microvascular de la superficie
fueron mayores en la adenohipdfisis que en la neurohipofisis. Edad, sexo o
embarazo no afectan la angioarquitectura en esos sitios. No hay diferencias
significativas entre la densidad microvascular y densidad microvascular de la
superficie observada en el centro y zonas laterales del I6bulo aunque la densidad
microvascular fue menor en las zonas laterales. Una marcada diferencia fue
observada en la vascularidad de microadenomas comparado con tejido no
tumoral. La densidad microvascular y la densidad microvascular de la superficie

fueron significativamente inferiores en tejido adenomatoso (Vidal et al., 2000).
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La falta significativa de la angiogénesis en adenomas hipofisiarios puede
ser la base de la baja tasa de crecimiento y la poca frecuencia de metastasis en
estos tumores (Vidal et al., 2000). Vidal et al., 2001 encontr6 que el porcentaje
mas bajo de la densidad microvascular fue en adenomas productores de GH y el
nivel mas alto en los carcinomas. En este estudio en general no se encontro
correlacion entre el indice de MIB-1 (un indicador de proliferacion celular) y la

densidad microvascular.

También demostrd que no existen cambios que dependan del género en la
densidad microvascular de adenomas hipofisiarios. Aunque la densidad
microvascular no presenta diferencias significativas en relacion con la invasividad
del tumor sus resultados demostraron una tendencia de tumores hipofisiarios
invasivos a estar mas altamente vascularizados que los no invasivos (Vidal, 2001).
Fueron encontradas diferencias estadisticas en la densidad microvascular de
macroadenomas entre pacientes mayores de 40 anos y pacientes menores de 40
anos. Diferencias significativas fueron también aparentes en la densidad
microvascular entre micro y macroadenomas diagnosticados en pacientes jovenes
pero no en un grupo de personas mayores. Se encontré una fuerte correlacion
entre la densidad microvascular tumoral y la edad del paciente, en la opinién de
que la edad de los receptores puede influir en la medida de una nueva

vascularizacion de adenomas hipofisiarios (Vidal et al., 2001).

Los vasos neoformados se caracterizan por presentar unas células
endoteliales de caracter neoplasico, con un indice de proliferacion aumentado, que
puede llegar a ser de hasta 50 veces, células que configuran una red de
microvasos que permite la invasividad y las metastasis. Para la identificacion y
estudio de estos neovasos es necesario primero su tincion con anticuerpos
especificos (Palomero et al., 2004). En el presente trabajo se utilizd el anticuerpo
CD-34 ya que marca especificamente las células endoteliales. El indice de
marcaje para CD-34 en adenomas clinicamente no funcionantes fue de 11.44+4.8

% y para los adenomas clinicamente funcionantes fue de 7.75+2.6 %. La falta de
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CD-34 en el endotelio de los vasos sanguineos puede sugerir que una vez que el

tejido se ha poblado pierde su capacidad de una futura migracion.

Los adenomas hipofisiarios estan constituidos por un grupo de neoplasias
diversas debido a la actividad endocrina de la glandula. Por otro lado, son un tipo
de tumores dificiles de abordar quirurgicamente, por lo que con frecuencia no es
posible, para el neurocirujano, obtener suficiente cantidad de tejido en buenas
condiciones para poder ser sometido a las diversas pruebas histologicas,
inmunohistoquimicas y de microscopia electronica. Es por esto, que se desarrollé
un procedimiento histologico de recuperacion del tejido incluido en parafina, para
ser procesado para microscopia electronica de transmision, incluido en una resina
hidrofilica (LR-White). Esta técnica demostré ser util para poder analizar este tipo
de tumores, ya que se conservan los elementos morfoldgicos esenciales para
poder identificar a los ADH, como son los granulos de secrecion, reticulo
endoplasmico y presencia de flamentos como es el caso de los de la hormona de

crecimiento.
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CONCLUSION

Los adenomas hipofisiarios son un grupo heterogéneo de neoplasias que
presenta una diversa y complicada actividad endocrina, por eso es importante
aplicar diferentes técnicas histopatologicas para determinar, de manera mas
precisa, su clasificacion, su actividad secretora, su actividad proliferativa y realizar

un mejor diagnostico.

En el presente trabajo se observo que:

La técnica de inmunohistoquimica proporcioné la informacion especifica y
confiable de la actividad secretora, lo cual permitié realizar la clasificacién de este
tipo de tumores, ademas con esta misma técnica, se averigué la actividad

proliferativa utilizando los anticuerpos indicados.

La microscopia electronica, mostré las caracteristicas morfologicas
ultraestructurales especificas para cada tipo de adenoma hipofisiario, permitiendo
realizar la interrelacion con la actividad secretora, obtenida con la

inmunohistoquimica.

La técnica de recuperacion de tejidos desarrollada, mostré ser una opcion
aceptable para analizar a los adenomas hipofisiarios al microscopio electrénico de
transmision, en aquellos casos en los que no es posible procesar los tejidos

directamente para microscopia electrénica.
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ANEXOS

1.- FORMALDEHIDO AL 10%

10 ml de formaldehido

90 ml de agua destilada.

2. PROCESAMIENTO DE LAS BIOPSIAS

>

YV V. V V V

3.- SILAN

Alcohol al 70 % 2 cambios de 1 h cada uno
Alcohol al 80 % 2 cambios de 1 h cada uno
Alcohol al 96 % 2 cambios de 1 h cada uno
Alcohol absoluto 2 cambios de 1 h cada uno
Xilol al 100 % 2 cambios de 1 h cada uno

Bafio de parafina 2 cambios de 1 h cada uno

IZADO DE LAMINILLAS

Silano al 2%

245 ml de

acetona

5 mL de silano

1.- 2 minutos en silano

2.- 2 minutos en agua

3.- 2 minutos en agua

4.- Dejar secar en un horno a 60 °C

4.- TINCION POR HEMATOXILINA-EOSINA

A- Desparafinar en dos cambios de Xilol por 15 minutos cada uno

B- Hid

ratar

» OH 100% x 3 min.
» OH 100% x 3 min.
» OH 96% x 3 min.
» OH 96% x 3 min.
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» OH 80% x 3 min.
» Enjuagar con H,O destilada

C- Tincién con Hematoxilina-Eosina
» Hematoxilina x 3 min.
Enjuagar con H,O destilada.

Virar con LiCOs.

Enjuagar con H,O destilada.

YV V V V

Eosina x 3 min.

D- Deshidratar
» OH 80% x 3 min.
OH 80% x 3 min.
OH 96% x 3 min.
OH 96% x 3 min.
OH 100% x 3 min.
OH 100% x 3min
OH-Xilol (50-50) x 3 min.
Xilol x 3 min.
Xilol x 3 min.

Xilol x 3min.

vV V.V V V V V V V V

Montar laminillas en resina entellan

5. INMUNOHISTOQUIMICA DE ADENOMAS HIPOFISIARIOS

Preparacion de PBS 0.1M pH 7.4
SOLUCION CONCENTRADA (2x)
Sol. A. NaH,PO, * H,0 27.598 g
H20 1000 ml

Sol. B NaH,PO4 anhidro 28.39¢g
H20 1000 ml

ANEXOS
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SOLUCION DE TRABAJO
Agregar sol A a la B, poco a poco hasta obtener pH 7.4. Diluir la solucién por

partes iguales (1:1) con agua destilada y agregar 0.8 g de NaCl por cada 100 ml.

PBS-Tritén al 0.1%
50 pL de Tritdén
50 mLde PBS al0.1 MpH 7.4

Perdxido de hidrogeno 0.3%
50 ml de agua destilada

400 pl de peroxido de hidrogeno al 30%.

Solucién stock de albimina bovina al 1%
1 gr. de albumina bovina
100 ml de PBS

Recuperacion de sitios antigénicos
A- Desparafinar en dos cambios de Xilol por 15 minutos cada uno
B- Hidratar
» OH 100% x 3 min.
OH 100% x 3 min.
OH 96% x 3 min.
OH 96% x 3 min.
OH 80% x 3 min.

Enjuagar con H,O destilada

Y V. V V V

C- Se sumergen las laminillas en solucién recuperadora (Biocare Medical 10X
reveal) en proporcion: 1 parte de recuperador por 9 partes de agua
desionizada por 7 min. en una olla de presion (Nacional Pressure Cooker
SR-206N)
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D- Enjuagar con agua destilada 2 lavados por 5 min. c/u

Inmunohistoquimica
1- Cortes montados en laminillas con silano
2- Desparafinar en dos cambios de 15 minutos cada uno e hidratar hasta agua

destilada

OH 100% x 3 min.
OH 100% x 3 min.
OH 96% x 3 min.
OH 96% x 3 min.
OH 80% x 3 min.

Enjuagar con H,O destilada

YV V. V V V V

3- Se realizan lavados con solucion PBS 1 x 3 min.

4- Bloquear con peroxidasa endogena en H;O; por 15 min. (400ul de H20-
30% en 50yl de H,O destilada)

5- Enjuague con PBS 3min.

6- Bloquear sitios antigenos inespecificos con albumina bovina (Albumin
Bovine SIGMA, Steinheim, Germany) al 0.2% por 20 min. (para 1 ml: 200pl
sol stock de BSA al 1% + 800ul de PBS).

7- Enjuague en PBS x - min.

8- Enjuague con PBS-Triton al 0.1% 2 lavados x 3 min.

9- Incubar con el anticuerpo primario 1 h a temperatura ambiente

» PRL, listo para usarse

GH, listo para usarse

FSH, listo para usarse

LH, listo para usarse

TSH, listo para usarse

ACTH, listo para usarse

PTTG-1, solucion 1:100

VvV V V V VYV V
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> Ki-67, solucién 1:100
» VEGEF solucion 1:50
» FLK-1,solucién 1:50
» CD 34, listo para usarse
10-Enjuague en PBS-Triton 2 lavados x 3 min.
11-Incubar con el anticuerpo secundario (multilink) biotinado por 20 min.
12-Enjuague PBS-Triton 2 lavados x 3 min.
13-Incubar con streptavidina peroxidasa por 20 min.
14-Enjuague PBS- Triton 2 lavados x 3 min.
15-Incubar con sustrato DAB por 5 min.
16-Enjuagar con H,O destilada por 5 min.
17-Contratefiir ligeramente con Hematoxilina por 2 min.
» Enjuagar con H,O destilada (2 lavados)
» Contrastar ligeramente con Carbonato de Litio (virar)

» Enjuagar

18-Deshidratar.

» OH 80%
OH 96% (2 Lavados)
OH 100% (2 Lavados)
OH-Xilol

Xilol (3 cambios)

YV V. V V V

Montar las laminillas en resina entellan
>
Preparacion de DAB
» 100pl de Buffer 10X
» 900pl de H,O desionizada
» 16ul de cromdégeno (DAB)
» 8l de perdxido de hidrogeno
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6.- Microscopia electrénica
1- Se rescata el material del bloque de parafina
2- Se colocan en Xilol por 24 h.
3- Se colocan en alcohol absoluto por 24 h

4- Preinclusion en una mezcla de OH absoluto y resina hidrofilica LR-White

OH absoluto : resina LR-White

2:1 x 3 h.
1:1 x 3 h.
1:2 x 3 h.

Resina pura (3 cambios de 1h. c/u)

(@)]
T

Inclusién en resina LR-White en capsulas de gelatina
Polimerizar a 60° C de 12-18 h

7- Realizar cortes a 1uym

(o))
1

8- Tenir con azul de toluidina

9- Observar en el microscopio optico
10-Realizar cortes finos seriados a 60 nm
11-Contrastar con Ur-Pb

12-Observar en el microscopio electrénico de transmision.

Azul de Toluidina

Azul de toluidina 1 g
Tetraborato de sodio (Borax) 1g
Agua destilada 100 ml

Acetato de uranilo 3%
» Acetato de Uranilo 300 mg
» Agua bidestilada 10 ml
» Disolver el uranilo en agua.
» Ajustar el pH a 4.5 con NaOH 10 N (0A.4 g de NaOH en 10 ml)
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» Centrifugar por 10 min a 300 rpm
» Guardar a 4° en oscuridad

Citrato de Plomo
» Citrato de Plomo 30 mg
» Agua bidestilada 10 ml
» Disolver el plomo en agua bidestilada hervida por varios minutos vy fria,
agitar por varios minutos y agregar NaOH 10 N hasta aclarar y que
obtenga un pH de 12. Centrifugar por 10 min, guardar a 4° en

oscuridad.

7.- PROCESAMIENTO EN RESINA HIDROFOBICA

Amortiguador de Cacodilatos al 0.1 M pH 7.2
Acido Cacodilico 4.06 g

Agua bidestilada 100 ml

Ajustar el pH a 7.2 con HCI 1:1 en agua destilada.

Glutaraldehido al 2.5%
Glutaraldehido al 25% 10 ml
Amortiguador de Cacodilatos al 0.1 M pH 7.2 90 ml

TETRAOXIDO DE OSMIO AL 1%

Tetraoxido de Osmio 19

Amortiguador de cacodilatos 0.1 M pH 7.2 10 ml

Verter el tetradxido de osmio junto con la ampolleta perfectamente limpia, en 100
ml del amortiguador, en un recipiente muy limpio. Agitar suavemente y dejar
disolver por 24 hr antes de usarlo. Cubrir el recipiente con papel aluminio y

guardar a 4° C.
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PROCEDIMIENTO

ANEXOS

1.- Fijar por 1h fragmentos de tejido de 3 mm® en glutaraldehido al 2.5% en

amortiguador de cacodilatos 0.1M pH 7.2

2.- Enjuagar en amortiguador de Cacodilatos por 10 min

3.- Postfijar por 1 h en tetradxido de osmio al 1%, preparado en el mismo

amortiguador.

4 .- Enjuagar en amortiguador de Cacodilatos por 10 min

5.- Deshidratar en alcoholes de concentracién gradual ascendente:

>
>
>
>
>

Alcohol 70 % 10 min
Alcohol 80% 10 min
Alcohol 90% 10 min
Alcohol 100% dos cambios de 10 minutos cada uno

Oxido de Propileno dos cambios de 10 min cada uno

6.- Preincluir en una mezcla 1:1 de 6xido de propileno — resina epdxica por

18 h a temperatura ambiente

7.- Incluir en resina epoxica al 100%
8.- Polimerizar por 18 h a 60°C
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