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RESUMEN DE LA INVESTIGACION PROPUESTA:

Los adenomas hipofisiarios (ADH) representan lesiones neoplasicas frecuentes del
Sistema Nervioso Central (SNC); histopatoldgicamente se les consideran lesiones benignas,
sin embargo, su localizacion y comportamiento clinico variable las hace lesiones de
tratamiento dificil y con resultados terapéuticos no siempre Optimos.

El manejo de eleccion en la mayoria de estas lesiones es el quirirgico y como
tratamientos coadyuvantes, algunos medicamentos y radioterapia en diferentes
modalidades. La clasificacion de la OMS toma en cuenta el patron de secrecion y su
repercusion clinica para clasificarlos en ADH funcionantes y no funcionantes; ademas toma
en cuenta patrones inmunohistoquimicos para clasificarlos en tipicos y atipicos como factor
prondstico de su evolucidn posterior al tratamiento quirdrgico.

Se ha determinado por técnicas de inmunohistoquimica que la presencia de proteina
Ki 67 y la p53 son factores presentes en lesiones atipicas con altos indices de recidiva y de
invasion a estructuras adyacentes. En los tltimos afios se ha desarrollado la técnica de
andlisis protedmico para evaluar el proteoma celular en lesiones neoplasicas respecto a su
contraparte histologica normal.

La expresion de HPB90 B1 (endoplasmina) en alguno tipos de cancer, por ejemplo,
en cancer de mama, esta relacionada al grado de agresividad clinica de lesiones neoplasicas
en otros sitios de la economia corporal, siendo este el primer estudio al respecto en lesiones
primarias del SNC.

La Endoplasmina es un marcador bioquimico citoplasmatico independiente en
Adenomas Hipofisiarios, que no tiene relacion al comportamiento clinico de la lesion
respecto a su Agresividad e Invasividad. Tampoco se relaciona con otros marcadores

nucleares de proliferacion celular como Ki — 67.



INTRODUCCION

ADENOMAS HIPOFISIARIOS

Los adenomas hipofisiarios se tratan de lesiones tumorales de estirpe clasicamente
considerada como benigna, cuyo sitio de origen se ubica en la adeno — hip6fisis o hipofisis
anterior. Son lesiones que representan del 10 al 15% de todas las neoplasias intracraneanas
del Sistema Nervioso Central (SNC). Son la tercera causa méas comun de neoplasias
primarias del SNC; en Estados Unidos de Norteamérica tienen una incidencia anual de 8.2
a 14.7 por 100(1). En el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez” representan la 2da causa mas frecuente de tumores primarios del SNC. Asi mismo,
son la causa mas comun de anormalidad funcional pituitaria.

Pueden aparecer en todos los grupos etarios, siendo la edad pico de presentacion
entre la tercera y la sexta década de la vida. En general, los tumores funcionales tienden a
ser mas comunes en adultos jovenes, y las lesiones no funcionales en pacientes de mayor
edad. Los tumores hipofisiarios son menos comunes en la poblacién pediatrica,
representando solo el 2% de las lesiones primarias del SNC en este grupo etario. Se ha
encontrado predisposicion genética de tumores pituitarios en los pacientes con sindrome de
neoplasia endocrina multiple tipo 1 (MEN 1), representando estos solo el 3 % del total de
los pacientes con tumores hipofisiarios.

Se pueden clasificar en funcionales y no funcionales de acuerdo a su produccion
hormonal; los prolactinomas representan la variedad mas comin de tumores funcionales,
siguiendo con los tumores productores de Hormona del Crecimiento (GH) y Hormona
Corticotropa (ACTH). Los adenomas no funcionales pueden ser secretores de Hormona
Foliculo estimulante (FSH) o Luteinizante (LH) y no dar manifestaciones clinicas por su

produccion hormonal o ser verdaderamente tumores no secretores de hormonas.

Cuadpro clinico asociado a tumores de hipdfisis

Los adenomas hipofisiarios condicionan un cuadro clinico asociado a 2 factores:



Consecuencias compresivas de la lesion por efecto de masa: por su localizacion, estas
lesiones ocasionan compresion sobre estructuras adyacentes importantes: su
crecimiento dorsal hacia las cisternas supraselares ocasiona compresion de la via visual,
principalmente hacia el quiasma dptico, que en etapas tempranas se manifiesta como el
defecto campimétrico clasico asociado a lesiones de la region selar, presentandose el
paciente con una hemianopsia heteronima bitemporal; cuando la lesiéon avanza de
tamafo, este defecto campimétrico se agrava, y en etapas mas tardias en su evolucion
ocasiona también consencuencias en la Agudeza visual, que puede llegar incluso a la
amaurosis. El efecto de masa que tiene la lesion sobre las estructuras del III ventriculo
ocasiona alteraciones en la dinamica del Liquido Cefalo-raquideo, que puede llegar
hasta la Hidrocefalia obstructiva, lo cual se manifiesta como un sindrome de
Hipertension Intracraneal (Cefalea, papiledema y vomito en proyectil) y es una urgencia
quirargica. Ademas el efecto de masa por si mismo ocasiona en algunos pacientes una
cefalea cronica que avanza en intensidad y frecuencia al avanzar el tamafio de la lesion.
La invasion al seno cavernoso puede manifestarse con déficits neurologicos asociados a
paralisis de los nervios craneales que controlan los movimientos de los musculos
oculares (IIL, IV y VI), condicionando diplopia en el paciente.

Consecuencias Hormonales de la lesion: la glandula Hipofisis, junto con el Hipotalamo,
constituyen el centro neuroendocrino de regulacion de la mayoria de las funciones
hormonales del organismo. A través del eje hipotdlamo hipofisiario se controla la
funcion sexual y reproductiva, la funcidn tiroidea, la secrecion de cortisol en las
glandulas suprarrenales, el crecimiento corporal a través de la hormona del crecimiento
y la produccion lactea en las glandulas mamarias a través de la prolactina; asi mismo se
controla el equilibrio hidro-electrolitico a través de la hormona antidiurética y la
contraccion uterina y secrecion lactea a través de la oxitocina. Todas estas funciones
pueden verse afectadas tanto por el crecimiento de la lesion y su efecto compresivo a la
glandula normal y el hipotdlamo, como por la sobre produccion de alguna de estas
hormonas en lesiones funcionantes.

Apoplejia pituitaria: esta se produce por una hemorragia espontanea intratumoral, lo

cudl se manifiesta como un sindrome de hipertension intracraneal, un déficit visual



agudo o un Evento Vascular Cerebral por compresion de las Arterias Carotidas

Internas. Constituye una urgencia quirtrgica.

Clasificacion

Clasificacion de acuerdo a su produccion hormonal

Los adenomas de hipoéfisis se pueden clasificar como lesiones Funcionales o No

Funcionales, de acuerdo al patron de secrecion hormonal y a las consecuencias de esta. Las

lesiones No Funcionales pueden no secretar ninguna hormona, o secretar FSH, LH o

porciones de alguna otra hormona, sin consecuencias o manifestaciones clinicas asociadas a

esta. En el caso de las lesiones Funcionales, estas se clasifican en:

Prolactinomas: Adenomas Hipofisiarios secretores de Prolactina (PLH);
clinicamente condicionan el sindrome de Ahumada del Castillo, condicionando
Amenorrea, Galactorrea e hipogonadismo; estas lesiones son candidatas a manejo
médico al responder de forma adecuada a farmacos agonistas de Dopamina, como la
Cabergolina y la Bromocriptina. Representan el 80% de las lesiones funcionales.

Adenomas secretores de ACTH: lesiones secretoras de Hormona corticotropa,
condicionando Enfermedad de Cushing, caracterizada por Hipercortisolismo
secundario, el cudl, ocasiona cambios fisicos y fisioldgicos importantes: obesidad
centripeta, estrias en piel, fascies de luna llena, giba grasa dorsal, astenia, adinamia,
atrofia muscular, osteopenia, hiperglicemia o diabetes mellitus, e Hipertension arterial
principalmente resistentes a tratamiento, condicionando una disminuciéon de por lo
menos 15 a 20 afos en la expectativa de vida de estos pacientes, ademas de una
reduccion significativa enla calidad de vida. Representan el 5 — 10% de las lesiones
funcionales.

Adenomas productores de GH: productoras de Hormona del Crecimiento,
condicionando Acromegalia o gigantismo, de acuerdo a la edad de presentacion; esto
ocasiona crecimiento de los segmentos acrales del cuerpo, principalmente cara, pies y
manos, con una fascies caracteristica llamada acromegalica, y cambios fisiologicos,
como resistencia a la insulina e Hipertension arterial. Representan el 10 — 15% de las

lesiones funcionales.



. Adenomas productores de TSH: son raros, condicionan un hipertiroidismo
secundario, con los cambios caracteristicos asociados a este. Representan < 1% de las

lesiones funcionales.

Clasificacion por imagen

El estudio de los pacientes con Adenomas Hipofisiarios requiere una valoracion de
la lesion por imagen, tanto para el diagndstico, como para la clasificacion de la misma. Los
estudios de imagen que se utilizan para evaluarlos son la Tomografia Axial Computada
(TAC) y la Resonancia Magnética (IRM). La TAC aporta datos sobre la extension de la
lesion en sentido dorso — ventral, principalmente la erosion dsea que se presenta hacia la
silla turca y el grado de invasion al seno esfenoidal; en México se trata de la modalidad de
imagen mas utilizada como estudio inicial por la accesibilidad que se tiene al mismo, y
sirve tanto para diagndstico, como para descartar alguna urgencia quirurgica asociada a la
lesion, como puede ser hidrocefalia o apoplejia hipofisiaria; también nos aporta datos
importantes acerca de la cavidad nasal y el seno esfenoidal para la planeacioén quirdrgica en
caso de decidirse un abordaje transesfenoidal. El estudio de IRM es importante para la
caracterizacion adecuada de la lesion, su relacidon con estructuras adyacentes, determinar si
hay o no invasidon principalmente a seno cavernoso y a estructuras cerebrales y del III
ventriculo, el desplazamiento y afeccion de la via visual y las relaciones vasculares que

guarda la misma. Ambos estudios sirven para clasificar a la lesién de acuerdo a su tamafio

en:
. Microadenomas: Lesiones < 10mm

. Macroadenomas: lesiones > 10mm y < 4cm
. Adenomas Gigantes: Lesiones >4 cm

También nos aportan datos necesarios para su clasificacion de acuerdo a su relacion
e invasividad con estructuras adyacentes; se utilizan 2 clasificaciones, la clasificacion de
Hardy — Vezina y la de Knosp (ver anexo 1); en resumen una clasificacion de Hardy —
Vezina nos habla de la extension supraselar de la lesion y la invasion intradural y de
estructuras del III ventriculo (un grado > C habla de invasion al III ventriculo), y de la

extension ventral hacia el seno esfenoidal (un grado > III habla de invasion al seno



esfenoidal); la clasificacion de Knosp nos habla de la extension lateral e invasion al seno

cavernoso de la lesion, y un grado > 2 habla de invasion al seno cavernoso.

Clasificacion Invasividad

Hardy - Vezina * Lesion no invasiva: <IIIC

e Lesion invasiva: > 111 C

Knosp * Lesion no invasiva: grado <2

* Lesion invasiva: grado >3

Clasificacion inmunohistoquimica

La clasificacion histopatologica antigua de los adenomas de hipéfisis los agrupaba
en tres categorias: acidofilos, basofilos y croméfobos. Los acidéfilos, eran exclusivamente
productores de hormona de crecimiento; los basofilos, productores de ACTH; y los
cromo6fobos, que no captaban hematoxilina ni eosina, creyéndose que eran no productores.
En la actualidad esta clasificacion simplista fue ampliada con el advenimiento de la
microscopia electronica y las técnicas de inmunohistoquimica que han podido mejorar
sustancialmente su valoracion en cuanto a produccion hormonal. Asi se han establecido 14
subtipos de adenomas (Tabla 1). El grado de agresividad de los adenomas no se relaciona
con cambios estructurales, a diferencia de lo que sucede con otras lesiones neoplésicas
como los astrocitomas en los que el pleomorfismo, la atipia nuclear, el incremento en la
celularidad y la actividad mitética son parametros de agresividad tumoral; se ha encontrado
que tiene mayor relacién con el patron de expresion protéica intracelular, el cual ha sido

estudiado por inmunohistoquimica(2).

Clasificacion histopatologica y por inmunohistoquimica de los ADH

Tipo de adenoma |Frecuencia| Tasa Caracterizacion
M:F inmunohistoquimica

Poco granulado|  27.0 1:2.5 PRL

PRL

10



Densamente 0.04 - PRL

granulado PRL

Densamente 7.1 1:0.7 | GH, subunidad a (PRL,

granulado GH TSH, LH, FSH)

Poco granulado GH 6.2 1:1.6 | GH, PRL (subunidad o)

Mixto GH-PRL 3.5 1:1.1 GH, PRL (subunidad a,
TSH)

Mamosomatotropo 1.2 1:1.1 GH, PRL (subunidad a,
TSH)

Células acidofilas 1.6 1:1.5 PRL, GH

\Adenoma 9.6 1:5.4 | ACTH (LH, subunidad o)

corticotropo

densamente

granulado

\Adenoma Raro - ACTH

corticotropo  poco

granulado

\Adenoma del 1.1 1:1.3 |TSH (GH-PRL, subunidad

tirotropo a)

'Adenoma 9.8 1:0.8 FSH (LH, subunidad a,

gonadotrdpico ACTH)

Corticotropo silente 4.9 1:1.3 ACTH, B-endotrofina)

No productor (nun 12.4 1:0.7 Inmunonegativo

cell)

Oncocitomas 13.4 1:0.5 Inmunonegativo

No clasificable 1.8 - -

Kovacs K, Horvath: Tumors of the pituitary gland, Atlas of tumor pathology, fascicle 21,
2nd series, Washington D.C. Armed forces institute of pathology .
Abreviaturas: PRL: prolactina, GH: Hormona de crecimiento, FSH: Hormona foliculo

estimulante, LH: Hormona Luteinisante, TSH: Hormona estimulante de tiroides.
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Marcadores celulares

Previamente han sido descritos multiples indicadores que pueden ayudar a predecir
el comportamiento de los adenomas de hip6fisis. Un estudio publicado por Tella Junior y
cols. encontraron que los adenomas bihormonales asi como los productores de subunidad
alfa eran mas invasivos que los otros tipos de adenomas. Otro estudio realizado por
Schreiber y cols. mostré que en los adenomas de células nulas y en los oncocitomas existia
una mayor presencia de Ki 67 a mayor agresividad clinica. Asi mismo encontraron
positividad para p53 en un porcentaje importante de los adenomas invasores. Hasta ahora la
mayoria de los estudios estdn enfocados en describir la expresion y mutacion de genes, asi
como la descripcion de algunos marcadores de agresividad tumoral. La OMS (2004) divide

a los adenomas hipofisiarios de acuerdo a estos parametros en(3):

Grado Histopatologico Parametros

Adenoma Tipico * Sin datos histopatologicos de adenocarcinoma

* Sin datos inmunohistoquimicos de Atipia

Adenoma Atipico * Indice mitético > 1 en mas de 10 campos a 400x
* Factor de proliferacion > 3% (Ki67)
* P53 elevada> 1%

Carcinoma de hip6fisis * Histopatologia para adenocarcinoma y metastasis

La secuenciaciéon del genoma humano, la generacion de bases de datos de
proteinas(4) y los avances en la tecnologia para estudiar los sistemas bioldgicos de una gran
variedad de organismos, han revolucionado la biologia y la medicina. Las secuencias de
DNA de distintos organismos estan disponibles en las bases de datos, sin embargo, las
secuencias de genes dan una informacion incompleta sobre las propiedades de la expresion

de proteinas en los diferentes organismos.

Adenomas hipofisiarios agresivos
No existe en realidad una definicion “oficial” de Adenoma Hipofisiario Agresivo; el
término se utiliza para lesiones con invasidon a estructuras anatomicas adyacentes,

crecimiento rdpido y tamafio importante. Tienden a recurrir de forma rapida después del
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tratamiento inicial, y generalmente responde poco al tratamiento, por lo que son dificiles de
curar, y algunos incluso tienen un desenlace fatal. La invasiéon al seno cavernoso,
estructuras oseas de la base del craneo y mucosa del seno esfenoidal dificultan una cirugia
radical. La invasion parece estar en relacion al tamafio del tumor, de manera que se
encuentra invasion a estructuras adyacentes en 80% de los adenomas gigantes (>4cm de
extension en al menos un plano), pero solo en 22% de los macroadenomas (>10mm en
diametro) y 2% de los microadenomas (< 10mm). Debido a su naturaleza agresiva, estos

tumores deben someterse a regimenes mas activos de tratamiento(2).

Pronédstico de los Adenomas Hipofisiarios

Las clasificaciones antes mencionadas nos hablan del comportamiento biologico del
adenoma de hipodfisis y nos dan un prondstico respecto al éxito del tratamiento inicial y la
evolucion posterior en cada paciente. En diferentes series se ha reportado un 80 — 96% de
extension supraselar y 30 — 80% de extension infraselar; asi mismo se reporta un 30 a un

64% de lesiones invasivas por imagen(5). Asi mismo se reportan lesiones como

microadenomas de un 20 a un 45% y macroadenomas de un 55 a un 80%. Se reporta asi

mismo Adenomas Gigantes en hasta un 30% de los casos. Se reportan grados Knosp > a 2

en un 20 a 40% de los casos; En cuanto a los pardmetros histopatologicos e

inmunohistoquimicos, de un 15 a un 20% de las lesiones se reportan como atipicas (3, 6, 7).

Todos estos factores influyen en la evolucion de cada paciente sometido a un
tratamiento; de forma que cada parametro nos da un pronostico:

. Tamafio de la lesibn como factor prondstico: En lesiones no funcionantes se
reporta un éxito quirurgico con lesiones menores a 4cm de un 75 a un 100% de los
casos, mientras que en lesiones > a 4cm este porcentaje disminuye de un 56 a un 70%
de los casos. Asi mismo Se tienen indices de recurrencia de hasta un 10% en lesiones
menores a 3cm, y hasta un 40% en lesiones de mayor tamafio(8).

. Invasion a seno esfenoidal y III ventriculo Se reporta un éxito quirargico de un 85
a un 100% en lesiones no invasivas, comparado a un éxito quirurgico en 57 — 84% de
las lesiones invasivas. Asi mismo se reportan complicaciones postoperatorias en hasta

un 25% de lesiones invasivas vs. Hasta un 10% en lesiones no invasivas. El indice de
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recurrencia en lesiones invasivas se reporta hasta del 40%, comparado con un 15% en
lesiones no invasivas(5).

4 Invasion al seno cavernoso como factor pronéstico: Se menciona que se consigue
una reseccion total o subtotal de un 80 a un 100% de los pacientes con lesiones grado <
3 de Knosp, mientras que se consigue una reseccion total o subtotal solo en un 56 —
80% de los casos con lesiones > a Knosp 3. Asi mismo se reportan recurrencias de >
20% en lesiones con grados Knosp < 2, y > a un 40% en lesiones Knosp > 3. Asi mismo
el indice de complicaciones post — operatorias asociadas a lesiones Knosp > 2 es de
hasta un 20%, comparada con lesiones de menor grado, que se reporta < a 10%(7, 9).

4 Factores histopatologicos e inmunohistoquimicos: Se reporta que un 83% de las
lesiones atipicas demuestran invasion a diferentes grados por IRM, comparado con un
45% de las lesiones tipicas; se reporta asi mismo que hasta un 11% de las lesiones
invasivas tienen expresion elevada de Ki-67, comparado con 4.66% de las lesiones no
invasivas. Se reporta recurrencia de hasta 56% en las lesiones atipicas, comparado con

un 20% en las lesiones tipicas(3).

PROTEINA HSP90B1 (ENDOPLASMINA)

Proteina HSP90 y su funcion celular

La proteina de choque de calor (Heat Shock protein, HSP) actiia como un tipo de
chaperona, uniéndose a proteinas recién transcritas, ayudando al plegamiento de las mismas
en el citosol, reticulo endopldsmico; es importante en los mecanismos de transporte
intracelular de algunas proteinas; y tiene funciones relacionadas a la reparacion y re-
plegamieno de proteinas, cuando estas sufren desnaturalizacion en sus estructuras
secundarias y terciarias ante alglin estrés celular; se trata de una proteina de 90kDa, que
representa el 1 — 2% del contenido proteico intracelular en ausencia de estimulos de estrés.
Existe en 2 isoformas principales, la alfa, que se encuentra en el cromosoma 14q32 — 33,y
la isoforma beta, encontrada en el cromosoma 6p 21. La mayoria de las proteinas en las que

actia la HSP90 son proteinas cinasas o factores de transcripcién involucradas en la
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transduccion de senales, receptores de hormonas esteroideas, serina/treonina cinasas como
la Cdk-4 y Raf-1 y factores de transcripcion como el p53. Dada la naturaleza de las
proteinas en las que actua el HSP90 facilita la supervivencia celular durante condiciones

observadas en el microambiente del tumor(10, 11).

Proteina HSP90 como marcador de agresividad en diferentes lesiones neopldsicas

Resultados recientes de andlisis de geles por técnicas de tecnologia proteémica
(resultados no publicados) a mostrado la sobre — expresion de HSP90B en ADH no
funcionales que son considerados agresivos de acuerdo a los hallazgos de Resonancia
Magnética, sugiriéndose que este puede ser empleado como marcador de invasividad vy,
probablemente, de recurrencia. Esta proteina, también llamada endoplasmina, ha sido
encontrada en otras patologias malignas como marcador de agresividad de la lesion.
Cawthorn y cols. llevaron a cabo un estudio evaluando la expresion proteémica de HSP90B
utilizando 2-PAGE encontrando que pacientes con niveles mayores de HSP90B tenian
mayor probabilidad de tener metastasis a distancia, comparados con pacientes con niveles
bajos. Los niveles elevados de HSP90B predijeron la presencia de metastasis a distancia
con una sensibilidad del 97%. También se ha encontrado sobre — expresion de HSP90B en
células gastricas cancerosas, comparado con la mucosa gastrica normal y el tejido
pancredtico; esta expresion se vio aumentada en tejido géastrico menos diferenciado,
sugiriéndose que la misma es 1til no solo como marcador bioldgico de malignidad, sino que
ha correlacion con la agresividad de la lesion.

La expresion de HSP90 también ha sido descrita en leucemia linfoblastica aguda, y

su patron de expresion fue factor predictor para peor prondstico(12, 13).

Técnicas de Proteomica aplicadas al estudio de Adenomas de Hipdfisis

Aunque la funcidn del organismo y lo necesario para realizarla reside en el ADN, no
todos los genes son codificados en proteinas. Ademas una proteina puede sufrir hasta 400
modificaciones postraduccionales, por lo que el resultado final no necesariamente es una
copia fiel del gen a partir del cual fue codificada. Por esta razon, actualmente el anélisis

exhaustivo de secuencias también se estd aplicando a todas las proteinas (proteoma)
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presentes en la célula, tejido u organismo completo en un momento particular. Este tipo de
andlisis ha confirmado que el proteoma es dindmico, que las proteinas cambian
dependiendo del medio ambiente y estado fisioldgico en que se encuentre el organismo y
esta informacion esta siendo aplicada a todos los campos de la biologia y la medicina.

La protedmica se trata de una tecnologia de punta que se encarga de estudiar el
conjunto de proteinas que constituyen a los organismos, tejidos o células, comparando dos
o mas estados diferentes (tejido sano y enfermo), identificando cambios en las proteinas
tanto cualitativos como cuantitativos. La posibilidad de estudiar la proteémica de una célula
deriva del avance en los mecanismos de espectrometria de masas lo que permite la
identificacion de las secuencias de aminoacidos en las proteinas de interés.

Ya se han realizado algunos estudios los cuales tratan de dilucidar atlas de proteinas
en adenomas de hipoéfisis, asi como alteraciones en adenomas de hipofisis. Un estudio
realizado por Liu y cols.(14) identificé un total de 2243 proteinas las cuales caracterizan al
prolactinoma, siendo la base de datos mas grande para este subtipo de adenomas. Moreno y
cols. realizaron un estudio en el cual compararon adenomas hipofisiarios no funcionales
(n=11) contra 8 hip6fisis normales (n=8), analizando la expresion de genes y el proteoma
de dichos especimenes. En este trabajo se identifico que en los adenomas existian 115
puntos sobre-expresados y 169 suprimidos, en cuanto a la proteomica encontraron 21

proteinas sobrereguladas y 29 proteinas subreguladas.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

(El grado de expresion intracelular de Endoplasmina (HSP90) se relaciona con el

patron de agresividad e invasividad de los Adenomas Hipofisiarios?

HIPOTESIS
Hipotesis 1

Hi: El contenido intracelular de Endoplasmina (HSP90) en adenomas hipofisiarios
agresivos es mayor respecto a adenomas hipofisiarios no agresivos.

Hy: El contenido intracelular de Endoplasmina (HSP90) en adenomas hipofisiarios

agresivos no es mayor respecto a adenomas hipofisiarios no agresivos.

Hipotesis 2

H;: El contenido intracelular de Endoplasmina (HSP90) en adenomas hipofisiarios
invasivos es mayor respecto a adenomas hipofisiarios no invasivos.

Hy. El contenido intracelular de Endoplasmina (HSP90) en adenomas hipofisiarios

invasivos no es mayor respecto a adenomas hipofisiarios no invasivos.

JUSTIFICACION

Los Tumores Hipofisiarios son una causa de morbilidad importante en la poblacion
general; representan la 3ra causa de Neoplasias intracraneales (la 2da en el instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia), ademas de ser una patologia que afecta a
pacientes jovenes en edad productiva. Las secuelas asociadas a estas lesiones tienen un
impacto importante en los pacientes, y un curso clinico y comportamiento biologico
variable, hace prioritario en una instituciéon como la nuestra, el estudio e investigacion
relacionada a estos tumores, ya que se cuenta con una casuistica importante y es un centro
de referencia internacional para su manejo. Los estudios de investigacion respecto a estas
lesiones deben enfocarse en el entendimiento de su biologia, fisiopatologia y tratamiento,

aspectos que se cumplen en este protocolo; por lo tanto es importante tomar en cuenta el
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desarrollo de protocolos como el presente, cumpliéndose con una necesidad, y una
obligacion cientifica y de salud, dado el impacto en la calidad de vida de los pacientes con
tumores hipofisiarios y el impacto importante que esto representa respecto a otros
padecimientos del Sistema Nervioso.

Ademas, un punto importante también es la aplicacion terapéutica que los hallazgos
de este trabajo esperan aportar respecto al tratamiento de los adenomas hipofisiarios, lo cual

hace aun mas importante el desarrollo de protocolos como el presente.

OBJETIVOS

. Objetivo General
1. Estudiar el grado de expresion intracelular de endoplasmina en Adenomas
Hipofisiarios y establecer si hay diferencia entre el grado de expresion de la misma

en lesiones Invasoras y agresivas, respecto a las no invasoras y no agresivas.

4 Objetivos Especificos

1. Establecer si hay relacion entre el grado de expresion de Endoplasmina con Género
y Edad de los Pacientes con Adenomas Hipofisiarios.

2. Establecer si hay correlacion entre el grado de expresion de Endoplasmina y el
tiempo de evolucion de la sintomatologia

3. Establecer si hay correlacion entre el grado de expresion de Endoplasmina y la
expresion de Ki-67

4. Establecer si hay correlacion entre el grado de Expresion de Endoplasmina y la
expresion de marcadores hormonales intracelulares (Prolactina,
Adrenocorticotropina, Hormona estimulante de la tiroides, Hormona del
Crecimiento, Hormona Luteinizante y Hormona Foliculo Estimulante)

5. Establecer si hay correlacion entre el grado de Expresion de Endoplasmina y el
comportamiento clinico - hormonal de la lesioén en términos de Funcionalidad o No
Funcionalidad de la misma.

6. Establecer si hay correlacion entre el grado de lesion por imagen y el grado de

expresion de Endoplasmina
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7. Establecer si hay correlacion entre el grado de Expresion de Endoplasmina y la
probabilidad de recidiva tumoral
8. En pacientes que hayan recibido Radioterapia como manejo coadyuvante, establecer

la correlacion entre grado de expresion de Endoplasmina y la respuesta a este

tratamiento.
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METODOLOGIA

a) Diserio

Se realiz6 un estudio observacional, transversal, comparativo.

b) Poblacion
Muestras de biopsias obtenidas en el periodo trans — operatorio de la cirugia realizada a
pacientes entre Enero Y Diciembre del 2008 cuyo resultado de histopatologia fue el de

adenoma hipofisiario.

¢) Captacion de la muestra

. Se realizd una revision de los registros de muestras entregadas al servicio de
Patologia del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, con diagnostico de
Adenoma Hipofisiario entre Enero y Diciembre del 2008

. Se obtuvieron los bloques de parafina de dichas muestras en el Servicio de Patologia
para revision de las mismas y exclusion de aquellas insuficientes para procesamiento
para Inmunohistoquimica

. En el Archivo Clinico de la institucion se realizd la revision de expedientes de los
pacientes de donde provienen dichas muestras y exclusion de las muestras de pacientes

con expedientes incompletos

Criterios de inclusion
1.- Muestras de Biopsia de pacientes operados entre Enero y Diciembre del 2008 con

diagnostico histopatologico de Adenoma Hipofisiario
Criterios de exclusion
1.- Muestras que sean insuficientes para la realizacion de la técnica de inmunohistoquimica

2. —Pacientes que hayan recibido manejo quirurgico previo

Criterios de eliminacion

1.- Pacientes que no cuenten con expediente clinico completo en el INNN
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2.- Pacientes que no cuente con estudios de imagen por Resonancia Magnética

preoperatoria.
Variables
Variable Tipo de Variable Escala de Medicion
Variables Clinicas y de Imagen
Independientes

Género Nominal * Masculino

*  Femenino
Edad Numérica Discreta Edad en afios

Tiempo de evolucion de la

Numérica Discreta

Tiempo en meses

sintomatologia
Déficit Campimétrico Ordinal 1. Sin déficit
2. Hemianopsia bitemporal
3. Amaurosis
Agudeza visual Ordinal 1. Normal: 20 /20 —-20/60
2. Disminucién de la
agudeza visual: 20 / 61 —
20 /400
3. Ceguera clinica: > 20 /

400

Variable histopatologica y de inmunohistoquimica

Independientes

Expresion de Endoplasmina

Ordinal

0: Negativo
+: Levemente positivo
++: Positivo

+++: Intensamente Positivo

Expresion de Endoplasmina

Numérica Continua

Valor
Media del Pixelaje de la

de Densidad optica

imagen analizada.

Expresion de Ki-67

Nominal

e Menor al 3%: ausente

21




* Mayor al 3%: presente

Expresion Hormonal | Nominal
intracelular de: * Positiva
e ACTH * Negativa
* GH
e TSH
* LH
* FSH
Variables Dependientes
Tipo de | Nominal . Agresivo:
Adenoma o Atipico:
- Expresion mayor al 3% de Ki-
67
e Evolucion clinica:
. Recidiva
- Progresion de la enfermedad
. No respuesta a terapia
coadyuvante
4 No agresivo:
e Lesion tipica que no cumple con
criterios de positividad para Ki — 67
e Evolucion clinica estable posterior al
tratamiento, es decir, no recidiva, ni
progresion a la enfermedad y con
respuesta adecuada a terapia coadyuvante
Didmetros Numérica ¢ Diametro Antero — Posterior (AP) en mm
maximos de la | continua .

lesion

Didmetro Dorso — Ventral (DV) en mm

Didmetro Latero — Lateral (LL) en mm
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3

Volumetria de la | Numérica mm
lesion continua Formula:
V= (Didmetros AP x LLxDV) /6
Tamafio de la | Ordinal * Microadenoma: <I0mm en sus didmetros
lesion maximos
* Macroadenoma: 10 — 39mm en sus didmetros
maximos
* Adenoma Gigante: >40mm en sus didmetros
maximos
Hardy Ordinal A. Lesion llega a la Cisterna supraselar
B. Al Receso anterior del III ventriculo
C. Piso del III francamente desplzado
D. Extension intradural
E. Metastasis
Vezina Ordinal L.Silla turca normal
I1.Silla turca aumentada de tamafio
II1.Silla turca con perforacion localizada
I'V.Silla Turca con destruccion difusa
Knosp Ordinal 0. Lalesion no llega a la linea intercarotidea medial
1. La lesiébn sobrepasa la linea intercarotidea
medial, pero no la linea intercarotidea media
2. Lalesion sobrepasa la linea intercarotidea media,
pero no la linea intercarotidea lateral
3. Lalesion sobrepasa la linea intercarotidea lateral
4. La lesion llega a la pared lateral del seno
cavernoso
Invasividad  de | Nominal * Lesiones invasivas:

las lesiones

o Vezina> II1]
o Knosp >2
o Adenomas Gigantes (>40mm en sus

didmetros sagital, axial o coronal
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maximos / Volumetria > 10mm>)
* Lesiones no invasivas:
o Vezina <III
o Knosp<?2
o Microadenomas / Macroadenomas

(lesiones 1 — 39mm)

Reidiva /| Ordinal . Presente
Progresion . Ausente
Apoplejia Nominal . Presente

. Ausente

d) Captura de datos por revision de expedientes
Se llevard a cabo una revision de los expedientes clinicos de los pacientes cuyas
piezas de patologia fueron incluidas en la muestra para obtencion de datos relevantes al

analisis de acuerdo a las variables mencionadas.

e) Procesamiento de las muestras para andlisis por inmunohistoquimica

Cada muestra de tejido de adenoma de hipofisis o de hipofisis sana, se sometio al
siguiente procedimiento en el servicio de Patologia Experimental de esta institucion.

El material se proces6 para fijacion en formalina e inclusion en parafina, para
realizar los cortes histologicos necesarios para las técnicas de hematoxilina y eosina, para el
diagnostico histopatologico de rutina, y para la técnica de inmunohistoquimica, aplicando
anticuerpos especificos contra las hormonas adenohipofisiarios para su clasificacion
histopatologica de acuerdo a los criterios de la OMS. Se analizard por técnicas de
inmunohistoquimica los siguientes anticuerpos:

* anti-ACTH (1:50; Dako, Carpinteria California)
e anti-PRL (1:50; Dako, Carpinteria California)

* anti-LH (1:50; Dako, Carpinteria California)

e anti FSH (1:50; Dako, Carpinteria California)

* anti GH (1:50; Dako, Carpinteria California)

* anti Ki 67 (1:50; Dako, Carpinteria California)
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e anti HSP90BI1 (1:50; Dako, Carpinteria California)

Técnica de inmunohistoquimica

De cada biopsia incluida en parafina, se elaboraron cortes de 4um de grosor, los
cuales se montaron en laminillas con poli-L-lisina. Posteriormente se les desparafinaron en
xilol con cambios de 15 minutos, se hidrataran en una serie de soluciones de alcohol de
concentraciones graduales descendentes (OH absoluto, 96%, 80% y 70%,) en bafios de 3
minutos cada uno, hasta agua destilada. Se realiz6 recuperacion antigénica en una olla de
presion por 1 minuto, colocando las laminillas en un baso Copplin de plastico con tapa con
la solucion recuperadora Diva Decloaker (Biocare Medical, LLC. Concord, CA. USA).
Después de que se bajo la presion de la olla, las laminillas se dejaron enfriar a temperatura
ambiente. Se bloqued la peroxidasa endogena con H,O; por 15 minutos (400 ul de H,O; al
30 % en 50 ml de agua destilada) y se lavaron con agua destilada; se enjuagaron en PBS
por 3 minutos y se bloqueardn los sitios antigénicos inespecificos con un bloqueador
comercial (BioCare Medical). Se realizaron 2 lavados de 3 minutos en PBS-triton 0.1%
(Triton X-100 Sigma Aldrich, St.Louis) y se incubaron con los anticuerpos primarios.

Después de 2 enjuagues con PBS-triton por 3 minutos se incubaron con el anticuerpo
secundario biotinado ( 4+Biotinylated Universal Goat, Bio Care Medical) por 30 minutos y
se lavaron; a continuacion se incub6 con el marcador de streptavidina (4+ Streptavidin HRP
Label, BioCare Medical) por 30 min. Por tltimo se reveld la reaccion con el kit de DAB
(diaminobencidina, Dako Cytomation; carpinteria, California) por 5 minutos y se
enjuagaron en agua destilada durante 5 minutos.

Para el contraste se utilizd hematoxilina por 2 minutos, se enjuagd en agua corriente y
se vird la tincion en carbonato de litio por 10 segundos, para finalizar se deshidrataron en
alcohol al 70%, 80%, 96%, y absoluto (2 tiempos), OH-xilol y xilol, para después montar
las laminillas con cubreobjetos con resina (Entellan Electron Microscopy Sciences), para su

observacion al microscopio de luz (Olympus BH2).

Medicion de Marcadores Inmunohistoquimicos
* Marcadores Hormonales: Los marcadores hormonales ACTH, TSH, LH, FSH y GH
fueron analizados de forma visual y cualitativa con microscopio a 20x evaluandose 10

campos por cada muestra, obteniéndose un valor positivo o negativo de acuerdo a si se
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observaba en la muestra la tincién con el DAB. El control positivo evaluado como
pardmetro fue gldndula hipofisis normal, la cudl expresa de todos los marcadores
hormonales.

Ki — 67: Se analizaron las muestras buscandose tincion nuclear positiva con expresion
del DAB. La medicién fue cuantitativa evaluada a 40x, con conteo celular visual para
medir el indice de expresion de la proteina, es decir, el numero de células que
expresaron el marcador en su nicleo, por cada 100 células contadas, esto evaluado en 5
campos visuales por muestra; se considero positiva la mediciéon de un indice de > 3%.
El control positivo fue una muestra de Cancer de Mama, en el cudl se ha determinado
ya su expresion alta de Ki — 67(13).

Endoplasmina (HSP90 B1): para la cuantificacion en la medicion de endoplasmina en
las muestras evaluadas, se utilizaron 2 técnicas basadas en al software ImageJ®, el cual

se encuentra para descarga de forma gratuita en la direccion imagej.nih.gov/ij/.

o Se realiza una mediciéon semi — cuantitativa (con un valor ordinal) y un valor
cuantitativo, de acuerdo a la intensidad de expresion de Endoplasmina (HSP90
B1); dichas mediciones las da el programa Image]® a través de la aplicacion del
plugin “DAB deconvolution”

(http://www.mecourse.com/landinig/software/cdeconv/cdeconv.html), esto con

los siguientes pasos:

Toma de fotos en formato de imagen de

las muestras: se utilizd un microscopio
(Olympus BH2) para la evaluacion de
las muestras; posteriormente se realizd
la toma de imagenes de 5 campos de la
muestra a 20x y 40x; se utilizd una
intensidad de luz uniforme para todas

las muestras, asi como balance de

blancos con el fondo de luz sin tejido a
valorar
Se abre la imagen con el programa o oo 4w o s sos

Magnifying glass (or use "+* and *-" keys)

Imagel® y se le aplica el plugin “DAB
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deconvolution”; esta aplicacion separa
las tinciones de la muestra (en este caso

la Hematoxilina del DAB)

3 El programa da un valor numérico a cada pixel de la imagen, de acuerdo grado de
intensidad de tincion del DAB, valorando su Densidad Optica (DO), es decir, que tanto
deja atravesar la muestra, la luz del microscopio; por lo tanto, a menor valor de DO
mayor intensidad de tincion; el grado de intensidad de tincion del DAB se interpreta de
la siguiente forma:

a. Negativo: 171 - 230 DO

b. Bajamente positivo: 121 — 170 DO
c. Positivo: 61 — 120 DO

d. Altamente positivo: 0 — 60 DO

4 Se mide el porcentaje de pixeles de la d Log

Pixel Count: 1310720
Percentage contibution of High Positive: 15.4688

d 1 1 d 1 d 1 Percentage contibution of Positive: 34.6977
programa a ¢l valor ordina € la Percentage contibution of Low Positive: 30.0588

muestra en cada grado de tincion; el

Percentage contibutionof Negative: 19.7747

intensidad de tincién de acuerdo a la

siguiente formula:

Results

: [ J
|Area Mean [IntDen [RawintDen |

1 722580 88.735 64118081 64118081

5 También el programa da un valor de la
media de DO de los pixeles que
componen la imagen, el cudl también

fue tomado en cuenta para el analisis.

El protocolo anterior de medicion de intensidad de Endoplasmina, se basé en
protocolos similares publicados y validados en la literatura(15-19).
El control positivo utilizado fue tejido nervioso normal, ya que las Neuronas presentan una

expresion alta de Endoplasmina de forma constitutiva (20).
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f) Andlisis estadistico utilizado

1. Analisis bi — variado con Prueba Xi? de Pearson

Expresion de
Endoplasmina

e 20x

* 40x

Ki—-67

Expresion Hormonal intracelular
Agresividad

Tamarno

Invasividad

Recidiva / Progresion

Expresion de Ki-67

Endoplasmina

Expresion Hormonal intracelular
Agresividad

Tamarno

Invasividad

Recidiva / Progresion

Expresion Hormonal

intracelular

Ki- 67
Endoplasmina
Agresividad

Tamafio

Invasividad

Recidiva / Progresion

Agresividad

Ki—-67

Expresion Hormonal intracelular
Endoplasmina

Tamarno

Invasividad

Recidiva / Progresion

Tamario de la lesion

Ki—-67

Expresion Hormonal intracelular
Agresividad

Endoplasmina

Invasividad

Recidiva / Progresion

Invasividad de las

lesiones

Ki—-67

Expresion Hormonal intracelular
Agresividad

Tamarno

Endoplasmina

Recidiva / Progresion

Recidiva / Progresion

Ki—-67

Expresion Hormonal intracelular
Agresividad

Tamafio

Invasividad
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Endoplasmina

Apoplejia

Ki—-67

Expresion Hormonal intracelular
Agresividad

Tamarno

Invasividad

Recidiva / Progresion

2. Analisis Bi — variado con Prueba de t de Student para muestras independientes

Expresion de
Endoplasmina

e 20x

* 40x

e Ki—-67

Expresion Hormonal intracelular
Agresividad

Tamarno

Invasividad

Recidiva / Progresion

Diametros mdximos de

la lesion

Ki—-67

Expresion Hormonal intracelular
Agresividad

Tamarno

Invasividad

Recidiva / Progresion

Volumetria de la lesion

Ki—-67

Expresion Hormonal intracelular
Agresividad

Tamarno

Invasividad

Recidiva / Progresion
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RESULTADOS

PACIENTES

En el servicio de Neurocirugia del “Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
Manuel Velasco Suarez”, se realizaron un total de 116 procedimientos quirurgicos cuyo
diagnostico histopatologico final fue el de Adenoma Hipofisiario; de los 116 casos, 92
cumplieron con los criterios de inclusion para el presente trabajo, rechazandose 12 casos
por cumplir criterios de eliminacion, 8 por haber sido tratados previamente en tra
institucion, y 4 por encontrarse con expedientes incompletos. Se incluyeron por lo tanto en
el presente trabajo, un total de 80 casos.

De los 80 pacientes incluidos, 42.5% (34) Hombres, y 57.5% (46) Mujeres. La edad
promedio al momento del diagnostico clinico fue de 46.2 + 13 afios (22 — 74 afios). El
tiempo de evolucion del cuadro clinico asociado a la lesion fue de 22.7meses; el tiempo de
seguimiento post — operatorio dado a los pacientes fue de 46.1 meses (Tabla 1).

Tabla 1. Epidemiologia de los pacientes incluidos

n= 80
Género Masculino: 42.5% (34) | Femenino: 57.5% (46)
Edad 46.2 + 13 anos (22 - 74)
Tiempo de evolucion 22.7 + 26.8 meses
Tiempo de seguimiento 46.1 + 23.9 meses

Cuadro clinico

Como ya se menciond, el tiempo promedio de evolucion del cuadro clinico asociado
a la lesion hipofisiaria fue de 22.7 meses; el principal sintoma clinico asociado a la lesion
fue déficit visual en un 47% de los pacientes, seguido de cefalea en el 34% de los pacientes;
este fue el déficit visual percibido por los pacientes al interrogatorio dirigido, ya que, al
realizarse un examen oftalmologico completo, 81% de los pacientes tenian ya alglin déficit
visual al momento del diagnostico (Tabla 2).

De los 80 pacientes, 81% presentaron algin grado de déficit visual, el cudl se midi6
en 2 parametros, 1) La Campimetria Visual; y 2) la agudeza visual. De los pacientes

incluidos en el analisis final, solo 71% presentaron algiin grado de déficit campimétrico
p gun g p
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visual, el cudl se caracterizd por una hemianopsia bitemporal de grado variable; y 10%
presentaron amaurosis. Respecto a la Agudeza Visual (AV), esta se midi6 en cada ojo del
paciente, y encontramos que del lado derecho 54% de los pacientes presentaron una AV
normal, 15% disminucion de la agudeza visual, y 31% Amaurosis; en el ojo izquierdo, 49%
presentaron AV normal, 20% disminucion de la agudeza visual y 20% amaurosis (Tabla 2).

Como se menciond en la introduccion, los adenomas hipofisiarios se clasifican
desde el punto de vista bioquimico hormonal, como lesiones funcionantes y no
funcionantes. De los pacientes tratados en el 2008 en nuestra institucion, 83.75% fueron
clasificados como No Funcionales, y 16.25% como funcionales; de los pacientes con
lesiones funcionales, 82% cumplieron con criterios bioquimicos y clinicos para diagndstco

de Acromegalia; 10% con diagndstico de prolactinomas; y 7% con diagnostico de

Enfermedad de Cushing.
Tabla 2. Cuadro clinico asociado
Cuadro clinico e Déficit visual: 47.5% (38)
¢ C(Cefalea: 33.8% (27)
* Hiperfuncion Hormonal: 11.3% (9)
* Amenorrea: 3.8% (3)
* Oftalmoplejia: 2.5% (2)
* Hipertension intracraneal: 1.3% (1)
Déficit visual Déficit campimétrico:

* Sin déficit: 18.8% (15)
* Hemianopsia bitemporal: 71.3% (57)
*  Amaurosis: 10% (8)

Agudeza visual ojo derecho
¢ Normal: 53.8% (43)
* Agudeza visual baja: 15% (12)
* Amaurosis: 31.3% (25)

Agudeza visual ojo izquierdo
¢ Normal: 48.8% (39)
* Agudeza visual baja: 20% (16)
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* Amaurosis: 31.3% (25)

Actividad Bioquimica de la lesion * No funcionante: 82.5% (66)

* Funcionante: 16.25% (13)

Sindromes clinicos asociados a lesiones | ¢ Acromegalia: 78.6% (10)
funcionales * Prolactinomas: 14.3% (2)

* Enfermedad de Cushing: 7.1% (1)

Hallazgos por imagen

Se realiz6 Resonancia Magnética (RM) de 1.5T en secuencias T1 simple y
contrastada, T2, Echo gradiente, Difusion y FLAIR a los 80 pacientes incluidos en el
presente estudio; asi mismo, se realizé Tomografia Axial Computada (TAC) a todos los
pacientes incluidos en el trabajo; ambos estudios se realizaron tanto para el diagndstico y
valoracion preoperatoria, como para el seguimiento de los pacientes. Para la valoracion de
las lesiones, de acuerdo a pardmetros de imagen, se tomaron en cuenta, las maximas
dimensiones de las lesiones en los didmeros Antero — posterior, Latero — Lateral y Dorso —
Ventral; la volumetria de las lesiones; y las clasificaciones de Hardy — Vezina y la de
Knosp. En la tabla 3 se muestran los hallazgos en relacion a los parametros antes
mencionados.

Tabla 3. Hallazgos de imagen

Vezina * A:5%(4)

* B:26.3%(21)
* (C:36.3%(29)
* D:31.3% (25)
* E:13%(1)
Hardy e 1:1.3%(1)

e 1II: 46.3% (37)
e III: 27.5% (22)
* 1V:25% (20)
0: 17.5% (14)
1: 16.3% (13)

Knosp
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2: 15% (12)

* 3:31.3%(25)

e 4:20% (16)
Diametros e AP:25.6+10.3mm
e DV:32.1+11.4mm
e LL:27.3+9.7mm
Volumetria 16.5 + 19.4cm’

Datos de Apoplejia | 15% (12)

Lesiones invasivas | 67.5% (54)

Encontramos que los didmetros de las lesiones son similares en los 3 ejes de la
lesion, con un mayor didmetro en el eje Dorso — Ventral, en donde encontramos que el
diametro promedio fue de 32.1mm; la volumetria promedio de las lesiones fue del6.5mm’,
y variaron desde 0.06 hasta 91.8cm’. Respecto a las clasificaciones de imagen utilizadas
para evaluar las lesiones, encontramos en la clasificaciéon de Hardy — Vezina que el 68.9%
de las lesiones, es decir, 55 pacientes, tuvieron lesiones de tamafio > IIIC, es decir, lesiones
que estaban por arriba de la cisterna supraselar, y tenian ya afeccion del piso selar. Con la
clasificacion de Knosp, 51.4% de las lesiones, 42 pacientes, tuvieron lesiones con un grado
> a Knosp 2, es decir, lesiones que comprometian el seno cavernoso lateral a la linea
intercarotidea medial.

De acuerdo a los pardmetros definidos en la metodologia, es decir, lesiones Vezina
Grado > III, Knosp > 2, Volumetria > 10mm’, o didmetros méaximos > 40mm, se encontrd
que el 67.5% de las lesiones cumplieron parametros de invasividad, esto es, 54 pacientes en

total.

Manejo Terapéutico

El manejo de eleccion inicial en todos los pacientes fue el manejo quirtrgico
(Figura 1). El procedimiento quirrgico de eleccion durante el 2008 fue el abordaje trans —
septo esfenoidal con técnica microquirdrgica en el 86.3% de los pacientes (69 pacientes);
las otras técnicas quirtrgicas utilizadas fueron la via trans — nasal endoscopica en 2

pacientes, y la via trans — craneal dorsolateral microquirurgica en 8§ pacientes.
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En cuanto a los resultados quirurgicos, se logré una exéresis total en el 31.3% de los
pacientes (25), mientras que solo se logré una exéresis parcial en el 23.8% (19). EI 23.8%
de los pacientes presentaron Diabetes Insipida en el periodo post — operatorio, y de estos,
en 54.5% esta fue permanente. Se presentaron complicaciones post — operatorias en el
17.5% de los pacientes, siendo la complicacion mas frecuente la hemorragia del lecho
quirurgico en el 11.3% de los casos (9). El indice de mortalidad fue del 3.8%, con 3

pacientes que fallecieron por complicaciones asociadas a la cirugia.

Tabla 4. Resultados Quirurgicos

Grado de Exéresis * Parcial: 23.8% (19)
e Subtotal: 30% (24)

* (Casitotal: 15% (12)
e Total: 31.3% (25)

Complicaciones post - operatorias 17.5% (14)

Tipo de complicaciones * Fistula LCR: 5% (4)
* Hemorragia: 11.3% (9)
* Evento Vascular Cerebral: 2.5% (2)

Mortalidad quirurgica 3.8% (3)

Diabetes Insipida post — operatoria Presente en el 23.8% (22) | * Permanente:
54.5% (12)
* Transitoria:

45.5% (10)

Mejoria visual 42.5%

Curacion bioquimica en pacientes con | 76.9% | » Acromegalia: 80%
lesiones funcionantes * Enfermedad de Cushing: 100%

¢ Prolactinomas: 50%

Re — intervencion 18.8% (15)
Sintomas por la lesion al final del 21.3% (17)
seguimiento

Grado de lesion al final del seguimiento | ¢ Sin lesion: 38.8% (31)
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* Lesion residual del 10 — 50%: 35% (28)
* Lesion residual > 50%: 22.5% (18)

En el seguimiento post — operatorio 42.5% de los pacientes presentaron mejoria
visual posterior al procedimiento quirdirgico, y 21.3% continuaron con sintomatologia
asociada a lesion residual, sin contar secuelas visuales posterior al manejo quirtirgico. Al
final del seguimiento 38.8% de los pacientes no tuvieron lesion residual en los estudios de
imagen de seguimiento, 35% con lesion residual del 10 — 50% y 22.5% con lesion residual
> 50%.

En pacientes con lesiones funcionales se curaron, de acuerdo a pardmetros
bioquimicos, en el 76.9% de los casos. Los pacientes con acromegalia, se curaron en un
80% de los casos; los pacientes con Prolactinomas en un 50% de los casos; y el unico
paciente con diagndstico de enfermedad de Cushing se curé con el manejo quirirgico
inicial.

Se requiri6 de re — intervencion quirurgica en el 18.8% de los pacientes por
progresion de la enfermedad o recidiva en el caso de pacientes curados.

—
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Figura 1. Técnica quirurgica del abordaje Trans — selar lateral al seno cavernoso. A)
Durante el abordaje se realiza luxacion o retiro del cornete nasal medio, generalmente,
esto se realiza en la cavidad nasal derecha. B) Se comunican las dos cavidades nasales a
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traveés de una septostomia posterior, maniobra que deja expuesto el rostrum esfenoidal, el
cudal se retira para apertura del seno esfenoidal. C) Una vez fresado el componente dseo
del seno esfenoidal, se deja expuesto el piso de la silla turca, el cuadl se retira teniendo
como limites laterales las Arterias Carotidas Internas para — selares, caudal el dorso selar,
y rostral el tubérculo selar. D) Una vez expuesta la duramadre del piso selar se realiza su
apertura en X o en +. E) Se realiza una devastacion central de la lesion para el posterior
abordaje trans — selar lateral. F) Una vez terminado el procedimiento se realiza la
reconstruccion del mismo teniendo como base la colocacion de un colgajo naso — septal.

Radiocirugia

Se dio Radioterapia al 35% de los pacientes en el seguimiento post — operatorio. De
estos 28 pacientes manejados con Radioterapia, 7 (25%) fueron sometidos a la modalidad
de Radiocirugia, y 21 (75%) fueron sometidos a Radioterapia Esterotdxica Fraccionada.

Las dosis utilizadas fueron de 16.5Gy a 70Gy, con una media de 48.7Gy, aplicadas

en 1 sesion en el caso de Radiocirugia, y un promedio de 26 sesiones.

Adenomas invasivos
Se consideraron adenomas invasivos aquellos que presentaron un Knosp >2, Hardy

> 11, volumetria > 10cm’ o un didmetro mayor > 40mm ( adenomas gigantes).

Tabla 5. Relacion de la Invasividad de las lesiones con otros parametros clinicos

Criterio clinico P=

Sexo 0.646*
Invasividad Recidiva / 0.003*
progresion

Apoplejia 0.947*
Funcionalidad | 0.251%

*Xi° Pearson

Se encontrd una relacion estadisticamente significativa entre la invasividad de la
lesion y la posibilidad de recidiva / progresion de la enfermedad, que llevo a estos pacientes
a requerir mas de una intervencion quirurgica para su manejo (Tabla 5).

La invasion al seno cavernoso fue evaluada de forma independiente, y reportamos

en el presente trabajo una tasa de invasion al seno cavernoso (es decir lesiones Knos > 3)
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del 51.3% (41). De estos casos encontramos una relacion estadisticamente significativa de
la invasion al seno cavernoso y el tamafio del tumor (tabla 5), siendo més invasivos al seno

cavernoso, los adenomas gigantes, respecto a los macroadenomas y microadenomas.

Tabla 6. Relacion de la Invasividad de las lesiones con otros parametros clinicos

Criterio clinico pP=
Actividad bioquimica de la 0.313*
lesion

Tamario de la lesion 0.0001*
Agresividad 0.201*
Invasividad Reintervencion 0.016*
Ki-67 0.471*
Apoplejia 0.594*
TSH 0.026*
FSH 0.035*
GH 0.009*

Volumetria 0.0001**

*Xi’ Pearson
**t student

Encontramos también que las lesiones negativas a TSH y FSH fueron mas invasivas
al seno cavernoso; asi como las positivas a GH, también mostraron un comportamiento mas
invasivo paraselar; los adenomas hipofisiarios con invasion al seno cavernoso tuvieron una
mayor tasa de reintervencion y manejo con radiocirugia, por recidiva o progresion de la
lesion. Al comparar la volumetria de las lesiones con invasion al seno cavernoso, respecto a
las que no tienen invasion, encontramos que la media del valor de volumetria en lesiones
con invasion al seno cavernoso fue de 24cm’, respecto a 8.6cm’ de las lesiones sin invasion

al seno cavernoso, esto con una diferencia estadisticamente significativa.
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Adenomas Agresivos

Las lesiones agresivas las definimos como aquellas que presentaron elevacion del
indice de proliferacion (Ki — 67 > 3%), recidiva, progresion de la enfermedad o falta de
respuesta al tratamiento coadyuvante.

Tabla 7. Relacion de la Agresividad de las lesiones con otros pardametros clinicos

Criterio clinico p=
Sexo 0.346*
Invasividad 0.079*
Agresividad Apoplejia 0.947*
Funcionalidad 0.884*
Tamario de la lesion 0.359*
Volumetria de la lesion 0.723%*

*Xi’ Pearson
**t student

No encontramos una relacion estadisticamente significativa entre lesiones
clasificadas como agresivas y no agresivas, al contrastar las variables clinicas analizadas en

el presente estudio (Tabla 7).

Lesiones Funcionantes

Trece pacientes en total mostraron lesiones funcionantes, siendo 10 con
Acromegalia, 2 con Prolactinomas y 1 con Enfermedad de Cushing. El 61.5% de los
pacientes fueron del sexo femenino, con una edad media de 37 afos, un tiempo de

evolucion promedio de 43.8 meses, y un tiempo de seguimiento promedio de 45.6 meses.

Tabla 8. Lesiones Funcionantes
Hardy e A:23.1%(3)
* B:46.2% (6)
e C:23.1%(3)
* D:7.7% (1)
e E: 0%
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Vezina e 1:7.7% ()

e 1I: 69.2% (9)
e 1II: 23.3% (3)
e IV:0%
Knosp * 0:38.5% (5)
e 1:7.7% (1)

e 2: 15.4% (2)
e 3:23.1%(3)
e 4:154% (2)

Tamafio de | Microadenomas: 7.7% (1)

la lesion | Macroadenomas: 76.9% (10)
Adenomas Gigantes: 15.4% (2)
Diametros e AP:17.9+ 8.7mm

e DV:23.8+11.4mm
e LL:20.8+11.2mm

Volumetria 7.7 + 11.4cm’

Datos de Apoplejia | 15.4% (2)

Lesiones invasivas | 53.8% (7)

Lesiones Agresivas | 30.8% (4)

En la tabla 8 podemos observar que las lesiones con actividad bioquimica funcional,
fueron lesiones de menor tamafio y con menos tendencia a la invasion de estructuras infra y
para selares; reportamos una tasa de curacion bioquimica del 76.9%, es decir, 10 de los 13
pacientes con lesiones funcionantes se curaron, con el manejo quirtirgico. Cuando se realiza
en andlisis estadistico de los factores prondsticos involucrados en la curacion de los
pacientes con lesiones funcionantes, observamos que los datos de agresividad son los que

se relacionaron directamente con la posibilidad de curacion bioquimica.
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Lesiones No Funcionantes

El resto de lo pacientes presentaron lesiones no funcionantes (67 pacientes), es
decir, no presentaron un sindrome clinico asociado a hiperfuncion hormonal. El 56.7% de
los pacientes fueron del sexo femenino, con una edad media de 47.9 afos de edad, un
tiempo de evolucién promedio de 18.6 meses, y un tiempo de seguimiento promedio de

46.2 meses.

Tabla 9. Lesiones No Funcionantes
Hardy e A:1.5% (1)

* B:22.4%(15)

* (:38.8% (26)

* D:35.8% (24)

e E:1.5%(1)

Vezina e [:0%

o 11: 41.8% (28)
e II: 28.4% (19)
e 1V:29.9% (20)
Knosp e 0:13.4% (9)

e 1:17.9% (12)
* 2: 14.9% (10)
* 3:32.8%(22)
* 4:20.9% (14)

Tamaiio de | Microadenomas: 0%

la lesion | Macroadenomas: 64.2% (43)
Adenomas Gigantes: 35.8% (24)
Diametros e AP:27.1+10mm
e DV:33.7+10.8mm
e LL:28.6+89mm
Volumetria 18.2 +20.2cm’

Datos de Apoplejia | 14.9% (10)
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Lesiones invasivas

70.1% (47)

Lesiones Agresivas

32.8% (22)

Las lesiones no funcionantes presentaron un mayor tamafio respecto a las lesiones

no funcionantes. Encontramos una relacion estadisticamente significativa en los siguientes

pardmetros clinicos:

Tabla 10. Lesiones No Funcionantes

Parametro Criterio clinico p=
Agresividad Recidiva / progresion 0.0001
Apoplejia 0.007
Invasividad Recidiva / progresion 0.0001
Ki- 67 0.447
Apoplejia 0.447
Volumetria 0.0001
Invasion al seno Recidiva / progresion 0.008
cavernoso Ki- 67 0.345
Apoplejia 0.666
Tamaiio de la lesion 0.0001
Volumetria 0.0001
Ki- 67 Tamaiio de la lesion 0.258
Recidiva / progresion 0.346
Apoplejia 0.636
Volumetria 0.793

*Xi’ Pearson
**t student

En las lesiones no funcionantes observamos una relacion entre varios parametros,

como se observa en la tabla 10; observamos relacion entre la agresividad y la invasividad

de la lesion, y la posibilidad de recidiva y progresion de la enfermedad y la volumetria de la

lesion.
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Inmunohistoquimica Hormonal

A continuacion se muestran los resultados obtenidos al aplicar técnicas de
inmunohistoquimica a las muestras de ADH obtenidas de los pacientes incluidas en el
presente estudio (Tabla 11):

Tabla 11. Marcadores Hormonales

Null 11.2% (9)
Prolactina 20% (16)
ACTH 27.5% (22)
TSH 41.3% (33)
LH 43.8% (35)
FSH 61.3% (49)
GH 22.5% (18)

Podemos observar que el 11.2% de las muestras fueron negativas para todos los
marcadores hormonales; se registr6 asi mismo un porcentaje importante de lesiones que
expresan FSH, LH y TSH, sin condicionar sindromes hormonales. Otro hallazgo
importante es el porcentaje importante de lesiones silentes a ACTH; en total se registraron
22 lesiones que expresaron ACTH, sin embargo solo 1 de estas condicionaron un sindrome
clinico de Enfermedad de Cushing, por lo que el resto se consideran lesiones silentes a
ACTH, que se han reportado, como lesiones de comportamiento clinico mas agresivo

respecto a lesiones con otro patréon inmunohistoquimico hormonal.

Tabla 12. Relacion de la expresion hormonal inmunohistoquimica y el comportamiento

clinico y por imagen de las lesiones

Tamaiio de Invasividad* Datos de Recidiva / Ki-67* Agresividad*
1a lesién* Apoplejia*  progresién de la
enfermedad*
PL | p=0.661 p=0.283  p=0.210 p=0459  p=0.754  p=0.9
ACTH | p=0.056  p=0.011 p=0.63 p=0.154  p=0.063  p=0.685
TSH | p=0.120  p=0.112  p=02I5 p=0.530  p=0.975  p=0.725
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GH p=0.464 p=0.005 p=0.885 p=0.762 p=0.550  p=0.539
LH | p=0.654 p=0.508 p=0.156 p=0.342 p=0.636  p=0.857
FSH | p=0.061 p=0.407 p=0.0001 p=0.116 p=0.727  p=0.407
NULL [ »=0.004 p=0.485 p=0.520 p=0.793 p=0.520  p=0.955

2
* Xi“ Pearson

Al realizar el andlisis estadistico para correlacionar la actividad hormonal con el
comportamiento clinico de las lesiones (Tabla 12), encontramos que hay un valor
estadisticamente significativo para GH vs. invasividad de la lesion, siendo las lesiones
negativas a GH mas invasivas desde el punto de vista imagenoldgico; asi mismo
encontramos una tendencia de las lesiones positivas a ACTH a ser lesiones de mayor
tamafio desde el punto de vista volumétrico, mas invasivas, y a tener un mayor indice de
agresividad positivo (Ki — 67), aunque este ultimo punto, no alcanzo una significancia
estadisticamente significativa. Las lesiones negativas a FSH tuvieron mayor incidencia de
apoplejia respecto a las positivas. Las lesiones sin expresion de marcadores hormonales
(Null), fueron con mayor frecuencia Adenomas Gigantes, de forma estadisticamente
significativa. No se encontr6 diferencia estadisticamente significativa en el resto de los

pardmetros evaluados.

Ki—67

Como se Mencion6 en la introduccién, el Ki — 67 es un marcador de atipia para
adenomas hipofisiarios, y se relaciona a un comportamiento agresivo desde el punto de
vista bioldgico y clinico de la lesion. En el presente trabajo, encontramos que el 15% de las
lesiones (12 casos) presentaron un indice de Ki — 67 > a 3%, el cudl es el parametro para
considerarlas positivas a este marcador de mitosis celular, y por lo tanto, de un

comportamiento biolégico mas agresivo (Figura 2).

Tabla 13. Relacion del Ki — 67 y el comportamiento clinico y por imagen de las lesiones

Variable clinica p=
Tamario de la lesion 0.031
Invasividad 0.462

a2



Ki- 67 Datos de apoplejia 0.483

Recidiva / Progresion del 0.307
tumor
Funcionante / no Funcionante 0.934

En la tabla 13 encontramos que la expresion de Ki — 67 se relaciona de fomra
estadisticamente significativa con el tamafio de la lesion, siendo su expresion mayor en
lesiones >40mm en su didametro maximo y en lesiones >10cm’ de volumetria. Como ya se
menciond en la tabla 6 que la expresion de Ki — 67 tampoco tuvo relacion con la expresion

de los factores hormonales por inmunohistoquimica en las muestras evaluadas.

Figura 2. Expresion Nuclear de Ki— 6 en control positivo de Cancer de Mama Metastasico

(Flechas Negras)

Sumando este parametro, y el comportamiento clinico de la lesion, en relacion a
pacientes con recidiva o progresion de la enfermedad, encontramos que un total de 32.5%

cumplieron con parametros de agresividad, es decir, 26 casos.

Endoplasmina (HSP90 B1)

El analisis de la expresion de Endoplasmina se realizé valorando dos parametros,
como ya se menciond en la metodologia. En primer lugar el grado de expresion dando un
valor ordinal, el cual lo da automaticamente el programa ImagelJ a través de su aplicacion
DAB Deconvolution; y un segundo valor Numérico Continuo, llamado Densidad 6ptica de
la muestra, de acuerdo al promedio del grado de intensidad de expresion del DAB en los

pixeles de la imagen. Ambos valores fueron analizados para el presente trabajo. Cabe la
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pena mencionar de nuevo, que se realizoé la medicion tanto en fotografias tomadas de las
muestras a 20x y a 40x (Figura 3).
Tabla 14. Valores de Endoplasmina (HSP90 B1)

Grado de Expresion a 20x * Negativa: 15% (12)

* Levemente positivo: 52.5% (42)

* Positivo: 32.5% (26)

*  Altamente positivo: 0%

Densidad optica a 20x 129.7 +29.2 (67.4—187.6)

Grado de Expresion a 40x *  Negativa: 10% (8)

* Levemente positivo: 40% (32)

* Positivo: 50% (40)

*  Altamente positivo: 0%

Densidad optica a 40x 116.7 +29.4 (53.8—180.4)

Al realizarse el analisis estadistico con una prueba de t de student para muestras
dependientes de la diferencia entre la medicion en la expresion de Endoplasmina a 20x y
40x, se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre los valores de expresion

en ambos campos de vision al microscopio (p= 0.0001).

Bajo Positivo
Alto Positivo

Figura 3. Imdgenes de los diferentes grados de expresion de Endoplasmina en Adenomas

Hipofisiarios.
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En relacion a los parametros clinicos, por imagen e inmunohistoquimicos, los

resultados se muestran en las tablas 15 - 18.

Tabla 15. Relacion del grado de expresion de endoplasmina con parametros clinicos y por

imagen
Endoplasmina 20x* Endoplasmina 40x*
Lesion Funcionante vs. No p=10.199 p=0.310
Funcionante
Tamaiio de la lesion p=0.399 p=0.698
Agresividad p=0.829 p=0.945
Invasividad p=0418 p=0.710
Recidiva / progresion de la p=10.781 p=0.897
enfermedad
Apoplejia p=10.670 p=0.414

*Xi? Pearson

No encontramos diferencia estadisticamente significativa al analizar la relacion
entre la expresion de Endoplasmina y los marcadores clinicos ni radiologicos de
agresividad o invasividad; asi mismo no encontramos diferencia con otros parametros,
como la actividad bioquimica de la lesion (Tabla 15).

Al hacer el andlisis de la relacion entre la expresion de Endoplasmina y otros
marcadores hormonales por inmunohistoquimica, no encontramos diferencia

estadisticamente significativa (Tabla 16).

Tabla 16. Relacion del grado de expresion de endoplasmina con parametros de

inmunohistoquimica

Endoplasmina 20x* Endoplasmina 40x*
Ki-67 p=0.116 p=0.071
Prolactina p=10.929 p=0.328
ACTH p=0.766 p=0.972
TSH p=0.431 p=0.518
LH p=0.668 p=0.870
FSH p=0.681 p=0.882
GH p=0.871 p=0.072
Null p=0.705 p=0.939

*Xi? Pearson
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Al hacer el andlisis de la Densidad 6ptica obtenida de las muestras procesadas para
endoplasmina, se corroboran los resultados obtenidos en el andlisis anterior, ya que no se
encontrd diferencia estadisticamente significativo con los pardmetros clinicos, por imagen e

inmunohistoquimicos hormonales y de Ki — 67.

Tabla 17. Relacion de la Densidad optica en muestras procesadas para Endoplasmina con

parametros clinicos y por imagen

Endoplasmina 20x* Endoplasmina 40x*

Lesion Funcionante vs. No p=10.652 p=0.523
Funcionante

Tamaiio de la lesion p=0.454 p=0.785

Agresividad p=0.442 p=0.595

Invasividad p=0.715 p=0.982

Recidiva / Progresion de la p=0.902 p=0.763
enfermedad

Apoplejia p=10.267 p=0.430

*Xi? Pearson

Tabla 18. Relacion de la Densidad optica en muestras procesadas para Endoplasmina con
parametros de inmunohistoquimica

Endoplasmina 20x* Endoplasmina 40x*

Ki-67 p=0.321 p=0.871
Prolactina p=10.730 p=10.316
ACTH p=0.501 p=10.651
TSH p=0.445 p=0.340
LH p=0.831 p=0.479
FSH p=0.627 p=0.686
GH p=0.108 p=0.070
Null p=0.719 p=0.863

*Xi? Pearson

La expresion de Endoplasmina no se relaciond a los parametros de Agresividad, ni
Invasividad de las lesiones, asi como tampoco se relaciond a otros parametros clinicos u

hormonales evaluados en este trabajo.
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DISCUSION

Son varios los parametros tomados en cuenta para definir cuales adenomas
hipofisarios son invasivos, y cuales exhiben un curso clinico agresivo(21); de acuerdo a los
pardmetros utilizados se encuentra que del 25 — 55% de los adenomas hipofisiarios son
agresivos desde el punto de vista de la evolucion clinica(22). No existe una definicion clara
de que se considera adenoma agresivo, pero generalmente estos tumores se consideran
aquellos que tienen una invasion masiva a las estructuras adyacentes, crecimiento rapido,
gran tamafio, tendencia a recurrir rapidamente, resistencia a los tratamientos
convencionales (incluyendo radioterapia), y, en algunos pacientes, un desenlace clinico
fatal(23). De acuerdo a la clasificacion de la OMS para los tumores endocrinos, los
adenomas atipicos se consideran aquellos que tienen caracteristicas morfologicas de atipia,
como un crecimiento invasivo, un indice mitdtico elevado, un indice de proliferacion
elevado (Ki — 67 > 3%) y tincién nuclear para p53(23). La frecuencia de adenomas
pituitarios atipicos se reporta del 2.7 — 15%(3); sin embargo esta clasificacion de la OMS
no correlaciona en todos los estudios con el curso clinico de los pacientes, ya que algunos
adenomas tipicos desde el punto de vista de estos parametros, tienen un fenotipo agresivo;
y muchos adenomas atipicos, carecen de recurrencia o un curso clinico agresivo. A pesar de
la importancia de identificar criterios especificos de agresividad tumoral, no se han
estandarizado hasta la fecha marcadores -clinicos, histologicos o radioldgicos de
agresividad tumoral(23). Esta ausencia de correlacion entre los marcadores bioquimicos, y
el comportamiento clinico de la lesion, se agudiza al no haber una estandarizacion en la
terminologia, a que en la literatura, el término de agresividad, es usualmente utilizado como
sinébnimo de invasividad, y no necesariamente es asi. Los adenomas hipofisiarios agresivos
parecen representar una entidad distinta, y, por consecuencia deben definirse criterios
diagnosticos especificos. Los estudios de investigacion deben enfocarse en definir los
términos de agresividad, no solo desde el punto de vista clinico, si no en términos de
marcadores moleculares y radioldgicos, ademas de los criterios histopatoldgicos.

Asi, los adenomas hipofisiarios pueden ser clasificados desde dos puntos de vista,
uno es, la agresividad de la lesion, y otro, la invasividad de la lesién; ambos términos

adquieren importancia en estos tumores, ya que determinan la posibilidad de éxito
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quirargico y de morbilidad con el procedimiento; y establecen un prondstico temprano
respecto a la posibilidad de curacion o recidiva en estos pacientes. La complejidad del
problema no acaba aqui, ya que ademas, estos dos términos deben de ser correlacionados
con las caracteristicas de la lesion, desde el punto de vista de la actividad bioquimica de la
misma, ya que el plan terapéutico, e incluso, las indicaciones del manejo cambian de
acuerdo a si la lesion condiciona sintomatologia solo asociado a su efecto de masa tumoral,
en el caso de las lesiones no funcionantes; o condicionan también un sindrome clinico

asociado a la actividad bioquimica de la lesion.

Adenomas invasivos

Tanto los adenomas tipicos como los atipicos pueden tener un patrén de invasividad
y / o tener una evolucién clinica agresiva, y ambos términos no deben ser usados de forma
intercambiable. Actualmente, agresividad se define pro el patrén de comportamiento
clinico, e invasividad, de acuerdo a los hallazgos radiologicos, quirargicos e

histopatologicos(23).

. . .7 . . , 3 1
Figura 4. Ejemplo de una lesion no invasiva, con una volumetria < 10cm’, didmetros

mayores < 20mm, sin invasion al seno esfenoidal ni senos cavernosos.

Ya se menciond que los adenoma hipofisiarios son invasivos en un 25 — 55% de los

casos, de acuerdo a la serie revisada; las estructuras que pueden verse involucradas en
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invasion de un tumor hipofisiario son el seno esfenoidal y el seno cavernoso. El grado de
invasion de un tumor hipofisiario puede valorarse en estudios de TAC y Resonancia
Magnética, o histologicamente, valorando el grado de invasion de la lesion a la mucosa
esfenoidal. Son varias las clasificaciones por imagen que se han utilizado para valorar el
grado de invasion de los tumores hipofisiarios. Las mas utilizadas y validadas son la
clasificacion de Hardy — Vezina, que valora la invasion al seno esfenoidal y
compartimientos supra — selares; y la clasificacion de Knosp, que valora el grado de
invasion al seno cavernoso. Se ha determinado en estudios previos que el grado de invasion
al seno esfenoidal y al seno cavernoso correlacionan con el grado de invasividad de las
lesiones de acuerdo a hallazgos quirurgicos; sin embargo, esto no correlaciona con el grado
de extension supra — selar de las lesiones. De igual forma, se a observado que la mayoria de
las lesiones invasivas son macroadenomas o adenomas gigantes, y que una volumetria de la
lesion > 10cm’ correlaciona también con lesiones de comportamiento invasivo(23). Por lo
tanto, los criterios mas fidedignos de invasividad, que fueron los utilizados en el presente
estudio, son los siguientes:

* Adenomas con invasion al seno esfenoidal grado de Hardy Il y I'V.

* Adenomas con invasion al seno cavernoso grado 3 — 4 de Knosp.

» Adenomas con volumetria > 10cm’ (Figura 6).

Figura 5. Ejemplo de una lesion invasiva por volumen, la lesion no presenta invasion a
. . . , .7 3
senos cavernosos, ni al seno esfenoidal, sin embargo, la volumetria de la lesion es > 10cm

v sus diametros mdximos son > 40mm.
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En el presente estudio encontramos que 42 pacientes, es decir el 52.5%, mostraron
invasion al seno esfenoidal; 51.2% (41 pacientes) presentaron invasion al seno cavernoso,
y 48.7% (39 pacientes) presentaron lesiones con una volumetria > 10cm’. De esta forma, y
de acuerdo a estos parametros, 67.5% de las lesiones fueron invasivas. Este porcentaje es
mayor al reportado en otras series, como fue antes mencionado, y atribuimos este efecto al
hecho de que nuestra institucion es un centro de referencia de tercer nivel, y por lo tanto,

hay un sesgo importante en cuanto a la casuistica de los pacientes atendidos.

Figura 6. Ejemplo de un Adenoma de hipdfisis altamente invasivo, la lesion presenta
’ 3 . .7 ’ .
una volumetria > 10mm’, invasion a ambos senos cavernosos (circulos amarillos) e

invasion al seno esfenoidal (flecha amarilla).

Invasividad de los Adenomas Hipofisiarios al Seno Cavernoso y parametros por imagen
de invasion

Se reporta invasion del seno cavernoso en el 15 — 20% de estas lesiones Figura (24,
25). En el presente trabajo encontramos una tasa de invasion al seno cavernoso > 50%, lo
cual probablemente aya en relacién al tipo de pacientes que se atienden en nuestra

institucion, que no es un centro a poblacion abierta, sino un centro de referencia.
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Figura 7. Los datos por imagen que encontramos como signos de invasion al seno
cavernoso.

El grosor de la pared medial del seno cavernoso es de aproximadamente 200pm
medido en material cadavérico fresco(26), lo cual es muy delgado para ser detectado en
estudios de Resonancia Magnética (MR) convencional de baja resolucion. Han sido
definidos al menos 3 criterios para medir invasion al seno cavernoso: la clasificacion de
Knosp (Figura 8)(27), el porcentaje de envolvimiento de la arteria carotida interna y el re —
emplazo de los compartimientos del seno cavernoso por los tumores hipofisiarios(28); sin
embargo, los 3 criterios fallan en definir detalladamente en como los tumores pasan a través
de la pared medial del seno cavernoso para infiltrar sus compartimientos(29). Para la
evaluacion pre — operatoria del seno cavernoso, buscando un valor predictivo positivo alto
en la prediccion de invasion al seno cavernoso, se requieren estudios de resonancia de alta
definicion, por ejemplo, secuencias de imagen en PDWI(29); con estas secuencias se
pueden definir algunos criterios de invasion al seno cavernoso, como la interrupcion en la
continuidad de la pared medial del seno cavernoso, y la invasion de algunos
compartimientos de este por la lesion.

Por imagen, los compartimientos del seno cavernoso se definen de la siguiente
manera: 1) Compartimiento medial, el cudl se encuentra entre la Arteria Carotida Interna
(AC]) y la fosa hipofisiaria; 2) compatimiento superior, el cudl se encuentra por arriba de la
ACI; 3) compartimiento lateral, compartimiento venoso lateral a la ACI; 4) compartimiento

del surco cavernoso, entre la ACI y el surco carotideo del cuerpo del esfenoides;
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5)compartimiento infero — lateral, entre los compartimientos del surco carotideo y el
venoso. La obliteracion del compartimiento venoso por el tumor y el envolvimiento de
>67% de la circunferencia de la ACI tienen un valor predictivo positivo >95% para
predecir invasion al seno cavernoso(28).

Encontramos una relacién estadisticamente significativa entre el tamafo de la
lesion, evaluada esta comparando las tasas de invasion al seno cavernoso en micro, macro y
adenomas gigantes, y comparando las distribuciones del valor de volumetria de las lesiones
con invasion al seno cavernoso, respecto a las que no tenian extension paraselar,
encontrando en ambos andlisis una diferencia estadisticamente significativa, lo cual va en
relacion a lo publicado en la literatura internacional, y nos habla de una relacion entre el
comportamiento de la lesion respecto a su extension e invasion. Esto va también en relacion
al prondstico que se ofrece al paciente, ya que las lesiones con una volumetria <10cm’
tienen mas del 80% de posibilidades de curarse, y las lesiones de > 10cm’, tienen tasas de
curacion < 60%, porcentaje que disminuye incluso a < 40% en el caso de lesiones invasivas
al seno cavernoso. Estos parametros ademés de modificar el prondstico, también cambia el
plan quirtrgico y de manejo coadyvante(30). Existe controversia, en su mayoria justificada,
sobre el mejor abordaje para lesiones con invasion al seno cavernoso. Actualmente la
Radiocirugia se presenta como una excelente opcion en algunos casos de lesiones con
invasion al seno cavernoso. Sin embargo, de acuerdo a lo reportado en la literatura, hay
lesiones cuyo manejo primario continua siendo el quirirgico(31).

En el caso de Adenomas hipofisiarios, la evidencia atn es limitada desde el punto
de vista metodologico. Los estudios publicados mencionan la experiencia quirdrgica y
radioquirtrgica de los diferentes centros de alta concentracion de pacientes con Adenomas
Hipofisiarios, y como parte de andlisis multivariados, llegan a conclusiones respecto al
prondstico con cada modalidad de tratamiento en pacientes cuyas lesiones invaden el seno
cavernoso.

El punto de discusion respecto al abordaje quirurgico radical en lesiones invasivas
al seno cavernoso y abordajes menos radicales, con tratamiento suplementario posterior, se
basa en el prondstico con cada modalidad terapéutica, balanceado con los riesgos a los que
se somete el paciente. En el caso de los adenomas hipofisiarios, ambos puntos dependen de

diferentes variables, que van desde la experiencia del cirujano, hasta la disponibilidad de
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recursos en el centro hospitalario. La informacién es muy variada y de pobre rigor
cientifico.

Los resultados quirtirgicos reportados en el abordaje de adenomas hipofisiarios
(Figura 9) con invasion al seno cavernoso son muy variables, siendo en promedio, tasas de
curaciones no mayores al 50%; en el caso de la radiocirugia, las tasas de control de la
enfermedad son similares. Un punto a tomar en consideracion, es la actividad bioquimica
de la lesion, a que las lesiones productoras de hormonas, solo se curan desde el punto de
vista quirurgico, al dar un manejo radical a la invasion al seno cavernoso, y las tasas de
respuesta a manejo terapéutico coadyuvante con radiocirugia son menores respecto al

manejo quirargico al seno cavernoso(32, 33).

Figura 8. Corredores Quirurgicos al Seno cavernoso por via trans — selar lateral. A)
Espacios o corredores quirurgicos en el abordaje trans — selar lateral: a, corredor antero
— superior, b, corredor postero — superior, ¢, corredor antero — inferior; d, corredor
postero — inferior. B) uso de instrumental angulado a 45 — 90° para acceso lateral al seno
cavernoso. C) Ejemplo de acceso a través del corredor antero — inferior. D) Ejemplo de
acceso a traveés del corredor postero — superior. ACI: Arteria Carotida Interna

Adenomas Agresivos
Los adenomas hipofisiarios clinicamente agresivos pueden ser micro o
macroadenomas, invasivos o0 no invasivos o tumores de crecimiento expansivo, y su

principal caracteristica son las altas tasas de recurrencia. Aunque los adenomas atipicos (de
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acuerdo a la clasificacion de la OMS) y las lesiones agresivas desde el punto de vista

clinico, pueden compartir algunas caracteristicas, hay algunas que solo tienen aquellas

lesiones de comportamiento agresivo.

Los parametros para definir lesiones agresivas han sido definidas desde el punto de

vista clinico e histopatoldgico. Los parametros que se han estudiado y aceptado como

pardmetros de agresividad son:

indice de Ki — 67 >3%: el cual es un parametro de proliferacion celular, que se
expresa en el nucleo celular. Su expresion nuclear del >3% puede predecir un
comportamiento agresivo; sin embargo, los resultados en otros estudios son
discrepantes y atin no hay un consenso en este parametro(34). En el presente estudio
reportamos un 15% de lesiones con expresion nuclear > 3% de Ki — 67, el cudl es
un porcentaje alto respecto a lo reportado en la literatura(23); esto lo explicamos por
el tipo de poblacion que se atiende en nuestra institucion, al ser un centro de
referencia y no un centro hospitalario de poblacion abierta. Al analizar la relacion
entre la expresion de Ki — 67 y otros parametros clinicos y por imagen, encontramos
una relacion estadisticamente significativa entre la expresion nuclear elevada de Ki
— 67 y el tamaio de la lesion, lo cual, como se habia mencionado anteriormente, se
relaciona también con el grado de invasividad de las lesiones y la agresividad de las
mismas.

Parametros clinicos de falta de respuesta al tratamiento, recidiva y progresion de la
enfermedad: en los diferentes estudios clinicos publicados hasta la fecha se ha
encontrado una tasa muy variable de respuesta al tratamiento tanto quirtirgico, como
co — adyuvante. Desde este punto de vista, definimos como lesiones agresivas,
aquellas que, después de un tratamiento quirirgico, que puede o no ser radical,
tienen progresion de la enfermedad, ya sea en forma de recidiva de la lesion, cuando
la exéresis fue casi — total o total; o en forma de progresion de la enfermedad,
cuando la exéresis de la lesion fue sub — total o parcial, y la lesion residual presenta
progresion a pesar del manejo co — adyuvante, ya sea médico, o con radiocirugia.
En nuestro estudio, fueron casi 19% de los pacientes, quienes presentaron recidiva o
progresion de la enfermedad, a pesar del tratamiento quirurgico y radio —

quirurgico, y por lo tanto, necesitaron una o mas nuevas cirugias.
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* Otros parametros estudiados: el estudio histopatologico detallado de las lesiones
hipofisiarias, puede ayudar a identificar las caracteristicas de las lesiones con
comportamiento agresivo, por ejemplo, la expresion de las llamadas células de
Crooke, se relaciona a un curso clinico agresivo (35). Se ha mencionado que los
adenomas que expresan ACTH, pero no producen un sindrome clinico de
Enfermedad de Cushing, es decir, adenomas ACTH silentes, son mas agresivos,
tienen mayores tasas de invasion al seno cavernoso y recurren con mayor
frecuencia, sin embargo, estos hallazgos son controversiales, y falta su
validacion(36); en el presente estudio encontramos que los Adenomas silentes a
ACTH presentaron un mayor tamafio y una mayor tasa de invasividad, respecto a
lesiones que no presentaron dicho comportamiento inmunohistoquimico, y una
tendencia a ser lesiones con expresion de Ki — 67 positiva. En otros estudios se ha
reportado que las lesiones sin expresion hormonal por inmunohistoquimica son
lesiones menos agresivas e invasivas, en este estudio encontramos que la falta de
expresion de algin marcador hormonal por inmunohistoquimica se relacion6 a

lesiones de mayor tamafio, clasificadas como adenomas gigantes.

Lesiones funcionantes y lesiones no funcionantes

Como se menciond en la introduccion, las lesiones hipofisiarias, pueden ser
clasificadas como funcionantes y no funcionantes. Esto de acuerdo a la actividad
bioquimica hormonal de la lesion; las lesiones no funcionantes, condicionan sindromes
clinicos asociados al efecto de masa de la lesion sobre las estructuras adyacentes, siendo el
mas frecuente, una hemianopsia bitemporal por compresion del quiasma optico; si la lesion
produce sintomas y signos, ademas del efecto compresivo sobre estructuras adyacentes, por
hiper — produccion hormonal, se les clasifica como lesiones funcionates; los sindromes
clinicos mas frecuentes son la Hiperprolactinemia, que produce el sindrome de Castillo —
Ahumanda; la produccion elevada de GH, que produce acromegalia; y la produccion
elevada de ACTH, que produce Enfermedad de Cushing; el plan terapéutico en ambos tipos
de lesiones es diferente, ya que en las lesiones no funcionantes, el objetivo del tratamiento
va encaminado a resolver el efecto compresivo sobre estructuras adyacentes, y se puede
hacer una exéresis no necesariamente total, con lesion residual post — operatoria, con la

opcion de Radiocirugia como manejo coadyuvante, resolviendo asi el efecto compresivo de
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la lesion, por la devastacion de la misma, lo cudl debe resolver o mejorar la clinica del
paciente; sin embargo, en el caso de lesiones funcionantes, el objetivo, ademas de resolver
el efecto compresivo sobre estructuras adyacentes, debe ser resolver el sindrome clinico por
hiperproduccién hormonal, para lo cudl, se requieren exéresis radicales de la lesion, y
aunque también existe la opcion de radiocirugia en caso de lesion residual, las tasas de
control de la enfermedad son menores respecto a la cirugia(2, 31, 32, 37-41).

En el presente estudio un 82.5% de lesiones no funcionantes y 16.5% de lesiones
funionantes; el sindrome clinico més frecuente asociado a hiper — produccion hormonal fue
la acromegalia, seguido de la hiperprolactinemia y la enfermedad de Cushing; se logr6é una
curacion bioquimica en el 76.9% de las lesiones Funcionantes, lo cudl es un porcentaje de
acuerdo a lo publicado en la literatura internacional. En el caso de las lesiones No
funcionantes, se logrd curacion de la enfermedad en el 26.9% de los casos, lo cudl estd por
debajo de lo reportado en la literatura internacional; y se logré control de la enfermedad en
72.7% de las lesiones, es decir, aunque hay lesion residual en los estudios de control, esta

es estable y no ha requerido nuevo tratamiento.

Expresion de Endoplasmina en Adenomas Hipofisiarios

El objetivo primario del estudio fue el hacer un analisis de la expresion de
Endoplasmina en Adenomas Hipofisiarios, y observar la relacién entre la expresion de
Endoplasmina, y los diferentes parametros de Agresividad e Invasividad de las lesiones.
Esto basado en el antecedente inmediato que se tiene en esta institucion, como parte del
trabajo de Tesis para grado de Neurocirujano del Dr. Arturo Sotomayor Gonzalez, en el
patron protedmico de adenomas hipofisiarios no funcionales, realizado en esta institucion
en colaboracion con el CONACYT en el 2012, mostrd una sobre — expresion de HSP90b en
Adenomas Hipofisiarios agresivos, hallazgo que sugiere que esta proteina podria ser un
marcador bioldgico de agresividad en estas lesiones, y actuar como factor pronostico,
ademas de su posible rol como blanco terapéutico. Este estudio fue realizado en 17 sujetos
con diagnodstico de adenoma hipofisiario no funcionante; para realizar la confrontacion de
geles se utilizé el mapa protedmico publicado por Desiderio y cols. del proteoma de la
céula de adenohipéfisis normal. Asi mismo, para el analisis se formaron grupos en base al

sexo de los pacientes analizando masculino contra femenino y al grado de agresividad de
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los tumores en base a si presentan datos radioldgicos de invasividad o no. El resultado de
este analisis mostrd sobre-expresion de una mancha en la region 2 de los geles analizados,
que por estudio de espectrometria de masas se identific6 como la proteina HSP90B1
(Endoplasmina). Este resultado fue estadisticamente significativo en 7 muestras de
pacientes con lesiones invasivas vs. 10 muestras de lesiones de pacientes con lesiones no
invasivas. Las técnicas de protedmica son costosas y se requieren muchos recursos para
poder analizar un nimero importante de muestras. Las técnicas de protedmica actuales
sugieren la confirmacion de los hallazgos encontrados por estas técnicas, con otras menos
costosas, como la inmunohistoquimica, la cudl tiene resultados confiables y reproducibles;
ademas, se encuentra en el mercado ya diferentes variedades de Inmunomarcadores para
proteina HSP90B1 probados en otras lesiones, con buenos resultados como se mencionaba
anteriormente.

Los resultados de lo antes mencionado arrojan varios datos interesantes respecto a
esta proteina, en relaciébn a su expresion en adenomas hipofisiarios; en primer lugar,
encontramos que la mayoria de las lesiones tienen cierto grado de expresion de
Endoplasmina, la cudl es mayor respecto al control positivo que se us6 en el presente
estudio (tejido neural); en total 85% de las lesiones presentaron algiin grado de expresion
de Endoplasmina, y solo 15% de las lesiones no la presentaron; de las lesiones que
presentaron expresion positiva a Endoplasmina 58.8% expresaron de forma importante la
proteina; la expresion se dio tanto en lesiones funcionantes, como en no funcionantes, y sin
relacion al género de los pacientes.

Asi mismo, la expresion de esta proteina no se relacioné al grado de invasividad de
las lesiones, ni de agresividad, de acuerdo a los pardmetros tomados en cuenta para definir
ambos puntos. Tampoco se relaciond con la expresion de otros marcadores
inmunohistoquimicos intracelulares, como los hormonales, ni con los patametros nucleares
de poliferacion celular, en este caso, Ki — 67. Estos resultados contrastan con nuestra
hipotesis de trabajo, y confirma la hipdtesis nula, es decir, la falta de asociacion entre el
grado de expresion de Endoplasmina, y la evolucidn clinica de los pacientes con Adenomas
Hipofisiarios. Al separar el andlisis en los diferentes pardmetros de tamafio de las lesiones,
invasividad al seno cavernoso, expresion de Ki — 67, etc. se confirma esta falta de relacion

entre el grado de Expresion de Endoplasmina y otros pardmetros clinicos y de evolucion.
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Estos hallazgos, nos arrojan a la Endoplasmina, como un pardmetro bioquimico
independiente en el estudio de Adenomas Hipofisiarios, cuyo significado clinico sera
importante una vez que se aprueben antagonistas de esta proteina por las diferentes
comisiones de control de calidad y seguridad de medicamentos en diferentes paises,
farmacos que aun se encuentran en etapa experimental en otras patologias, como CA
epiteliales y CA de mama. En 1994 se identificd que esta proteina es sitio de accion de
medicamentos antineoplasicos, como las Benzoquinonas, las cuales son capaces de
competir con el ATP en el sitio de unién de nucledtidos del complejo HSP90, resultando en
disrupcion de su funcion, efectivo en tumores sélidos como el cancer de colon, tumores
dependientes de receptores hormonales en cancer de mama y prostatico. Existe incluso un
reporte de disrupcion del complejo EF-2 cinasa / HSP90 como método de inhibir cultivos
celulares de Glioblastoma. Existen reportes de inhibidores de HSP90 que actian en la

disminucioén en la regulacion de la expresion de PTTG humana / Securina mRNA(42).
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CONCLUSIONES

1.

En nuestra poblacion encontramos que la mayoria de las lesiones se clasifican en la
clasificacion de Hardy — Vezina tamafio > IIIC son del 68.9% y un grado > a Knosp 2
en el 51.4% de las lesiones que comprometian el seno cavernoso lateral a la linea

intercarotidea medial por lo tanto la mayoria son tumores altamente invasivos

La Endoplasmina es un marcador bioquimico citoplasmatico con expresion variable en
los adenomas hipofisarios, siendo reactivos > 80% de levemente positivo a positivo de
las lesiones estudiadas; su expresion no tiene relacion al comportamiento clinico de la

lesion respecto a su Agresividad e Invasividad.

Encontramos que los didmetros de las lesiones son similares en los 3 ejes de la lesion,
con un mayor didmetro en el eje Dorso — Ventral, en donde encontramos que el
didmetro promedio fue de 32.1mm; la volumetria promedio de las lesiones fue
del6.5mm’.

Se encontr6 que el 67.5% de las lesiones cumplieron parametros de invasividad, esto es,
54 pacientes en total.

Se encontr6 una relacion entre la invasividad de la lesion por resonancia magnética y la
posibilidad de recidiva / progresion de la enfermedad.

Reportamos en el presente trabajo una tasa de invasion al seno cavernoso del 51.3%,
con una relacion significativa con el tamafio del tumor.

Las lesiones negativas a TSH y FSH fueron mas invasivas al seno cavernoso; asi como
las positivas a GH, también mostraron un comportamiento mas invasivo paraselar.

En las lesiones no funcionantes observamos una relacion entre la agresividad y la
invasividad de la lesion, y la posibilidad de recidiva y progresion de la enfermedad y la
volumetria de la lesion.

Hay una relacion para expresion de GH y la invasividad de la lesion, siendo las lesiones
negativas a GH mas invasivas desde el punto de vista imagenoldgico; asi mismo
encontramos una tendencia de las lesiones positivas a ACTH a ser lesiones de mayor
tamafio desde el punto de vista volumétrico, mas invasivas, y a tener un mayor indice de

agresividad positivo (Ki — 67. Las lesiones negativas a FSH tuvieron mayor incidencia
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de apoplejia respecto a las positivas. Las lesiones sin expresion de marcadores
hormonales (Null), fueron con mayor frecuencia Adenomas Gigantes.
10. La expresion de Ki — 67 se relaciona con el tamafio de la lesion, siendo su expresion
. .y y e . 3 7
mayor en lesiones >40mm en su didmetro maximo y en lesiones >10cm” de volumetria.

11. Un total de 32.5% cumplieron con parametros de agresividad, es decir, 26 casos.
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