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ANTECEDENTES

Los adenomas de hipodfisis son tumores monoclonales que derivan de las
células de la adenohipdfisis, representan 10-15% de todos los tumores
intracraneales y son los tumores mas frecuentes de region selar (1, 2), se
encuentran como lesiones incidentales en 3-24% de las autopsias (3). Aunque
se consideran benignos, 25-55% de estos tumores son invasores y presentan
un comportamiento clinico agresivo (4, 5, 6). No existe una clara definicion de
adenomas agresivos, clinicamente se consideran agresivos aquellos tumores
que invaden estructuras circundantes (rapido crecimiento, gran tamafio,
tendencia a la recurrencia, resistencia a tratamientos convencionales), el
prondstico es incierto y las opciones terapeuticas no estan bien definidas (7,8, 9,
10).

HISTOLOGIA

La adenohipdfisis consta de 5 tipos de células secretoras (somatotropos,
lactotropos, corticotropos, tirotropos y gonadotropos). Se distinguen
funcionalmente por su capacidad de secretar hormona de crecimiento (HC),
prolactina (PRL), hormona adrenocorticotropica (ACTH), hormona estimulante
de tiroides (TSH) y gonadotropinas [(hormona foliculo estimulante (FSH) y
hormona luteinizante (LH)].

Los somatotropos constituyen: 50%, lactotropos: 25%, corticotropos: 10-20%
tirotropos :10%, gonadotropos: 10% (11, 12) .

CLASIFICACION

Existen diversas clasificaciones, las mas utilizadas son de acuerdo a tamano,
produccion hormonal, invasién e inmunohistoquimica.

1) TAMANO: microadenomas <10mm, macroadenomas >10mm , adenomas
gigantes: diametro >4cm (6 volumen mayor a 10cm?®) (11).

Invasién:

- intraselar: confinados a la silla turca, sin erosionarla, no presentan
extension paraselar

- difusos: tumores de mayores dimensiones, llenan por completo la
silla turca, pero no la erosionan

- Invasivos: erosionan la silla con extension a estructuras adyacentes:
seno esfenoidal, seno cavernoso, tercer ventriculo, extension
intradural
Carcinoma: presentan metastasis, constituyen <1% (11).



2) PRODUCCION HORMONAL: se clasifican en funcionales y no
funcionales.

A) Adenomas funcionales: producen sindromes clinicos debido a la
sobreproduccion hormonal, se clasifican de acuerdo a la hormona que
producen (tabla 1)

Adenomas funcionales Sindromes asociados

Prolactinoma Forbes Albright
CastilloAhumada

Productor de HC Acromegalia

Productor de ACTH Cushing

Productor de TSH Hipertiroidismo hipofisiario

Tabla | Sindromes derivados de la sobreproduccion hormonal. (PRL =
Prolactina, HC= hormona del crecimiento, ACTH= hormona
adrenocorticotropa, TSH= hormona estimulante de tiroides)

B) Adenomas no funcionales: no se asocian a evidencia clinica 0
bioquimica de hipersecrecion hormonal y por tanto no hay sindromes
asociados, generalmente alcanzan grandes dimensiones, presentando
manifestaciones clinicas por compresion a estructuras vecinas (11, 12, 13)

3) INMUNOHISTOQUIMICA: propuesta por la OMS en 2004 con la
finalidad de correlacionar un comportamiento clinico agresivo con el
comportamiento biologico, se definen 3 categorias:

- adenoma tipico: lento crecimiento, comportamiento benigno,

- adenoma atipico: Ki67 >3%, alto indice mitdtico, alta
inmunorreactividad p53.
carcinoma presenta las mismas caracteristicas del adenoma atipico
+ presencia de metastasis sistémicas y/o liquido cefalorraquideo
(LCR) (14).



La inclusion del adenoma atipico correlaciona con la agresividad de acuerdo a
los marcadores antes comentados, y sirve como intermediario entre el
adenoma tipico y el carcinoma, cuya unica diferencia con este ultimo seria la
presencia de metastasis (14).

TRATAMIENTO

El tratamiento primario de todos los adenomas funcionales con excepcion de
los prolactinomas es quirurgico, debido a la morbi-mortalidad derivada de la
sobreproduccion hormonal (15).

El tratamiento de eleccion de los adenomas hipofisiarios no funcionales es
quirurgico cuando son lesiones >1cm y presentan sintomatologia asociada,
principalmente alteraciones visuales (16). El tratamiento quirurgico de eleccion
es mediante abordaje transesfenoidal, tipicamente se ha utilizado el
microscopico, con tasas de reseccion total de 35-74%, con bajas tasas de
morbimortalidad (morbilidad <5%, mortalidad <1%).

En los ultimos 15 afios han existido grandes avances en la técnica
endoscopica, con ventajas de visualizacidn que permiten mayores resecciones,
siendo actualmente la técnica de eleccion en muchos centros neuroquirurgicos
(15, 16).

La cirugia transcraneal es cada vez menos utilizada debido a que tiene mayor
indice de complicaciones, se reservada para casos recidivantes y con gran
extension supra y paraselar.

A pesar de los constantes avances de las técnicas quirurgicas, debido a la gran
extension supraselar e invasion de estructuras que presentan, en ocasiones no
es posible realizar resecciones totales de la lesion, y la cirugia por si séla no es
curativa, quedando remanentes tumorales que requieren vigilancia a largo
plazo, y necesidad de tratamientos secundarios (76).

La tasa reportada de reseccidon completa de adenomas mediante via
transesfenoidal (endoscopica y microscopica) varia del 50 al 80% (16, 17 ). Las
tasas de residuales reportadas varian de 12 a 58% de acuerdo a las distintas
series (16, 18, 19).



PANORAMA INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA
MANUEL VELASCO SUAREZ Y ADENOMAS HIPOFISIARIOS

Los adenomas de hipdfisis representan la segunda causa de hospitalizacion en
neurocirugia. En un analisis de la casuistica de adenomas hipofisiarios del
2000 al 2013 por el servicio de Neuroendocrinologia (LPO), en promedio 150
pacientes reciben tratamiento quirurgico por afo, representando uno de los
centros con mayor numero de casos a nivel mundial.

En otro estudio comparativo también realizado en la Institucidn, se
compararon los resultados quirurgicos obtenidos en adenomas de hipofisis
tratados con técnica endoscopica y microscopica, documentandose reseccion
total en 46% y 35%, respectivamente, resaltando la existencia de un
importante porcentaje de residuales asociados a progresiéon tumoral vy
necesidad de tratamientos secundarios. De acuerdo a este estudio se encontr6
recurrencia tumoral en 20%.

RADIOTERAPIA EN ADENOMAS DE HIPOFISIS

Terapia de segunda linea. Su principal indicacion es la presencia de
remanente tumoral posterior a cirugia, esto es comun cuando existe invasion a
seno cavernoso, que es una de las areas de mas dificil acceso debido a la
localizacion anatomica per se, sin embargo aunque es bien demostrada su

eficacia, no tiene un efecto inmediato, ni libre de efectos secundarios. (20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33).

MODALIDADES DE RADIOTERAPIA

Radioterapia convencional: control tumoral a 10 afios de 87-90% .

Radioterapia estereotactica: en sus modalidades fraccionada 6 Radiocirugia
(SRS, dosis unica) dependiendo tamafio tumoral (<3cm= radiocirugia), presenta
ventajas en cuanto a la radioterapia convencional: mejor precision, menor
irradiacion de estructuras vecinas, con una efectividad de 87-100% en SRS
con seguimiento de 6-60 meses (21, 22, 23, 24, 25, 26) en RTEF se reporta control
tumoral de 87-90% (27, 28, 29, 30, 31, 32, 33).

Sin embargo aunque esta bien establecida la utilidad de la radioterapia en sus
distintas modalidades, la seleccion de pacientes debe equiparar la agresividad
tumoral propuesta, conociendo los potenciales efectos adversos, entre ellos:
hipopituitarismo, disfuncion cognitiva, enfermedad cerebrovascular, neuropatia
optica. La complicacion mas frecuente reportada ha sido el hipopituitarismo
(frecuencia global 20%), el cual, incluso puede presentarse hasta 20 afios
posterior a la radiacién, aunque la maxima frecuencia estimada es durante el
1er ano (20).

TRATAMIENTO MEDICO

Los adenomas funcionales que producen GH, prolactina, ACTH é TSH pueden
ser tratados con distintos medicamentos, antes 6 después de cirugia. Los
agonistas dopaminérgicos (AD) son el tratamiento de elecciéon en pacientes
con prolactinomas (34).



Los ADHNF tienen como tratamiento de primera linea cirugia y/o radioterapia
en sus distintas modalidades (34). Sin embargo, en la ultima década, se ha
reconocido que los adenomas no funcionales expresan a nivel de sus
membranas diversas cantidades de los diferentes subtipos de receptores de
dopamina, lo que ha llevado a realizar varios estudios clinicos valorando la
eficacia de los agonistas dopaminérgicos, reportandose en promedio alrededor
de 50% (35, 36).

Existen algunos reportes del reconocimiento de VEGF en adenomas
funcionales no funcionales carcinomas, de tal forma que se ha propuesto a los
antagonistas de VEGF (bevacizumab) como un posible nuevo blanco
terapeutico. (37, 38)

PROLACTINOMAS

Presentan una alta expresion de receptores dopaminérgicos (D2R), el
tratamiento de eleccién es con agonistas dopaminérgicos (AD). Existen 3 AD
que han sido utilizados: cabergolina, bromocriptina y quinagolida.

El que ofrece mayor beneficio, por los resultados en control tumoral, menor
presencia de efectos adversos y costo es cabergolina, reportandose en
promedio control tumoral en 90% (39, 40, 41, 42).

ADENOMAS PRODUCTORES DE HORMONA DE CRECIMIENTO (HC)

La cirugia es el tratemiento de primera eleccion con tasas de remision del 60-
80% (43). Para el tratamiento médico los que han demostrado mayor utilidad
son los analogos de somatostatina (AS), esto debido a la expresion de los
distintos receptores de somatostatina (SST1, SST2, ST3, SST4, SST5) (42, 44,
45). Ocredtido y lanredtido son AS de accion larga, se unen principalmente a
SSTR2, seguido SSTRS y SSTR1. La eficacia real en control de HC e IGF-1
aun es objeto de debate, dada la heterogenicidad de los diferentes estudios (42,
44, 45). En un metaanalisis reciente, Carmichael et al, reportan normalizacién de
HC en 56% y 55% para IGF-1 26, 27). Sin embargo utilizando criterior
bioquimicos estrictos (HC posterior a curva de tolerancia de glucosa <2.5 g/L
y normalizacion de IGF-1 para edad y género) (46, 47), Colao et al reportan una
tasa de control de 35% posterior a 1 afo de tratamiento. Un estudio
multicéntrico fase Ill evaluo la eficacia y seguridad de ocredétido por via oral en
155 pacientes acromegalios, reportando control bioquimico en 65% ( niveles
IGF-1 < 1.3 ULN y prmedio de 2 concentraciones de HC < 2.5 ng/mL) (27).
Pasireotido (SOM230) presenta una alta afinidad a SSTR2, SSTR1, SSTR3 y
SSTRS. Se ha reportado una tasa de control a 12 meses de 31.3% (48).

Los AD son otra alternativa médica, esto puede explicarse por la alta expresion
de D2R en adenomas productores de HC. Chanson et al (29)reportan el uso de
cabergolina como monoterapia (dosis promedio 2.66 + 1.78 mg/semana), con
normalizacion de niveles de IGF-1 en 34% (49, 50).

Pegvisomant, un antagonista de HC , se ha reportado normalizacion de niveles
de HC , sélo 6 en combinacion con AS (51).



ADENOMAS PRODUCTORES DE ACTH

El tratamiento de primera linea es quirurgico. Las tasas de remision posterior a
cirugia van del 60-90% con tasas de recurrencia de 10-35%. (52).

Tratamientos de segunda linea: utilidad: posterior a cirugia fallida, 6 cuando
ésta no es posible realizarse.

Tipos de tratamiento de segunda linea: radioterapia, adrenalectomia bilateral y
tratamiento meédico representan tratamientos de segunda linea (52). El
tratamiento médico actual puede clasificarse en 3 grupos: 1) medicamentos
dirigidos como blanco a hipdfisis (analogos de somatostatina, agonistas
dopaminérgicos y terapia combinada), 2) bloqueadores adrenales y 3)
bloqueadores de receptores de glucocorticoides. Los resultados han sido
diversos, en parte debido a la heterogeinidad de os estudios y metodoogia
empleada (52, 53).

RECURRENCIAY PROGRESION TUMORAL

Recurrencia se define como el recrecimiento tumoral posterior a una
reseccion completa, tiene una incidencia de 6-21%, teniendo como pico de
incidencia los primeros 5 afos posterior a la primer cirugia sin embargo puede
presentarse incluso posterior a 10 afos.

Progresion tumoral se refiere a un aumento de tamafno tumoral posterior a una
reseccion incompleta, parece ser un evento propio de la patogénesis tumoral
con tasas reportadas de 39 a 75%, y esta asociado con: Ki67 >3%, alta
inmunorreactividad p53, alto indice mitético, invasion a seno cavernoso (54)

El manejo de recurrencia y progresion tumoral de adenomas de hipdfisis
requiere un equipo multidisciplinario, con la finalidad de lograr mejores
resultados y disminuir la morbilidad en el paciente. (54)

El conocimiento de las diferentes vias moleculares implicadas en la génesis
tumoral de los adenomas de hipdfisis y los avances en técnicas de laboratorio
han permitido categorizar y reconocer distintos marcadores tumorales que se
asocian a un comportamiento agresivo, permitiendo un manejo enfocado en la
propia biologia del tumor (54).

MARCADORES TUMORALES

Se han investigado muchos posibles marcadores, alteraciones cromosomicas,
marcadores de proliferacion, oncogenes, genes supresores tumorales, factores
de crecimiento, receptores, factores de angiogénesis y de adhesién celular.
Hasta el momento, ningun marcador por si solo ha sido considerado como un

predictor independiente de comportamiento agresivo ni predictor de recurrencia
(54, 55, 56, 57).

A) Factor de crecimiento de fibroblastos (FGFs) y sus receptors (FGFRs)

Son una familia de ligandos y receptores que regulan crecimiento, desarrollo,



proliferacion, diferenciacion, migracion y angiogénesis. Los FGF basicos
(factores de crecimiento fibroblastos) (FGF2, bFGF) fueron descritos
originalmente en hipdfisis bovinas.

Los niveles sanguineos altos de mRNA FGF correlacionan con adenomas
hipofiasiarios agresivos.

Los 23 ligandos pertenecientes a FGF actuan a través de receptores tirosin-
cinasa transmembrana.

FGFRs son expresados en una gran variedad de neoplasias, incluyendo
mama, ovario, gastrico, colon y recto, prdstata, pancreas, melanomas,
neoplasias gliales.

En los adenomas de hipodfisis se han encontrado alteraciones en subtipos e
isoformas de FGFRs, las 2 mayores alteraciones son la pérdida de FGFR2 con
la resultante sobre regulacion MAGEA3 y FGFR4 (isoforma truncada a nivel
N-terminal) conocida como ptdFGFR 4 (pituitary tumor derived).

In vivo la expresion de ptd-FGFR4 induce un crecimiento invasivo con pérdida
de la expresion de N-cadherina.

La integridad del sistema FGFR4/NCAM/N-cadherina-p catenina es necesario
para mantener el fenotipo normal de las células neuro-enddcrinas con la matriz
extracellular (55, 56, 57).

B) Metaloproteinasas de matriz (MPM)

Familia de cadenas simples de zinc que contienen enzimas proteoliticas que
regulan las acciones de la matriz extracelular. Han sido descritas 8 clases y 24
tipos. Se ha reconocido la secrecion de MPM en tumores invasivo,
constituyendo a su vez, una importante fuente enzimatica en el desarrollo
tumoral. MM-9 ha sido la mas vinculada en adenomas de hipdfisis, sin
embargo no hay resultados concluyentes (55, 56, 5, 587).

C) Alteraciones cromosémicas

Las alteraciones numéricas en cromosomas son comunes en todos los tipos de
ADH. Los cromosomas 8 y 12 presentan alteraciones numéricas en todos los
tipos de ADH, y han sido involucrados en la patogénesis tumoral; las
alteraciones numeéricas en cromosomas 9, 11, 19 han sido asociadas con
adenomas invasores (59).

D) Pituitary Tumor Transforming Gene (PTTG)

PTTG es miembro de la familia que regula la separacion de las cromatides
hermanas durante la mitosis. La familia PTTG en humanos involucra al menos
3 genes, PTTG1, PTTG2, PTTG3, los cuales son 6rgano-especificos y se
relacionan con génesis tumoral, transformacién celular, reparacion de DNA vy
angiogeénesis. Los niveles mas altos de PTTG se han encontrado en adenomas
productores de hormona de crecimiento y prolactinomas (55, 56, 57).

E) Ki67 (identificado con anticuerpo MIB-1)

Marcador de division celular, utilizado para evaluar el indice proliferativo en
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neoplasias (Ki labeling index, LI). Se ha identificado como factor prondstico en
tumores neuroenddcrinos. En varios estudios, se ha encontrado una
asociacion con LI (labelinx index ki67) y el grado de invasividad. La presencia
de un alto indice de ki67 es un sinénimo de proliferacion acelerada. Se ha
determinado como punto de corte un indice de ki67 >3% (invasivo), <3% (no
invasivo), con una especificidad 97%, y una sensibilidad de 73%, con un valor
predictivo positivo y negativo, de 96% y 80% respectivamente. Pizarro y
colaboladores reportaron que los adenomas invasores (LI Ki67 2.01 +- 3.15)
tienen un indice Ki67 significativamente mayor que los macroadenomas (LI
Ki67 1.12-1.87) (55, 56, 57).

F) P53

Supresor tumoral codificado por el gen TP353. Importante papel en
proliferacion, apoptosis y estabilidad génica. La expresion de p53 se ha
asociado a tumores hipofisiarios agresivos, se ha determonado su asociacion
con adenomas de hipdfisis en 3 grupos: adenomas no invasivos, invasivos y
carcinomas, correlacionando la expresion de p53, la cual fué 0%, 15.2%, y
100% respectivamente.

Sin embargo por la gran variabilidad y las dificultades técnicas para realizarse,
p53 no ha podido establecerse como un factor predictor independiente de
comportamiento biolégico agresivo de adenomas de hipdfisis (55, 56, 57).

G) MicroRNAs

Regulan la expresion genética a nivel post-transcripcional mediante clivaje
directo de RNAm 6 bien mediante la inhibicion de la sintesis de proteinas,
también pueden actuar como genes supresores tumorales u oncogenes. La
expresion aberrante de miRNA ha sido ligada a neoplasias pituitarias, sin
embargo no se ha podido realizar correlaciones significativas (55, 56).

H) FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR (VEGF)

La angiogénesis es un paso esencial en la formacion de tumores solidos,
permitiendo el crecimiento tumoral y determinando el comportamiento
bioldgico.

En el proceso de angiogénesis interviene un balance entre estimuladores e
inhibidores, las citocinas y factores de crecimiento son reconocidas como
importantes moduladores de este proceso.

Uno de los principales moduladores es el Factor de Crecimiento Endotelial
Vascular (VEGF, Vascular Endotelial Growth Factor).

Pertenece a la familia de factores de crecimiento angiogénicos Yy
linfangiogénicos, comprenden 6 glicoproteinas, su forma madura es un
polipéptido homodimérico de 45kDa que juega un papel pivote como
estimulador angiogénico, estimulando la proliferacion celular, migracion y
proliferacion vascular, las acciones biolégicas estan mediadas por 2
receptores tirocin-cinasa: VEGFR2 (FIk-1/KDR) y VEFGR1 (Fit-1); VEFGR2

realiza las acciones biologicas, VEFGR1 funciona como modulador (60, 61, 62,
63, 64, 65).
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Los estudios de angiogénesis en adenomas hipofisiarios han mostrado
resultados discordantes.

Estudios iniciales reportaron menor vascularizacién en adenomas de hipdfisis
comparados con hipofisis normal (ss, 67).

Posteriormente se encontrd la presencia de vasos de neoformacidn aberrantes,
con distintos grados de expresion dependiendo el tipo de adenoma. Por otra
parte, existen estudios que reportan mayor expresion de VEGF en adenomas
no funcionales comparados con hipdfisis normal (36, 68). Algunas de estas
discrepancias pueden ser explicadas en base a la metodologia empleada.

Se sefalan los estudios que evaluan la presencia de VEGF en adenomas
hipofisiarios:

ESTUDIO CASOS SUBTIPO CORRELACION
Lloyd et al, 1999 (37) 148 Mayor expresién en carcinomas Ninguna
Luchi et al, 2000 (70) 25 Mayor proliferacion
McCabe et al, 2002(67) 103 Mayor expresién en ADHNF comparado con hipéfisis normales PTTG
Niveiro et al, 2005 (68) 60 Mayor expresién en ADHNF, menor en PRL Edad avanzada
Pan et al, 2005 (69) 45 Mayor expresién en adenomas invasores
Cristina et al, 2010 (71) 56 Mayor expresién en ADHNF y PRL Ninguna

KDR >0.750

menor periodo libre de
recurrencia p=0.032,

Sanchez-Ortiga et al, 2012 VEGEF vy crecimiento
(65) 46 Mayor expresion en ADHNF extraselar (p=0.002)
Wang et al, 2014 (72) 197 Mayor expresién en ADHNF Ninguna

Tabla 2.- Correlacion clinico-patolégica con expresion de VEGF y adenomas de hipofisis

AGRESIVIDAD E INVASIVIDAD EN ADENOMAS DE HIPOFISIS

La clasificacion de OMS de adenoma tipico y atipico no correlaciona en
ocasiones con el comportamiento clinico, algunos adenomas considerados
como tipicos tiene un fenotipo agresivo, y algunos adenomas atipicos no
presentan un comportamiento clinico agresivo ni presentan recurrencia (14).

Aunque los adenomas clinicamente agresivos, a diferencia de los carcinomas
no presentan metastasis pueden mostrar caracteristicas histologicas muy
similares a los carcinomas.

La identificacion de adenomas agresivos debe ser identificada lo mas temprano
posible, ya que los pacientes con estos tumores requieren un seguimiento
clinico y radiolégico continuo y es necesario en la gran mayoria de los casos un
tratamiento multimodal (4, 5, 6, 7, 8, 9, 14).

A pesar de la importancia de la identificacion de criterios especificos de
agresividad, no ha sido posible estandarizar marcadores clinicos, histolégicos o
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radioldgicos (14, 34).

Los ultimos criterios de OMS definen a los adenomas de hipéfisis de acuerdo a
sus caracteristicas histolégicas, sin embargo no se ha podido correlacionar
ningun marcador histolégico 6 sistema de clasificacion para definir la
agresividad de estos tumores (34). Esta ausencia de correlacién entre
biomarcadores y comportamiento clinico también se presenta en parte debido a
la falta de estandarizacion de terminologia ya que en la literatura actual es
comun la utilizacion del término “agresivo” como sinénimo de “invasivo” , lo cual
no es correcto (34).

Los adenomas de hipdfisis “agresivos” representan una distinta entidad, de tal
forma que es necesario la identificacion de criterios diagnosticos especificos. La
tendencia de las investigaciones actuales es la definicion de criterios de
agresividad, no solo desde el punto de vista clinico, sino también en base a
criterios moleculares, radioldgicos y biomarcadores histoldgicos (14, 34).

Criterios de invasividad:

De acuerdo a datos publicados, 25-55% de los adenomas de hipdfisis invaden
estructuras circundantes (4, 5, 6, 14). Hardy fue el primero en intentar clasificar
los adenomas invasores, de acuerdo a esta clasificacion los grados Il y IV son
invasores (73). Hardy demostré que la porcion supraselar del tumor esta
rodeada de tejido hipofisario no tumoral y no considera la extensién supraselar
como invasividad. De hecho, la extension supraselar de los tumores de
hipdfisis esta relacionada con las caracteristicas anatomicas locales de la
region selar ( localizacion del adenoma en relacidén con la glandula, tamafio de
apertura del diafragma selar, presencia y tamafo de cisterna subdiafragmatica).
La invasion microscopica es muy comun y no es considerada como indicador
de agresividad (73). El incremento de grado de los adenomas de hipdfisis
correlaciona con la invasion del seno cavernoso, siendo éstos grado 3y 4 (73),
lo cual también se asocia a Knosp >3 (74). Los adenomas invasores son
macroadenomas en general. Sin embargo, aunque los macroadenomas y
adenomas gigantes son altamenete invasores, en mchos pacientes no se
encuentran caracteristicas histopatologicas de agresividad (34, 73).

m Invasion del seno esfenoidal y/o seno cavernoso

m La extension supraselar no debe ser considerada como un criterio

m De acuerdo a la clasificacion de Hardy los adenomas invasores son
unicamente adenomas grado |l (erosion 6sea focal) y IV (extensa erosion osea
e invasion de estructuras paraselares)

m Knosp >3

m Los macroadenomas pueden ser invasores, mas no es sinénimo de
agresividad clinica

Tabla 3.- Resumen criterios de invasidn en adenomas de hipdfisis
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Criterios de agresividad:

Los adenomas de hipdfisis clinicamente agresivos pueden ser microadenomas,
macroadenomas, invasores O no invasores, una de las principales
caracteristicas es que presentan una alta tasa de recurrencia.

La clasificacion de OMS del 2004 que divide estos tumores en adenoma tipico,
atipico y carcinoma, considera marcadores histopatologicos, sin embargo no
toma en cuenta las caracteristicas clinicas, correlaciones radioanatémicas ni
caracteristicas ultraestructurales (14, 34).

En base a dicha clasificacion, los adenomas atipicos y adenomas clinicamene
agresivos pueden tener la misma presentacion (clinica, radiologica, hormonal),
sin embargo existen caracteristicas distintivas en quellos con comportamiento
clinco agresivo, como es el caso de prolactinomas que esta bien establecido un
comportamiento mas agresivo en hombres y resistencia al tratamiento con
agonistas dopaminérgicos(76, 77, 78).

Existen ademas ciertas caracteristicas histopatoldgicas que se han relacionado
con agresividad, como son los adenomas compuestos por células de Crooke
(79, 80), adenomas corticotropos silentes (81), adenomas productores de
hormona de crecimiento escasamente granulares y algunos adenomas
productores de gonadotropinas (82, 83, 84).

Aunque no ha sido posible establecer una clasificacion estandarizada para
definir la agresividad de estos tumores, es clara la necesidad de una
clasificacion multimodal, tomando en cuenta caracteristicas morfologicas,
moleculares, clinicas y radiologicas, lo cual tiene un papel primordial en
prondstico y tratamiento. La busqueda de biomarcadores que nos permitan un
diagnostico temprano es de crucial importancia en la practica actual (34, 82).

m Deberan basarse en el comportamiento clinico en primer lugar

m Expresan caracteristicas atipicas (alto indice mitético, Ki-67 23%,
inmunorreactividad positiva p53

m En general son macrodenomas 6 adenomas gigantes, existen algunas
excepciones como microadenomas agresivos productores de ACTH

m Comparten caracteristicas histologicas con carcinomas, aunque no
presentan metastasis.

Tabla 4.- Resumen criterios de agresividad en adenomas de hipdfisis




14

Por todos los antecedentes previamente mencionados, surge el interés de
estudiar el VEGF y su receptor (KDR), evaluando la relacion con
caracteristicas clinicas, radiolégicas e histopatologicas, considerando que los
adenomas de hipdfisis requieren para crecimiento progresion y recurrencia
tumoral la existencia de angiogénesis, de tal forma que podrian representar un
probable predictor comportamiento agresivo ademas de ser un posible blanco
terapeutico.
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1.- PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Existe asociacion entre la expresion del factor de crecimiento endotelial
vascular y su receptor (KDR) con progresidn y recurrencia tumoral en
adenomas de hipofisis?

2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

No se conoce un predictor de progresion y recurrencia en adenomas de
hipdfisis.

Hasta el momento, no se ha determinado la presencia de ningun factor
predictor independiente de comportamiento clinico agresivo que ademas
pueda representar un blanco terapeutico.

La frecuente presencia de progresion y recurrencia en estos tumores requiere
tratamientos secundarios los cuales no estan libres de posibles efectos
adversos ademas del costo econdmico que representan y no estan justificados
en todos los casos.

3.- HIPOTESIS

- El grado de expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
se asociara a progresion y recurrencia en adenomas de hipdfisis

4.- OBJETIVO GENERAL

- Cuantificar la expresion de VEGF y su receptor KDR en adenomas de
hipofisis y comparar la relacion con recurrencia y progresion tumoral.

5.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Describir las caracteristicas de los adenomas de hipofisis por imagen de
resonancia magnética (IRM), mediante clasificacién Hardy-Vezina,
clasificaciéon de Knosp para invasién a seno cavernoso y volumetria

- Correlacionar el tamarfo tumoral con la expresion de VEGF

- Correlacionar la expresion de VEGF y su receptor VEGF-2/FIK 1

- Comparar el valor de VEGF respecto a ki67 en cuanto a recurrencia y
agresividad tumoral

6.- JUSTIFICACION

Los adenomas de hipdfisis representan una de las patologias mas frecuente en
nuestra Institucion, son la segunda causa de internamiento en neurocirugia,
son dificilmente curables unicamente con cirugia debido a las grandes
dimensiones que suelen alcanzar, incluso tras reseccion total no es infrecuente
la presencia de recurrencias que suelen requrerir tratamientos secundarios.

La radioterapia en sus distintas modalidades es uno de los tratamientos
secundarios mas reconocidos, sin embargo no se encuentra libre de efectos
secundarios, y aun con estas 2 modalidades de tratamiento, es frecuente que
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no se logre el control tumoral.

Ki67 ha sido el marcador que ha mostrado resultados mas reproducibles, al
expresarse en las fases activas del ciclo celular nos habla de un crecimiento
acelerado y probable invasividad, sin embargo esto no es sin6bnimo de
recurrencia.

El factor de crecimiento edotelial vascular (VEGF) es el principal mediador de
la angiogénesis, sin lo cual, ningun tumor solido podria crecer mas alla de
3mm, de tal forma que podria representar un mejor marcador tumoral,
proporcionando informacion de la propia biologia tumoral e incluso ser un
blanco terapeutico, lo cual podria conferir ventajas respecto a otros
marcadores.

El conocimiento de un predictor independiente de agresividad y recurrencia,
basado en la propia patogénesis tumoral de los adenomas de hipdfisis podra
permitir plantear mejores opciones terapeuticas.

7.- METODOLOGIA
A) Diseno: Estudio prospectivo, observacional

B) Poblaciéon: todos los pacientes del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia con diagnostico de adenoma de hipofisis sometidos a
tratamiento quirurgico en el periodo comprendido del 1 de enero al 31 de
diciembre de 2013.

C) Captacion de muestras: se obtuvieron muestras de tejido fresco de
pacientes con diagnostico de adenoma de hipdfisis en el periodo mencionado.
Las muestras fueron procesadas con técnica de Western Blot (WB) e
inmunohistoquimica.

D) Analisis Histopatolégico de muestras recolectadas:

Se realizaran cortes histologicos de 4 micras, con un microtomo de rotacion
(American Optical), los cuales seran montados en portaobjetos previamente
tratados con Poli-L-Lysina para adherirlos bien. En estos cortes se realizara la
técnica de inmunohistoquimica empleando anticuerpos especificos contra las
hormonas adenohipofisiarias (prolactina, hormona de crecimiento (GH),
hormona foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH), hormona
estimulane de tiroides (TSH) [BioGenex San ramon Ca.], hormona
adrenocorticotropica (ACTH [Dako, Carpinteria Ca] ). Los cortes seran
sometidos a un proceso de desparafinado en series de xilol y concentraciones
graduales de alcohol hasta agua; posteriormente seran recuperados en una
olla de presion en un buffer de recuperacion (Diva Decloaker, BioCare Medical,
Concorde Ca). Se pondran en el anticuerpo primario por 1 hr y posteriormente
seran lavados. La reaccidon sera detectada por el método de estreptavidina-
biotina y revelados con Diaminobencidina (BioGenex San Ramon Ca).

El conteo de mitosis por campo se realizara con laminillas con microscopio
40x. La expresion Ki67/indice MIB-1, se realizara con cortes de 4 micras con
microtomo del especimen patoldgico, posteriormente se someteran dichos
cortes por 10 minutos a solucion buffer citrato a pH 6.6, la detecciéon por
inmunohistoquimica se realizd6 con el kit ChemMate (DAKO) vy
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diaminobenzidina como cromogeno.

E) Procedimiento Western Blot

Se obtuvieron muestras de adenomas de hipdfisis, los cuales fueron
recolectados en nitrégeno liquido y trasladados inmediatamente a refrigeracion
a -80°C.

Cada muestra fue homogeneizada en 250 uL de una mezcla de inhibidores de
proteasas disueltos en buffer (50 nm Tris-HCI, 0.1 mM de EDTA. 0.1 mM EGTA,
0.1% B-mercaptoetanol (Sigma, Co), pH 7.5). La mezcla de inhibidores fue
preparada con las siguientes concentraciones finales: 100 uM de leupeptina, 1
mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 2 pg/ml de aprotinina, 10 yg/mL de
inhibidor de tripsina de soya (SBTI) y 0.1% v/v de Noninet P-40 (Sigma, Co).
Las proteinas fueron cuantificadas por el método de lowry, con lectura de
absorcion de 540 nm. Para la obtencion de la curva de calibracién del método
de cuantificacion de proteinas de Lowry se colocaron en una gradilla siete tubos
de ensayo de 10 mL y con las micropipetas adecuadas, se adicionaron a cada
uno de ellos los volumenes de la solucion patrén albumina y agua destilada. El
volumen de homogenado que contenia 500 pg de proteina fue incubado
durante 30 minutos a 37°C en presencia de los siguientes cofactores (todos a
concentraciones finales en un volumen maximo de reaccion de 100 pl): 1 mM
NADPH, 100 nM de calmodulina, 30 uM de tetrahidrobiopterina (Sigma, Co) y
2.5 mM CaCl,. La mezcla de reaccion también contenia 10 yM L-arginina-HCl y
0.2 pCi de [PH]-L-arginina (Amersham, aproximadamente 66 Ci/mmol). Los
volumenes finales de reaccion fueron ajustados a 100 pL con buffer de
homogeneizacion. Pasado el tiempo de incubacion, la reaccion fue detenida
adicionando 1 mL de una solucion amortiguadora de paro (2 mM EGTA, 2 mM
EDTA, 20 mM HEPES, pH=5.5). La mezcla de reaccién (volumen final de 1.1
mL), fue transferida a una columna conteniendo 1 mL de resina Dowex-50W,
previamente equilibrada con una solucion amortiguadora de paro. La resina de
intercambio idnico fue capaz de retener a la L-arginina marcada y permitir que
la L-citrulina fluya a través de la columna; posteriormente, a cada eluyente de la
mezcla de reaccidon se le adicionaron 5 mL de liquido de centelleo Aquasol-2
(New England Nuclear) para su cuantificacion en un contador de radiactividad.
Para determinar la radiactividad de fondo, se prepararon tubos de reaccion sin
tejido y la radioactividad fue medida, de tal manera que segun la técnica, las
cuentas por minuto (cpm) de fondo no deben exceder el 4% del total de cuentas
adicionadas. Los ng de L-citrulina generada fueron calculados conociendo la
actividad especifica de la L-arginina marcada (cpm/nmol). Los resultados fueron
expresados como ng °>H-L-citrulina/500ug de proteina/30 minutos. Para
preparar la columna de intercambio idnico, se tomaron de 100 a 200 g de resina
Dowex-50W (Sigma). A ésta se le adicionaron agua desionizada y la mezcla fue
agitada. Después, el agua fue removida y la resina lavada con 50-100 mL de
NaOH 1N, para convertir la forma acida de la resina a una sal. El NaOH fue
decantado y la resina lavada con agua en abundancia hasta que el
sobrenadante alcance un pH inferior a 8. La resina se almaceno a 4 °C en “stop
buffer”.
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F) Determinacién de expresion de VEGF, KDR, Ki67

Cada muestra fue homogenizada en 250 pL de solucion final de inhibidores. A
partir del homogenizado, se tomo un volumen correspondiente a 50 ug de
proteina de cada muestra y se mezclo con un volumen igual de buffer de
muestra 2X. La desnaturalizacion de las proteinas se realizé mediante un bafio
en agua en ebullicion durante tres minutos, cada muestra fue depositada en un
pozo de un gel de poliacrilamida con SDS al 8 %. La electroforesis se llevo a
cabo a 50 mV por 10 minutos y posteriormente a 150 mV durante 50 minutos,
después se realizo la transferencia a una membrana de PVDF a 110 mA con el
sistema de microtransferencia durante 45 minutos. El bloqueo de proteinas
inespecificas se hizo con una mezcla de leche descremada al 10% disuelta en
PBS 1X (0.14 M NaH;PO4-H,0O, 12.3 mM Na;HPO4, pH 7.4)- Tween 0.05%,
incubandose en movimiento constante por 1 hora a temperatura ambiente.

La inmunodeteccidn de las proteinas se realizé por separado (utilizando los
mismos homogenados que se usaran en la medicion anterior) con los
anticuerpos primarios VEGF (1:100) y KDR (1:200) (R&D Systems
biotechnology), Ki67 (BD biosciences), durante toda la noche. Posteriormente
se realizaron 5 lavados de 5 minutos con PBS — Tween 0.1%. En seguida, se
agrego el anticuerpo secundario (peroxidasa anti — ratéon 1:3000 y se dejo
incubando por otra hora en agitacion a temperatura ambiente. Terminando el
tiempo de incubacién se realizaron 3 lavados de 15 minutos cada uno con PBS
Tween. La deteccidn de las proteinas se hizo con luminol un reactivo que
genera quimioluminiscencia (Western Lightning® Plus-ECL) y se utilizo una
pelicula kodak (X- OMAT).

La positividad fue evaluado de acuerdo al grosor de la banda expresada por 2
investigadores independientes (CP, IP) , revisando la cooncordancio por un
tercer investigador (FPS). Se clasificé: 0= ausente, 1= leve, 2=moderado, 3=
severo, 4= muy severo.

G) Recolecciéon de muestras por inmunohistoquimica

Se obtuvo especimen histopatoldgico recolectado en solucion preparada con
paraformaldehido al 0.4% y PBS 0.2M (Formado por: fosfato de sodio
monobasico NaH2PO4 4.816grs, fosfato de sodio dibasico Na3HPO4 23.564grs.
cloruro de sodio NACI 0.13grs), cada una de las muestras permanecio en
refrigeracion a 4°C durante 3 dias, posteriormente se sustituyd el fijador con
PBS 0.1 M (Formado por: fosfato de sodio monobasico NaH2PO4 42.408grs,
fosfato de sodio dibasico Na3HPO4 11.78 grs. cloruro de sodio NACI 0.696
grs), permaneciendo durante 24 hrs en esta solucién, posteriormente se coloco
en solucion formada por sacarosa al 30% + PBS 0.1M con el fin de
crioproteccion, enfriandose 24hrs a 4°C, posteriormente a — 20°C. Se
realizaron cortes de 30 micras, posteriormente 3 lavados de 10 min cada uno
en PBS 0.1 M pH 7.4, incubando una hora en HCI al 1M o 1N a 37 °C,
continuando con 3 lavados de 10 min cada uno en PBS, para proceder a
bloquear 30 min e incubar en PBS-Triton (0.3%) + suero normal de
caballo 3%, psteriormente se colocaron Anti cuerpo primarios (VEGF, KDR,
R&D, KI67 B&D), se incubaron 2 dias a 4 grados centigrados en PBS -
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Triton (0.3%)- suero normal de 3% y anti cuerpo . posteriormente, 3 lavados
de 10 min cada uno en PBS, para después incubar con anticuerpo secundario
(2 horas en PBS - Triton (0.3%)- suero normal 3% y anti cuerpo secundario
con fluorescencia 1:200 a temperatura ambiente), seguido de 3 lavados de 10
min cada uno en PBS, se montan los cortes en porta objetos, se dejan a
temperatura ambiente una hora y se cubren con vectashield con DAPI
(marcador fluorescente de nucleos).

La concentracion final de VEGF (R&D) fue 1:50, el anticuerpo primario estaba
hecho en cabra ; el anticuerpo secundarios fue anti cabra hecho en conejo
(1:200) unido a rodamina (rojo), se uso suero normal de conejo. KDR (receptor
de VEGF, R&D) se utilizd6 a una concentracion final de 1:200, el anticuerpo
primario estaba hecho en ratén; el anticuerpo secundarios fue anti ratbn hecho
en cabra(1:200) unido a Flurosceina (verde), se uso suero normal de cabra.
Kie7 (B&D) se utilizd a una concentracion final de 1:50.

H) Evaluaciéon de expresion deVEGF, KDR, Ki67 por inmunohistoquimica:

VEGF y KDR: cada laminilla fue evaluada por 2 investigadores de forma
inividual (AGC, SPR), se selecionaron de cada una de las muestras los 3
campos mas representativos, la concordancia fue evaluada por un tercer
investigador (VAM). La intensidad de tincion se clasifico: 0: negativo, 1 débil, 3
mediano, 4 severo, y 5 muy severo. El porcentaje de tincion (calculado como el
area de tincion positiva en relacion al area en su totalidad) se clasifico como: 0=
(0%), 1 (1-25%), 2 (26-50%), 3 (51-75%) y 4 (>76%).

Ki67: fue calculado de acuerdo al porcentaje de positividad de ki67 en relacion
con la totalidad de nucleos. Se realizd por investigadores de forma inividual
(AGC, SPR), revisando la concordancia por un tercer investigador. El conteo se
realizé utilizando software ImageJ.

I) Controles:

Se obtuvieron 4 hipodfisis normales obtenidas de autopsia. El tiempo entre la
hora de desceso y la obtencion de la muestra fue 20 minutos, fueron
recolectadas de la misma forma que se refiere a las muestras de
inmunohistoquimica y refrigeradas y conservadas bajo las mismas
condiciones.

La obtencion de hipdfisis de autopsia (muerte diferente a patologia de hipdfisis)
estuvo autorizado por el comité de ética de nuestra Institucion.

Control negativo: se obtuvo muestra de cancer de pulmén de células no
pequenas, el cual fue obtenido previo consentimiento de bioética inter-
Institucional con el Centro Nacional 20 de noviembre, ISSSTE, con la
participacion del servicio de cirugia oncolédgica (JSA). La muestra fue obtenida
de un paciente que no habia recibido ningun tratamiento previo, se realizo
toma guiada por tomografia , analizando la primera muestra por el patélogo de
dicha Institucion con el objetivo de determinar la positividad al tipo de neplasia
requerida, posterior a dicha confirmacion, se obtuvieron 2 muestras mas las
cuales fueron almacenadas en las condiciones indicadas para
inmunohistoquimica y WB.
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CRITERIOS DE SELECCION DE ESTUDIO

CRITERIOS DE INCLUSION

- Pacientes mayores de 18 afos

- Cualquier género

- Diagnostico de ADH

- Estudios completos pre y postquirurgicos: IRM, valoracion oftalmologica
- Consentimiento informado firmado

CRITERIOS DE ELIMINACION

- Muestra histopatoldgica insuficiente
- Diagnostico distino a adenoma de hipofisis

CRITERIOS DE EXCLUSION

- Revocaciéon de consentimiento informado

Tamano tumoral:

Antes y después de cirugia se realizd protocolo estandar con reconstrucciones
coronales, sagitales y axiales, antes y después de la aplicaciéon de medio de
contraste (1.5 Teslas Siemmens®, fueron clasificados de acuerdo a Hardy,
Knosp y volumetria. Para evaluar columetria se utilizé software OsiriX 10.10®,
se realizé calculo ROI en cortes axiales, coronales y sagitales con gadolinio.
Para evaluar el grado de reseccion se analizdé la RMN a los 3 meses, para
evitar artefactos.

Extension

0: ninguna

A: cisterna supraselar

B: receso anterior de 3er ventriculo
obliterado

C: piso de 3er ventriculo desplazado
Extension paraselar:

D: intracraneal (intradural)

E: seno cavernoso (extradural)
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Invasion

I: silla normal, tumor menor 10mm
lI: tumor mayor de 10mm

lll: perforacion selar localizada

IV: destruccién difusa de piso selar
V: extension via LCR 6 sangre

Tabla.- Clasificacién de Hardy-Vezina (73)

Clasificacion de Knosp (Invasion a seno cavernoso) (74)

Grado 0: el tumor no invade el seno cavernoso. Todas las estructuras
anatomicas intracavernosas estan preservadas. El tumor no sobrepasa la linea
tangencial que une la pared medial de la arteria cardtida interna
supracavernosa con la carétida interna intracavernosa.

Grado 1: el tumor sobrepasa la tangente medial (definida como la tangente
que une los dos bordes mediales de la cardtida supra e intracavernosa) pero
no sobrepasa la linea tangencial que une los dos centros de la carétida supra e
intracavernosa. Los compartimientos venosos superior e inferior pueden estar
obstruidos segun el crecimiento de la lesion sea en sentido superior o inferior
respectivamente.

Grado 2. Se caracteriza porque el tumor se extiende por fuera de la linea
intercarotidea, sin sobrepasar la tangente lateral de la carétida intra-
supracavernosa.

Grado 3: el tumor se extiende lateralmente a la linea tangencial lateral que une
la porcion carotidea supracaver- nosa con la intracavernosa. Los
compartimientos venosos medial, superior e inferior suelen estar parcial o
completamente obstruidos.

Grado 4: se caracteriza porque la carétida esta total- mente englobada por el
tumor, estando todos los compartimientos venosos obliterados.

Evaluaciéon endocrinolégica:

Antes y después de cirugia, se realiz6 perfil hormonal basal. Los ejes
hormonales fueron evaluados de la siguiente forma: hipocortisolismo: cortisol
sérico basal < 3ug/dl; hipotiroidismo: T4L < 11 pmo/L, hipogonadismo: mujeres:
estradiol < 100pmol/L, hombres: testosterona < 10-12 nmol/L, ambos con LH y
FSH bajas. Diabetes insipida fue clasificada en el apartado de morbilidad.
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Valoracion oftalmoloégica

Se realiz6 valoracion completa: agudeza visual, campos visuales y fondo de
ojo. Se consideré6 agudeza visual normal 20/20, los campos visuales se
evaluaron con perimetria de Goldman. El analisis se realize al diagndstico y
con la evaluacion a los 3, 6 y 12 meses postoperatorios. Se consideré normal
si todos los parametros normalizaron, mejoria: al menos un cuadrante, estable y
deterioro.

Diagnéstico histopatologico: todos los especimenes correspondieron a
adenomas de hipofisis de acuerdo al reporte de neuropatologia de nuestra
Institucion.

Invasividad: se utilizaron como criterios Hardy = 11l y Knosp 2 I

Tipo de cirugia: se clasifico en 3 grupos: transnasal endoscoépica (TNE),
microscopica transesfenoidal (TSEM) y transcraneal (TC)

Grado de reseccion:

1.- Biopsia: 1-20%

2.- Descompresioén: 21-50%
3.- Parcial: 51-75%

4.- Subtotal: 76-90%

5.- Total: >90%

CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo fue sometido al comité de bioética de INNN siendo aprobado. Se
cuenta con consentimiento informado de cada uno de los pacientes incluios. El
protocolo esta registrado en con el numero 110/12 en el departamento de
investigacion y comité de bioética de nuestra Institucion.

ANALISIS ESTADISTICO

Para establecer si existio diferencia significativa entre el volumen tumoral
preoperatorio y postoperatorio se utilizé una prueba t de Student.

Para analizar al paciente y sus diversos factores de riesgo se realizé un analisis
de regresion logistica

Se midié la correlacion entre el grado de expresion de los marcadores VEGF,
KDR, Ki67 y D2R por inmunohistoquimica y Western Blot, con el tamafio
tumoral pre y postoperatorio mediante la correlacion de Spearman.

Se realizé prueba de Mann y Whitney y Kruskall Wallis para comparar la
expresion de biomarcadores entre 2 6 mas grupos.

Para determinar la asociacion entre el tipo de cirugia realizada y el porcentaje
de reseccion tumoral se reaiz6 prueba exacta de Fisher.

Se evalud la expresion de marcadores con antecedente de cirugia previa se
con prueba exacta de Fisher.

Se realizé modelo de regresion lineal para establecer los predictores del
volumen tumoral postoperatorio.
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El efecto de cada variable se determiné con OR con un IC 95%, calculado para
cada una.

Se utilizé el paquete estadistico SPSS version 21. Se tom6 como significativo
un resultado de a menor a 0.05.

RESULTADOS

Durante el periodo mencionado se obtuvieron 89 muestras, se realiz6
eliminacion de 26 muestras, 20 por diagnodstico distinto a adenoma de
hipdfisis, 6 por muestra insuficiente.

Poblaciéon: 63 pacientes fueron incluidos: masculino 32/63 (50.8%), femenino
31/63 (49.2%).

La edad promedio al diagnéstico fue 46.77 afios (19-72).

Presentacion clinica

Las presentaciones clinicas mas frecuentes fueron: alteraciones visuales
52/63 (82.5%) y cefalea 39/63 (61.9%).

Sintoma de presentacion Casos
Alteraciones visuales 52/63 (82.5%)
Crecimiento acral 8/63 (12.7%)
Crisis convulsivas 5/63 (7.9%)
Amenorrea 3/63 (4.8%)
Déficit de nervios craneales 2/63 (3.2%)
Apoplejia 1/63 (1.6%)
Amenorrea-galactorrea 1/63 (1.6%)
Hidrocefalia 1/63 (1.6%)

Tabla 5.- Presentaciones clinicas al diagnostico

ALTERACIONES VISUALES

Se encontrd alteraciones visuales en 52/63 (82.5%), siendo la mas frecuente
hemianopsia bitemporal 36/52 (69.23%). Se resumen los diversas alteraciones
encontradas en tabla 6.
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Tipo de afeccién visual Casos
Hemianopsia bitemporal 36/52 (69.23%)
HBT unilateral + amaurosis contralateral 6/52 (11.53%)
Amaurosis unilateral 3/52 (5.76%)
Amaurosis bilateral 3/52 (5.76%)
Hemianopsia homdnima 1/52 (1.9%)
Cuadrantanopsia unilateral 1/52 (1.9%)
Vision cuenta dedos bilateral 1/52 (1.9%)
Amaurosis unilateral + cuadrantanopsia contralateral 1/52 (1.9%)

Tabla 6.- Alteraciones visuales al diagnostico

A los 3 meses de la cirugia se encontré6 mejoria en 36/52 (69.23%), vision
normal 10/52 (19.23%), sin mejoria 5/52 (9.61%), deterioro 1/52 (1.92%).

El caso de deterioro fue debido a aracnoidocele selar con compresion del
quiasma o6ptico, fue tratado exitosamente con quiasmopexia. Los casos que no
presentaron mejoria fue en aquellos pacientes que presentaron amaurosis de
larga evolucién, con atrofia Optica previa. No existié mayor grado de mejoria a
los 6 y 12 meses postoperatorios (p=0.92), ni relacionado a ninguna técnica
quirurgica p=0.84

EVALUACION HORMONAL

La definicién de alteraciones de ejes hormonales se realizé de acuerdo a los
parametros descritos en la seccion de métodos.

El principal eje afectado fue el gonadal 36/63 (57.1%), seguido del tiroideo
16/63 (25.4%) y por ultimo el adrenal 7/63 (11.1%). El numero de ejes
hormonales afectados por paciente se resume en tabla 7.

Ejes afectados al diagnéstico Casos

1 29/63 (46%)
2 12/63 (19%)
3 10/63 (15.87%)

Tabla 7.- Alteracion de ejes hormonales

Un afo posterior a cirugia se encontr6 hipogonadismo 21/63 (33%),
hipotiroidismo 22/63 (34.9%), hipocortisolismo 14/63 (22.2%)

CIRUGIA PREVIA
Trece pacientes (20.6%) tuvieron el antecedente de cirugia previa; 7/13

(53.84%) 2 cirugias previas, 5/13 (38.46%) 1 cirugia previa, 1/13 (7.69%) 3
cirugias previas.
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TIPO DE CIRUGIA

Transnasal endoscopica (TNE) 42/63 (66.7%), microscopica transesfenoidal
(TSEM) 17/63 (27%), transcraneal 4/63 (6.3%).

COMPLICACIONES

La principal causa de morbilidad fue diabetes insipida (DI) encontrandose en
23/63 (36.5%), fue dividida en transitoria 17/23 (73.9%) y permanente 6/23
(26%). Otras complicaciones encontradas fueron: infarto 1/63 (1.6%), fistula de
liquido cefalorraquideo (LCR) + infeccion 1/63 (1.6%), reintervencion inmediata
por hematoma del lecho quirurgico 1/63 (1.6%). Se encontré un caso de
mortalidad, el cual corresponde al paciente que presentd infarto masivo a las
96 hrs postoperatorias.

Comparando el tipo de cirugia (TNE, TSEM, TC), el abordaje endonasal
endosopico se asocio a mayor presentacion de DI (p=0.027)

ESTANCIA HOSPITALARIA

Tipo de cirugia Dias de estancia (promedio)
TNE 5

TSEM 7

TC 9

Tabla 8.- Dias de hospitalizacidn por tipo de cirugia

El abordaje endonasal endoscopico se asoci6 a menos dias de estancia
hospitalaria (p=0.049).

TIPO DE TUMOR

El tipo de tumor mas frecuente en esta muestra fueron los adenomas no
funcionales constituyendo 74.6%. Los adenomas funcionales representaron
25.4%. Tabla 9

Tipo de adenoma Numero
AHNF 47163 (74.6%)
Productor de GH 12/63 (19%)
Productor de ACTH 3/63 (4.8%)
Productor de PRL y GH 1/63 (1.6%)

Tabla 9.-
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TAMANO TUMORAL

Al momento de la cirugia el promedio de volumen preoperatorio fue 14.14 cm3
(DE +-11.17), el promedio de volumen postoperatorio fue 4.54 cm3 (DE +-
5.63). La diferencia en el volumen tumoral pre y postoperatorio fue
estadisticamente significativa (t62=9.14; p=0.0000), siendo independiente de si
existio cirugia previa (t(12)=3.07; p=0.005) o no (t49=8.77; p=0.0000).

Todos fueron macroadenomas. De acuerdo a Hardy: Il: 10/63 (15.9%), 11l 35/63
(65.6%), IV 18/63 (28.6%); de acuerdo a Vezina: B: 5/63 (7.93%), C 9/63
(14.28%), D: 15/63 (45.45%) E: 34/63 (54%). Se encontrd invasion a seno
cavernoso en 34/63 (54%). Adenomas gigantes: 34/63 (54%).

PORCENTAJE DE RESECCION

Los datos se resumen en tabla 10. No encontramos diferencia en porcentaje
de reseccidn y tipo de cirugia (TSE, TNE, TC) P= 0.729. Tampoco existio
diferencias al comparar unicamente los abodajes endoscopico y microscopico
p= 0.86.

Grados de reseccién Numero
Biopsia (1-20%) 3/63 (4.8%)
Descompresion (21-50%) 12/63 (19%)
Reseccion parcial (51-75%) 18/63 (28.6%)
Reseccién subtotal (76-90%) 14/63 (22.2%)
Total (>91%) 16/63 (25.4%)
Tabla 10.-

EXPRESION DE VEGF Y KDR EN AUTOPSIAS DE HIPOFISIS NORMAL

% VEGF Intensidad % KDR Intensidad
VEGF KDR
H1  9.97 (grupo 1) Débil 10.3 (grupo 1) Débil
H2 11 (grupo 1) Débil 19.33 (grupo 1) Débil
H3  6.83 (grupo 1) Débil 11.66 (grupo 1) Débil
H4  24.3 (grupo 2) Débil 22.5 (grupo 2) Débil

En todas las hipdfisis normales, obtenidas de autopsia encontramos menor
expresion de VEGF y KDR comparado con las muestras tumorales de
adenomas de hipofisis

EXPRESION DE MARCADORES TUMORALES

Se anexa tabla con resultados globales.



VEGF: KDR
Subtipo | porcentaje porcentaje
de de VEGF: WB de KDR:
adenoma | expresiéon | Intensidad | VEGF Banda | expresion | Intensidad | KDR WB
ADHNF 43% + Positivo 1 65% Severa Positivo
ADHNF 31% ++ Positivo | 3 40% ++ Positivo
ADHNF 16% + Positivo | 2 18% + Positivo
ADHNF 23% + Positivo | 1 42% ++ Positivo
ADHNF 14% + Positivo | 1 23% + Positivo
ADHNF 6% + Positivo | 1 14% + Positivo
ADHNF 3% + Positivo | 1 9% + Positivo
ADHNF 25% + Positivo | 1 34% ++ Positivo
ADHNF 7% + Positivo 1 15% + Positivo
ADHNF 24% + Positivo | 1 28% ++ Positivo
ADHNF 13% + Positivo | 1 22% + Positivo
ADHNF 13% + Positivo | 1 20% + Positivo
ADHNF 43% ++ Positivo | 1 73% +++ Positivo
ADHNF 23% ++ Positivo | 2 33% ++ Positivo
ADHNF 29% ++ Positivo | 3 46% ++ Positivo
ADHNF SD SD Negativo | 0 SD SD Negativo
ADHNF 27% ++ Positivo | 1 46% ++ Positivo
ADHNF 11% + Positivo | 2 15% + Positivo
ADHNF 24% ++ Positivo | 2 22% ++ Positivo
ADHNF 18% + Positivo | 1 29% ++ Positivo
ADHNF 22% + Positivo | 1 29% ++ Positivo
ADHNF 36% ++ Positivo | 2 57% +++ Positivo
ADHNF 17% + Positivo | 2 24% + Positivo
ADHNF 18% + Positivo | 2 30% ++ Positivo
ADHNF 25% ++ Positivo | 2 38% ++ Positivo
ADHNF 35% ++ Positivo | 1 40% ++ Positivo
ADHNF 10% + Positivo | 2 15% + Positivo
ADHNF 15% + Positivo | 1 23% + Positivo
ADHNF 28% ++ Positivo | 2 22% ++ Positivo
ADHNF 7% + Positivo 1 15% + Positivo
ADHNF 23% + Positivo | 2 43% ++ Positivo
ADHNF 27% ++ Positivo | 2 38% ++ Positivo
ADHNF 21% + Positivo | 2 40% ++ Positivo
ADHNF 25% + Positivo | 2 32% ++ Positivo
ADHNF 16% + Positivo | 1 43% ++ Positivo
ADHNF 27% ++ Positivo | 1 49% ++ Positivo
ADHNF 22% + Positivo | 1 97% ++++ Positivo
ADHNF 31% ++ Positivo | 2 SD SD SD
ADHNF 12% + Positivo | 3 31% ++ Positivo
ADHNF 22% + Positivo | 1 33% ++ Positivo
ADHNF 4% + Positivo | 2 9% + Positivo
ADHNF SD SD Negativo | 0 SD SD Negativo
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ADHNF 14% + Positivo | 3 12% + Positivo
ADHNF 21% + Positivo | 2 31% ++ Positivo
ADHNF 18% + Positivo | 2 22% + Positivo
ADHNF SsD SD Negativo | 0 19% + Positivo
GH SD SD Negativo | 0 SD SD Negativo
GH 24% + Positivo 1 38% ++ Positivo
GH 45% ++ Positivo 2 61% Severo Positivo
GH SD SD Negativo |0 SD SD Negativo
GH 25% ++ Positivo 2 45% ++ Positivo
GH SD SD Negativo |0 SD SD Negativo
GH SD SD Negativo | 0 SD SD Negativo
GH 18% + Positivo 1 35% ++ Positivo
GH 16% ++ Positivo 2 26% ++ Positivo
GH 17% + Positivo 1 27% ++ Positivo
GH 12% + Positivo 1 19% + Positivo
GH SD SD Negativo | 0 SD SD Negativo
GH/PRL | 9% + Positivo | 1 34% ++ Positivo
ACTH 48% +++ Positivo | 3 SsD SsD SsD
ACTH 56% +++ Positivo | 4 SsD SsD SsD
ACTH 17% + Positivo 2 33 ++ Positivo
ACTH 9% + Positivo 1 36 ++ Positivo
Tabla 11.-

Por inmunohistoquimica se encontré positividad en todas las muestras a VEGF,
KDR y Ki67, lo cual fue corroborado con WB.

Se evalud el grado de expresion de VEGF, KDR vy Ki67 entre adenomas
funcionales y no funcionales, ninguno de los marcadores mostro asociacion con
un subtipo especifico de adenoma.

(VEGF: inmunohistoquimica (p=0.826); intensidad de banda (p=0.256) WB (p=0.305);

KDR ( WB p=0.80) ( Inmunohistoquimica p=0.13).

No existié asociaciacion en la expresion de KI67 >3% comparando el grupo de
adenomas de hipdfisis no funcionales con adenomas funcionales (p=0.86).

Se evaluo la expresion de ki67 >3% en los diferentes grupos de tumors
funcionales (ACTH, GH, Mixto) sin existir diferencias en expresion (p=0.33).

Volumen preoperatorio y expresion de VEGF y KDR

No se encontré asociacion entre el volumen preoperatorio y porcentaje de
expresion VEGF {inmunohistoquimica (P=0.80), tampoco se encontré asociacion con
intensidad de tincion (p=0.91); WB: (p=0.61)

El porcentaje e intensidad de KDR no se asociéo al volumen preoperatorio
(p=0.29)

Volumen preoperatorio y KI67

Se encontrd una asociacion entre la expresion de KI67 mayor de 3% con mayor
volumen preoperatorio (p=0.04). No exlstieron diferencias de acuerdo al tipo de
tumor (p=0.85)
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Adenomas gigantes

No se encontrd asociacion con expresion de VEGF, KDR y adenomas gigantes
( VEGF: WB P=0.77, inmunohistoquimica intensidad p=0.735, porcentaje de tincion p=0.3)
(KDR y adenomas gigantes (WB p=0.73,inmunohistoquimica porcentaje e intensidad p=0.73)

No existié asociacion con Ki67 >3% con adenomas gigantes (p=0.915)

Asociaciacion de expresidn de marcadores
De acuerdo al analisis de correlacion de Spearman se encontré correlacion
entre el porcentaje de expresion de KDR y VEGF (p=0.0469),

Asociacion de expresion de VEGF, KDR y Ki67 con caracteristicas clinicas

De 63 casos incluidos, 32 hombres, 31 mujeres, fueron definidos como
adenomas invasores 34/63 (54%) de acuerdo a la clasificacion de Knosp de
invasion a seno cavernoso. No se encontré asociacion con invasion a seno

cavernoso y expresion de VEGF (WB p= 0.606; inmunohistoquimica intensidad de tincion
p=0.824, inmunohistoquimica porcentaje p=0.655).

No se encontrd asociacion con expresion de KDR e invasidén a seno cavernoso
(WB e inmunohistoquimica, p=0.713)

No se encontré asociacion con expresion de Kl67 >3% e invasién a seno
cavernoso (p=0.678).

No se encontré asociacion entre expresion de VEGF y género [WB: (p=0.34),
inmunohistoquimica: intensidad de tincién (p=0.53), género y porcentaje (p=0.72)].

Se encontré una asociacion con mayor intensidad de KDR en el género
femenino (p= 0.0176) .

No se encontro asociacion con edad y expresion de VEGF y KDR [P=0.09, P=
0.76; respectivamente). No encontramos diferencias en la expresion de VEGF,
KDR y Ki67 en los pacientes con antecedente de cirugia previa (p=0.54)
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DISCUSION

In 1972, Judah Folkman (85) fue el primero en demostrar la necesidad de
angiogeénesis para el crecimiento y diseminacion de tumores solidos. Sin
embargo, en ese mismo ano, Schechter et al. (86) reporta menor vascularidad
en tumores de hipéfisis comparados con la glandula normal. Desde entonces se
han realizado varios estudios con la finalidad de cuantificar el sistema
microvascular de la hipodfisis normal y patolégica, sin embargo los resultados
han sido ampliamente discordantes.

VEGF es el principal mediador de proliferacion endotelial, angiogénesis y
permeabilidad vascular. Tiene un papel crucial en la génesis y progresion de
tumores sélidos (60, 61, 62, 63). Onofri et al, analizaron la expresion de VEGF en
39 ADH, resultando negativos s6lo 5 casos (13%) (87). Lloyd et al (37), en 148
muestras de ADH, evaluaron la expresiéon de VEGF por inmunohistoquimica,
demostrando positividad en todos los grupos, con mayor intensidad de tincidon
en ADHNF, productores de HC y ACTH, no reportan diferencias en positividad
en carcinomas, posterior a tratamiento con ocredtido se encontré menor
expresion de VEGF (37). McCabe et al (67), realizan un estudio evaluando la
expresion de VEGF, KDR y PTTG mediante PCR en 121 pacientes,
encontrando mayor positividad en ADHN (67). Niveiro et al (68), realizan un
estudio por inmunohistoquimica evaluando VEGF, KDR, Ki67, y densidad
microvascular (DMV, mediante CD34), encontrando una mayor expresion de
VEGF en ADHNF y en pacientes de mayor edad, reportan también un fenotipo
mas agresivo asociado a mayor expresion de KDR (P<0.005). Pérez-Millan et
al, (71), realizan otro estudio evaluando la presencia de cambios morfologicos
en la vasculatura de ADH y correlacionando con la expresién de KI67, por DMV
encuentran la presencia de mayor cantidad de vasos sanguineo en ADH, pero
de menor calibre, no se encuentra correlacidon con el nivel de expresion de Ki67
y marcadores angiogénicos (71). Sanchez-Ortiga et al (65), realizan un estudio
en 46 ADH evaluando la expresion de VEGF y KDR, encuentran una mayor
expresion en ADHNF (p = 0.036), encontrando asociaciéon con el tamafo
tumoral medido por resonancia magnética y extension supraselar (p = 0.007),
reportan un riesgo incrementado de 27.5 veces respecto a crecimiento
extraselar si la expresion de VEGF excede a 0.22 NCN (p = 0.002), aquellos
tumores con KDR mayor de 0.750 NCN se asociaron a un menor periodo libre
de recurrencia (p = 0.032)65). Wang et al (72), en un estudio con
inmunohistoquimica y WB en 197 adenomas de hipofisis, encuentran
positividad a VEGF en 96.44%, encontrandose una alta expresion en PRL,
ACTH y ADHNF. En nuestro estudio encontramos menor expresion de VEGF y
KDR en hipdfisis normales, comparado con adenomas de hipdfisis, Todos los
adenomas incluidos (n=63) fueron positivos a VEGF, KDR vy ki67. Se encontrd
correlacion entre el porcentaje de expresion de KDR y VEGF (p=0.0469). Se
encontré una asociacion positiva entre la expresion de KI67 mayor de 3% con
mayor volumen preoperatorio (p=0.04), sin existir diferencias de acuerdo al tipo
de tumor (p=0.85). Se encontré una asociacion positiva de expresion de KDR
en el género femenino (p= 0.0176), sin existir diferencias respecto a edad.
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No encontramos diferencias en grado de expresién relacionado con los
diferentes subtipos de adenomas, esto podria explicarse por las diferencias en
grupos (ADHNF: 47, ADHF: 16). No se encontrdé asociacién con el volumen
preoperatorio y expresiéon de VEGF y KDR. No encontramos asociacion con
expresion de VEGF, KDR y Ki67 e invasion a seno cavernoso.

Realizando un analisis extenso de la literatura respecto al papel de la
angiogénesis en la patogénesis de adenomas de hipofisis los resultados
continuan siendo discordantes. Es de resaltar que en nuestra poblacién el
tamano tumoral es considerablemente mayor respecto a los estudios existentes
y seria interesante plantear estudios con mayor seguimiento.

CONCLUSIONES:

Los mecanismos que involucran la angiogénesis, y primordialmente VEGF en la
génesis y progresion de adenomas de hipofisis aun no es claro. Se requieren
mas estudios para investigar los efectos de terapia anti-VEGF en pacientes con
adenomas de hipdfisis. La angioarquitectura tumoral puede ser un potencial
biomarcador, principalmente pronostico y terapeutico para determinados
tumores. Se requieren estudios a largo plazo y con mayor numero de pacientes
para esclarecer estas discordancias.
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14) APEDICE 1: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

APENDICE 1:
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION MEDICA

Titulo del protocolo: “Factor de crecimiento endotelial vascular como
predictor de recurrencia en adenomas hipofisiarios no funcionales”

Investigador principal: Sara Patricia Pérez Reyes

Sede donde se realizara el estudio: Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia Manuel Velasco Suarez

Nombre del paciente:

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion
meédica. Antes de decidir si participa o no, debe conocer y comprender
cada uno de los siguientes apartados.

Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar
sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces
se le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara
una copia firmada y fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO (Se le explica de manera verbal y por
escrito al paciente y familiar, de manera entendible, aclarando todo tipo
de dudas antes de la firma del consentimiento)

Los adenomas de hipdfisis no funcionales representan una patologia frecuente
en nuestra Institucion, son dificilmente curables unicamente con cirugia, debido
a las grandes dimensiones que suelen alcanzar; presentado recurrencias que
requieren reintervencion; la radioterapia aunque ha demostrado ser eficaz no
se encuentra libre de efectos secundarios. Aun con estas 2 modalidades de
tratamiento, es frecuente que no se logre el control tumoral.

El conocimiento de un predictor de recurrencia basado en la patogénesis
tumoral de los adenomas hipofisiarios permitira plantear nuevas opciones de
tratamiento en beneficio de la calidad y cantidad de vida de los pacientes.
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2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

A usted se le esta invitando a participar en un estudio de investigacion que
tiene como objetivos :

Evaluar el valor predictivo de la expresion VEGF para recurrencia en
adenomas hipofisiarios no funcionales.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Conocer un predictor de recurrencia en este tipo de tumores permitira mejores
estrategias de tratamiento en esta patologia tan frecuente en nuestra
Institucion.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

- Analisis de tejido fresco obtenido durante su cirugia en adenomas de hipofisis
- Conteo de mitosis por campo

- Clasificacion hormonal de adenomas

- Determinacion de Ki67

- Determinacion de VEGF y KDR

Todos los marcadores se realizaran con inmunohistoquimica y Western Blot.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

No existe ningun riesgo para el paciente. Los procedimientos a realizar
involucraran unicamente una porcion del espécimen histopatologico y se
llevaran a cabo como estudios adicionales. Los estudios de histopatologia que
se realizan de manera rutinaria en la institucion no tendran ninguna
modificacion.

6. ACLARACIONES

*  Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

* No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

*  Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo
desee, aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo
informar o no, las razones de su decisidén, la cual sera respetada en su
integridad.

* No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

* No recibira pago por su participacion.

 En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo, al investigador responsable.

* La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de
cada paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores.
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7. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido la
informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el
estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en
participar en este estudio de investigacion. Recibi una copia firmada y fechada
de esta forma de consentimiento.

Firma del participante o del padre o tutor

Testigo 1

Testigo 2

Fecha

Fecha

Fecha

Esta parte debe ser completada por el Investigador:

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propdsitos
de la investigacidn; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que
implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo
posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y
me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el
presente documento.

Firma del investigador

Fecha
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8. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del protocolo: “Factor de crecimiento endotelial vascular como
predictor de recurrencia en adenomas hipofisiarios no funcionales”
Investigador principal: Sara Patricia Pérez Reyes

Sede donde se realizara el estudio: Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia Manuel Velasco Suarez

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este protocolo

de investigacién por las siguientes razones: (Este apartado es opcional y
puede dejarse en blanco si asi lo desea el paciente)

Si el paciente asi lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la
informacion que se haya recabado sobre él, con motivo de su
participacion en el presente estudio.

Firma del participante o del padre o tutor

Testigo

Testigo
c.c.p El paciente.

Fecha

Fecha

Fecha
(Se debera elaborar por duplicado quedando una copia en poder del
paciente)
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