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I. ANTECEDENTES

La glandula hipéfisis es un sitio anatémico frecuente para la transformacion
neoplasica, ya que el 10 al 15% de los tumores intracraneanos se originan en
ella (1,2,3). Su estructura comprende dos lobulos, el anterior o adenohipofisis
originado en el intestino primitivo y el posterior o neurohipéfisis, que es de
origen ectodérmico y representa una extension del sistema nervioso central
(4). Cada uno de estos 16bulos posee una ultraestructura y funcion diferentes.
La adenohipdfisis es un sitio de sintesis activa de hormonas, mientras que la
neurchip6fisis es el sitio de terminacién de axones originados en nucleos
hipotalamicos (1,4). Desde el punto de vista funcional, la-hipofisis se
relaciona con el hipotdlamo gracias a una red capilar conocida como el
sistema portal hipotalamo-hipofisario. Asi, distintas sefiales provenientes del
hipotalamo alcanzan células adenchipofisarias especificas donde las hormonas
son sintetizadas y liberadas a la circulacién general (2). La neurohipofisis por
otro lado soélo sirve como un sitio de almacenamiento y liberacién de
neurohormonas sintetizadas en los nticleos supradpticos y paraventriculares
del hipotalamo, la vasopresina u hormona antidiurética (ADH) y la oxitocina.
Desde hace tiempo se han reconocidos distintos tipos celulares en la
adenohip6fisis. Los estudios més antiguos, realizados con tinciones de
hematoxilina y eosina (HE), identificaban 3 tipos de células: las basdfilas, las
eosinéfilas y las croméfobas (1,4). En general, las células productoras de
adrenocroticotropina (ACTH) se conocen como corticotropos y se tifien en
forma basofilica; las productoras de hormona de crecimientro (GH) y de
prolactina (PRL), conocidas como somatotropos y lactotropos,
respectivamente se tifien en forma eosinofilica; las células productoras de
tirotropina (TSH) muestran una tincién variable en HE y se conocen como
tirotropos (3,4). Finalmente, las células croméfobas incluyen tanto a los
gonadotropos productores de hormona luteinizante (LH) y foliculo estimulante
(FSH), como a aquellas células llamadas “nulas”, que hipotéticamente no
sintetizan, ni secretan hormona alguna (3). Como se verd mas adelante, el
surgimiento de la inmunohistoquimica ha revolucionado el conocimiento de la
estructura y funcién de la glandula hipofisis.

La expresién bioldgica de los tumores hipofisarios es muy variable tanto en
su actividad hormonal como proliferativa. La primera usualmente es un
reflejo de su citodiferenciacién (3,5). La verdadera incidencia de estos
tumores no se ha establecido con precisién. Sin embargo, el desarrollo de
técnicas sofisticadas de imagen y métodos sensibles de medicion, han hecho



que los diagnostiquemos con mayor frecuencia en las tltimas dos décadas. En
estudios de autopsia, se calcula que los tumores hipofisarios ocurren en
aproximadamente 20% de la poblacion general (1,2,5). En estos casos, se
trata de tumores clinica y funcionalmente "silentes", que son hallados en
forma incidental, que no predominan en ningin sexo y su frecuencia se
incrementa con la edad. (1,3,5)

Los adenomas hipofisarios son neoplasias, cuya patogénesis estd aun en
debate. Existen dos teorias, la primera considera que ¢l problema fundamental
radica en la estimulacién hormonal excesiva de la hipéfisis por hormonas
hipofisotropicas hipotaldmicas o por otros factores, que promueven la
hiperplasia y proliferacion celulares. La segunda teoria considera que el
adenoma resulta de la expansién monoclonal de una célula causada por
mutaciones somaticas (1,3).

Los tumores hipofisarios se clasifican por su tamafio, en microadenomas
cuando son menores de 1 cm y macroadenomas cuando son mayores de 1 cm
(3,4). Los macroadenomas pueden estar confinados a la silla turca o bien
invadir los senos cavernosos o esfenoidal o extenderse hacia el quiasma éptico
causando compresion del mismo y consecuentemente alteraciones en los
campos visuales (5,6). Asi mismo, el tumor mismo puede comprometer la
funcién de la glandula causando distintos grados de hipopituitarismo, ya sea
por compresion o por interferencia en la liberacion de hormonas
hipotaldmicas a nivel del tallo hipofisario. Hardy y Besina clasifican los
tumores hipofisarios de acuerdo a su tamafio y grado de invasividad (4-6).
Clinicamente los tumores hipofisarios se clasifican en funcionantes y no
funcionantes (3,4,6). EI tumor hipofisario funcionante mas frecuente es el
productor de PRL o prolactinoma que produce galactorrea y alteraciones
menstruales en la mujer e hipogonadismo con impotencia en el hombre (7).
Los tumores productores de GH son los que siguen en frecuencia, representan
el 10 a 15% de los adenomas hipofisarios clinicamente diagnosticados y dan
como resultado gigantismo cuando ocurren antes del cierre de las épifisis de
crecimiento en nifios y acromegalia cuando suceden en adultos (4,8). Los
tumores productores de ACTH tienen como consecuencia hipercortisolismo
por sobrestimulacién de la corteza suprarrenal, lo que se conoce como
enfermedad de Cushing (2,6). Los tumores funcionantes menos frecuentes
son los productores de TSH, los cuales dan como resultado hipertiroidismo
(5,6). Tan frecuentes como los tumores productores de PRL o quizés mas,
son los adenomas clinicamente no funcionantes (6). Se les llama
clinicamente no funcionantes porque la mayoria no produce un sindrome
hormonal especifico (9). Sin embargo, con el advenimiento de la
inmunohistoquimica se ha visto que gran parte de estos tumores producen
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subunidades de gonadotropinas o fragmentos de ellas (3,9). Asi, quedan
solamente una minotia de tumores que verdaderamente no sintetizan ninguna
hormona o fragmentos de hormonas (6,9)

El desarrollo de la clasificacién inmunohistoquimica basado en la deteccion
de antigenos tisulares constituidos por las mismas hormonas que los tumores
sintetizan ha revolucionado no sélo el concepto fisiopatologico de los tumores
hipofisarios sino que también su diagnostico y tratamiento (1,9,10). Las
hormonas humanas se reconocieron como substancias anfigeénicas en otras
especies, lo que permitid el desarrollo de antisueros altamente especificos
contra las hormonas humanas de la adenohipéfisis, capaces de precipitarse
dentro de las células tumorales que contienen la hormona problema (1,10).
Actualmente los adenomas hipofisarios se clasifican de acuerdo a su contenido
hormonal (Tabla 1).

Tabla 1.

CLASIFICACION INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS ADENOMAS PITUITARIOS

COMPONENTE MAYOR OTRA REACTIVIDAD

Familia GH-PRL-TSH Pit- 1

Adenomas de células de GH o— Subunidad
Adenomas de células GH con cuerpos fibrosos depdsitos de queratina

Adenomas de células de GH y Prl o~ Subunidad, ER

(mamosomatotropo)

Adenomas de células productoras de Prl ER

Adenoma de células Prl con reactividad para GH ER

Adenomas de células TSH (subunidades cy B ) ?

Adenomas productores de GH, Prl y TSH ER, ?TEF

Familia ACTH
Adenomas productores de ACTH Queratina

Familia de gonadotropinas SF-1, ER
Adenomas de células FSH/ LH (subunidad o y )




(continua tabla I}

Adenomas no clasificados
Adenomas plurihormonales inusuales
Adenomas negativos a hormonas

Factor pituitario 1 (Pit-1), Receptor de estrégenos (ER), Factor 1 de esteroidogénesis (SF-1), Factor embriénico del
Tirotropo (TEF), Hormona del crecimiento (GH), Prolactina (PRL), Hormona estimulante de la tiroides {TSH),
Hormona adrenocorticotropa (ACTH), Hormona foliculo estimulante (FSH), Hormona luteinizante (LH).

Otros marcadores de diferenciacion celular; los factores de transcripecidn
que regulan la expresién hormonal y de queratinas, pueden ser usados para
clasificar v subclasificar los adenomas hipofisarios por inmunohistoquimica, y
en algunos se puede obviar la necesidad del examen ultraestructural. (1)

Biologicamente ain no se ha establecido si otras caracteristicas, por ejemplo,
los marcadores de proliferacion celular, factor de crecimiento, expresién de

‘receptores o productos de oncogenes proveeran la informacion necesaria para

predecir el comportamiento biolégico del tumor, su tasa de crecimiento,
capacidad de invasidn, recurrencia ¢ metdstasis, con ¢l objetivo de modificar
su tratamiento (1,7). Sin embargo la aplicacion de los métodos de
inmunohistoquimica para determinar la citogénesis y patogénesis ain se basa
en la clasificacién morfolégica de los tumores hipofisarios (1,3).

La clasificacién ultraestructural de los adenomas hipofisarios se basa en los
hallazgos de microscopia electronica. La aplicacion de esta técnica
combinada con la inmunolocalizacién de hormonas ha permitido que la
correlacién estructura-funcidén se emplee en una clasificacién morfolégica,
que reconoce caracteristicas subcelulares especificas de somatotropos,
mamosomatotropos, lactotropos, tirotropos, corticotropos y gonadotropos
(1,3,5). En la mayoria de los tumores hipofisarios, la inmunolocalizacion de
las hormonas logra estos objetivos. El examen cuidadoso con el microscopio
electrénico permiti6 la subclasificacion de los tumores productores de GH y
prolactina, en dos tipos, los escasamente granulados y los densamente
granulados (10). En un estudio donde se compararon las caracteristicas
clinicas vy endocrinoldgicas, los hallazgos de neuroimigenes, resultados
quirirgicos e histologicos convencionales y que ademas incluyo la
inmunohistoquimica observada con el microscopio electrénico de 31
adenomas hipofisarios productores de GH, 21 tumores se clasificaron como
densa y escasamente granulados, estos ultimos fueron mas frecuentes en
mujeres jévenes y no existi¢ correlacion especifica entre el cuadro clinico, la
incidencia de diabetes mellitus secundaria (DM secundaria) o hipertension



arterial (HTA) y el tipo del tumor, los estudios de neuroimagen Yy resultados
quirirgicos (10). Los adenomas escasamente granulados fueron con mas
frecuencia macroadenomas {(adenomas mayores de 1 cm), con diferente grado
de extensi6n e invasion tumoral, asi como, una baja tasa de curacion. La
microscopia de luz demostré que los adenomas densamente granulados
generalmente eran acidéfilos e inmunopositivos para GH y prolactina (43%),
subunidad B de TSH (26%) y subunidad o de una hormona glucoproteica
(87%), a diferencia de los escasamente granulados que casi todos fueron
croméfobos y solo inmunopositivos para GH, sin encontrarse diferencia en los
patrones de citoqueratina (10). Estos resultados sugieren que algunos
pacientes acromegdlicos tienen adenomas que ademas de producir GH,
sintetizan otra o mas hormonas; lo que puede determinar su comportamiento
bioldgico y respuesta al tratamiento (11,12).

Existen pruebas dindmicas que nos ayudan a establecer diagnéstico del
gonadotropinoma como la estimulacion intravenosa con TRH que aumenta
paradéjicamente las concentraciones séricas de las gonadotropinas y/o sus
subunidades, asi como de la subunidad a de TSH, con un incremento por lo
menos del 20%, sobre la basal a los 30 minutos, de la subunidad B de LHy de
FSH del 25% a los 45 y 180 minutos (13, 14) la combinacion de los niveles
basales y post- estimulacién con TRH de las gonadotropinas intactas y sus
subunidades permite establecer el diagnéstico de los gonadotropinomas en 50-
75% de los casos tanto en mujeres como en hombres, pero no esta claro si
estas subunidades se originan en los gonadotropos u otras lineas celulares, por
lo que sus resultados no son atin confiables. (11) (13) (14).

El incremento en las concentraciones séricas de FSH, LH y subunidad o esta
presente solo en una minoria de los casos de adenomas no funcionantes,
dificulta atin mas el diagnéstico diferencial de los gonadotropinomas (14).

Las descripciones anteriores de adenomas no funcionantes emplearon métodos
de inmunohistoquimica relativamente insensibles y  encontraron
inmunorreactividad solo en 20% de los casos para LH y FSH, sin embargo
actualmente el porcentaje se incrementé a 80 a 90% (13). Una correlacion
inmunohistoquimica y ultraestructural de 300 adenomas "no funcionantes” de
células null y gonadotropinomas encontré algin grado de produccion de
hormonas glucoproteicas (LH, FSH y TSH) o subunidad o o ambas en la
mayoria de los adenomas de células nulas, aunque menos frecuentemente
ambos tipos de tumores presentaron inmunorreactividad para las hormonas
peptidicas (GH, Prl y ACTH), de ahi que los conceptos actuales de
hormonalmente inactivos y monohormonal vs hormonalmente activos y
plurihormonales necesiten ser revisados. (14)



En el caso de los tumores productores de GH, el fenotipo acromegaloide
acompafiado de pruebas diagnosticas nos ayuda a establecer el diagnostico
preoperatorio de la acromegalia (15,16). Entre las pruebas dinamicas se
encuentran, la prueba de supresién de GH con una carga de glucosa, con
muestreo basal, a los 30,60 y 90 minutos de glucosa y GH ademas de una
determinacion al minuto cero de IGF-I, en el caso de la GH la supresion
normal es menor de 1 ng/ml o de preferencia indetectable (6,7,8). Otra prueba
que se utiliza para diagnosticar acromegalia es la hipoglucemia inducida con
insulina y de estimulacién con TRH (2,8).

El diagnéstico de los tumores hipofisarios productores de ACTH también
conocidos como enfermedad de Cushing tienen un cuadro clinico que se
caracteriza por cara de luna llena, acné, giba dorsal, cojinetes de grasa
supraclaviculares, obesidad central, estrias vinosas, hipotrofia muscular, asi
como, diabetes mellitus y/o hipertensién (17-19). El estudio bioquimico
comprende, pruebas de escrutinio: cortisol libre en orina de 24 horas (normal
< 100 mcg/ml por gramo de creatinina) en 2 determinaciones, prueba de
supresién con | mg de dexametasona (normal <5 mcg/ml) (19,20). Entre las
pruebas diagnésticas se encuentran, el ritmo del cortisol (muestras a las &, 16
y 23 horas), prueba de supresién con 8 mgr de dexametasona (normal <68%)
y ACTH sérica no suprimida (21,22). Una vez confirmado el diagnostico
bioquimico, se realizan estudios de neuroimagen (TAC y/o RMN de craneo
con foco en silla turca)(20,22).

Los tirotropinomas son tumores secretores de TSH, usualmente mayores de 1
centimetro: clinicamente se manifestan por signos y sintomas de
hipertiroidismo asi como evidencia de compresion local por el tumor, las
pruebas de funcién tiroidea se caracterizan por una TSH inapropiadamente
normal o aumentada acompafiada de T4 libre alta (23,24). Una prueba
bioquimica que nos ayuda a establecer su diagnéstico es la estimulacion de
TSH con TRH cuyo resultado es negativo (24,25). Su tratamiento de eleccién
es la cirugia transesfenoidal, aunque el tratamiento farmacologico se ha
empleado para mejorar el cuadro clinico del paciente en el preoperatorio
mediato (octreotide o bromocriptina) con resultados variables (23,25,26).

El diagndstico con marcadores inmunohistoquimicos y cromogranina A, una
proteina que se encuentra presente en los granulos  secretorios
neuroendécrinos, es esencial en el caso de los gonadotropinomas (13,14). En
un estudio se encontrd que los adenomas productores de gonadotropinas
tenfan inmunotincién para ambas gonadotropinas o subunidades ay
cromogranina A, es decir, se demostro la existencia de adenomas productores
de mas de una hormona como en otros estudios anteriores, lo que sugiere la
existencia de tumores plurihormonales (14,27). ‘



En un estudio que analizo 30 tumores hipofisarios clinicamente no
funcionantes, resecados a 14 hombres y 15  mujeres, presentaron
inmunorreactividad a FSH y algunas también a LH en 13 de 15 tumores de
hombres y 6 de 13 adenomas en mujeres. Por microscopia electrénica los
gonadotropinomas en hombres tuvieron hallazgos similares a los encontrados
en los adenomas de células nulas, caracterizados por organelos citopldsmicos
pobre o moderadamente diferenciados. En las mujeres todos los tumores
estaban bien diferenciados y las vesiculas de sus complejos de Golgi dilatadas
(complejos de Golgi en panal de abeja), por lo que se consideraron adenomas
derivados de gonadotropos (28).

Otro estudio realizado en adenomas productores de gonadotropinas encontrd
solo tumores croméfobos, con algunas zonas acidofilas que correspondieron a
cambios oncociticos, sus resultados de inmunohistoquimica encontraron
moderada a gran inmunorreactividad en el 59% de los casos para LH, para
FSH del 56% , subunidad o.enel 41% y 4% para TSH. (14,23).

Las técnicas de inmunohistoquimica también se han utilizado como meétodo
diagnostico en el caso de apoplejia hipofisaria, que se define como un
sindrome clinico de inicio sbito caracterizado por cefalea, amaurosis,
oftalmoplejia o alteracién del estado mental, causada por una hemorragia o
infarto de la glindula pituitaria. Un estudio realizado en casos de apoplejia
hipofisaria se encontrd inmunorreactividad para FSH, LH, en la mayoria de
los casos y para ACTH y Prl en algunos. (29).

Recientemente se ha tratado de establecer correlaciones entre los métodos
histolégicos, citolégicos y ultraestructurales .en un estudio que incluyo 21
especimenes de -macroadenomas pituitarios, resecados via transesfenoidal,
empleando la técnica del complejo peroxidasa avidina-biotina para demostrar
la presencia las hormonas hipofisarias, encontrandose que los tumores
acidéfilos tenian menos celularidad al igual que los prolactinomas,
predominando en todos los grupos el monomorfismo de células de tamafio
moderado con abundante citoplasma (1,30). Ocasionalmente en los adenomas
de células nulas y oncocitomas se encontraron células polares y elongadas con
un citoplasma atenuado (3,14). En el caso de un tumor de células
corticotropicas densamente granulado, su citologia mostré un citoplasma que
contenia agregados de vacuolas de multiples tamafios y depésitos hialinos,
mientras que los citoplasmas de células de tumores productores de GH
escasamente granulados tenian un citoplasma palido y los mixtos GH-PRL
uno acidéfilo (31). En cuanto a las caracteristicas nucleares se observo que los
adenomas GH densamente granulados tenian un niicleo regular a diferencia
de los escasamente granulados que presentaban marcadas anormalidades
nucleares incluyendo su distorsién y desplazamiento hacia la periferia asi
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como anisocariosis {10,31). Pocas mitosis y nucleolos pequefios se
observaron en las células productoras de PRL. La inmunchistogimica de los
adenomas hipofisarios funcionantes fue positiva, en los productores de GH
para GH, el 50% también para PRL y pocos para la subunidad o de una
hormona glucoproteica (12,15,31). Los prolactinomas para la PRL y los
productores de ACTH presentaron dos patrones, uno densamente granulado y
el otro escasamente al igual que los productores de GH, pero con
inmunorreactividad para ACTH (31). La mayoria de los adenomas de células
nulas y oncocitomas fueron inmunopositivos para las subunidad o y B de
hormonas glucoproteicas y negativos para GH, PRL y ACTH (12,31). Las
caracteristicas descritas pueden significativamente contribuir al diagnaéstico y
evaluacién de los adenomas pituitarios aunque hacen falta mas estudios para
correlacionar estos hallazgos (30,31).

La produccién de 2 tipos de hormonas en los adenomas hipofisarios se ha
confirmado no solo en los gonadotropinomas, ya que también se han descrito
tumores pituitarios productores de GH y ACTH, cuya citogénesis es aun
obscura (1,12). Sin embargo las combinaciones mas frecuentes de hormonas
son GH y Prl, o GH, Prl y subunidad o de hormonas glucoproteicas y/o
subunidad Bde TSH o LH, FSH, y/o subunidad o, otras combinaciones
hormonales dentro de un tumor son extremadamente raras; en estos €asos s¢
debe establecer si el adenoma contiene dos tipos celulares diferentes cada uno
capaz de sintetizar una hormona o solo un tipo que produce ambas lo que se
puede establecer por medio de microscopia inmunoelectronica (6,7,31).

Existe otro método diagnéstico para determinar el tipo de .adenoma
analizado, la citologia transoperatoria que utiliza la técnica de H-E,
clasificando los adenomas hipofisarios como acidéfilos, basdfilos y
croméfobos, sin embargo su principal diagnéstico diferencial es el tejido
hipofisario normal , por lo que su examen con el microscopio de luz debe ser
cuidadoso observando las caracteristicas del citoplasma, sus bordes, la
presencia de vacuolas o cuerpos eosinéfilos paranucleares, asi como los
cambios de moderada atipia celular, por ejemplo, la binucleacién, la
formacién del nucleolo, la distribucion de la cromatina etc (32).

El pleomorfismo nuclear de los adenomas pituitarios se ha tratado de
correlacionar en otro estudio con los cambios citologicos, las caracteristicas
clinicas, evaluacién endocrina y potencial de proliferacion, con el objetivo de
determinar la conducta bioldgica del adenoma hipofisario (1,10). Se
examinaron 93 adenoma hipofisarios con diferentes técnicas diagnoésticas,
como citologia ¢ inmunohistoquimica con antisueros policlonales para FSH,
LH, subunidada de TSH, prolactina, ACTH y GH y la tincion de
inmunoperoxidasa para el anticuerpo monoclonal Ki-67 en secciones
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congelados, encontrando pleomorfismo en el 71% de todos los tumores
examinados y en casi todos atipias nucleares leves y correlacién con su tipo de
secrecion hormonal, pero no con la conducta agresiva del tumor. (33,34).

El tratamiento médico efectivo de los adenomas secretores de hormonas tiene
nuevas opciones farmacologicas, por ejemplo, en los prolactinomas el uso de
agonistas dopaminérgicos como: la bromocriptina, cabergolina (35,36), y no
ergot como: la quinagolida ha desplazado a la cirugia como tratamiento de
elecciéon. (37,38) Asi mismo el empleo de andlogos de somatostatina
(octreotide), se puede prescribir, en pacientes con diagndstico de tumores
productores primarios de GH y TSH (39,40,41); durante la espera del
tratamiento de eleccién que es quirdrgico (42,43). En el caso de los
gonadotropinomas, es necesatio precisar el diagndstico y su distincién de
adenomas no funcionantes y de tumores no endocrinos de la regién
hipotalamo hipofisaria; como los craniofaringiomas y disgerminomas; ya que
su tratamiento es diferente; en los gonadotropinomas es quirurgico al igual
.que los productores primarios de ACTH (44,45).
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Hasta hace relativamente poco tiempo el diagnostico histopatologico de los
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bioquimica era imprecisa, ya que los tumores croméfobos se asociaban con los
adenomas hipofisarios no funcionantes, los baséfilos con los productores de
ACTH vy los acidéfilos con aquellos que producian GH y/o PRL , sin embargo
se encontré que muchos tumores clinicamente no funcionantes eran acidofilos
y basofilos y viceversa muchos tumores croméfobos se asociaron a cuadros
clinicos floridos de secrecién hormonal, asi mismo, se creia que los
adenomas hipofisarios producian solo una hormona. Gracias a los estudios
inmunohistoquimicos que utilizan anticuerpos mono o policlonales se
demostrd la presencia de hormonas dentro de las células de los adenomas
hipofisarios. Luego los estudios de inmunohistoquimica realizados en tumores
de células “nulas” o no funcionantes encontraron que realmente producian
hormonas gonadotrépicas, subunidad o de una hormona glucoproteica ofy la
subunidad B de TSH.

Cuando los tumores hipofisarios funcionantes se sometieron a inmunotincién
se demostré que algunos producian ademas de la hormona primaria: GH, PRL,
ACTH, subunidad a de una hormona glucoproteica y/o subunidad B de TSH
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en diversas combinaciones; con menor frecuencia se encontr6 GH y ACTH
en pacientes con cuadro clinico de acromegalia, asi la naturaleza
plurihormonal de algunos adenomas pituitarios se estableci6; por el momento
se desconoce si hay una diferencia en la conducta bioldgica entre los tumores
productores de una sola hormona y aquellos que son plurihormonales.

De aqui, la necesidad de determinar los diferentes patrones de inmunotincidn
de los adenomas hipofisarios resecados en nuestra poblacioén, con el objetivo
de conocer si son mono o plurihormonales y a largo plazo establecer si existe
diferente respuesta al tratamiento entre ellos y de manera indirecta determinar
el tipo de conducta biolégica de los mismos.

HI. JUSTIFICACION

Los tumores hipofisarios tienen una incidencia aproximada en las diferentes
series del 20% en la poblacién general y son méas frecuentes en la sextay
séptima décadas de la vida; aunque clinicamente los adenomas hipofisarios
diagnosticados representan aproximadamente el 10% de los tumores
intracraneales. :

El tratamiento de eleccion de estas neoplasias exceptuando al prolactinoma es
quirirgico y su pronostico a mediano y largo plazo depende de su estirpe
celular basicamente, por lo que es imprescindible su conocimiento. Con las
técnicas histolégicas tradicionales los adenomas hipofisarios solo podian
clasificarse burdamente como acidéfilos, basofilos y croméfobos sin mucha
correlacién con los hallazgos clinicos de los pacientes. Sin embargo en las
altimas *dos décadas el empleo de técmicas de inmunohistoquimica ha
revolucionado el conocimiento de tales tumoraciones, ya que se basa en la
reaccion antigeno-anticuerpo para determinar el tipo de hormona producido
por el adenoma; lo que permiti6 el descubrimiento de tumores hipofisarios
funcionantes capaces de producir una o mas hormonas, después se trato de
correlacionar si el comportamiento biolégico de las neoplasias productoras
de una hormona era diferente al de aquellas que producian mas, aunque su
expresién fenotipica fuera la misma, emitiéndose diferentes hipotesis para
explicar estos hallazgos como lo son la produccion de hormonas
inmunorreactivas pero bioldgicamente inactivas.

La trascendencia del conocimiento de la naturaleza mono o plurihormonal de
los adenomas hipofisarios en cuanto a su diferente comportamiento bioldgico
se conocera a largo plazo, por lo que es importante determinar el namero y
que tipo de hormonas que producen los adenomas hipofisarios funcionantes de
nuestra poblacion, con el objetivo de modificar a largo plazo y racionalmente
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las conductas terapéuticas que se ofreceran a estos y a futuros pacientes
afectados por esta entidad nosologica.

IV. OBJETIVOS

Objetivo general
1. Determinar por medio de técnicas de inmunohistoquimica el tipo y numero
de hormonas producidas por adenomas hipofisarios funcionantes.
Objetivos particulares
i.1Determinar por medio de técnicas de inmunohistoquimica el tipo y
ntmero de hormonas producidas por los adenomas hipofisarios
funcionantes.

1.2Determinar si en el estudio realizado se encuentran tumores hipofisarios
funcionantes plurihormonales.

V. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio es observacional, descriptivo, de casos, transversal,
ambiespectivo, con una poblacién estudiada de 38 especimenes de adenomas
hipofisarios funcionantes resecados entre 1995 y 1998.

Criterios de seleccion.

1. Criterios de inclusion.

Especimenes de adenomas hipofisarios funcionantes incluidos en
bloques de parafina entre los afios 1995 y 1998.

2. Criterios de exclusion.

Especimenes de tumores intracraneales que no correspondan a
adenomas pituitarios.
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Especimenes de adenomas hipofisarios funcionantes incluidos en
bloques de parafina antes de 1995.

Especimenes de tumores hipofisarios no funcionantes.

3. (riterios de eliminacion.

Especimenes de adenomas hipofisarios funcionantes incluidos en parafina
cuya cantidad de tejido sea insuficiente para la realizacion de la técnica de
inmunohistoquimica.

Variable independiente.
Técnica de inmunohistoquimica.

a. Definicién conceptual.
Es un método de tincidn que permite identificar la
o las hormonas producidas por el adenoma hipofisario funcionante.

b. Definicion operativa.

Se realizd la técnica de inmunohistoquimica
utilizando anticuerpos monoclonales, para identificar la o las hormonas
sintetizadas en los adenoma hipofisarios funcionantes.

Variable dependiente.
Hormonas secretadas in situ en el adenoma

hipofisario e identificadas con inmunohistoquimica ( GH, PRL, ACTH, FSH,
LHy TSH).

a. Definicion conceptual.

La técnica en inmunohistoquimica se basa en el
principio de la reaccién antigeno-anticuerpo, utilizando anticuerpos

15



monoclonales que se unirdn a aquellas células del tejido que sintetizaron la
hormona blanco.

b. Definicion operativa.

La técnica de inmunohistoquimica se realizo6
mediante un estuche inmunoenzimatico con anticuerpos monoclonales anti-
FSH, GH, ACTH y Prl (Dako, Santa Barbara, CA) en tejidos de adenomas
hipofisarios incluidos en parafina, después de observaron con el microscopio
de luz.

Variable de confusion.

Presencia © auscencia intracitoplasmatica de la
hormona blanco detectada por inmunohistoquimica.

a. Definicion conceptual.

Identificacion con inmunohistoquimica de
hormonas en el tejido del adenoma hipofisario funcionante.

b. Definicién operativa.
La técnica de inmunohistoquimica realizada con
anticuerpo monoclonales identifict la presencia o ausencia de distintas
hormonas en el adenoma hipofisario funcionante.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se identificaron 55 bloques de parafina que correspondieron a tejido de
adenomas hipofisarios funcionantes, se les realizaron 6 cortes de 5v con el
micrétomo, se fijaron en los portaobjetos y se realizé6 la técnica de
inmunohistoquimica con un equipo DAKO PAPA KITTM System utilizando
el concepto de la técnica de Sternberger, que es una modificacion de la
técnica basica de inmunoperoxidasa, que conjuga el complejo peroxidasa-
antiperoxidasa (PAP) con anticuerpos conjugados.
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L a técnica se realizd de la siguiente manera:

1.

Aplicar sufiicentes gotas incoloras del bote 1 (perdxido de hidrogeno al
3%), hasta cubrir enteramente el espécimen, cuidando de no tocar los
tejidos con la punta del bote para evitar su contaminacion, incubar 5
minutos a temperatura ambiente. Luego lavar con agua destilada y la
solucién buffer Tris durante 5 minutos, limpiar deslizando el liquido del
portaobjetos.

Aplicar suficientes gotas azules del bote 2 (bloqueador sérico) hasta
cubrir el espécimen e incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente,
luego eliminar el exceso de suero tanto como sea posible, para no diluir el
siguiente reactivo, deslizando el liquido del portaobjetos.

. Se dividirdn las laminillas en diferentes grupos de acuerdo al antigeno

que se desee identificar (FSH, GH, ACTH y Prl ) y aplicar suficientes
gotas verdes, del bote 3 apropiado (anticuerpo primario o agente del
control negativo), cubrir el portaobjetos e incubar durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Lavar con la solucién buffer Tris en dos ocasiones
por un periodo de 5 a 20 minutos a temperatura ambiente y eliminar el
exceso de liquido deslizando el portaobjetos.

Aplicar suficientes gotas amarillas del bote 4 (vehiculo del anticuerpo)
hasta cubrir el espécimen e incubar 20 minutos a temperatura ambiente,
lavar cuidadosamente con solucién buffer Tris por un periodo de 5 a 20
minutos.

. Aplicar suficientes gotas rojas del bote 5 peroxidasa-anti-peroxidasa

(PAP) hasta cubrir el espécimen e incubar durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Lavar cuidadosamente con solucion buffer Tris
por un periodo de S a 20 minutos.

Preparar un substrato mixto; aplicando suficiente liquido del bote 7
(buffer), dentro de un tubo de prueba graduado, cada 2 ml. Por cada 2 ml
de solucién buffer agregar 1 gota del bote 6amino-etilcarbazola (EAC)
mezclar e inmediatamente agregar 1 gota del bote 8 (peréxido de
hidrogeno) y volver a mezclar, aplicar al espécimen suficiente liquido de
la mezcla e incubar durante 30 a 40 min. Lavar cuidadosamente con agua
destilada el portaobjetos.

_ Realizar el contraste con la técnica comun de hematoxilina-eosina.

. Se validé la técnica con controles positivos en todos los casos.

17



Finalmente las laminillas procesadas se observaron al microscopio de luz y se
emiti6 el diagndstico definitivo.

V1. CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo se sometié a la consideracion del Comité de Investigacion Local
y se realiz6, de acuerdo a las normas de la Ley General de Salud de la
Republica Mexicana, y la Declaracion de Helsinki (1964) enmendada en
1989.

Debido a que la técnica de tincidn con inmunohistoquimica no implico riesgo
para el paciente, ya que se efectlio en el tejido del adenoma hipofisario
resecado, no fue necesario su consentimiento informado.

PLAN DE ANALISIS

Se recolectaron los resultados y se esquematizaron en tablas y graficas de
barras. No se requirio analisis estadistico por que es un estudio descriptivo.
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RESULTADOS

Se procesaron un total de 38 tumores hipofisarios funcionantes, de los cuales
24 (63.1%) fueron productores de GH, 13 (34.2%) productores de ACTH
primariamente y un tumor productor de TSH (2.7%) (Grafica 1).

De los tumores productores de GH, ninguno fue monohormonal, 10 (40.6%)
produjeron tanto GH como PRL y el resto 14 (58.4%) fueron
inmunorreactivos para 3 o incluso hasta 5 hormonas (12.5%) entre las cuales
se encontraron FSH, LH, ACTH y/o TSH (Gréafica 2).

De los tumores primarios productores de ACTH 13 (34.2%), 7 (53.4%)
tuvieron inmunorreactividad para ACTH, 3 (24.6%) para PRL y ACTH y
solo en 2 (15.4%) se encontré inmunotincioén para ACTH, PRL, GH, y/o FSH
(Grafica 3).

Finalmente el tumor productor de TSH (2.7%) presenté inmunorreactividad
TSH B, GH, LH B y FSH § y negativo para PRL y ACTH. (Gréfica 4).

VIIL DISCUSION

La glandula hipdfisis es un sitio anatémico frecuente para la transformacion
neopldsica, ya que €l 10 al 15% de los tumores intracraneanos se originan en
ella (1,2,3). En estudios de autopsia el hallazgo de adenomas es aun mas
comutn, hasta un 20% de la poblacidén general (4,6). La clasificacion
histopatoldgica de los adenomas hipofisarios se ha modificado a través del
tiempo; en un principio, con la técnica de tincién con H-E se dividieron en
eosindfilos que clinicamente se correlacionaron con los productores de ACTH,
baséfilos con los productores de GH y PRL, los cromdéfobos, sin ninguna
afinidad tintorial que se consideraron no funcionantes y finalmente los
productores de TSH cuya tincién era variable (1,4,6). Sin embargo, la
correlacién clinico-patologica al paso del tiempo fue muy pobre (1,6,).
Gracias al desarrollo de la inmunohistoquimica, el conocimiento de los
adenomas hipofisarios se revoluciond, ya que se identificé el contenido
hormonal de las células tumorales con la utilizacién de anticuerpos mono ©
policlonales vs la hormona blanco (1,10). Se identificaron tumores
productores de PRL, GH, ACTH, TSH y un nuevo tipo, los gonadotropinomas
que sintetizan gonadotropinas (FSH y/o LH), subunidades o fragmentos de las
mismas (1,10,30). En nuestro estudio se encontrd un predominio en los
tumores funcionantes; de los productores primarios de GH (63.1%), seguidos
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de los productores de ACTH (34.2%) y solo un caso de un tumor productor
de TSH (2.7%), lo cual concuerda con lo reportado en la literatura (1,10,30).
Un gran porcentaje de los tumores hipofisarios funcionantes produjeron mas
de una hormona. En el caso de los productores de GH el 100%, en los
productores de ACTH el 46.6%, hallazgo similar en otros estudios (1,10). La
PRL fue la hormona con mayor frecuencia asociada, en 100% de los tumores
inmunorreactivos para GH, en 40% de los inmunopositivos para ACTH. En
cuanto al nico tumor productor primario de TSH se encontré que fue positivo
para la cadena 3 de las hormonas TSH, FSHy LH como esta descrito en la
literatura (23,24,25).

Finalmente son pocos los tumores que producen solo una hormona, que en
nuestro estudio fueron los productores primarios de ACTH (53.4%), que
clinicamente se manifestaron como sindrome de Cushing (31).

IX. CONCLUSIONES

1. El tumor funcionante mas frecuente fue el productor de GH, que en todos
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2. La hormona secundaria mas comun sintetizada fue la PRL, en el 58.4% de
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de los casos.

4. Aunque solo se encontré un caso de un adenoma productor de TSH, este
fue inmunorreactivo para las cadenas p de TSH y gonadotropinas.

5. Un gran porcentaje de los adenomas funcionantes fue bi 6 plurihormonal.
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X. ANEXO1

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

NOMBRE

CEDULA

FOLIO

DIAGNOSTICO

HORMONA TUMOR

GH

PRL

ACTH

FSH

HIPOFISIS
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