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1D: monodimensional.

2D: bidimensional.

Ala: alanina.

ACTH: hormona adenocorticotropa.

AIP: “aryl hydrocarbon receptor interacting protein”.
ADN 4cido desoxirribonucleico.

cAMP: adenosin monofosfato ciclico.

ARN: 4cido ribonucleico.

CDK: “cyclin dependent kinase”.

CH,: metileno.

CHs: metilo.

(CHs);3: trimetilo.

CLU: cortisol libre urinario.

cm: centimetro.

Co (Cho): colina.

COSY: espectroscopia de correlacion (“correlation spectroscopy”).
CPMG: secuencia Carr-Purcell-Meilboom-Gill.
Cr (Cre): creatina.

CRH: hormona liberadora de corticotropina.
CTE: cirugia transesfenoidal.

D,0: 6xido de deuterio.

DA: dopamina.

DIPSI-2ESGPPH: secuencia especifica de mezcla utilizada en la adquisicion del
experimento TOCSY.

DM: diabetes mellitus.

DRD: receptores de dopamina.
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DSS: 4cido 3,3 dimetil-2-2silapentano-5-sulfonico.

EGF: factor de crecimiento epidérmico.

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico.

EM: esclerosis multiple.

EM-RR: esclerosis multiple remitente-recurrente.

ERM: espectroscopia por resonancia magnética nuclear.
ERMI: espectroscopia por resonancia magnética de imagen.
FGF: factor de crecimiento fibroblastico.

FGFR: receptor del factor de crecimiento fibroblastico.
FID: decaimiento libre de la sefal.

FIPA: adenoma hipofisario aislado familiar (“familial isolated pituitary adenomas”).
FSH: hormona foliculo estimulante.

G: constante gravitacional.

GABA: 4cido gamma-aminobutirico.

GARP: “globally optimized alternating-phase rectangular pulses”.
GH: hormona de crecimiento.

GHRH: somatocrinina.

Glc: glucosa.

Gln: glutamina.

Glu: glutamato.

Gly: glicina.

GNAS: “guanine nucleotide-activating alpha subunit gene”.
GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas.

GPCo (GPCho): glicerofosfocolina.

GSH: glutation.
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GSPs: proteinas G estimuladoras.
Gy: unidades Gray.

h: horas.

H,O: agua.

HE: hematoxilina eosina.
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HR-MAS: alta resolucion con rotacion al &ngulo magico (“high resolution-magnetic

angle spining”).

HSQC: secuencia de transferencia cuantica sencilla.

HSQCPHPR: programa de pulso especifico, utilizado en la adquisicion del experimento

HSQC.

HTA: hipertension arterial.

IGF-1: “insuline-like growth factor” o somatomedina C.

Ino: inositol.

IRM: imagen por resonancia magnética nuclear.

Jab: constante de acoplaminento.
kHz: kilohercios.

Lac: lactato.

LAR: long acting release.

LCR: liquido céfalo-raquideo.
Leu: leucina.

LH: hormona luteinizante.

ml (Myo): mio inositol.

NCAM: molécula de adhesion celular neural.

MEN: neoplasia endocrina multiple.
MGMT: metilguanina metil transferasa.

MHz: megahercios.
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MM: macromoléculas.

Ms: milisegundo.

MSH: hormona estimuladora de los melanocitos.
NAA: N acetil aspartato.

NOESY: “nuclear Overhouser effect spectroscopy”.
p: probabilidad.

PCA: andlisis de componentes principales.

PCo (PCho): fosfocolina.

PCr: fosfocreatina.

PCs: componentes principales.

PKA: proteina kinasa.

PLS-DA: anélisis discriminante por proyeccion de estructuras latentes.
POMC: proopiomelanocortina.

ppm: partes por millon.

PRESAT: secuencia de pulso y adquisicion con presaturacion de sefial del agua.
PRL: prolactina.

PRLR: receptores de prolactina.

PTTG: gen de transformacion tumoral hipofisaria.
Rb: retinoblastoma.

RF: radiofrecuencia.

RHT: resistencia a hormona tiroidea.

RMN: resonancia magnética nuclear.

ROC: caracteristica operativa del receptor.

RT: receptor de hormona tiroidea.

s: segundo.
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SCSIE: servicio central de soporte a la investigacion experimental.
SIAS: sistema integrado de ayuda asistencial.
SNC: sistema nervioso central.

SRAA: sustancia reticular activadora ascendente.
STOCSY: “statistical correlation spectroscopy’.
T1: tiempo de relajacion longitudinal en RMN.
T2: tiempo de realajacion transverdal en RMN.
T;: triyodotironina.

Ty: tiroxina libre.

TAC: tomografia axial computerizada.

Tau: taurina.

TF-RMN: transformada de Fourier de resonancia magnética nuclear.
TGF: “transfoming growth factor”.

TMS: tetrametilsilano.

TMZ: temozolomida.

TRH: hormona liberadora de tirotropina.

TSH: hormona estimuladora del tiroides.

VEFG: factor de crecimiento endoltelial vascular.
VOI: volumen de interés (“volume of interest”).
WHO: world health organization.

ZrO,: 6xido de circonio.

0: desplazamiento quimico.

T: intervalo entre pulsos.
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1.1. METABOLOMICA

En la segunda mitad del siglo XX, la investigacion biomédica basada en la
observacién sistematica, en la experimentacion y en la evidencia, evolucion6
extraordinariamente, contribuyendo al mantenimiento de la salud y a una mayor
esperanza de vida a través de la incorporacion de nuevos conocimientos sobre la
fisiopatologia y diagnéstico de las enfermedades, al descubrimiento de nuevas dianas
terapéuticas y al desarrollo de nuevos farmacos y estrategias de tratamiento. Una de las
ciencias que mas se han relacionado con la medicina es la quimica que, aplicada a este

campo de la investigacion cientifica, se denomina quimica médica.'

La secuenciacion masiva del acido desoxirribonucleico (ADN), los avances de
la bioinformdticay las técnicas cada vez mas sofisticadas para analizar genomas
completos, han dado entrada a la era de las denominadas ciencias "6micas".! El sufijo
“-oma” tiene un origen latino, que significa “conjunto de”, haciendo referencia a una
nueva mentalidad en la que se desarrolla una vision global de los procesos biologicos.
Las ciencias “Omicas” en su conjunto, tienen como objetivo el obtener la informacion
necesaria para crear una nueva herramienta que permita diagnosticar y tratar
enfermedades con mayor antelacion y precision. Esta nueva aproximacion ha llevado al

.. . 2.3
desarrollo de la que se conoce como medicina personalizada.”

La primera de ellas es la gendmica, que surgié6 como la rama de la biologia
encargada del estudio del genoma, esto es, a la caracterizacion y localizacion de las
secuencias que conforman el ADN, permitiendo la obtencién de mapas genéticos de los
organismos. Para dar respuesta a preguntas que estdn mas alld de los estudios
genomicos se ha desarrollado lo que se conoce como “post-gendomica”. Dentro de esta
categoria se puede incluir la gendmica comparativa, la gendmica funcional, la
transcriptomica, la protedmica y la metabolomica.! La genomica funcional es la
disciplina que se orienta hacia la recoleccion sistematica de informacion acerca de las
funciones desempenadas por los genes, para lo que se requiere la informacion
procedente de la gendmica estructural. La transcriptomica estudia 'y
compara transcriptomas, es decir, los conjuntos de d4cido ribonucleico (ARN)
mensajero presentes en una célula, tejido u organismo y que corresponden a los genes

, 4 , . . .
que se estan expresando.” La protedmica puede definirse como el equivalente a la
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gendmica funcional a nivel de las proteinas. Es por tanto la ciencia que estudia el

proteoma o conjunto completo de proteinas que se pueden obtener de un genoma,
. , 5 ;. .

correlaciondndolas con los genes que les dan lugar.” La metabolémica estudia el

. . . 6
metaboloma o conjunto de los metabolitos que producen los seres vivos.*’

En paralelo al desarrollo del conocimiento en este campo de la biomedicina,
también los costes de su aplicacion (por ejemplo la secuenciacion gendémica de un
individuo) estan bajando progresivamente, por lo que en el transcurso de pocos afios,
previsiblemente podremos contar con las herramientas necesarias para que una persona
pueda conocer su predisposicion frente a las enfermedades monogénicas méas comunes.
En una medicina estandarizada se trata la enfermedad y no al paciente. En una medicina
segmentada se diagnostica a grupos de pacientes, a los que se aplicara un protocolo de
tratamiento especifico. En un futuro relativamente proximo se podria llegar a una
medicina personalizada o individualizada, en la que se podrd diagnosticar
anticipadamente la predisposicion a contraer una enfermedad en un momento
determinado de la vida de una persona y, en consecuencia, adoptar las medidas

e s 1z .. T . 2.3
terapéuticas idoneas y adaptadas a las condiciones individuales de cada paciente.”

Para ello es necesaria la identificacion de biomarcadores. Un biomarcador es una
caracteristica bioquimica que se puede medir objetivamente y que se utiliza,
fundamentalmente, para detectar una enfermedad (marcador diagnostico), seguir su
evolucion (marcador pronostico) o elegir un tratamiento (marcador predictivo) y

monitorizarlo.?

Por este motivo actualmente, la identificacion de biomarcadores se situa con
claridad como una prioridad no solo en la investigacion biomédica y en la agenda
principal de las autoridades regulatorias, sino también desde el punto de vista industrial.
Asi, los biomarcadores se han convertido en una parte esencial del desarrollo clinico,
porque potencialmente ofrecen un camino mas rapido al mercado, en contraste con el

enfoque tradicional para el desarrollo de métodos diagndsticos y/o terapéuticos.®

1.1.1. CONCEPTO

Pedro A. Riesgo Sudrez Tesis doctoral
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El metabolismo es el conjunto de todas las transformaciones quimicas que se
producen en una célula o un organismo. Cada una de estas transformaciones constituye

una ruta metabolica.

Los metabolitos son moléculas de bajo peso molecular que aparecen como
intermediarias en una ruta metabdlica, esto es, el conjunto de reacciones quimicas
catalizadas enziméaticamente, a través de las cuales un precursor se transforma en un
producto metabdlico. La presencia o ausencia de determinados metabolitos o su
concentracion absoluta o relativa puede ser un marcador de estados de enfermedad o de
predisposicion a ella. El nimero de metabolitos presentes en un ser vivo se estima

aproximadamente entre 3000 y 20000.”"?

La metabolomica es la ciencia que estudia los metabolitos presentes en un

. 1, . 6
sistema biologico.®’

1.1.2. APROXIMACIONES EN METABOLOMICA

1.1.2.1. MEDIDA DE LA HUELLA METABOLICA

Es la primera aproximacion en metabolomica. Tiene la finalidad de identificar
los diferentes metabolitos que intervienen en el proceso bioldgico que es motivo del

. 814
estudio.

Consiste en la obtencidén de un espectro de picos mediante resonancia magnética

, . . ’ 13
nuclear y/o un espectro de masas atdmicas medido por espectrometria de masas.

Para ello se obtienen y se comparan los espectros de distintas muestras,
aplicando métodos de reconocimiento de patrones, sin necesidad de conocer a priori los
metabolitos involucrados. De este modo se puede determinar si existe alguna pauta de
agrupacion de muestras que nos permita, por ejemplo para una determinada patologia,
separar individuos sanos de enfermos, definir grupos y subgrupos, identificar factores

. 6,13, 14
de riesgo, etc.”

1.1.2.2. PERFIL METABOLOMICO
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Consiste en seleccionar, a partir de los datos de la huella metabolémica de un
conjunto de muestras, cuales son los metabolitos que pudieran ser relevantes. El
objetivo inicial es su identificacion. En una segunda fase, particularizando el
tratamiento de las muestras y utilizando diferentes técnicas de medida, se puede

conseguir cuantificarlos.

Si se consigue identificar y cuantificar uno o mas metabolitos relevantes para un
determinado tipo de muestra, habremos conseguido identificar los biomarcadores que

. . 1, . . .13
intervienen en el proceso biologico motivo de estudio.

1.1.3. APLICACIONES DE LA METABOLOMICA

La utilidad principal de la metaboldmica se relacionaria con el desarrollo de la

. . ., . Jq. .. . 2-4
investigacion traslacional y, en ultimo caso de la medicina personalizada.

La investigacion traslacional persigue disefiar rdpidamente y estudiar cuanto
antes nuevas aproximaciones diagndsticas o terapéuticas basadas en los ultimos avances
de la ciencia basica, con el fin de que estos repercutan sobre la salud humana a la mayor
brevedad posible. El objetivo es aplicar con eficiencia el conocimiento de los procesos
celulares, moleculares, fisiologicos, quimicos o genéticos a la busqueda de tratamientos

, . ., . , . 2-4
eficaces o de técnicas de prevencion o diagnostico.

Son numerosos los campos de investigacion biomédica en los que se ha

aplicado la metabolémica.'*"®

a) Desarrollo de nuevos farmacos
1) Deteccion y seleccion de nuevas sustancias activas.
i1) Medida de los cambios metabolicos generados por estas sustancias en
modelos animales y/o humanos.
ii1) Medida de la toxicidad de una sustancia.
iv) Comprobacion del efecto de una sustancia sobre la salud de determinadas

poblaciones.
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b) Monitorizaciébn de intervenciones nutricionales: estudio y medida de los
cambios producidos sobre determinados grupos de metabolitos, tras la

aplicacion de una determinada dieta o ingesta de algtn tipo de alimento.

¢) Monitorizaciéon y control evolutivo de la posible apariciéon de fenémenos de

rechazo tras la realizacion de un trasplante de 6rganos.

d) Deteccion de factores de riesgo para el desarrollo de determinadas enfermedades

en una poblacion.

e) Diagnostico y estratificacion de enfermedades (metabolicas, degenerativas,

tumorales, etc), a través de la identificacion de biomarcadores.

1.1.4. FASES DEL EXPERIMENTO METABOLOMICO

1.1.4.1. DISENO DEL EXPERIMENTO

En primer lugar es preciso definir el tipo y el nimero de muestras a incluir en el

. ’ r r1: .0 : 14, 19-23
estudio, asi como el método de analisis de las mismas. ™

1.1.4.2. MEDIDAS ANALITICAS

La espectroscopia por resonancia magnética nuclear y la espectrometria de

, . . ey . ., , . 24
masas, son las técnicas habitualmente utilizadas en experimentacion metabolomica.

La espectroscopia por resonancia magnética nuclear es una técnica versatil que
permite efectuar mediciones de un gran niimero de metabolitos de forma fiable y
repetitiva. El proceso de acondicionamiento de las muestras es sencillo y su nivel de

Y 24-2
automatizacién muy alto. 7

Las técnicas de cromatografia (liquida o de gases) acoplada a espectrometria de

masas, permiten analizar una gran cantidad de metabolitos a sensibilidades muy

superiores a las de la espectroscopia por resonancia magnética. Aunque, mediante la
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utilizacion de un método de separacion adecuado, se consigue una gran selectividad,

. O °1: 4 r : 2
existen problemas metodoldgicos que hacen su utilizacion més dificultosa.”’

1.1.4.3. PROCESADO DE SENAL

La primera fase del proceso o pre-procesado de senal, tiene como objetivo el
reducir la dimension de la informacion basica obtenida del estudio de los espectros de
las muestras. El nimero de las muestras (habitualmente elevado) y los miles de
variables disponibles para cada una de ellas, hacen necesario generar unas nuevas
dimensiones, escogiendo las direcciones de maxima varianza de los datos, a través del
proceso denominado andlisis de componentes principales (principal component

analysis: PCA).""!

Los diagramas de scores (medias) de un analisis PCA permiten observar como
se agrupan las muestras en funcion de la similitud de su espectro de resonancia

magnética, o lo que es lo mismo, de su metaboloma.

Los diagramas de “loading” (cargas) de un andlisis PCA indican, por el

contrario, cuales son las variables responsables de su separacion.

La técnica PCA es no supervisada, lo que implica que el modelo matematico se

. . . ., . 20, 21
construye sin la necesidad de tener informacion previa acerca de las muestras. ~

La utilizacion de métodos estadisticos COSY (correlation spectroscopy) y/o
STOCSY (statistical total correlation spectroscopy) permite identificar correlaciones

entre los diferentes metabolitos del espectro de las muestras.”* >

1.1.4.4. IDENTIFICACION DE BIOMARCADORES

La identificacion de un metabolito precisa que su respuesta dentro del espectro
esté separada de la de los restantes o bien de que podamos deconvolucionar su sefial. La
respuesta experimental obtenida se compara con las de bases de datos de metabolitos vy,
en caso de coincidencia, se puede considerar identificado como biomarcador. En casos

de duda se recurre a la comprobacion a partir de medidas comparadas con estandares.
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L . . . . 19, 23
Tras la identificacion, en algunos casos también es posible cuantificar el marcador

24

Como paso final, una vez obtenido el conjunto de datos metabolomicos, hay que
valorarlos siguiendo el método cientifico, para obtener conclusiones que puedan generar

T . . . ., . ,oqe 2.7. 14
un valor afiadido desde el punto de vista de la investigacion biomédica.” "
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1.2. ESPECTROSCOPIA DE RMN

Tras el descubrimiento de la resonancia magnética nuclear (RMN) en 1946, el
hallazgo de los desplazamientos quimicos en la década de los 50, la convirti6 en una

poderosa herramienta para el estudio de la estructura molecular.”® *

1.2.1. FUNDAMENTOS FiSICOS DE LA RMN

1.2.1.1. MAGNETISMO NUCLEAR

Los nucleos susceptibles de ser analizados mediante la técnica de RMN, son
aquellos que tienen un nimero masico impar (suma de protones y neutrones). Este tipo
de nucleos son magnéticamente activos, es decir poseen espin, ya que los nucleos
poseen carga positiva y realizan un movimiento de rotacién sobre un eje que hace que
se comporten como si fueran pequefios imanes. Entre los nucleos bioldgicamente
relevantes que cumplen esta condicion se encuentran los de los dtomos de 'H, c, F,

»Na y *'P. De ellos, los mas ampliamente estudiados son el 'Hy el "°P.

Por el contrario, los nucleos con un nimero maésico par no tienen actividad

magnética y no son activos en RMN. Entre ellos se cuentan los isdtopos mas abundantes
’ 12 2

del carbono y oxigeno ("°C y “O), por lo que para obtener su espectro de RMN es

necesario utilizar aquellos de sus is6topos que posean un numero masico impar, como el

13 1 28,29
Coel 0.2

1.2.1.2. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

En ausencia de campo magnético, los espines nucleares se orientan al azar. Sin
embargo cuando una muestra se coloca en un campo magnético, los nticleos con espin
positivo se orientan en la misma direccion del campo, en un estado de minima energia
denominado estado de espin o, mientras que los nucleos con espin negativo se orientan
en direccion opuesta a la del campo magnético, en un estado de mayor energia
denominado estado de espin B. La diferencia de energia entre los dos estados de espin o
y B, depende de la fuerza del campo magnético aplicado Hy. Cuanto mayor sea el campo

magnético, mayor diferencia energética habra entre los dos estados de espin. La
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diferencia de poblacion entre nucleos en ambos estados, aunque es muy pequeiia, es
suficiente para provocar una magnetizacion macroscopica de la muestra. La resonancia

magnética nuclear consiste en la deteccion de las modificaciones de esta magnetizacion

Cuando una muestra que contiene un compuesto organico es irradiada brevemente
por un pulso intenso de radiacion, los ntcleos en el estado de espin o son promovidos al
estado de espin P. Esta radiacion se encuentra en la region de las radiofrecuencias (rf)
del espectro electromagnético por eso se le denomina “radiacion rf”. Cuando cesa el
pulso los nticleos vuelven a su estado inicial emitiendo sefiales cuya frecuencia depende
de la diferencia de energia (AE) entre los estados de espin a y B. El término resonancia
magnética nuclear procede del hecho de que los nticleos estan en resonancia con la
radiofrecuencia o la radiacion rf, lo que supone que pasan de un estado de espin a otro
como respuesta a la radiacion a la que son sometidos. A esta frecuencia de sefial de la
RM se le denomina frecuencia de Larmor, depende especificamente del ntcleo

estudiado y es proporcional a la magnitud del campo magnético externo Bi.

Céo=’yBo

En esta ecuacion o es la frecuencia de resonancia y y es la denominada

constante giromagnética, que es especifica para cada especie nuclear. Su valor para el

"Hesde2.675x 103 T!s1.28:%

1.2.1.3. DESPLAZAMIENTO QUIMICO

Hasta ahora se ha descrito el concepto de resonancia de un nucleo aislado dentro
de un campo magnético, pero en realidad los niicleos, como pueden ser los protones o
los de carbono que forman las moléculas orgéanicas, no se encuentran aislados sino que
estan rodeados de electrones que los protegen parcialmente del campo magnético

externo al que se ven sometidos.

En cualquier molécula, la nube electronica que existe alrededor de cada nucleo
actla como una corriente eléctrica en movimiento que, como respuesta al campo
magnético externo, genera otra pequefia corriente inducida que se le opone. El resultado

de este hecho es que el campo magnético que realmente llega al nticleo es mas débil que
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el campo externo, por tanto, se dice que el nucleo esta protegido o apantallado. Este
apantallamiento es muy importante desde el punto de vista experimental ya que el
campo magnético efectivo (Her) que recibe un proton dentro de una molécula es siempre
menor que el campo externo (Hy), y por lo tanto, para que el nucleo entre en resonancia

dicho campo externo debe ser mayor.

Hef = HO - Hloc

Si todos los protones (‘'H) de una molécula organica estuvieran apantallados de
igual forma, todos entrarian en resonancia con la misma combinacion de frecuencia y
campo magnético. Sin embargo, los protones se hallan dentro de entornos electronicos
diferentes, por lo que se encuentran diferentemente protegidos o apantallados, lo que
provoca diferentes frecuencias de emision. El resultado es un espectro de diversas
frecuencias donde cada conjunto de nucleos especificos da origen a una sefial inica de
RMN. Asi pues, un espectro de RMN es una grafica de la intensidad de sefal, en
funcién de la frecuencia de la energia electromagnética que liberan los diversos nucleos

de una muestra.

Las variaciones en las frecuencias de absorcion de resonancia magnética nuclear,
que tienen lugar debido al distinto apantallamiento de los nucleos, reciben el nombre de

desplazamientos quimicos y se miden en unidades o partes por millon (ppm).

En la practica es dificil medir el campo magnético al que un protéon absorbe,
como para distinguir protones individuales, ya que la variacion de sus absorciones es
muy pequeia. Un método mas exacto para conseguirlo y asi expresar desplazamientos
quimicos, es determinar el valor respecto a un compuesto de referencia que se afiade a la

muestra.

El compuesto de referencia mas comin en RMN es el tetrametilsilano (TMS:
(CH3)4Si). Como el silicio es menos electronegativo que el carbono, los grupos metilo
del TMS son relativamente ricos en electrones, es decir, sus protones estan fuertemente
apantallados. Como consecuencia de este apantallamiento, estos protones absorben a
una intensidad de campo mayor que el resto de protones enlazados al carbono o a otros

elementos, de manera que casi todas las sefiales de resonancia magnética nuclear
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aparecen a campos mas bajos (hacia la izquierda de la sefial del TMS). Ademas todos
los protones del TMS absorben con el mismo desplazamiento quimico dando una tnica

absorcidon intensa.

La escala mas comtn de desplazamiento quimico es la escala o (delta), en la que
la absorcion del TMS se define como 0.00 9. La mayor parte de los protones absorben a
campos menores que el TMS, de modo que la escala & aumenta hacia los campos
menores. La mayoria de las sefiales de protones ('H) varian entre 0 y 12 8, mientras que

las sefiales del "°C varian del 0 a 250 §.>"*%

1.2.2. ESPECTROMETRO DE RMN

El espectrometro de RMN consta de cuatro partes:

a) Un iméan estable, con un controlador que produce un campo magnético preciso.
b) Un transmisor de radiofrecuencias, capaz de emitir frecuencias precisas.

¢) Un detector para medir la absorcion de energia de radiofrecuencia de la muestra.
d) Un ordenador y un registrador para realizar las graficas que constituyen el

espectro de RMN.

Para obtener un espectro de RMN, se coloca una pequefia cantidad del
compuesto organico disuelto en medio mililitro de disolvente, en un tubo de vidrio largo
que se situa dentro del campo magnético del aparato. El tubo con la muestra se hace

: : . 27,28, 30
girar alrededor de su eje vertical.””**

En los aparatos modernos el campo magnético se mantiene constante mientras
un breve pulso de radiacion rf excita a todos los nucleos simultdneamente. Como el
corto pulso de radiofrecuencia cubre un amplio rango de frecuencias los protones
individualmente absorben la radiacion de frecuencia necesaria para entrar en resonancia
(cambiar de estado de espin). A medida que dichos nucleos vuelven a su posicion inicial
emiten una radiacion de frecuencia igual a la diferencia de energia entre estados de
espin. La intensidad de esta frecuencia disminuye con el tiempo a medida que todos los

, .. . 130
nucleos vuelven a su estado inicial.
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Un ordenador recoge la intensidad respecto al tiempo y convierte dichos datos
en intensidad respecto a frecuencia, esto es lo que se conoce con el nombre de
transformada de Fourier (FT-RMN). Un espectro FT-RMN puede registrarse en 2

12 27,28
segundos utilizando menos de 5 mg de muestra.””

1.2.3. ESPECTRO DE RMN DE 'H

1.2.3.1. CURVA DE INTEGRACION

La intensidad relativa de una sefial en espectroscopia de RMN de 'H, es
proporcional al nimero de protones que contribuyen a la sefial. Se denomina curva de

. .y . c ey ~ 27,28, 30
integracién a la que se obtiene por superposicion a las sefiales del espectro.””**

1.2.3.2. DESACOPLAMIENTO ESPIN-ESPIN

Un protén en un espectro de resonancia magnética nuclear estd expuesto tanto al
campo magnético externo como al inducido por los electrones que lo rodean y por otros
protones presentes en su entorno. Esto hace que el espectro de una molécula aparezca
formado por varios picos o multipletes (segiin su numero serian dobletes, tripletes,
cuadrupletes, etc). Este desdoblamiento de la sefal en multipletes se denomina
desdoblamiento de espin y se origina cuando los espines magnéticos de dos tipos
diferentes de protones interaccionan (cuando se produce la interaccion se dice que estos

protones estan acoplados magnéticamente).

El desdoblamiento espin-espin se explica teniendo en cuenta todos los espines
individuales de los protones. La influencia sobre un protéon, del campo magnético
generado por el proton adyacente, afecta a la absorcion de este. Asi, cuando un protdn,
H,, esta alineado con el campo magnético externo, los protrones adyacentes, Hy, se
encuentran afectados por un campo magnético ligeramente mas intenso, por lo que se
ven desapantallados y absorben a un campo menor. Por el contrario, cuando la
alineacion del campo del proton H, es opuesta a la del campo magnético externo, los
protones adyacentes, Hy, se encuentran apantallados o protegidos y, en consecuencia,
absorben a un campo mas alto. La consecuencia en un caso como el de este ejemplo es

que los protones Hy, presentan dos absorciones, dando lugar a dos sefiales que forman el
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doblete de su espectro. Por otra parte, el desdoblamiento de espin es una propiedad
reciproca, por lo que si un protéon desdobla a otro de su entorno, este debe desdoblar al
primero. En consecuencia, en el ejemplo expuesto, el proton H, generaria una sefial en
multiplete y su numero seria proporcional al nimero de protones del entorno con los
que se acopla. La multiplicidad o nimero de picos de una sefial, viene dada por la regla

N+1, donde N es el niimero de protones equivalentes que desdoblan una sefial.>”**>°

1.2.3.3. CONSTANTES DE ACOPLAMIENTO

A la distancia entre picos de multipletes, medidas en Herzios, se les denomina
constantes de acoplamiento entre los protones magnéticamente acoplados y dan
informacion estructural. Se simboliza como J,,, donde H, y H, son los protones

- 27,28, 30
acoplados entre si.>”**

1.2.4. RMN DE SOLIDOS. LA RMN CON GIRO AL ANGULO MAGICO

Durante la década de los 60, la RMN fue utilizada con éxito para el estudio
espectroscopico de muestras liquidas y disoluciones, dado que para ellas el espectro
convencional estd formado por sefiales muy estrechas y bien definidas, que contienen la
informaciéon molecular. Sin embargo, el estudio de muestras solidas producia sefiales
muy anchas (en el rango de kHz o incluso MHz), lo que dificultaba la obtencion de
informacion acerca de su composicion quimica. Por este motivo inicialmente se hacia

necesario disolverlas o fundirlas previamente, para poder trabajar con ellas.

La diferencia de comportamiento de las muestras liquidas y solidas proviene de
la diferente movilidad de las moléculas en ambos estados. En estado liquido, las
moléculas se reorientan muy rapidamente al ser sometidas al campo magnético,
promediando las interacciones anisotropas entre ellas, lo que no ocurre con las muestras
solidas. En consecuencia, la obtencion de espectros de alta resolucion para muestras en

s qe . . <y r . . 27,28, 30
estado solido, necesita de la aplicacion de técnicas especiales.”” **

La rotacion macroscopica de la muestra fue la idea base que incorporaron
Andrew’! (1958) y Lowe™ (1959), para suplir la insuficiencia de movimiento molecular

de solidos y asi poder obtener espectros de alta resolucion de muestras en este estado.
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Estos autores demostraron que si una muestra solida se gira a una velocidad suficiente
alrededor de un eje que forma un angulo de 54°7° con respecto a la direccion principal
del campo magnético externo, el ensanchamiento dipolar se promedia y es posible la
obtencion de espectros de alta resolucién. Denominaron a este angulo el “angulo
magico” y al giro de la muestra “magic angle spinning” (MAS) o “giro al angulo
magico”.”

Las dificultades técnicas para lograr este giro al angulo magico se resolvieron en
la década de los 70 y fue a partir de entonces cuando se inicid su aplicacion al estudio
de la estructura molecular de sélidos. En los ultimos afos los avances en informatica,
electronica de equipos y la construccion de imanes mas potentes, han impulsado aun
mas el desarrollo de nuevos experimentos en el campo de la RMN de sdlidos, lo que ha
permitido la realizacioén de estudios de espectroscopia por RMN (ERM) sobre muestras

intactas de tejidos biologicos.”* *
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1.3. ERM 'H EN EL ESTUDIO DEL SNC

La ERM de 'H es una técnica incruenta y no destructiva que emplea campos
magnéticos de orden de magnitud de radiofrecuencia que penetran bien en los objetos
de estudio, por lo que permiten obtener medidas repetidas en seres vivos.”” Aunque
puede ser utilizada para el andlisis de casi cualquier tipo de tejido, su aplicacion al
sistema nervioso central (SNC) es la que ha experimentado un mayor auge, en paralelo
al gran desarrollo de las aplicaciones de imagen por RMN (IRM) al diagndstico de

. 34-41
neuroimagen.

Existen tres técnicas fundamentales de estudio ERM: in-vivo, in-vitro y ex-vivo.
La ERM in-vivo se obtiene aplicando un “software” especifico en los estudios
convencionales de RM. La técnica de ERM in-vitro consiste en al analisis de extractos
de muestras de tejido disueltas en medio 4cido y la técnica de ERM ex-vivo estudia el
perfil metabdlico de muestras tisulares intactas. Dado que la técnica ERM in-vivo no
necesita disponer de muestras de tejido y estd disponible en una gran parte de los
equipos de RMN instalados en centros hospitalarios, es la que se ha utilizado con mas

frecuencia y ha sido aplicada a un mayor niimero de estudios sobre el SNC.>*>°

1.3.1. ERM 'H in-vivo

Los estudios publicados se basan en la aplicacion de la ERM in-vivo al estudio
de las rutas metabdlicas y sus estadios, tanto en el tejido normal de individuos sanos de
diferentes edades, como en el contexto de diferentes enfermedades del SNC, como por
ejemplo enfermedades neurodegenerativas, demencias, tumores, isquemia, epilepsia,

encefalopatias metabolicas, esquizofrenia, etc.’®>"

La obtencién de informacion util acerca del metabolismo del tejido estudiado,
hace necesario definir el origen del espectro y limitarse a la region anatomica de interés.
La eleccion de la técnica a emplear con este fin depende de la zona anatomica estudiada
y del nivel de detalle espectral que se precisa, intentando optimizar con ello la relacién
sefal/ruido de los espectros generados. Si se selecciona la sefial de un unico voxel, se
denomina técnica de volumen unico (VOI: volume of interest). Si se procesa la sefal

global detectable por la bobina de RMN (sefial “multi-véxel”) con el fin de reconstruirla
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y conseguir informacion relativa a la distribucion espacial de los metabolitos, se

denomina espectroscopia de resonancia magnética de imagen (ERMI).>" 2% 3% 3%

En el campo de estudio de la informacién metabolica del tejido nervioso normal,
se ha constatado la accesibilidad de la region de los pedinculos cerebelosos y el tronco
de encéfalo para la técnica ERMI. Esta es una region anatomica de gran densidad
axonal, dado que a su través pasan las grandes vias ascendentes y descendentes que
conectan la corteza cerebral con el resto del SNC. Consecuentemente, se trata de una
region a priori idonea, para detectar trastornos metabolicos en la sustancia blanca
aparentemente normal, que pudieran estar asociados a las alteraciones neuronales de

patologias difusas del SNC.*

Estudios de ERMI en la region de los pedinculos cerebrales y el tronco de
encéfalo, realizados en pacientes afectos de esclerosis multiple (EM), han puesto de
manifiesto la existencia de degeneracion walleriana en pacientes diagnosticados de EM
remitente-recurrente en fases precoces de la enfermedad y la han relacionado con la
actividad de la enfermedad y su tiempo de evolucién (mayor afectacion para pacientes
con enfermedad activa durante un periodo de tiempo mas largo). Otros estudios han
relacionado la alteracion cognitiva (disfuncion atencional) que suele estar presente ya en
fases precoces para pacientes con EM-RR, y que con frecuencia es infravalorada en las
escalas de discapacidad utilizadas con fines de diagnostico y pronoéstico para la misma,
con modificaciones metabolicas en localizaciones concretas en las que existen neuronas
implicadas en el transito de la informacion (descenso de NAA/Cr en el locus ceruleus,
estructura que forma parte de la SRAA del tronco de encéfalo). Dado que se trata de una
técnica incruenta y repetible, también se ha utilizado para observar las variaciones
bioquimicas que tienen lugar en la evolucion del proceso desmielinizante, habiéndose
constatado su existencia en placas de desmielinizacion de diferente cronologia, en

pacientes con EM-RR.*®

En pacientes afectos de demencias (enfermedad de Alzheimer y demencia
vascular), deterioro cognitivo leve y depresion, se han realizado andlisis metabolicos de
la sustancia gris de dos localizaciones, parietal posterior y lébulo temporal derechos,
comparandolos y encontrando diferencias entre los diagnosticados de demencia,

respecto a los no diagnosticados de demencia. Las relaciones Co/Cr y ml/Cr en la
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sustancia gris parietal posterior fue superior para los pacientes con demencia, mientras
que el cociente NAA/mlI fue inferior para ellos en esa misma localizacioén con tiempo de
eco corto. Los pacientes con enfermedad de Alzheimer y los diagnosticados
respectivamente de depresion y deterioro cognitivo leve, presentan diferencias
estadisticamente significativas en sus perfiles espectrales, que permiten orientar un
diagnostico molecular diferencial entre estas patologias. La disminucion en el contenido
de NAA se ha interpretado como un indicador de destruccion neuronal mientras que el
incremento del contenido en ml se ha relacionado con la hiperosmolaridad secundaria al
proceso inflamatorio, en la sustancia gris parietal posterior. Su estudio ha mostrado
diferencias entre pacientes con diagnéstico de enfermedad de Alzheimer (superior
cociente ml/Cr) y de demencia vascular (superior cociente NAA/ml). También se ha
descrito la posible utilidad de la deteccion de un aumento significativo del cociente
Co/Cr en la sustancia gris del lobulo temporal dcho, en el diagnostico diferencial entre
ambas demencias (superior en la demencia vascular). Globalmente, las variables que
parecen discriminar mejor el diagnostico de la enfermedad de Alzheimer con el resto de
entidades diagnodsticas, son los cocientes ml/Cr y NAA/mlI, sin que se haya encontrado

una diferencia significativas entre ellas con relacion a su sensibilidad y especificidad.’”
39

La investigacion sobre tumores cerebrales es un campo de particular interés,
debido a su trascendencia desde un punto de vista tanto individual como social, por su
frecuencia y por su capacidad de producir grave deterioro e incapacidad o, en algunos
casos la muerte del paciente, a pesar de la utilizaciéon de complejas terapias combinadas.
Los tumores astrocitarios constituyen el tipo mas frecuente entre las neoplasias
cerebrales y dentro de ellos existen diferentes subtipos caracterizados por su diferente
comportamiento bioldgico o grado de malignidad, de lo que se derivan importantes
implicaciones de tipo diagndstico, prondstico y terapéutico. Se han desarrollado
estudios de ERM in-vivo, en los que se han descrito las caracteristicas metabolicas de
los astrocitomas cerebrales y otros tumores intracraneales. Es destacable la importancia
de las macromoléculas y el ml en la diferenciacion entre diferentes tipos de gliomas.
Estas macromoléculas consisten en dos bandas anchas distintas, compuestas por lipidos
relacionados con la presencia de necrosis tisular (MMB), presentes en tumores de alto
grado de malignidad y otra relacionada con la presencia de polipéptidos y aminoéacidos

(MMA), mas presente en tumores de grado bajo e intermedio de malignidad. Los

Pedro A. Riesgo Sudrez Tesis doctoral



42

resultados de estos trabajos han llevado a proponer una clasificacion/gradacion de
tumores gliales, basada en sus patrones metabolicos estudiados mediante ERM. Incluso
se ha planteado la posibilidad de que en base al desarrollo de estas técnicas incruentas,
pueda plantearse en el futuro la posibilidad de prescindir del estudio histologico de
tumores cerebrales, evitando la realizacion de una biopsia con sus riesgos inherentes y
basando el diagnostico y las pautas de manejo derivadas, exclusivamente en los

resultados de estudios metabolicos por ERM in-vivo.***

1.3.2. ERM 'H in-vitro

La ERM in-vitro consiste en la obtencion de los espectros para las disoluciones
de extractos en medio 4cido, de biopsias de tejido cerebral. Con respecto a los estudios
in vivo, cuenta con la ventaja de que permite emplear campos magnéticos de mayor
intensidad, lo que mejora la sensibilidad y resolucion de la técnica y hace mas sencilla

la determinacion cuantitativa de los metabolitos identificados en los espectros.

Los primeros trabajos en los que se utilizd en sistema nervioso, datan de la
década de 1990. En ellos se investigaron las caracteristicas espectrales de extractos de
cerebro y diferentes tipos de tumores cerebrales, obtenidos durante -cirugias
intracraneales. Como resultado, se describieron los patrones espectroscopicos de tejido
cerebral normal, gliomas de bajo y alto grado, meningiomas, oligodendrogliomas,

. 43,44
meduloblastomas y otras lesiones tumorales del cerebro.™”

En 1998, Pascual y cols, publicaron un trabajo en que se determinaron ocho
cocientes de intensidad: Cho/Cre, Cho/NAA, Cho/Ino, Cre/NAA, Gln/Glu, Tau/NSS,
Ala/NAA y Ala/Cre. En base a la comparacion de estos cocientes, obtenidos de
espectros de tejido normal y diferentes tipos tumorales, plantearon la posibilidad de

. . , . . . . 45
realizar un diagndstico diferencial de los mismos.

1.3.3 ERM 'H ex-vivo

Los estudios de ERM ex-vivo de alta resolucion con rotacion al angulo magico
(HR-MAS), se han utilizado para analizar muestras de tejido intacto obtenido mediante

. . <y s . . 35, 38, 40, 48-55
biopsia o reseccion quirtirgica de diferentes tipos de tumores cerebrales.” *™ ™ Sus
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resultados se han correlacionado con los de estudios in-vivo e in-vitro, asi como con los
de estudios histopatoldgicos realizados sobre las mismas lesiones, validandolos.* Como
consecuencia, se han identificado y cuantificado metabolitos a una resolucion espectral
mucho mayor que la actualmente disponible para estudios de ERM in-vivo, permitiendo
conocer cuales son los metabolitos potencialmente “visibles” mediante RMN, que
pudieran ser identificados como biomarcadores y ser valorados por técnicas in-vivo en

el futuro.*”#

En un estudio de ERM ex-vivo realizado sobre muestras intactas de
glioblastomas multiformes (astrocitomas grado IV de la OMS) con espectros mono y
bidimensionales de correlacion homo y heteronuclear, se asignaron los desplazamientos
de '"H'y °C de 129 resonancias diferentes, pertenecientes a 37 metabolitos distintos.*
Estos hallazgos se correlacionaron con los resultados del estudio de los mismos casos
mediante ERM in-vivo y de extractos del tejido mediante RMN in-vitro. En el estudio
HR-MAS se detectaron, ademds de los metabolitos previamente encontrados in-vivo,
otras moléculas (hasta 18 aminodcidos y fragmentos de 4cidos grasos hasta 8 carbonos
de longitud). La obtencion intensiva de metabolitos llevo a identificar tendencias,
consideradas preliminares, en la diferenciacion entre dos subtipos de glioblastomas,
primarios (desarrollados de novo) y secundarios (representando la malignizacion de un
astrocitoma preexistente de menor grado), con diferente prondstico y por tanto con una
potencial utilidad clinica relacionada con el tratamiento de estas lesiones.* Otros

trabajos trabajos publicados han llevado a similares conclusiones.*>

Tugnoli et al, realizaron un interesante estudio, describiendo de modo
exhaustivo el perfil metabolico de 6 meningiomas, utilizando la técnica de ERM HR-
MAS ex-vivo.” La inspecciéon directa de espectros monodimensionales de ERM de
protones, permitio la identificacion numerosos metabolitos mientras que la deteccion de
otros, como GSH o HTau, presentes en menor concentracion y ocultos por la senal de
los mas abundantes, fue posible mediante la obtencion de espectros 2 D (COSY,
TOCSY y HSQC). Entre los metabolitos de bajo peso molecular que se identificaron
como componentes principales de los meningiomas, destacan Glu+GIln (GLx), Cho
libre, ChoCC, Ala, Gly y Tau. La concentracién de Cr fue baja (con un elevado indice
Cho/Cr) y fue especialmente caracteristica la ausencia de NAA, lo que se relaciona con

el origen extracerebral de estos tumores. Las diferencias mas significativas entre las
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muestras estudiadas, estaban relacionadas con la deteccion de lipidos y macromoléculas
en los diferentes subtipos lesionales (por ejemplo fosfolipidos, trigicéridos o colesterol).
Con relacion a la deteccion de polioles, se describe la presencia de manitol en todas las
muestras analizadas (habia sido utilizado como tratamiento preoperatorio en todos los
casos), sefales de a y B-Glc, asi como Myo y scillo-inositol. Para estos pacientes se
realizd también una comparacion entre los datos del estudio metabolico ex-vivo y el
perfil obtenido mediante estudio in vivo de los mismos tumores, describiéndose una
buena correlacién entre ambos grupos de datos. Los autores concluyeron que los
resultados del estudio ex-vivo de estas neoplasias, permitian una mejor comprension e
interpretacion de los espectros ex vivo previamente descritos y que incluso podia existir
la posibilidad de diferenciar los diferentes subtipos histologicos de meningiomas

estudiados, en base a su perfil metabélico.™

También se han correlacionado los hallazgos de estudios metabolicos ex-vivo e
in-vivo, con datos clinicos acerca del comportamiento bioldgico de los meningiomas. Se
ha descrito que las concentraciones absolutas de alanina y creatinina, estan disminuidas
en los meningiomas de bajo, con respecto a los de alto grado. A su vez, las
concentraciones de alanina y el cociente glicina/alanina, permitian diferenciar entre
meningiomas primarios y recurrentes y las concentraciones de alanina y creatina, junto
con los cocientes glicina/alanina y colina/glutamato, se asociaban a la precocidad de la

. 53, 54
recurrencia tumoral.”™
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1.4. BASES DE ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA HIPOFISIS

1.4.1. ANATOMIA HIPOTALAMO-HIPOFISARIA

La glandula hipofisis es un cuerpo ovoide, de tamafo aproximado de 10x10x5
mm, que se continua con el infundibulo (prolongacion caudal conica y hueca del tuber
cinereum del hipotalamo). Su peso medio es de 500 a 600 mg (100 mg en el momento
del nacimiento). La glandula es aproximadamente un 20% mas voluminosa en la mujer
y su tamafio se incrementa (entre un 20 y un 100%) durante el embarazo y disminuye

. . . 56,5
progresivamente durante el envejecimiento.”” 7

Se encuentra ubicada en la base del crdneo, en una depresion del hueso
esfenoides que recibe el nombre de silla turca, limitada lateralmente por los senos

. . 56,5
cavernosos y separada del espacio intracraneal por el diafragma selar.”® >’

La glandula tiene dos partes diferenciadas: hipofisis anterior o adenohipofisis e
hipofisis posterior o neurohipdfisis. La adenohipofisis estd integrada por diferentes
poblaciones de células que conforman un tejido de tipo epitelial secretor y, entre ellas,
hay fibras reticulares de sostén y capilares con amplias fenestraciones. La neurohip6fisis
estd formada por las terminaciones de los axones de neuronas localizadas en los nucleos

supradptico y paraventricular del hipotalamo.’®’

1.4.2. FUNCION HIPOFISARIA

El eje hipotdlamo-hipofisario es el responsable de la regulacion del sistema
endocrino. Organiza las respuestas hormonales apropiadas a estimulos provenientes de
centros neuroldgicos superiores. Desde el punto de vista fisiologico, el hipotalamo
tiene parte del control de la secrecion de las hormonas de la adenohipdfisis y es el
responsable de la produccion de las hormonas neurohipofisarias. Las hormonas
liberadas por la adenohipo6fisis estimulan la produccion de hormonas por parte de los
organos endocrinos periféricos (gonadas, glandulas suprarrenales, tiroides, etc). La
hipofisis también ejerce un mecanismo regulador sobre el hipotdlamo y, a su vez, ambos
son controlados por las hormonas de los 6rganos diana, a través de un sistema de “feed-

back” negativo.”” %
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Las seis principales hormonas producidas por la hipéfisis anterior son: PRL
(prolactina), GH (hormona de crecimiento), ACTH (hormona adrenocorticotropa o
estimuladora de la glandula suprarrenal) y las hormonas glicoprotéicas que
corresponden a LH (hormona luteinizante), FSH (hormona foliculo-estimulante) y TSH

(hormona tirotropa o estimuladora del tiroides).*

En la neurohipéfisis se liberan dos hormonas que son producidas por los ntcleos
supradptico y paraventricular del hipotdlamo: desmopresina (también Ilamada

vasopresina y hormona antidiurética) y oxitocina.*’

Figura 1.- Funcioén hipofisaria. Produccion y liberacién de hormonas hipofisarias por la
hipofisis anterior o adenohipoéfisis (en color rosa en la figura) y la hipdfisis posterior o
neurohipoéfisis (en color azul en la figura). Rodriguez-Barcel6 S. (2016). Funciones de

la hipofisis. [Figura]. Recuperado de http://rodriguezbarcelo.es
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1.4.3. HORMONAS HIPOFISARIAS

a) PROLACTINA (PRL): se trata de un polipéptido constituido por 198
aminodcidos que contiene tres puentes disulfuro. Presenta polimorfismo
molecular y se han identificado tres tipos de prolactina circulante: nativa (23
kD), big-PRL (48-56 kD) y big-big-PRL (150-170 kD). De ellas la PRL nativa
es la forma més bioactiva y supone entre un 80-90% del total de la PRL en

individuos normales.”® ¢

b) HORMONA DE CRECIMIENTO O SOMATOTROPINA (GH): es un
polipéptido de cadena tUnica constituido por 191 aminoédcidos y contiene dos
puentes disulfuro. Presenta por tanto una similitud estructural con la PRL. Su
estructura cristalina presenta cuatro hélices a. En sangre periférica se identifican
varias moléculas diferentes. De ellas, el mondémero de 22 kD es la de mayor

importancia fisioldgica y representa aproximadamente el 75% de la secrecion de

GH 58,60

¢) HORMONA ADRENOCORTICOTROPA (ACTH): polipéptido constituido por
39 aminoacidos. De ellos los 12 localizados en el extremo N-terminal son los

que tienen actividad bioldgica. Su peso molecular de 4°5 kD.”* %

d) GLICOPROTEINAS ADENOHIPOFISARIAS (TSH, LH, FSH): se trata de un
grupo de hormonas constituidas por dos subunidades codificadas por genes
distintos. De ellas la subunidad a esta formada por 92 aminoécidos y es comun
para todas. La subunidad B es Uinica para cada una de ellas y es la que le confiere
especificidad de accion, al ser responsable de la interaccion de la hormona con

su receptor celular.” *°

e) HORMONA ESTIMULADORA DEL TIROIDES o TIROTROPINA (TSH): su

subunidad B tiene 112 aminoacidos. Su peso molecular es de 28 kD.”>

f) HORMONA LUTEINIZANTE (LH): su subunidad beta tiene 121

aminoécidos.’®
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g) HORMONA FOLICULO-ESTIMULANTE (FSH): su unidad B tiene 111

aminoécidos.’®
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1.5. ADENOMAS HIPOFISARIOS

1.5.1. EPIDEMIOLOGIA

En 2004, Ezzat et al publicaron un metaanalisis en el que se estudiaba la
prevalencia de los adenomas hipofisarios.’ Para su realizacion se llevo a cabo una
busqueda bibliografica de articulos en lengua inglesa en MEDLINE, utilizando los
términos de busqueda:”’adenoma hipofisario”, “tumor hipofisario” y “prevalencia”. En
base a estos criterios, se identificaron 33 articulos para su potencial inclusion en el
estudio. Entre ellos fueron seleccionados aquellos en los que se describia la prevalencia
de adenomas hipofisarios en base a técnicas de diagnostico post-mortem o radioldgicas,
si incluian una descripcion detallada la metodologia adecuada para determinar la
presencia de un adenoma hipofisario. Desde el punto de vista metodolégico para los
estudios realizados utilizando técnicas post-mortem, se consideré el espesor y espaciado
de las muestras histopatologicas y, para los realizados utilizando técnicas radioldgicas,
la distancia entre cortes y las proyecciones (coronal, sagital o ambas) utilizadas. Se hizo
especial hincapi¢ a la hora de agrupar para el andlisis aquellos que utilizaban técnicas
similares. De este modo, 20 de los 33 articulos fueron rechazados para su evaluacion
debido a su disefio o a la utilizaciéon de una metodologia poco detallada y solo 13 (cinco
basados en datos radiologicos y 8 en datos de estudios post-mortem) fueron incluidos

62-74 , . . . .
™ Tres clinicos con experiencia en el manejo de

para la extraccion y analisis de datos.
trastornos hipofisarios, revisaron los articulos seleccionados, utilizando una tabla de
recogida especifica para la extraccion de datos. Se recogio la prevalencia de adenomas
hipofisarios en cada uno de los estudios y también los pardmetros que pudieran influir
en la estimacion de esta prevalencia (nimero de especimenes post-mortem o de estudios
radiolégicos examinados, nimero de tumores y metodologia para determinar la
prevalencia, etc). Los datos relativos a estos tres parametros fueron analizados por
separado para cada tipo de estudio. Posteriormente los revisores compararon sus datos y

resolvieron por consenso las discordancias detectadas. Se incluyeron también los datos

de inmunohistoquimia para PRL, GH, ACTH, LH, FSH y TSH.

El objetivo del estudio era el de integrar los datos extraidos de los articulos
revisados y calcular, en base a ellos, la prevalencia de adenomas hipofisarios del modo

mas fiable posible. Para todos los estudios se extrajo el dato de prevalencia media y se

Pedro A. Riesgo Sudrez Tesis doctoral



50

calcul6 la varianza media. Inicialmente se valord la prevalencia estimada y el intervalo
de confianza 95%, aprecidandose que el espesor de la muestra tisular se correlacionaba
inversamente con la estimacion de prevalencia de adenomas hipofisarios. De este modo,
un menor grosor de los cortes se asociaba con una mayor estimacion de prevalencia de
adenomas hipofisarios, independientemente de que se utilizasen técnicas de estudio
histolégicas o radioldgicas. Por este motivo se considerd importante la valoracion de
estimacion de prevalencia utilizando ambas metodologias. Para el analisis estadistico se

utilizé la técnica de metaanalisis.’

El andlisis inicial de datos establecid ya inicialmente un alto grado de
correlacion entre los diferentes revisores, indicativo de la exactitud de la informacion
obtenida del andlisis de los articulos. De los 13 estudios que se seleccionaron
inicialmente, 3 fueron excluidos en esta fase. Uno de ellos por incluir una incidencia
inusualmente alta de hiperplasia hipofisaria que hacia dudoso el criterio histologico de
definicion de adenomas y dos estudios radiologicos porque la técnica de imagen
utilizada no se considerd suficientemente precisa para la deteccion de

: 62, 64, 74
microadenomas, 74

Entre los 10 estudios (3 radiolégicos y 7 post-mortem) finalmente incluidos en el
metaanalisis, hubo una gran variabilidad en la estimacion de prevalencia de adenomas
hipofisarios: entre un 1 y 40% en los estudios radiologicos y entre un 1 y un 35% para

. 61, 63, 65-73
los estudios post-mortem.®"> ¢ 7

La estimacion de prevalencia de adenomas
hipofisarios entre todos los estudios post-mortem fue de un 14°4%, mientras que para
los estudios radioldgicos fue de un 22°5%. La estimacion global de prevalencia para
ambos grupos de estudios fue de un 16’7%. Estos datos indican que los adenomas
hipofisarios son neoplasias frecuentes entre la poblacion general. Muchos de ellos pasan
desapercibidos y no llegan a ser diagnosticados durante la vida de un individuo, por lo
que los estudios epidemioldgicos dependientes del previo diagnostico clinico, resultan

de escasa utilidad.®!
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Figura 2.- Clasificacion y frecuencia aproximada (porcentual) de aparicion de los

diferentes tipos de adenomas hipofisarios, desde el punto de vista clinico.””’

1.5.2. PATOGENIA

Los estudios realizados, utilizando técnicas de inactivacion del cromosoma X,
han demostrado que los adenomas hipofisarios son, en su mayor parte, neoplasias con
un patron de proliferacion monoclonal, derivados bien de células progenitoras o bien de

, . . . . 6-
células adenohipofisarias secretoras diferenciadas.”®”

Los mecanismos patogénicos que intervienen en el desarrollo de los adenomas
hipofisarios son variados y complejos. Entre los més importantes se incluyen las
alteraciones en la regulacion hormonal y los receptores hormonales, la desregulacion de
los factores de crecimiento y la alteracion de sus receptores, las anomalias en las
proteinas que transducen la sefal de estos estimulos y las alteraciones en la interrelacion

76, 78

entre las células tumorales y el estroma. También en los ultimos afios se ha

avanzado en la identificacion de otros mecanismos, entre los que destacan la activacion

de oncogenes y la inactivacion de genes supresores del desarrollo tumoral.”’

1.5.2.1. ALTERACIONES EN LA REGULACION HORMONAL

El desarrollo de la adenohipodfisis normal depende de influencias hormonales

para la expansion de poblaciones celulares diferenciadas. Tanto el hipotdlamo como las
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glandulas endocrinas periféricas, producen hormonas que actiian sobre la hipofisis a
través de mecanismos de retroalimentacion interrelacionados que regulan su actividad,
con la finalidad de mantener un equilibrio homeostatico constante. Por este motivo se
ha pensado que la estimulacién hormonal y/o las alteraciones de los mecanismos de
retroalimentacion inhibitorios pueden ser importantes en la patogenia de los adenomas

hipofisarios.”®

Los datos de que se dispone sugieren que, aunque la estimulacion hormonal
puede inducir proliferacion celular, este mecanismo no estaria implicado en la
transformacion neoplasica que da lugar al desarrollo de los adenomas hipofisarios. Son
ejemplos de ello la hiperplasia lactotropa o la tendencia al crecimiento de prolactinomas
preexistentes en mujeres embarazadas causada por estimulacion lactotropa durante el
embarazo, la tendencia al desarrollo de una hiperplasia tirotropa y lactotropa en
pacientes afectos de hipotiroidismo primario por estimulo de TRH o la hiperplasia
corticotropa y casos de sindrome de Cushing, en humanos afectos de tumores

. ;. <y g 8
endocrinolégicos que generan una produccion ectopica de CRH.’

También la pérdida de los mecanismos fisiologicos de inhibicion, puede
relacionarse con una alteracion del equilibrio hormonal con una potencial relacion con
la aparicion de adenomas hipofisarios. Por ejemplo, la dopamina tiene un efecto
inhibitorio sobre las células lactotropas y se ha descrito en prolactinomas el desarrollo
de una red de neovascularizacion que supondria un “by-pass” al hipotdlamo, dando
lugar a una pérdida de la regulacion hipotalamica que podria permitir a las células
tumorales lactotropas escapar de la influencia inhibitoria de la DA. Asi mismo, la
somatostatina producida por el hipotdlamo inhibe la secrecion de GH y sus receptores se
expresan en los adenomas hipofisarios somatotropos, habiéndose descrito una menor
expresion de receptores de somatostatina en grandes adenomas somatotropos invasivos,

con respecto al tejido hipofisario normal.”®

1.5.2.2. ALTERACIONES DE RECEPTORES HORMONALES

Los datos disponibles sugieren que una sefializaciéon anormal por parte de los
receptores hormonales, podria contribuir a una respuesta disfuncional a los mecanismos

de retroalimentacion de tipo inhibitorio. Sin embargo, a excepcion del subtipo
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escasamente granulado de los adenomas somatotropos, no parece que las alteraciones de
los receptores hormonales jueguen un papel importante en la etiopatogenia del resto de

adenomas hipofisarios.”® ™

1.52.3. DESREGULACION DE FACTORES DE CRECIMIENTO Y SUS
RECEPTORES

La glandula hipéfisis es el 6rgano de sintesis y también oOrgano diana para
muchos factores que modulan la produccién hormonal y regulan el crecimiento celular.
Algunos factores de crecimiento tienen un papel primordial en el desarrollo hipofisario.
Por estos motivos, las alteraciones en su expresion y/o funcionamiento, podrian tener un

papel importante en el desarrollo de tumores hipofisarios.”® "> "

La familia del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y sus receptores se ha
relacionado con la etiopatogenia de un gran numero de neoplasias en humanos. La
hipofisis expresa los ligandos TGF-a (“Transforming Growth Factor”) y EGF que
alteran la produccion hormonal e inducen la proliferacion celular. TGF-a ha sido
descrito como el mediador de la proliferacion lactotropa mediada por estrégenos. Por
otra parte, la expresion del receptor comun para TGF-a y EGF, denominado EGFR, se
correlaciona con una mayor agresividad biologica de adenomas hipofisarios, sobre todo

de tipo somatotropo.’® ™

Los factores de crecimiento fibroblastico (FGFs) y sus receptores (FGFRs) regulan el
desarrollo, crecimiento y angiogénesis. El FGBb (basico) fue descrito inicialmente en
células hipofisarias de tipo foliculoestrellado en bovinos e implicado en la regulacion de
la sintesis y secrecion de hormonas hipofisarias. También se encuentra expresado en
células de adenomas hipofisarios y se encuentra elevado a nivel sérico en pacientes

: 6,78
afectos de este tipo de adenomas.”®’

1.5.2.4. ACTIVACION DE ONCOGENES

Son numerosos los oncogenes que han sido relacionados con el desarrollo en
humanos de adenomas hipofisarios. Para algunos de ellos, importantes en la patogenia

de otros tipos tumorales, como los oncogenes ras , c-myc o C-fos, solo parece existir un
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papel esporadico en la patogenia de adenomas hipofisarios. Por otra parte, se ha
detectado polimorfismo del gen de la ciclina D1 en series de tumores hipofisarios

e 6
esporadicos.”® "’

Entre los oncogenes que juegan un papel importante en el desarrollo de tumores

. . ~ , ., . 9
hipofisarios se ha sefialado el oncogen gsp, a través de la expresion de proteinas G.””’

El oncogen denominado “pituitary tumor transforming gene” (PTTG) parece
jugar un papel destacado y se encuentra sobreexpresado en la mayoria de los adenomas
hipofisarios. Aunque el papel de PTTG en tumorogénesis de adenomas hipofisarios no
estd aclarado, se considera que puede tener un efecto estimulador sobre la proliferacion
celular, relacionarse con una mayor inestabilidad genética marcada por un aumento de
aneuploidia y también incrementar la expresion de ciertos factores de crecimiento que
favorecen la angiogénesis y la neovascularizacion tumoral. A través de estos
mecanismos se ha relacionado PTTG con el desarrollo de tumores hipofisarios, la
existencia de indices de proliferacion celular elevados frente a Ki67 y p 53, la tendencia

. .. o 76 9
a una mayor invasividad tumoral y un peor pronéstico.’® "’

1.5.2.5. GENES SUPRESORES DE TUMORES

Las mutaciones del gen de AIP (“aryl hydrocarbon receptor interacting protein”)
se han correlacionado con la patogenia de adenomas hipofisarios familiares aislados
(“familial isolated pituitary adenomas”: FIPA), con una prevalencia aproximada del
15%. Aunque puede detectarse en cualquier subtipo clinco de adenoma hipofisario, es
mas frecuente en casos de acromegalia, tumores en pacientes jovenes y adenomas de

. .. 6,79, 80
gran tamafio e invasividad.”® "

La mutacion del gen de la neoplasia endocrina multiple de tipo 1 (MEN-1) se
detecta en un 70% de los pacientes afectos del sindrome MEN 1, enfermedad hereditaria
con transmision autosomica dominante caracterizada por la existencia de
hiperparatiroidismo, adenoma hipofisario y tumores gastroenteropancreaticos. Esta
mutacion podria jugar un papel solo limitado en el caso de adenomas hipofisarios

esporadicos, en los que se detecta aproximadamente en un 3,5% de los casos.”
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La mutacion GNAS (“guanine nucleotide-activating alpha subunit gene”) es la
mutacion somatica relacionada con el sindrome de Mc Cune-Albright. El sindrome se
caracteriza por la existencia de una displasia fibrosa poliostotica, presencia de manchas
cutaneas de color “café con leche” y anomalias endocrinologicas entre las que destaca la
pubertad precoz, pudiendo encontrarse también adenomas hipofisarios. Esta mutacion
se encuentra también en hasta un 40% de casos de adenomas hipofisarios somatotropos

;o1 9
esporadicos.”’

Otros genes supresores posiblemente implicados en la tumorogénesis hipofisaria,

son el gen del retinoblastoma (Rb) y las mutaciones CDK."* "

1.5.2.6. ALTERACIONES EN LA SENAL MEDIADA POR PROTEINAS

La sefalizacion alterada por las proteinas involucradas en la transduccion de la
sefal de hormonas y factores de crecimiento, podria estar implicada en la oncogénesis

. . 6
de los tumores hipofisarios.”® "’

Se ha relacionado con este mecanismo a las proteinas G estimuladoras (Gs), por
ejemplo para algiin subtipo de adenoma somatotropo. Mutaciones de proteinas Ras son
frecuentes en neoplasias no endocrinologicas y han sido descritas también en
prolactinomas agresivos. La protein-kinasa A es un holoenzima tetramérico implicado
en la accion de cAMP. Mutaciones germinales de protein-kinasa tipo 1 dependiente de
cAMP (producto de PRKAR1A) se han asociado con el desarrollo del denominado
complejo de Carney, caracterizado por el desarrollo de tumores hipofisarios y de otras

, : 6,78
glandulas endocrinas.”®’

1.52.7. ALTERACIONES EN LA INTERRELACION ENTRE LAS CELULAS
TUMORALES Y EL ESTROMA

El desarrollo de una neoplasia implica cambios y alteraciones en los mecanismos
de adhesion intercelular y entre células tumorales y el estroma. De este modo, la pérdida
de la trama de reticulina es un marcador morfolégico que define la transicion entre una
hiperplasia y un adenoma y es utilizado de forma habitual en el diagndstico

histopatologico de los tumores hipofisarios.’®
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Cambios en la adhesividad, con pérdida de afinidad por la matriz extracelular,
implicados en la oncogénesis, se han correlacionado con la expresion de ptd-FGFR-4 en
lineas celulares de tumores hipofisarios humanos. Esta pérdida de adhesividad seria
debida a la disrupciéon de N-caderina, un complejo multiproteico relacionado con
FGFR-4 y la molécula 1 de adhesion celular neural (NCAM-1). La expresion de ptd-
FGFR-4 resulta en una expresion citopldsmica disminuida y ectdpica de N-caderina y se
asocia con tendencia a un crecimiento agresivo y a la invasividad de estas neoplasias.
Del mismo modo la expresion de determinadas formas de NCAM-1, se correlaciona con

. . .. 6
crecimiento tumoral e invasividad.’

1.5.3 CARACTERISTICAS CLINICAS Y CRITERIOS DIAGNOSTICOS

1.5.3.1. PROLACTINOMAS

Con el desarrollo de un método analitico para la determinacion de los niveles de
PRL en 1970, se puso de manifiesto que los prolactinomas eran el tipo mas frecuente de
adenoma hipofisario funcionante. Su incidencia en la clinica se estima en unos 60 casos
por millon de habitantes y afio. La relacion hombre mujer es aproximadamente 1/20
para microprolactinomas, pero es de 1/1 para macroadenomas. Los macroprolactinomas
tienen ademds una mayor tendencia al crecimiento y suelen ser mayores en hombres que

. .. . . 81-84
en mujeres, existiendo una correlacion entre volumen tumoral y niveles de PRL.

Los pacientes afectos de estas lesiones, presentan una clinica que es
consecuencia de un estado de hiperprolactinemia. Los sintomas mas comunes son la

; . ‘7 . 82-84
galactorrea, sintomas de disfuncion sexual y osteopenia.

El sintoma mas caracteristico es la galactorrea, presente en un 50% de las
mujeres y un 35% de los hombres afectos de prolactinomas. Esta diferente incidencia en
funcion de género, puede deberse a una menor susceptibilidad del tejido mamario

masculino al estimulo de la PRL.3*%*
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Los sintomas de disfuncion sexual se deben, tanto a la inhibicion directa de la
funcién ovdrica o testicular por la PRL, como a un efecto inhibidor de esta sobre la

GnRH que interfiere con la pulsatilidad de la secrecion de gonadotrofinas.

Las mujeres presentan amenorrea primaria o secundaria, oligomenorrea,
menorragia, menarquia retrasada y/o infertilidad. Suelen asociar disminucion de libido y

sequedad vaginal.

Los hombres presentan alteraciones sexuales con disminucion de libido e
impotencia o eyaculacion precoz. En situaciones de hiperprolactinemia prolongada,

puede existir también oligospermia o azoospermia con infertilidad como consecuencia.

La pérdida de densidad dsea, aparece tanto en hombres como en mujeres y se

considera relacionada con un déficit de esteroides sexuales, inducido por PRL.

Ante la existencia de sintomas que sugieran un estado de hiperprolactinemia,
esta debe comprobarse se mediante la determinacion de niveles de PRL sérica. Su rango
normal es de 5-20 ng/mL y la determinacion puede realizarse en cualquier momento del
dia, dado que sus niveles son bastante constantes. No obstante, dado que situaciones
como el suefio, ejercicio fisico extenuante, comidas hiperproteicas o estimulacion
mamaria intensa, pueden producir ligeros aumentos de los niveles de PRL, cuando se
detecta una hiperprolactinemia en el rango de 20-40 ng/mL, debe repetirse la analitica

para confirmarlo.*™*

Cuando se ha demostrado analiticamente la existencia de niveles anormalmente
elevados de PRL, el siguiente paso es la determinacion de su origen, descartando en
primera instancia las causas farmacoldgicas (utilizacion de medicamentos, entre los que
destacan los estrogenos, neurolépticos, metoclopramida, antidepresivos, cimetidina,

metil-dopa, reserpina, verapamil o risperidona) y las no hipofisarias.

Niveles séricos de PRL entre 20-200ng/mL, pueden ser debidos a cualquier
causa de hiperprolactinemia. Cuando se detectan en presencia de un adenoma
hipofisario, suele deberse a una pérdida de la inhibicién hipotalamica sobre la sintesis

adenohipofisaria de la hormona, secundaria a una compresion del tallo hipofisario. En
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cualquier caso, se deben interpretar con precaucion las concentraciones séricas de PRL
en este rango, dado que en ocasiones puede tratarse de valores artefactualmente bajos,
debido al denominado efecto “gancho” (ante niveles extremadamente elevados de PRL,
sobre 5000 ng/mL, se puede producir un “bloqueo” de los anticuerpos utilizados en los
tests diagndsticos, obteniéndose valores solo ligeramente altos que hagan pensar en el
diagnéstico de un adenoma clinicamente no funcionante). Los prolactinomas o
adenomas lactotropos suelen asociarse, por el contrario, a niveles de PRL superiores a
200 ng/mL (alcanzando incluso en ocasiones, cifras muy elevadas). No existen tests

. , . . .y ., . . ;. 84
endocrinoldgicos de estimulacion o supresion que permitan confirmar el diagndstico.

Tras haber confirmado la hiperprolactinemia, independientemente de sus
niveles, y excluidas causas farmacologicas, se recomienda realizar una RMN hipofisaria
para diagnosticar la posible existencia de una tumoracion hipofisaria. En caso de ser

.- . . . . . 81-85
positiva, se recomienda la determinacion del resto de las hormonas hipofisarias.

1.5.3.2. ACROMEGALIA

En 1886, Pierre Marie publicé la primera descripcion clinica de un caso de
crecimiento somatico desproporcionado al que denominé acromegalia e identifico en la
literatura otros casos similares, descritos por otros autores. Fue mas tarde cuando se
relaciond este sindrome con los tumores hipofisarios. En 1900, Benda lo relaciono
concretamente con adenomas hipofisarios con predominio de células eosindfilas a la
tincion, a las que considerd hiperfuncionantes. Cushing, Davidoff y Bailey también
publicaron casos en que se describian las caracteristicas clinicas y patologicas de la
acromegalia y describieron la remision de los signos de afectacion de tejidos blandos,
tras la reseccion de adenomas hipofisarios. En 1921, Evans y Long publicaron los
resultados de sus estudios experimentales, induciendo gigantismo en ratas, a las que se
inyectaron extractos hipofisarios, confirmando la relacion entre un factor hipofisario y

. . o 56, 58, 85
el crecimiento somatico.” >

La incidencia estimada de acromegalia se estima entre 38 y 69 casos por millén
de habitantes y la incidencia anual de casos nuevos en 3 a 4 casos por millon de

habitantes.*°
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El efecto de los niveles elevados de GH sobre el organismo, lleva al crecimiento
de tejidos blandos y partes acras, asi como a una alteracion de funciones metabdlicas. El
desarrollo de estos sintomas es habitualmente lento e insidioso, lo que hace el

diagnostico dificil y tardio.”” ¥

El 98% de los pacientes afectos de acromegalia presentan crecimiento de partes
acras, con afectacion facial y de la zona distal de las extremidades. A nivel facial es
caracteristica la macroglosia, aumento de volumen de los labios y glandulas salivares e
hipertrofia de mandibula, pémulos y arcos ciliares. El crecimiento mandibular asociado
al ensanchamiento maxilar, produce con frecuencia prognatismo, diastema dental y
problemas de maloclusion. Suele aparecer también voz sonora y dificultad respiratoria
con apneas del suefo e incluso narcolepsia, con relacion a la hipertrofia de la laringe y
de los senos paranasales. El incremento de tamafio de los huesos de manos y pies,
asociado a la hipertrofia de los tejidos blandos es caracteristico y progresivo y conduce

a un aumento de la talla de anillos, brazaletes o el calzado.

Diferentes grados de artropatia ocurren en un 70% de los casos, con edema
articular, hipermovilidad y engrosamiento cartilaginoso. Es frecuente la afectacion de
articulaciones de carga como rodillas y caderas, asi como de hombros, codos, mufiecas
y articulaciones de la mano. A nivel raquideo suele apreciarse un aumento de la
longitud antero-posterior de las vértebras con tendencia a la cifosis, fenomenos de
discopatia degenerativa multinivel y proliferacion de osteofitos. En algunos pacientes
pueden darse fenomenos de calcificacion de capsulas articulares y de osificacion de
ligamentos. El aumento de tamaino de los elementos articulares e incluso de los troncos
nerviosos, conduce también con frecuencia a cuadros de neuropatia por compresion,
entre los que destaca el sindrome del tinel del carpo. El fendomeno de Raynaud se
describe en aproximadamente un tercio de los casos. En casos de larga evolucion, se
trata de alteraciones articulares severas, que conducen a una progresiva limitacion de la

capacidad funcional para al menos un 50% de los enfermos, a lo largo de su vida.
La hiperhidrosis es también un fendomeno comun y afecta a aproximadamente un

70% de los pacientes. La piel y el vello suelen estar engrosados, lo que se atribuye a

deposicion de glicosaminglicanos y aumento de produccion de tejido conectivo.

Pedro A. Riesgo Sudrez Tesis doctoral



60

Existe una cardiopatia sintomatica en al menos un 20% de los pacientes. La
hipertension arterial existe en un 50% de los casos, de los cuales la mitad sufren una
disfuncién ventricular izquierda, que es debida a hipertrofia miocardica, fibrosis
intersticial e infiltrados linfocitarios miocardicos. Diferentes alteraciones
electrocardiograficas en reposo, se detectan en un 50% de casos. La afectacion cardiaca
es causa importante de morbilidad, y es la causa de muerte en aproximadamente un 60%

de los casos, condicionando una reduccion de la esperanza de vida de los enfermos.

Desde el punto de vista endocrinoldgico, son frecuentes las complicaciones.
Aproximadamente un 30% de los pacientes presentan hiperprolactinemia, con o sin
clinica de galactorrea. Esta elevacion de los niveles de PRL en acromegalicos, puede ser
debida a hiperproduccion hipofisaria causada por una pérdida de la inhibicion
hipotaldmica por fenémenos de compresion de tallo hipofisario o bien a la secrecion
concomitante de GH y PRL por determinados subtipos tumorales. Por otra parte, el
efecto anti-insulinico directo de la GH, produce intolerancia a los hidratos de carbono y,
con frecuencia, diabetes mellitus insulino-dependiente. Pueden también aparecer otras

alteraciones endocrinoldgicas como hipertrigliceridemia, hipercalciuria e hipercalcemia.

La asociacion de acromegalia con la presencia de polipos benignos de colon es
frecuente y se ha descrito hasta en un 45% de los casos de algunas series. La relacion
entre acromegalia y una mayor incidencia o mortalidad por céncer, no se ha demostrado

hasta el momento.

El conjunto de alteraciones cardiacas, respiratorias y metabolicas asociadas a la
acromegalia, condicionan una reduccion de la esperanza de vida para estos pacientes.
Los factores fundamentales asociados a la mortalidad son los niveles elevados de GH y
la existencia de una cardiopatia previa al diagnostico. Por otra parte, la normalizacion
de los niveles de GH tras tratamiento, reducen de forma significativa este riesgo de

morbi-mortalidad. 8°

1.5.3.3. ENFERMEDAD DE CUSHING

En 1912, Harvey Cushing describid el caso de una paciente de 23 afos de edad,

con obesidad, hirsutismo y amenorrea. Veinte afios mas tarde, apuntd que la causa de
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este sindrome al que denominé poliglandular, era un trastorno hipofisario primario que
producia secundariamente una hiperplasia adrenal. El conjunto de sintomas y signos de
esta enfermedad es debido a la exposicion prolongada a un exceso de glucocorticoides
libres en plasma. Las causas del sindrome de Cushing son variadas e incluyen patologia
hipofisaria, tumores de la glandula suprarrenal, secrecion ectdopica de ACTH o el efecto
de la excesiva administracion exdgena de glucocorticoides (yatrogénico). El término
enfermedad de Cushing queda reservado a los casos de sindrome de Cushing de origen
central, debido a una lesion hipofisaria que causa una secrecion excesiva de ACTH y su
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incidencia se estima entre 5 y 10 casos por millon de habitantes y afio.”™

La obesidad es el sintoma mas frecuente de la enfermedad y, al menos en
adultos, suele ser de distribucion centripeta. En nifios sin embargo puede manifestarse
como una obesidad generalizada. Es caracteristico también el que se produzcan
depositos localizados de grasa en el area de transito cérvico-toracico de la columna
vertebral (“giba de bufalo”), en el hueco supraclavicular, a nivel de las mejillas (cara de
“luna llena”) y en la region temporal del pericraneo. Puede producirse también este
acumulo en el espacio epidural del canal raquideo, lo que en algunos casos, aunque de
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forma infrecuente, puede dar lugar a una mielopatia compresiva.

La disfuncién gonadal es también frecuente y se manifiesta como una pérdida de
la libido en varones e irregularidades menstruales en mujeres. Suele asociarse a
hirsutismo con hipertricosis facial. Suele existir un hipogonadismo, relacionado con un

efecto inhibitorio directo del cortisol sobre la pulsatilidad de la secrecion de la GRH

Los trastornos psiquiatricos aparecen aproximadamente en un 50% de los
pacientes afectos de un sindrome de Cushing. La depresion, la letargia, las alteraciones
de la memoria y las funciones cognitivas o la irritabilidad son frecuentes, pero también

se manifiestan como diferentes tipos de psicosis.

La afectacion 6sea mas comun en adultos es la osteoporosis, con un aumento de
la incidencia de fracturas patoldgicas, sobre todo vertebrales. Es caracteristica desde el
punto de vista radiologico, la aparicion de callos de fractura exuberantes. Como en el
caso del sindrome de Cushing yatrogénico, también en la enfermedad de Cushing puede

ocurrir una necrosis aséptica de las cabezas femorales o humerales. No es frecuente la
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hipercalcemia, pero si la hipercalciuria que, secundariamente, puede producir
nefrolitiasis. En nifios, la forma de presentacion mas comun es un escaso crecimiento,

asociado a ganancia ponderal.

En la piel es caracteristico que se manifieste como un engrosamiento cutaneo,
asociado a separacion y exposicion de la vascularizacion del tejido celular subcutaneo.
La caracteristica cutdnea mas frecuente, casi patognomoénica y madas frecuente en
pacientes jovenes (menores de 50 afios), es la apariciéon de estrias “rojo vinosas”,
mayores de 1 centimetro de anchura, en el abdomen, muslos, pechos o brazos. A la
exploracion también suelen evidenciarse arrugas en el dorso de la mano (signo de
Liddle), aparicion de lesiones papulares en la cara y el torso o el acné. Con frecuencia
existe una fragilidad capilar que favorece la aparicion de hematomas ante minimos

traumatismos (como ocurre en la pirpura senil).

La miopatia corticoidea y la facilidad de aparicion de hematomas musculares es
la forma tipica de afectacion muscular por la enfermedad. La miopatia se manifiesta
como debilidad y atrofia muscular que afecta predominantemente a la musculatura
proximal de los miembros inferiores y a la de la cintura escapular en miembros

superiores.

La incidencia de infecciones de cualquier tipo, es superior en pacientes afectos
de un sindrome de Cushing, en comparacion con la poblaciéon normal. No es inhabitual
que sean asintomaticas o paucisintomaticas, como consecuencia de la supresion de la
normal respuesta inflamatoria que es causada por el hipercortisolismo. Pueden aparecer
infecciones fingicas oportunistas, asi como afectacion de piel (tifia versicolor) y uias.
Las infecciones de heridas y la dificultad de cicatrizacion de las mismas es frecuente. Se
ha descrito también por ejemplo la reactivacion de una tuberculosis, incluso como

forma de debut de la enfermedad.

A nivel ocular es frecuente el glaucoma. En aproximadamente un tercio de los
casos descritos inicialmente por Cushing se describio un exoftalmos, atribuible a
deposito de grasa en la parte posterior de la orbita. Las cataratas, que son una
complicacién yatrogénica comun de la terapia corticoidea, son sin embargo

infrecuentes, excepto como complicacion de diabetes intercurrente.
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Son muy habituales las alteraciones metabolicas y endocrinologicas. La diabetes
mellitus se da en aproximadamente un tercio de los casos y, en los restantes es comun la
intolerancia a los hidratos de carbono. La activaciéon de la sintesis hepatica de
lipoproteinas suele manifestarse como hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia.
Pueden aparecer manifestaciones de exceso de mineralcorticoides circulantes, con
manifestaciones de alcalosis hipokaliémica, que es mas frecuente en los casos de
sindrome de secrecion ectopica de ACTH (hasta un 90% de los casos). También son
caracteristicos los sintomas de hipofuncién secundaria de los ejes tiroideo y gonadal y el

déficit de secrecion de GH.

La afectacion cardiovascular es comun. La hipertension arterial es su
manifestacion mas habitual y aparece en hasta un 75% de los casos, siendo mas
frecuente la asociacion desde un punto de vista epidemioldgico entre esta y la
enfermedad de Cushing, comparada con la de los pacientes que asocian Unicamente
obesidad. También es mayor la asociaciéon de problemas tromboembolicos. La mayor
incidencia de hipertension arterial, sumada a los efectos metabodlicos de la enfermedad,
condiciona un aumento de la mortalidad cardiovascular de los pacientes afectos de un

sindrome de Cushing no tratado.

Estd indicada la realizaciéon de estudios diagndsticos para descartar una
enfermedad de Cushing en pacientes con hipertension arterial (HTA) y/o diabetes
mellitus (DM) de dificil control, en pacientes con obesidad de rapida progresion y
dificil control, en pacientes menores de 65 afios con osteoporosis severa y al menos otro
dato clinico que sugiera hipercortisolismo y en pacientes con sindrome de ovario

poliquistico y al menos otro dato clinico que sugiera hipercortisolismo.

En la fase de screening se requiere la utilizaciéon de pruebas de elevada
sensibilidad. Como estudios de inicio se recomienda la determinacion de cortisol libre
en orina de 24 horas y el test de supresion con dosis baja de dexametasona. También
puede utilizarse como test de screening la determinacion del cortisol salivar nocturno.
Los niveles normales de cortisol libre urinario son diferentes para distintos laboratorios
y en funcidén de la técnica de medida empleada (habitualmente radioinmunoensayo). En

casos de sospecha de Cushing leve, se recomienda repetir la determinaciéon en 2-3
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ocasiones, debido a las fluctuaciones en su produccion diaria. El test de supresion con
dosis baja de dexametasona se realiza determinando los niveles de cortisol sérico a las
08:00 horas de la mafiana, previa administraciéon de 1 mg de dexametasona a las 23:00
horas de la noche anterior. Se considera normal una supresion de la secrecion de cortisol
con niveles inferiores a 1,8 ug/dL. Como alternativa, el test puede realizarse
administrando 0,5 mg de dexametasona cada 6 horas durante dos dias consecutivos,
midiendo el nivel de cortisol sérico de las 08:00 horas de la mafiana o el cortisol libre
urinario (CLU) al dia siguiente. Con estas pruebas, un nivel normal de CLU en orina de
24 horas y una supresion con cortisol sérico a las 08:00 horas inferior a 1,8 ug/dL

excluyen un hipercortisolismo, mientras que los valores contrarios lo confirman.”’

En caso de discordancia entre ambos valores o ante sospecha fundada de
diagnoéstico de pseudo-Cushing, se recomienda realizar la medicion de los niveles de
cortisol nocturno. El estudio consiste en la toma de una sola muestra de sangre o saliva
a las 23:00 horas. Para el cortisol sérico (que debe medirse con el sujeto libre de
condiciones de stress y, por tanto, a través de una via venosa previamente canalizada),
se consideran normales valores inferiores a 1,8 ug/dL si el paciente estd dormido o de
7,5 wg/dL si estd despierto. También pueden utilizarse el test de CRH tras frenacion
débil con dexametasona, el test de desmopresina o el de hipoglucemia insulinica, en el

diagnostico diferencial entre Cushing y pseudo-Cushing”'

Una vez confirmada la existencia de un hipercortisolismo, se realizan una serie
de pruebas de localizacion, con el objetivo de establecer su causa. Se recomienda como
prueba inicial la determinacion de niveles de ACTH mediante ensayos ultrasensibles
que permitan detectar valores bajos de la hormona. Valores de ACTH inferiores a 5
pg/mL orientan hacia el diagnostico de un hipercortisolimo de origen suprarrenal y
hacen necesaria la realizacion de una TAC de suprarrenales. Valores superiores a 15
pg/ml, orientan por el contrario al diagndstico de un Cushing ACTH-dependiente de
origen hipofisario (enfermedad de Cushing) o de origen ectdpico (por ejemplo tumores
carcinoides, tumores de células de islotes pancreaticos, carcinoma medular de tiroides o
feocromocitoma). Para pacientes con niveles de ACTH entre 5 y 15 pg/mL, lo mas

probable es que se trate de un hipercortisolismo ACTH-dependiente, habiéndose
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recomendado la realizacion de un test de estimulo con CRH para su confirmacion (la

ausencia de estimulacion sugeriria un origen suprarrenal del cuadro).

Ante la sospecha diagnostica de una enfermedad de Cushing (hipercortisolimo
ACTH-dependiente de origen hipofisario), debe realizarse una RMN hipofisaria. La
presencia de un tumor hipofisario en este estudio de imagen, confirmara el diagnostico.
No obstante, hasta un 30% de los pacientes pueden tener una RMN hipofisaria normal
(por ejemplo en casos de adenomas de muy pequefio tamafo o en otros causados por
una hiperplasia glandular sin la existencia de una masa tumoral). En estos casos debe
realizarse un cateterismo de senos petrosos. También puede utilizarse un test de
estimulacién con CRH o desmopresina. Los tests de estimulaciéon con CRH pueden no
ser posibles en algunos medios por la imposibilidad de contar con la misma y los
resultados al estimulo con desmopresina tienen baja especificidad. El test de supresion
con dosis altas de dexametasona se realiza administrando dosis de 2 mg cada 6 horas
durante dos dias consecutivos o bien con la administracion de una dosis Uinica de 8 mg a
las 23:00 horas y determinacion de niveles de cortisol a las 08:00 de la mafiana del dia
siguiente. Una supresion mayor o igual al 50% sugiere un diagndstico de enfermedad de
Cushing. El muestreo de senos petrosos inferiores es la prueba mas especifica para
establecer el diagnostico diferencia entre una enfermedad de Cushing y un
hipercortisolismo ACTH-dependiente de origen ectopico. Requiere la cateterizacion
selectiva de ambos senos, para medir los niveles de ACTH en sangre venosa obtenida
en cada uno de ellos y, ademas, en una vena periférica. La toma de muestras se realiza
un 1 y 0 minutos antes y 3, 5, 10 y 15 minutos tras la administracion de 100 ug de CRH
por via intravenosa. La existencia de un gradiente central/periférico mayor de 3 tras
estimulo con CRH, es diagnostico de enfermedad de Cushing. La determinacion
simultanea de PRL, puede garantizar que la cateterizacion ha sido correcta y ser util en
la interpretacion de los gradientes. La existencia ademas de un gradiente lateral en la
cateterizacion de ambos senos petrosos inferiores, puede determinar la existencia de una
lateralizacion en la secrecion que permite guiar un eventual tratamiento quirurgico. En
los casos en que estos resultados sugieren el diagnoéstico de un hipercortisolismo
ACTH-dependiente de origen ectdpico, estd indicada la realizacion de una TAC con

. Lo Alrs . : 91-93
contraste toraco-abdémino-pélvica como estudio de imagen.

1.5.3.4. GONADOTROPINOMAS
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Los gonadotropinomas son infrecuentes desde un punto de vista clinico. Dado
que no suelen producir niveles elevados de gonadotropinas, suelen clasificarse dentro
del grupo de los adenomas hipofisarios no funcionantes. Por otra parte, el pequefio
grupo de tumores que producen niveles séricos elevados de FSH, LH o subunidad o,
que serian considerados adenomas funcionantes, no suelen asociarse con

. . . o) ’ 58, 94
manifestaciones endocrinologicas especificas.”

El tnico signo de secrecion de FSH por un adenoma hipofisario es la deteccion
de niveles séricos elevados de FSH con niveles bajos de LH. Aunque parece paraddjico,
sus manifestaciones cuando estan presentes suelen ser de hipogonadismo. Algunas

mujeres pueden aquejar dolor pélvico causado por hiperestimulacién ovarica.”*

Los tumores que secretan LH son extremadamente raros y pueden manifestarse

en varones por elevacion de los niveles séricos de testosterona y piel grasa.”

1.5.3.5. TIROTROPINOMAS

Los tirotropinomas son raros, representan aproximadamente el 1% del total de
los adenomas hipofisarios y se ha descrito para ellos una mayor tendencia al

. . . .« . 95.96
crecimiento y la invasion de estructuras vecinas.”

Desde el punto de vista clinico, sus manifestaciones son las de un
hipertiroidismo. Entre los sintomas y signos mas frecuentes estan las palpitaciones, las

arritmias, pérdida de peso, temblor, nerviosismo e irritabilidad o el bocio.”

Los hallazgos bioquimicos caracteristicos en pacientes afectos de un
hipertiroidismo secundario causado por un adenoma secretor de TSH, son los niveles
normales o elevados de TSH sérica y niveles también elevados de tiroxina total y libre
(T4) y de triyodotironina (T3). En aquellos casos en que los niveles de TSH se
encuentran dentro del rango de la normalidad (aproximadamente un 30% de los
pacientes), se trata de valores “normales” inapropiados con relaciéon a los niveles
elevados de T4 y Ts. Ademas, como dato sugestivo de una secrecion autobnoma de TSH

por el tejido tumoral, puede detectarse una pérdida del pico nocturno de TSH y una
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ausencia de respuesta a test de estimulo con TRH, en la mayor parte de los

. 95,96
pacientes.”™

Aproximadamente un 85% de los pacientes afectos de un tirotropinoma, tienen
una alta concentracion sérica de la subunidad o de las hormonas glicoproteicas, siendo
este incremento relativo superior al de la TSH sérica y resultando en una relacion molar
elevada para el cociente subunidad oo / TSH. Por este motivo, se recomienda determinar
esta subunidad o en pacientes con niveles elevados de T4 y T3 y con TSH no

.. 9596
suprimida.”™

Ante estos hallazgos bioquimicos, se recomienda la realizacion de una RMN
hipofisaria. Si en ella se detecta un tumor hipofisario, el diagndstico probable es de
tirotropinoma. No obstante, hay que considerar la posibilidad de que pueda tratarse de
un incidentaloma. En consecuencia, y debido por otra parte a la dificultad para
establecer el diagnostico diferencial entre estos pacientes y los casos de resistencia a la
hormona tiroidea, se considera indicado el analisis de mutaciones de gen del receptor 3
de la hormona tiroidea. Aunque un 15% de los enfermos con resistencia a hormonas
tiroideas (RHT) no tienen mutaciones del gen TRf, su presencia descarta el diagndstico

de un adenoma hipofisario secretor de TSH.”

1.5.3.6. ADENOMAS NO FUNCIONANTES

Los verdaderos adenomas hipofisarios no funcionantes son los de tipo null cell
(no expresan produccion de hormonas hipofisarias en los estudios
inmunohistoquimicos), pero en las series clinicas se incluyen en este grupo un numero
significativo de gonadotropinomas asintomaticos. La incidencia anual de los adenomas
hipofisarios no funcionantes, es de 3-5 casos por millon de habitantes y afio. La
distribucion por géneros es similar o ligeramente superior en varones y, en la mayor

~ 9
parte de los casos, se presenta en personas mayores de 50 afios.”’

Dado que se caracterizan por no secretar ninguna hormona en exceso, no
producen ningin sindrome endocrinolégico. Sus manifestaciones son por lo tanto

indirectas y dependientes de su efecto de masa, que es debido a la compresion que el
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tumor, cuando alcanza un tamano suficiente, produce sobre las estructuras vecinas. Al
tratarse de tumores benignos de lento crecimiento, los sintomas suelen presentarse de

. ~ 58,9
forma lentamente progresiva a lo largo de afios.”® "’

La cefalea, aunque inespecifica, es el sintoma ocasionado con mayor frecuencia
por los adenomas hipofisarios, independientemente de su tamafio. Los cambios de
presion, incluso de pequena entidad y confinados al espacio intraselar en el caso de
pequenos adenomas, pueden producir una tension aumentada sobre las meninges de la
base craneal o el diafragma selar y ser causa de dolor de cabeza persistente. La

. . ~ 9
severidad de la cefalea no se asocia con el tamafio tumoral.”’

El crecimiento supraselar de los adenomas hipofisarios tiene como consecuencia
la compresion del quiasma Optico. Anatomicamente, esta compresion inferior del
quiasma afecta predominantemente al cruce de las fibras nasales de los nervios opticos,
produciendo un trastorno de campo visual que se caracteriza por el desarrollo
progresivo de una hemianopsia bitemporal. Inicialmente la pérdida afecta a los campos
temporales superiores, se extiende posteriormente a la totalidad de los mismos y en
ultima instancia puede afectar a los campos nasales, produciendo en ultimo caso una

97
ceguera.

La extension lateral de los adenomas de la hipéfisis puede producir una invasion
de los senos cavernosos. Esta invasion puede afectar a los nervios 6culo-motores (I,
IV y VI) y, como consecuencia de la misma, pueden aparecer diferentes grados de
alteracion de la movilidad del globo ocular, causando diplopia, oftalmoparesia evidente
y/o ptosis palpebral. También puede afectar a la primera y segunda ramas del trigémino
(V1 y V2), cuya disfuncion puede ocasionar diferentes grados de alteracion en la
sensibilidad de las regiones maxilar y mandibular de la cara (produciendo en algunos
casos hipoestesia y en otros hiperestesia o incluso dolor irritativo con neuralgia
trigeminal). La invasion del seno cavernoso hace que con frecuencia el tumor englobe a
la arteria cardtida interna en esta region y, aunque es infrecuente, puede provocar su
estenosis que puede manifestarse como sintomas de isquemia del territorio cerebral

. 9
correspondiente.”’

Pedro A. Riesgo Sudrez Tesis doctoral



69

El crecimiento inferior de los adenomas hipofisarios produce una invasion del
seno esfenoidal. En la mayoria de ocasiones, esta invasion es asintomatica. Algunos
tumores agresivos pueden invadir las estructuras 6seas y mucosas de la zona y producir
obstruccién nasofaringea y una mayor incidencia de infecciones locales. En algunos
casos pueden dar lugar también a fistulas de liquido céfalo-raquideo (LCR) que se

manifiestan por una rinolicuorrea.

De forma excepcional aparecen tumores invasivos gigantes de una gran
agresividad. En estos casos pueden invadir las estructuras de la base craneal en las fosas
anterior y media, los nervios olfatorios (causando anosmia), los l6bulos frontal y/o
temporal del cerebro (causando alteraciones conductuales y/o crisis comiciales) o el

. , . . . ;. 9
hipotalamo (causando importantes alteraciones endocrino-metabdlicas).”’

El diagndstico de los adenomas hipofisarios no funcionantes implica la
realizacion de un estudio completo de la funcion hormonal hipofisaria. En ellos no
existen datos de hipersecrecion hormonal. La compresion de la glandula hipofisaria
normal por un adenoma en crecimiento, puede causar un hipopituitarismo secundario y
la pérdida del estimulo inhibitorio hipotaldmico sobre la adenohipofisis, debida a una
compresion del tallo hipofisario, se manifiesta por la aparicion de wuna
hiperprolactinemia moderada (por lo general inferior a 100 ng/ml). La deteccion de un
adenoma hipofisario en un estudio de RMN hipofisaria, es la prueba diagnostica de
confirmacion. En macroadenomas con extension supraselar que contacten con la via
optica o ante sintomas subjetivos de alteracion de la funcion visual, debe realizarse un
estudio neuro-oftalmologico (determinacion de agudeza visual, campimetria, valoracion

s 7 : : 94, 97-99
de la funcion de dculo-motores y valoracién del fondo de ojo).”**’

1.5.4. DIAGNOSTICO POR IMAGEN

1.5.4.1. RMN HIPOFISARIA

La RMN es actualmente es el método diagnostico de eleccion, entre las técnicas

de diagnostico por la imagen.'*” !

Permite establecer el diagndstico de lesion selar y
su tipo, un diagnostico diferencial entre los diferentes tipos de lesiones selares

(adenomas hipofisarios, meningiomas, craneofaringiomas, quistes de la bolsa de
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Rathke, etc.), clasificar a los adenomas hipofisarios en funciéon de su tamafio
(microadenomas y macroadenomas) y establecer el patron de invasividad de estas

lesiones.

El protocolo de diagnostico de imagen por RMN de las lesiones selares y
paraselares incluye la realizacion de secuencias sagitales y coronales, potenciadas en T1
y T2, antes y después de la administracion de contraste paramagnético por via

intravenosa (Gd-DTPA, a una dosis de 0’1 ml/kg de peso).'"!

La valoraciéon de la imagen por RMN de la glandula hipoéfisis permite la
identificacion de numerosos detalles de su anatomia como la diferenciacién de la
adenohipofisis, la neurohipofisis y el tallo hipofisario, asi como las variaciones en sus
caracteristicas morfoldgicas (tamafio y forma) que, en condiciones fisiologicas, tienen
lugar en diferentes momentos de la vida. También permite la caracterizacion de las
principales estructuras adyacentes a la silla turca como los senos cavernosos, las arterias

L. . . SOt . 102
carotidas, la cisterna supraselar, el quiasma optico y el seno esfenoidal.

La adenohipoéfisis normal muestra una sefial homogénea e isointensa, tanto en
secuencias T; como T, con la de la sustancia blanca del cerebro. Tras la administraciéon

i . ., fvmn 102
de contraste paramagnético, presenta una intensa captacion homogénea.

El Iobulo posterior hipofisario muestra caracteristicamente una sefal
hiperintensa en T; y T, que la diferencia claramente de la adenohipdfisis y que se
relaciona con la presencia de desmopresina.'® '" Aunque la ausencia de esta
hiperintensidad puede verse en individuos normales, también se ha relacionado con la

. . . C, . 104
existencia de una diabetes insipida central.
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Figura 3.- RMN hipofisaria. Secuencias sagital (izquierda) y coronal (derecha) T; sin

contraste

Figura 4.- RMN hipofisaria. Secuencia coronal T, sin contraste

La glandula hipéfisis experimenta unos cambios caracteristicos en su forma y
tamafio en diferentes etapas de la vida del individuo, relacionados con cambios en su
fisiologia bajo determinadas circunstancias. En neonatos, la glandula es tipicamente
convexa en su contorno superior e hiperintensa con relacion a la sefial de la
protuberancia del tronco de encéfalo en las secuencias T;. Estas caracteristicas suelen
observarse durante los dos primeros meses de vida y, a partir de ese momento cambian,
adoptando una morfologia plana y una sefial isointensa con la del puente. Durante la

infancia se produce un incremento de tamafio global de la glandula, sin presentar
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diferencias de género significativas, siendo su contorno superior plano o ligeramente

01

concavo y su altura media en el plano sagital de entre 2 y 6 mm.'

Figura 5.- RMN hipofisaria. Imagen sagital T, sin contraste a los 21 dias (izquierda) y

21 meses (derecha) de edad respectivamente.

En la pubertad se producen los mayores cambios morfologicos, alcanzando su
mayor tamafio. En mujeres puede alcanzar una altura de hasta 10 mm, mientras que en
varones mide en torno a 7-8 mm. En nifias puberes puede mostrar una marcada
convexidad de su contorno superior e incluso proyectarse por encima del limite superior

de la silla turca.
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Figura 6.- RMN hipofisaria. Paciente mujer de 14 afnos de edad. Imagen coronal
(izquierda) y sagital (derecha) T; sin contraste. Contorno superior convexo de la

glandula.

Otra circunstancia en la que puede producirse una importante hipertrofia
fisiologica de la glandula es el embarazo, Durante este, puede producirse un incremento
de su peso y tamafio de entre un 30 y un 100%, con relacién a la situacion basal. Hacia
el tercer trimestre de gestacion suele medir hasta 10 mm de altura y de nuevo presenta,
como durante la pubertad, un contorno superior convexo. Tanto durante la gestacion
como a lo largo de la primera semana tras el parto, su imagen es hiperintensa en las

secuencias Tj.

Durante la juventud y madurez, la imagen de la glandula se estabiliza y adopta
una morfologia concava en su contorno superior. A partir de los 6* década de la vida se
produce una involucion fisioldgica, probablemente relacionada con la disminucion de su
actividad tras la menopausia o la andropausia. Estos signos de envejecimiento consisten
en una disminucion global de su tamafio, manteniendo su intensidad y una morfologia
concava de su contorno superior, También en este periodo es mds frecuente la ausencia
del brillo normal de la neurohip6fisis o la existencia del denominado sindrome de la

. r 101
silla turca vacia.

Figura 7.- RMN hipofisaria. Paciente varon de 76 anos de edad. Imagen coronal y
sagital T; con contraste. Involuciéon glandular. Disminucién de tamafio y contorno

superior biconconcavo de la glandula.
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Los adenomas hipofisarios son el tipo de patologia que con mayor frecuencia se
diagnostica en la silla turca. En funcion de su tamafio pueden clasificarse en dos grupos:
microadenomas (tumores menores de 10 mm de didmetro mayor) y macroadenomas
(tumores iguales o mayores de 10 mm de didmetro mayor). Se ha propuesto la
existencia de un tercer grupo de adenomas en funcién de su tamafio, que recibirian el
nombre de picoadenomas y se definirian por un didmetro mayor inferior a 3 mm, por lo

, L. ’ <. . : 100, 105
que caracteristicamente no serian visibles en los estudios de imagen por RMN. ™

RMN HIPOFISARIA
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optic nerve
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Figura 8.- Esquema (izquierda) e imagen de ademoma hipofisario en corte coronal

(derecha), correspondiente a secuencia T1 con contraste de RMN hipofisaria.

MICROADENOMA MACROADENOMA

Figura 9.- RMN hipofisaria. Imagen coronal T; con contraste. Microadenoma

hipofisario (izquierda). Macroadenoma hipofisario (derecha).

Alrededor de un 80-90% de los microadenomas son hipointensos en T;, con

relacion a la imagen del resto de la glandula. Los restantes suelen ser isointensos y, por
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ese motivo, no son identificables antes de la administracion de contraste paramagnético.
Ocasionalmente pueden presentar una sefial hiperintensa en T; que por lo general se
relaciona con la presencia de hemorragias intratumorales. En las secuencias T2, entre un
30 y un 50% de los microadenomas son hiperintensos (sobre todo los prolactinomas), lo

. o 100, 101, 105, 106
que puede ayudar a su diagnostico.

Tras la administracion de gadolinio, los microadenomas suelen mostrar una
imagen hipointensa con respecto a la de glandula normal, dado que los tumores
presentan un patrén retardado de captacion de contraste con respecto a la hipofisis. No
obstante no es infrecuente, en particular en el caso de pequefios microadenomas, que su
sefial sea hipointensa dificultando su diagnostico. En estos casos se utilizan los
denominados estudios dindmicos, en los que tras la administracion de un bolo de
contraste paramagnético se obtienen secuencialmente imagenes consecutivas en el

tiempo, separadas por intervalos de 5 a 10 minutos, en los que puede identificarse la

. ;. . . 10
imagen tipicamente hipointensa del adenoma.'”’

Sa AR )
CORONALTSET1 CORONALTSET1 CORONALTSET! CORONALTSETI CORONALy SAGITALTSE T1
SIN CONTRASTE DINAMICO 1 DINAMICO 2 DINAMICO 3 POST-CONTRASTE

Figura 10.- RMN hipofisaria. Imagen coronal T, con contraste. Estudio dindmico de un

microadenoma hipofisario.

El diagnodstico mediante RMN de los macroadenomas hipofisarios suele ser
sencillo debido a su mayor tamafo. Por lo general suelen ser isointensos en las
secuencias T;. En las secuencias T, pueden ser heterogéneos, con algunas areas de
hiperintesidad y otras de necrosis o de degeneracion quistica. Tras la administracion de
contraste pueden presentar diferentes patrones de captacion de contraste, pudiendo
presentar imagenes hipointensas, isointensas o hiperintensas con relacion a las iméagenes

» 100, 101, 105, 106
T, en vacio.
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Algunos macroadenomas pueden tener un comportamiento agresivo y mostrar

invasion de las estructuras vecinas a la silla turca.

MACROADENOMA
INVASIVO

Figura 11.- RMN hipofisaria. Imagen coronal T; con contraste. Macroadenoma

hipofisario invasivo con areas de hemorragia intratumoral.

El crecimiento supraselar de los adenomas puede hacer que contacten o que
desplacen y compriman al quiasma Optico. Incluso en algunas ocasiones pueden

. . . ’ 108
desplazar el suelo o incluso crecer en el interior del III ventriculo.

También en algunos casos pueden invadir lateralmente los senos cavernosos,
posteriormente el clivus o inferiormente el suelo de la silla, ocupando el seno

. 109
esfenoidal.

Para macroadenomas invasivos, el grado de invasion lateral de los senos
cavernosos se considera un factor prondstico importante con relacion a las posibilidades
de control de la lesion tras un tratamiento quirtrgico. Con relacion al grado de invasion
se han propuesto diferentes clasificaciones. Una de las mas utilizadas en las series

o, . e 110
quirtrgicas actuales es la clasificacion de Knosp et al.
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Figura 12.- RMN hipofisaria. Imagen coronal T; con contraste. Macroadenoma
hipofisario con invasion de seno cavernoso izquierdo. Grado IV de la clasificacién de

Knosp et al.'"’

1.542. ERM 'H

No existe publicada, hasta donde conocemos, bibliografia relativa a la
utilizacion de espectroscopia por RMN in-vivo en microadenomas hipofisarios. El
pequeiio tamafio de las lesiones y su proximidad a la base craneal probablemente no
permiten realizar estudios fiables en estas lesiones, con la tecnologia habitualmente

disponible en la actualidad.

Sin embargo si existen estudios realizados en tumores supraselares, incluyendo
grandes macroadenomas, en los que el tamafio lesional permite alejar la ROI de las
r . 111, 112

estructuras Oseas de la base craneal y que son tumores relativamente frecuentes.
En ellos se estudia la concentracion de metabolitos que contienen colina, se
correlacionan con datos de proliferacion celular (por ejemplo mediante la utilizacion del
anticuerpo monoclonal MIB-1) y se apunta que estos datos podrian aportar informacion
relacionada con el potencial de crecimiento y agresividad tumoral, si bien el pequefio

nimero de casos estudiados no permite obtener conclusiones estadisticamente

significativas.

También se han publicado articulos sobre la aplicacion de la técnica de
espectroscopia por RMN in-vivo en pequefias series de otros tipo de tumores de la
region selar, como por ejemplo craneofaringiomas o en casos clinicos de lesiones poco

habituales, como por ejemplo un tuberculoma hipofisario.' ">
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1.5.5 ANATOMIA PATOLOGICA

1.5.5.1. PERSPECTIVA HISTORICA / ANTECEDENTES

El abordaje quirargico a las lesiones selares se inicid en la ultima década del
siglo XIX."'® A medida que este tratamiento quirargico de los adenomas hipofisarios se
fue generalizando, se hizo evidente que diferentes lesiones que compartian esta
localizaciéon tenian diferentes caracteristicas en cuanto a su forma de presentacion
clinica, dificultad de manejo quirurgico y frecuencia de complicaciones y evolucion
postoperatoria. Esto llevo al desarrollo de un interés creciente en el estudio histoldgico

de los adenomas hipofisarios y el establecimiento de una clasificacién de los mismos.

Los primeros intentos de clasificacion se basaron en la descripcion de sus
caracteristicas bajo microscopia Optica, tras realizar técnicas de tincidn con
hematoxilina y eosina. Esto permitio inicialmente distinguir tres tipos de adenomas
hipofisarios, en funcion de las caracteristicas de tincion del citoplasma de las células
tumorales: acidofilos, basofilos y cromofobos. La correlacion de estas caracteristicas
tintoriales con las manifestaciones clinicas correspondientes a cada tipo de adenoma,
generalizd6 un esquema en el que se consideraba a los adenomas acidéfilos como
secretores de GH y causantes de gigantismo o acromegalia, a los baséfilos como
secretantes de ACTH y causantes de la enfermedad de Cushing y a los adenomas
cromofobos como lesiones hormonalmente inactivas y no asociadas a un tipo especifico

de endocrinopatia.''®

Esta clasificacion se mantuvo inicialmente durante muchos afios, hasta que
empezaron a describirse casos de pacientes acromegalicos o afectos de una enfermedad
de Cushing que eran portadores de adenomas cromo6fobos, poniendo asi de manifiesto
las limitaciones de la misma.''” En la década de los afios 60 y 70 del siglo XX, el
desarrollo de técnicas analiticas capaces de medir los niveles séricos de hormonas, de la
microscopia electronica y de las técnicas de inmunohistoquimia, supuso un impulso
importante para los estudios de caracterizacion y clasificacion de los adenomas

118, 119

hipofisarios. De manera paralela, los clinicos establecieron criterios anatomicos y

funcionales de clasificacion de estas lesiones y los patologos profundizaron en el
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estudio de las muestras tumorales, utilizando las nuevas técnicas de investigacion a su

alcance.

En esta época gand popularidad la clasificacion clinica basada en la
funcionalidad de los adenomas hipofisarios. Se estableci6 entonces una primera division
en dos grandes tipos de tumores: adenomas clinicamente funcionantes (aquellos que
tenian actividad endocrina por producir una o mas hormonas) y adenomas clinicamente
no funcionantes (los carentes de dicha actividad). Dentro del grupo de los adenomas
funcionantes se establecid a su vez una clasificacion de diferentes subtipos en funcion
de la hormona u hormonas que secretaban en exceso, detectadas a través de estudios
analiticos (en condiciones basales, a través del analisis de sus ritmos circadianos o tras
la realizacion de tests de estimulo o frenacion de la secrecion). Se identificaron subtipos
tumorales secretores de una sola hormona: adenomas somatotropos (GH),
prolactinomas (PRL), adenomas corticotropos (ACTH), adenomas tirotropos (TSH) y
adenomas gonadotropos (FSH y LH). Se identificaron también subtipos caracterizados
por su patréon de secrecion de dos hormonas hipofisarias (GH-PRL, ACTH-PRL, TSH-
PRL y FSH-PRL) e incluso hubo descripcién de casos de tumores con una secrecion

1.'%° Para los adenomas no funcionantes, la realizacion de estudios de

plurihormona
microscopia electronica llevé a la descripcion de diferentes subtipos en base a sus
caracteristicas ultraestructurales, como la presencia y densidad en el citoplasma de

granulos secretorios o la presencia de cambios oncociticos.

En 1976, Horvath y Kovacs propusieron una clasificacion de los adenomas
hipofisarios que tenia en cuenta caracteristicas clinico-funcionales y caracteristicas

118, 119
ultraestructurales de estos tumores.

El desarrollo posterior de las técnicas
inmunohistoquimicas llevé a disponer de herramientas mas refinadas que redujeron los
fenémenos de reactividad cruzada y la frecuencia de falsos positivos, haciendo sus
resultados mas fiables y reproducibles.'* Los estudios de correlacién entre los perfiles
inmunohistoquimicos de los diferentes tipos de adenomas hipofisarios y sus
caracteristicas ultraestructurales mediante técnicas de microscopia electronica,
permitieron identificar a la gran mayoria de los tumores tnicamente en funcion del uso

de la inmunohistoquimia. Esto relego los estudios de microscopia electronica (caros y

laboriosos) al estudio de casos concretos de tumores plurihormonales o completamente
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carentes de reactividad inmunohistoquimica y, en la practica, a su utilizacion casi

exclusiva en el campo de la investigacion.

1.5.5.2. CLASIFICACION ULTRAESTRUCTURAL

1.5.5.2.1. ADENOMAS PRODUCTORES DE GH (SOMATOTROPOS)

a) ADENOMAS SOMATOTROPOS DENSAMENTE GRANULADOS

Suelen presentar un patron difuso de proliferacion celular con células de
morfologia poliédrica y tamafio medio. Este subtipo de adenomas somatotropos
se corresponde con los que clasicamente fueron descritos mediante tincion y
microscopia Optica como adenomas acidofilos y se consideraron caracteristicos

de pacientes acromegalicos.

Con técnicas inmunohistoquimicas presentan una reactividad intensa para
GH que suele ser densamente granular y presenta una distribucion uniforme por

123

todo el citoplasma celular. ©* Es también frecuente la existencia de positividad

para la subunidad o de las hormonas glicoproteicas.'*

Su principal caracteristica desde el punto de vista ultraestructural es la
presencia en el citoplasma de abundantes granulos secretores electrodensos, de
tamafio grande y morfologia esférica, cuya medida oscila entre 350 y 450 nm. El
resto de sus caracteristicas ultraestructurales son similares a las de las células
somatotropas normales, con una aparato de Golgi bien desarrollado, reticulo

’ . , o o] r . 118
endoplasmico rugoso, ntcleo esférico eucromatico y nucléolos prominentes.

b) ADENOMAS SOMATOTROPOS ESCASAMENTE GRANULADOS

A diferencia de los anteriores, este tipo de adenomas somatotropos suele
estar formado por células pequenas redondeadas con nucleos irregulares. Es
habitual en ellos la existencia de un considerable pleomorfismo celular y
nuclear, siendo relativamente frecuente la presencia de células gigantes de

aspecto atipico. No obstante, esta cierta atipia no se correlaciona con un mayor
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potencial de agresividad o malignidad desde un punto de vista clinico. Este
subtipo de adenomas somatotropos se corresponde con los casos de adenomas
cromofobos que fueron clasicamente descritos en algunos casos de

acromegalia.'”

La inmunorreactividad para GH es habitualmente ligera y focal. Es
caracteristica la presencia de cuerpos fibrosos yuxtanucleares, que pueden ser
puestos de manifiesto mediante el estudio de su inmunorreactividad frente a

citoqueratina.'*®

Desde un punto de vista ultraestructural, las células neoplésicas son
diferentes a las células somatotropas normales. Los nucleos son irregulares y
presentan multiples indentaciones. El reticulo endoplasmico liso y rugoso es
abundante. Los granulos secretorio son mas pequefios, con didmetros de entre
100 y 250 nm"'®. Su caracteristica diferencial es la presencia de agregados de
filamentos intermedios que se localizan en la zona concava de las indentaciones

de los niicleos y reciben el nombre de cuerpos fibrosos globulares.'*” 12

c) ADENOMAS MAMOSOMATROTROPOS

Es el subtipo tumoral mdas frecuentemente descrito en la clinica como

. . 125,-12
causa de gigantismo.'*"'?’

Los estudios de microscopia Optica muestran células redondeadas o
poliédricas con nucleos también redondeados y un citoplasma intensamente

acidofilo. Su patrén de crecimiento puede ser difuso o abigarrado.

La inmunohistoquimia muestra como hallazgo -caracteristico una
positividad intensa para GH y variable para PRL en el citoplasma las mismas
células tumorales. En muchos casos existe también positividad para la subunidad

. . 12
a de las hormonas glicoproteicas.'?’

Los estudios de ultraestructura suelen mostrar caracteristicas similares a

las de la célula somatotropa densamente granulada. Como diferencia con esta y
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como expresion de diferenciacion lactotropa, pueden evidenciarse granulos
secretores pleomorficos (con dimensiones de hasta 1500 nm) y la presencia de
fenomenos de exocitosis en localizacion atipica. La combinacion con estudios de
inmunohistoquimia, confirma la presencia de GH y PRL en el interior de los

. , ’ roe 128
mismos granulos secretores de las células neoplasicas.

d) ADENOMAS MIXTOS DE CELULAS SOMATOTROPAS Y
LACTOTROPAS

Su caracteristica definitoria es la presencia de dos poblaciones distintas
de células tumorales, que son somatotropas y lactotropas respectivamente. Esta
coexistencia de estos dos diferentes tipos tumorales, puede ponerse de
manifiesto ya con los estudios de tincidon y microscopia Optica, al observar la
presencia en proporciones variables de células tumorales acidofilas
(somatotropas) y cromofobas (lactotropas). El estudio ultraestructural muestra
por una parte la presencia de células somatotropas densamente granuladas y por
otra, la de células lactotropas escasamente granuladas. No obstante, en este tipo
de adenomas se ha descrito la existencia de células que representan el espectro

morfolégico completo, tanto de las somatotropas como de las lactotropas.'*

El estudio inmunohistoquimico muestra claramente la presencia de
reactividad para GH o PRL respectivamente, en las células de cada una de las

dos distintas poblaciones celulares.'*

¢) ADENOMAS DE CELULAS PRECURSORAS ACIDOFILAS

Se trata de tumores infrecuentes, de tipo monomorfo, que se consideran
derivados de la célula precursora comun para las somatotropas y las lactotropas
y que fueron identificados en base a estudios de caracteristicas ultraestructurales

de adenomas hipofisarios."’

Por microscopia Optica se trata de tumores croméfobos con diferente
proporcion de acidofilia. Estan constituidos por células pleomorfas con

prominentes nucléolos. Es frecuente la presencia de grandes vacuolas
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citoplasmicas que pueden llegar a alcanzar el tamafio de los nticleos celulares y
dan al tejido un aspecto caracteristico “en panal de abejas”. Su patron de

crecimiento es por lo general difuso.

Existe inmunorreactividad frente a PRL, pero distinta al patréon de
“manchas” yuxtanucleares que se ha descrito como caracteristico de los
adenomas lactotropos escasamente granulados y, ademas, pueden presentar

diferentes grados de positividad para GH.

El estudio ultraestructural es imprescindible para el diagndstico de este
subtipo de adenomas hipofisarios. Por microscopia electronica se identifican
granulos secretores de 150 a 200 nm de didmetro, mostrando fendémenos de
exocitosis anémala en los limites laterales de la pared celular. En cualquier caso,
el hallazgo ultraestructural considerado patognomonico para el diagnostico de
estos tumores es la acumulacion de mitocondrias gigantes (cambios oncociticos)
que se corresponden con las grandes vacuolas, identificables mediante técnicas

. T Lot 125
de microscopia Optica.

f) ADENOMAS SOMATOTROPOS PLURIHORMONALES

La naturaleza plurihormonal de algunos tumores hipofisarios se puso de
manifiesto a través de la utilizacion de técnicas de inmunoperoxidasa y de

yqe . r ;e 132
analisis ultraestructural de las células neoplasicas.

Aproximadamente la mitad de los adenomas somatotropos presentan
secrecion plurithormonal de PRL y de la subunidad o de las hormonas
glicoproteicas. La siguiente combinacion mas frecuente es la de los que secretan
GH y TSH. No obstante, la mayor parte de estos adenomas se presentan en la

y . , . .y . 133
clinica como un sindrome de hipersecrecion aislado.
Cualquiera de las combinaciones de secrecion hormonal previamente

descritas indica un origen comun en una misma célula precursora que da origen

a las diferentes lineas celulares maduras.
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1.5.5.2.2. ADENOMAS PRODUCTORES DE PRL (LACTOTROPOS)

a) ADENOMAS LACTOTROPOS ESCASAMENTE GRANULADOS

La mayor parte de los adenomas lactotropos corresponden a este subtipo.
Pueden presentar un patréon de desarrollo de tipo difuso o papilar. Algunos de
estos tumores tienen un abundante estroma de tejido conectivo. Es frecuente
encontrar calcificaciones, bien en forma de calcosferas o bien en forma de
cuerpos psamomatosos. Cuando las calcificaciones son muy extensas, la
tumoracion aparece como una hipofisis “pétrea”.'** Sus células son de tamarfio
medio y los nucleos presentan una distribucion de la cromatina en “sal y
pimienta”. Tras tinciébn de hematoxilina/eosina son tumores habitualmente
crom6fobos. Pueden presentar ligera basofilia (generalmente asociada a la
presencia de un abundante reticulo endoplasmico rugoso) y en ocasiones puede

evidenciarse minima acidofilia.

La evaluacion inmunohistoquimica con PRL muestra una disposicion
caracteristica de tefiido granular y yuxtanuclear globular que se conoce como
patron de Golgi. Con frecuencia muestran inmunorreactividad frente a las
restantes hormonas hipofisarias, con la excepcion de la subunidad o de las

. . 135
hormonas glicoproteicas.

Ultraestructuralmente se caracterizan por la presencia de un abundante
reticulo endopldsmico rugoso dispuesto en filas paralelas o volutas y un
abundante aparato de Golgi. Los nucleos contienen eucromatina con nucléolos
grandes y densos. En el citoplasma se identifican abundantes granulos secretores
con una mezcla entre granulos inmaduros y maduros, cuyos didmetros oscilan
entre 125 y 300 nm (la mayoria entre 200 y 220 nm). La forma de extrusion
hacia el espacio extracelular en los margenes de la célula, a diferencia de la

., D . e 136,13
extrusion apical tipica, se denomina exocitosis atipica.'>® %’

b) ADENOMAS LACTOTROPOS DENSAMENTE GRANULADOS
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Son menos frecuentes que los escasamente granulados. Sus
caracteristicas microscopicas son similares a las de los anteriores pero, con
frecuencia, su citoplasma muestra una mayor tincion acidéfila. El estudio
inmunohistoquimico muestra por una tincion fuerte y difusa de PRL, en
contraste con el “patron de Golgi” que es caracteristico de los adenomas

125,135
lactotropos escasamente granulados. “

La evaluacion por microscopia electronica permite identificar células de
morfologia oval u oblonga con nucleos poliédricos. Presentan complejos de
Golgi bien desarrollados y puede encontrarse un reticulo endopldsmico rugoso
moderadamente desarrollado y bien organizado. Los granulos secretorios son
numerosos y de mayor tamafio que los encontrados en el tipo anterior, con

didmetros que varian entre 300 y 1000 nm (con una media de 500 — 600 nm)."*>"
137

¢) ADENOMAS DE CELULAS PRECURSORAS ACIDOFILAS

Sus caracteristicas son las descritas en el mismo apartado del grupo de

adenomas hipofisarios somatotropos. '’

1.5.5.2.3. ADENOMAS PRODUCTORES DE TSH (TIROTROPOS)

Sus células son habitualmente irregulares, elongadas y angulosas. Sus bordes
son groseros. Su patron de crecimiento es habitualmente solido abigarrado y puede a
veces identificarse una disposicion sinusoidal. Con frecuencia presentan un estroma
fibroso y ocasionalmente calcificaciones dispersas que, en raras ocasiones, forman

138 st : r 125
cuerpos psamomatosos. ~ A la tincién de HE son habitualmente cromo6fobos.

El estudio inmunohistoquimico suele ser positivo para -TSH y, en la mayoria

e . . . 139, 140
de los casos, también para la subunidad o de las hormonas glicoproteicas. ~

El estudio ultraestructural muestra células elongadas con un nucleo excéntrico
ovalado que confiere a las células un tipico aspecto polarizado. Presentan un

prominente reticulo endopldsmico y aparato de Golgi y también abundantes
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lisosomas distribuidos por su citoplasma. Sus granulos secretores son habitualmente
pequefios (150 — 250 nm), variables en cuanto a cantidad y presentan una

., L . 129
localizacidn caracteristica en regiones del plasmalema.

1.5.5.2.4. ADENOMAS PRODUCTORES DE ACTH (CORTICOTROPOS)

La mayor parte de estos adenomas hipofisarios se asocian clinicamente con el
desarrollo del denominado sindrome de Cushing, caracterizado por el conjunto de
efectos de un hipercortisolismo prolongado sobre el organismo.'*' Ocasionalmente
aparecen adenomas hipofisarios con inmunorreactividad positiva para ACTH, que
se presentan sin evidencia de hipercortisolismo clinico o bioldgico, son
denominados adenomas corticotropos silentes y se consideran una entidad distinta a

. 125, 141, 142
los adenomas funcionantes. >

Histoloégicamente, la mayoria de los adenomas corticotropos funcionantes
presentan una arquitectura sinusoidal con un patrén de crecimiento celular difuso.
Son habitualmente basofilos, pero no es raro encontrar tumores cromo6fobos, sobre
todo entre los macroadenomas. En esta poblacion celular suele identificarse un

ntcleo central.'*

Inmunohistoquimicamente son fuertemente positivos para ACTH y otros
productos de la molécula precursora comun propiomelanocortina (POMC), como [-

endorfinas o la hormona estimuladora de los melanocitos (MSH).'*

Las células corticotropas no tumorales adyacentes a las neopléasicas, muestran
una caracteristica acumulacién perinuclear de citoqueratina que se conoce como
cambios hialinos de Crooke. Se considera secundaria al estado de hipercortisolismo
crénico y, ademds de en las células corticotropas normales suprimidas,
ocasionalmente puede verse también en células corticotropas tumorales. En este

{ltimo caso se habla de adenomas de células de Crooke.'*

a) ADENOMAS CORTICOTROPOS DENSAMENTE GRANULADOS
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La mayor parte de las células de adenomas corticotropos clinicamente
funcionantes comparten sus caracteristicas ultraestructurales con las de las

; : 144
células corticotropas normales.

Habitualmente se trata de células anguladas de tamafio medio, con ntcleo
ovalado y nucléolo prominente. El citoplasma contiene un reticulo endoplasmico
rugoso bien desarrollado y un aparato de Golgi esférico, moderadamente
desarrollado. Presenta también alta densidad de granulos secretores de entre 150

y 500 nm y es frecuente encontrar agregados de estos granulos.'**

Su principal caracteristica diferencial es la presencia de agregados
perinucleares de filamentos intermedios de citoqueratina, siendo un hallazgo

L. ) , L. 145, 146
muy util en el diagndstico de estos tumores. ™

b) ADENOMAS CORTICOTROPOS SILENTES

i.  SUBTIPO I

Sus caracteristicas son similares a las de los adenomas corticotropos

141, 142
densamente granulados. ™

ii. SUBTIPO II

Presentan caracteristicas microscopicas, inmunohistoquimicas y

. . . 141
ultraestructurales similares a las de las células corticotropas no tumorales. ™
142

Estos tumores estan compuestos por células pequenas poliédricas que
presentan un menor desarrollo de organelas en su citoplasma. Los granulos
secretores son mas menos abundantes y su tamafio es menor (150 . 300 nm).
Estan ausentes los agregados perinucleares de filamentos intermedios de
citoqueratina, descritos para los adenomas corticotropos densamente

142
granulares.
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1.5.5.2.,5. ADENOMAS PRODUCTORES DE GONADOTROPINAS
(GONADOTROPOS)

Se trata de tumores que, desde un punto de vista clinico, suelen clasificarse
dentro del grupo de los adenomas hipofisarios no funcionantes, siendo infrecuente
que sean diagnosticados en base al desarrollo clinico de una endocrinopatia
especifica.'”” Esto es debido a que suele tratarse de adenomas hormonalmente

inactivos.

El estudio de microscopia Optica muestra generalmente la presencia de células
alargadas con un aspecto polarizado y una disposicion sinusoidal, con formacion de
seudo-rosetas alrededor de los vasos sanguineos. Pueden identificarse a veces
patrones de crecimiento de tipo difuso o papilar. La mayor parte de las células son

r 148
cromoéfobas.

La evaluacién inmunohistoquimica revela positividad para B-FSH, B-LH y la
subunidad a de las hormonas glicoproteicas. En ocasiones pueden presentarse areas
diferentes en funcién de su patron de inmunorreactividad dentro de un mismo
tumor, lo que suele correlacionarse con un patrén de crecimiento también distinto en

cada una de ellas.'”

El estudio ultraestructural muestra células con nucleos eucromaticos uniformes.
Los granulos secretores son de pequeio tamafo (50 — 150 nm). El aparato de Golgi
muestra caracteristicas diferentes en ambos géneros, siendo caracteristico un aspecto

. . 149
“en panal de abejas” en mujeres.

1.5.5.2.6. ADENOMAS “NULL CELL”

Son considerados los verdaderos adenomas no funcionantes y se definen como
los formados por células carentes de cualquier actividad hormonal. La frecuencia
con que son diagnosticados ha ido decreciendo con el paso de los afos, a medida
que técnicas de diagnostico mas eficaces han conseguido poner de manifiesto,

incluso muy bajas tasas de produccion hormonal. Su existencia real se considera
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dudosa en la actualidad y se piensa muchos de ellos serian realmente adenomas

. 150
gonadotropos muy poco funcionantes.

Desde el punto de vista del diagnodstico anatomo-patologico carecerian de
cualquier caracteristica de diferenciacion celular microscopica especifica,

. .. ., 151
inmunorreactividad o variacion ultraestructural.

Por microscopia optica se describen células esféricas con patrén de crecimiento
difuso o células oblongas con un patréon papilar o en seudo-empalizada. Son
tintorialmente cromo6fobas, aunque se ha descrito eosinofilia con relacion a tumores
que presentan células con cambios oncociticos (relacionados con presencia de
abundantes mitocondrias en su citoplasma). Cuando se identifica la presencia de
numerosas células con cambios oncociticos que constituyen al menos el 30-40% del

. , . . : 152
volumen citopldsmico, se subclasifican como oncocitomas.

Ultraestructuralmente presentan caracteristicas relacionadas con la ausencia de
un proceso activo de sintesis proteica por lo que las organelas relacionadas con el
proceso de secrecion estdn poco desarrolladas. Los granulos secretores son poco

numerosos y pequefios (100 — 250 nm)."*?

1.5.5.2.7. ADENOMAS PLURIHORMONALES

Este grupo de adenomas hipofisarios se identifica mediante técnicas de
inmunohistoquimia, caracterizdndose por la existencia de inmunorreactividad para
diferentes hormonas en la misma neoplasia. Se excluyen aquellos tumores que
presentan inmunorreactividad frente a diferentes hormonas que puede ser explicada
como producto de una sola linea celular precursora, como por ejemplo frente a
GH/PRL/TSH/FSH/LH/subunidad o de hormonas glicoproteicas, o frente a
ACTH/derivados de POMC. Se trata de tumores infrecuentes, cuyo desarrollo no
seria explicable en funcion del proceso normal de diferenciacion de las células

adenohipofisarias.'”

1.5.5.3 CLASIFICACION DE LA WHO

Pedro A. Riesgo Sudrez Tesis doctoral



90

La vigente clasificacion de adenomas hipofisarios de la WHO, define tres tipos
principales de tumores: adenoma hipofisario tipico, adenoma hipofisario atipico y

carcinoma hipofisario.'>*

Los adenomas atipicos son un grupo de adenomas hipofisarios caracterizados por su
mayor agresividad clinica, en funciéon de su tendencia a la invasion de estructuras
vecinas o por su mayor rapidez de crecimiento y mayor dificultad de control
terapéutico. Aunque no existe una clara correlacion entre las caracteristicas anatomo-
patologicas de un adenoma hipofisario y su agresividad bioldgica, se definen como
adenomas atipicos aquellos que presentan pleomorfismo, atipia nuclear, elevados
indices mitoticos, niveles de Ki 67 e inmunorreactividad frente a la proteina p53
superiores al 3%. Los adenomas que no presentan estas caracteristicas se clasifican

I 154, 155
como tipicos.

Los carcinomas hipofisarios son lesiones extremadamente infrecuentes. La
presencia de metastasis (sistémicas o a nivel de neuroeje), constituye su unico criterio
diagnostico. Sus caracteristicas en cuanto a forma de presentacion clinica, patréon de
secrecion hormonal, tendencia a la invasion local de estructuras adyacentes o respuesta
terapéutica, no son diferentes a las de los adenomas hipofisarios benignos. Desde un
punto de vista histologico, se ha descrito para estas neoplasias una tendencia a presentar
una mayor densidad microvascular, aunque este dato no ha alcanzado un nivel
suficiente de significacion estadistica en los estudios realizados.”® Con respecto a la
expresividad de Ki 67 y p53, también parece ser progresivamente mayor en adenomas
atipicos y carcinomas hipofisarios, aunque existen casos en que algunos carcinomas
presentan niveles extremadamente bajos. La ultraestructura celular tampoco resulta

diferente a la de los adenomas hipofisarios benignos.'>* !>

Por otra parte, la clasificacion de la WHO no tiene en cuenta unicamente estos

criterios. Asi, se definen una serie de subtipos tumorales al integrar informacion clinica,

bioquimica, radiologica, morfoldgica, inmunohistoquimica y ultraestructural.'*

1.5.6. TRATAMIENTO

Pedro A. Riesgo Sudrez Tesis doctoral



91

Los adenomas hipofisarios son, como se ha descrito, un grupo heterogéneo de
tumores con una gran variabilidad dese el punto de vista clinico, diagndstico y
terapéutico. El tratamiento mas adecuado para cada caso concreto sera individualizado y
dependera de caracteristicas especificas como son su patron de actividad
endocrinoldgica, tamafio o agresividad bioldgica y puede ser médico, quirurgico o
radioterapico. Por este motivo, su adecuado manejo requiere un abordaje
multidisciplinar, con la participacion coordinada de diferentes especialistas
(endocrinologia, neurocirugia, otorrinolaringologia, radiologia, oftalmologia, anatomia
patologica, anestesiologia, medicina intensiva, radioterapia, enfermeria, etc), con una

dedicacion preferente a este campo de patologia.

Los objetivos del tratamiento de los adenomas hipofisarios son el control de la
masa tumoral y la sintomatologia compresiva asociada, el control de la enfermedad
endocrinoldgica causada por la lesion (en el caso de tumores funcionantes), la
preservacion de la reserva hormonal hipofisaria y la prevencion de recurrencias

81-84, 86-90, 92- 94, 97, 99
tumorales. ’

1.5.6.1 TRATAMIENTO QUIRURGICO

La cirugia transesfenoidal es el tratamiento de eleccion para una gran parte de

los adenomas hipofisarios.

Consiste en el acceso a la silla turca a través de las fosas nasales y senos
paranasales. Para que sea satisfactoria se requiere un abordaje preciso a través de las
estructuras anatomicas nasales y de la base del craneo anterior (suelen utilizarse
sistemas de neuro-navegacion, que permiten la confirmacion computerizada de la
localizaciébn anatomica en el abordaje, con respecto a un espacio tridimensional
calculado sobre una imagen preoperatoria), la obtencion de una adecuada visualizacion
del tumor y las estructuras anatomicas selares a través de un estrecho corredor de
trabajo (con microscopia quirtrgica y/o endoscopia), la extirpacion del adenoma mas
amplia posible y la preservacion de las estructuras circundantes, incluyendo la glandula

hip6fisis no tumoral."’
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Se trata de una técnica quirirgica que se considera poco invasiva y segura. No
obstante, diversos estudios han establecido la conveniencia de que sea realizada por
neurocirujanos experimentados (nivel de evidencia 1B), al concluir que una mayor
experiencia se correlaciona con una mayor probabilidad de control de enfermedad y con
una menor incidencia de déficits endocrinoldgicos y de morbi-mortalidad global.
Aunque no existe una clara definicion de la experiencia minima que se consideraria
necesaria para un cirujano hipofisario, en el afio 2002, el grupo europeo de consenso
para el tratamiento de la acromegalia, establecio tres requisitos: la realizacion previa de
al menos 100 procedimientos de cirugia transesfenoidal, una actividad sostenida con al
menos 25 cirugias anuales y la publicacion de resultados en revistas especializadas, con

. ., 86
sistema de revision por pares.

Las indicaciones de CTE en adenomas hipofisarios, consensuadas actualmente
por la mayor parte de sociedades internacionales de neurocirugia y endocrinologia, son

las siguientes.

a) Tratamiento de primera eleccion:

i. Adenomas hipofisarios no funcionantes y gonadotropinomas,
en los que existan sintomas compresivos. También valorable
en lesiones asintomaticas mayores de 20 mm de didmetro
mayor, con un seguimiento radiologico, en los que se haya
objetivado un crecimiento tumoral-"* % '>7

ii. Somatotropinomas. En adenomas completa 0
mayoritariamente localizados a nivel selar y para
macroadenomas con extension extraselar que producen
sintomas de compresion de la via Optica. Se recomienda
también su utilizacion para macroadenomas considerados
irresecables por su extension, con el objetivo de reducir la
secrecion hormonal y mejorar la respuesta al tratamiento
médico 8790 157

iii. Enfermedad de Cushing. Para microadenomas vy

macroadenomas, independientemente de su extension.

También se recomienda para situaciones de hipercortisolismo
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central o ACTH-dependiente sin imagen de adenoma
hipofisario, en los que el cateterismo de senos petrosos
muestra una secrecion lateralizada (en estos se recomienda la
realizacion de una exploracion glandular guiada por los
resultados del cateterismo, reseccion de tejido tumoral en caso
de ser localizado o hemihipofisectomia en caso de no haber

. - . .\ 91-93,15
hallazgos intraoperatorios de tumor hipofisario).”' > *7

. . . 95,96, 15
iv. Tirotropinomas.” ** '’

b) Tratamiento alternativo o de segunda linea

1. Para los prolactinomas el tratamiento de eleccion es médico,
con agonistas dopaminérgicos. La cirugia se considera el
tratamiento de segunda linea y est4 indicada en caso de que no
haya respuesta al tratamiento médico o que su administracion
no sea posible debido a intolerancia o por mala

: ., . 81-85, 15
cumplimentacion del mismo.* > 1>

Los resultados de la cirugia transesfenoidal con relaciéon al control de

enfermedad, son diferentes para distintos tipos de adenomas hipofisarios."”’

Para adenomas funcionantes, en los que existe una endocrinopatia especifica
causada por una hipersecrecion tumoral de una o méas hormonas hipofisarias, el objetivo
de la cirugia es la obtencion de una reseccion completa de la lesion, que es
imprescindible para poder lograr la remision de la enfermedad. La posibilidad de
obtener una extirpacion total de un adenoma hipofisario depende de su tamafio (es
mayor para microadenomas que para macroadenomas) y se correlaciona a su vez con su
invasividad, no siendo habitualmente posible para aquellos que muestran una afectacion
significativa de estructuras vecinas (por ejemplo del seno cavernoso, con un grado de
Knosp 2 o superior). La probabilidad de remision en pacientes afectos de acromegalia y
sometidos a CTE es de un 80-90% para microadenomas (que son una minoria entre los
adenomas somatotropos) y de un 50-60% para macroadenomas. En la enfermedad de
Cushing la probabilidad es superior al 90% para microadenomas (los mas frecuentes

entre los adenomas corticotropos) y de un 50-70% en macroadenomas. En el
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tratamiento de prolactinomas, puede conseguir una normalizacion de cifras de PRL en
casos seleccionados, con una probabilidad entre un 70-85% para microadenomas,
adenomas quisticos y tumores intraselares. En cualquier caso, incluso en muchos
adenomas funcionantes, para los que a priori se sabe que no va a ser posible una
reseccion tumoral completa (incluso en el caso de tumores gigantes invasivos), también
se considera que la cirugia estd indicada, con el fin de conseguir una cito-reduccion que
alivie sintomas compresivos y pueda mejorar el resultado endocrinolégico con la

e, : . 157,158
utilizacion de otras terapias complementarias.'”

Por lo que se refiere a adenomas no funcionantes, la obtencion de un resultado
satisfactorio no implica necesariamente una extirpacion completa del tumor, ya que la
persistencia de pequefios restos tumorales es compatible con el logro de una mejoria en
los sintomas de compresion tumoral (hipofuncién hipofisaria y/o alteracion del campo

: 157,158
visual).

La repeticion de una CTE es una alternativa a considerar en situaciones
concretas, como persistencia de enfermedad tras un primer abordaje quirrgico en
tumores funcionantes (por lo general para casos con resto tumoral identificado, pero
incluso de forma precoz en algunos casos de enfermedad de Cushing, incluso sin
imagen tumoral identificable en RMN hipofisaria), persistencia o crecimiento de restos
tumorales en localizacion accesible tras CTE previa o recurrencia de enfermedad (10-

. 81, 83, 90-92, 94, 99, 15
25% de casos) tras CTE previa eficaz.® %209 949 157

Entre las complicaciones de la CTE de adenomas hipofisarios, destacan la
aparicion de nuevos déficits hormonales hipofisarios y la lesion de estructuras vecinas.
La probabilidad de aparicion de nuevos déficits hormonales adenohipofisarios es muy
variable, con un rango de un 7-20% para centros con un numero anual elevado de
cirugias hipofisarias. La diabetes insipida por déficit permanente de hormona
antidiurética es mucho menos frecuente, con una probabilidad de un 2-7% de los casos.
Las complicaciones por dafios graves a estructuras paraselares infrecuentes. Por su
trascendencia destacan las fistulas de LCR (0,5-4%), meningitis (1-5%), dafios a la via
Optica con empeoramiento de la funcion visual (0,5-3%), lesion de nervios Oculo-
motores (0,5-3%) y los dafios a la arteria cardtida interna con algunos casos de

hemorragia secundaria severa (0,2-1%). La mortalidad de la CTE de adenomas
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hipofisaria es baja, con un rango de 0,2-1,5% (en torno a 0,2-0.4% para centros con

mayor experiencia).

157, 159

1.5.6.2 TRATAMIENTO MEDICO

a)

b)

PROLACTINOMAS

El tratamiento médico mediante fairmacos agonistas del receptor de la
dopamina, es el de primera eleccion en este tipo de adenomas. Esta terapia es
eficaz en la mayoria de los casos para reducir los niveles de prolactina,
revertir la sintomatologia del paciente, restaurar la funcién reproductora y

reducir el tamafio tumoral.

Los agonistas dopaminérgicos se dividen en dos grupos: los de primera
generacion, como bromocriptina, pergolide y lisuride y los de segunda

generacion, como cabergolina y quinagolide.

La cabergolina es el firmaco mas frecuentemente utilizado en la
actualidad, dado que es el que tiene una relacion mas favorable entre eficacia
y efectos secundarios. La introduccion del tratamiento se hace de forma
progresiva, iniciandolo a dosis bajas (0,25-0,5 mg, una vez a la semana) que
se van incrementando gradualmente si no hay problemas de tolerancia, hasta
alcanzar las dosis plenas (dosis media de 0,5 mg dos veces a la semana y

hasta un maximo de 3,5 mg a la semana).®'™*

ACROMEGALIA

El tratamiento médico de los somatotropinomas es una alternativa de
segunda linea, aunque puede plantearse como primera opcidn en situaciones
en las que la cirugia esté contraindicada o sea rechazada por los pacientes y
en enfermos de edad avanzada con tumores de pequefio tamafio que no
producen sintomas compresivos y que presentan un cuadro clinico y

afectacion bioquimica leve. También puede plantearse su uso en casos
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seleccionados como tratamiento preoperatorio, con el objetivo de mejorar el

estado del enfermo antes de CTE.

Los anélogos de la somatostatina son los fArmacos de primera eleccion en
el tratamiento de la acromegalia. Los actualmente disponibles son: octreotida
(actualmente no utilizado por requerir la administracion subcutanea de varias
dosis diarias), octreotida LAR (administracion intramuscular profunda cada
28 dias), lanreotida (administracion intramuscular profunda cada 10-14 dias)
y lanreotida gel (administracion subcutdnea profunda cada 28 dias, pudiendo
espaciarse hasta una cada 56 dias). Estos medicamentos consiguen la
reduccion de las concentraciones séricas de GH a cifras inferiores a 2,5 ug/L
en el 40-50% de los pacientes y normalizan las concentraciones séricas de
IGF-1 en alrededor del 40% de los casos. En general se ha descrito ademaés la
inducciéon de una moderada reduccion del tamafio tumoral, en

aproximadamente el 40% de los enfermos.

Los agonistas dopaminérgicos (fundamentalmente la cabergolina) pueden
ser utilizados en caso de ausencia de respuesta al tratamiento con anédlogos,
de forma aislada o en terapia combinada. En general su uso seria mas
recomendable en casos con elevaciones no muy importantes de niveles
séricos de GH e IGF-1, sobre todo si de forma concomitante presentan

hiperprolactinemia.

El ultimo tipo de farmacos disponibles para el tratamiento de la
acromegalia son los bloqueadores del receptor de GH (antagonistas de GH),
siendo el tnico disponible el pegvisomant. No reducen por tanto la secrecion
o los niveles séricos de GH ni tampoco el tamafio tumoral, pero pueden
bloquear la sintesis hepatica de IGF-1, normalizando sus niveles séricos en
un alto porcentaje de casos y mejorando con ello la sintomatologia de los

. 87-90
pacientes. 7

c) ENFERMEDAD DE CUSHING
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Las indicaciones fundamentales del tratamiento médico de la enfermedad
de Cushing tiene como objetivo el manejo del hipercortisolismo en las
siguientes situaciones: cuando el tratamiento quirrgico estd contraindicado,
en el periodo previo a la cirugia, ante persistencia o recurrencia tras CTE o
en la fase en que no se encuentra controlado tras la irradiacién de una

tumoracion.

Para pacientes afectos de un enfermedad de Cushing en los que el
tratamiento médico esté indicado, se recomienda la utilizacion de inhibidores
enzimaticos de la sintesis de cortisol a nivel suprarrenal. Entre ellos, el
ketoconazol es el farmaco de primera eleccion. Si no se consigue con ello el
control del hipercortisolismo, se sugiere la adicion de metirapona (que
también puede utilizarse en monoterapia en lugar del ketoconazol). Otra
alternativa que se ha utilizado es la adicion de mitotane, un farmaco
adrenolitico que se ha utilizado en el tratamiento de carcinomas
suprarrenales, si bien su uso estd limitado por sus frecuentes efectos

secundarios.

Por otra parte, se ha recurrido a la opcion de utilizar firmacos inhibidores
de la sintesis hormonal a nivel hipofisario. Entre los que se han utilizado,
destacan por su mayor eficacia la cabergolina y el pasireotido. La
cabergolina es un agonista dopaminérgico utilizado en el tratamiento de
prolactinomas que ha mostrado también utilidad en la reduccion de los
niveles de CLU en enfermedad de Cushing. El pasireotido es un analogo de
la somatostatina con especial afinidad por los receptores de membrana sst5,
que ha sido aprobado en el tratamiento casos seleccionados de enfermedad
de Cushing, tras haber demostrado su utilidad en el control del
hipercortisolismo. En casos resistentes al tratamiento, se han realizado
también estudios con terapias combinadas utilizando cabergolina y

. . . ~ 1 . 91-93
pasireotido e incluso afadiendo ketoconazol ante ausencia de respuesta.

d) TIROTROPINOMAS
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Aunque no existe en la actualidad un tratamiento médico especifico para
los tirotropinomas, se recomienda la utilizacion de andlogos de la
somatostatina, tanto preoperatoriamente (para reducir los niveles de
hormonas tiroideas) como en el tratamiento de adenomas en los que la CTE

no ha conseguido el control de la enfermedad.

El farmaco mas utilizado ha sido el octredtido, con el que se han descrito
reducciones tanto en los niveles séricos de T3 y Ts4, como en el tamafio
tumoral. También se han descrito repuestas a tratamientos con lanreétido,
con mejoria de los sintomas de hipertiroidismo y disminucion de niveles

séricos de hormonas tiroideas, pero sin disminucion de tamafio tumoral.

Con respecto al control de los sintomas de hipertiroidismo, se han
utilizado farmacos beta-bloqueantes como propanolol (80-160 mg/dia) o
atenolol (25-50 mg/dia). La utilizacion de terapias anti-tiroideas
(farmacologicas o de medicina nuclear), se considera sin embargo
contraindicada, dado que un descenso prolongado de los niveles séricos de
hormonas tiroideas produciria un aumento de los niveles de TSH que podria

r s e 95
suponer un estimulo para el crecimiento tumoral.

e) ADENOMAS NO FUNCIONANTES Y GONADOTROPINOMAS

Para los adenomas no funcionantes y gonadotropinomas tampoco existe
una terapia médica especifica de eficacia comprobada. Para ellos se han
descrito también reducciones de tamafio tumoral con la utilizacion de
agonistas dopaminérgicos, analogos de la somatostatina y andlogos de la

GnRH.

Se ha constatado en diferentes estudios la expresion de receptores
dopaminérgicos, sobre todo D,, en adenomas hipofisarios no funcionantes, lo
que sustenta la posibilidad de utilizar agonistas dopaminérgicos en su
tratamiento. Con ellos se han publicado resultados favorables en los que se
describe una estabilizacion de tamafio tumoral en aproximadamente un 60%

de los casos y una reduccion del mismo en un 25% de los pacientes. Con
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relacion a la afectacion de campo visual, se constatd una estabilizacion de la
funcién en un 70% y una mejoria en el 20% de los enfermos tratados. En
general se ha recomendado la utilizacion de la cabergolina frente a otros

agonistas de DA, debido a su mayor afinidad de los receptores D,.

Las series publicadas de tratamiento con andlogos de somatostatina
incluyen un escaso nimero de pacientes y el seguimiento es por lo general
corto. Con ello se han descrito reducciones de tamafio tumoral en
aproximadamente un 10-20% de los casos y una mejoria de las alteraciones
campimétricas en alrededor de un 30% de los enfermos. Se ha apuntado que
la presencia de receptores de la somatostatina del subtipo sst2 podria

. . 99
predecir la respuesta a este tratamiento.

Los pocos estudios en que se ha probado la eficacia de los analogos de

GnRH, no han mostrado su utilidad en este tipo de adenomas hipofisarios.

Por ultimo, como para todo el resto de subtipos tumorales, esta descrita
también la utilizacion de terapias combinadas con los farmacos previamente

~ . 94, 99
sefialados, con resultados diversos.””

f) TUMORES INVASIVOS

Para adenomas hipofisarios atipicos con un comportamiento biologico
agresivo y mala respuesta a tratamientos de primera y segunda linea y para
carcinomas hipofisarios, se ha utilizado la temozolomida (TMZ). Se trata de
un farmaco citostatico alquilante que provoca la metilacién de algunas bases
del ADN celular y se ha demostrado en estudios experimentales que la
respuesta a su utilizacion depende de la inmunoexpresion de O
metiliguanina ADN metil transferasa (MGMT). Aunque no existen datos que
permitan obtener conclusiones definitivas, se ha observado una respuesta
eficaz tras tratamiento con TMZ en algunos pacientes afectos de adenomas

hipofisario agresivos y resistentes a tratamientos previos.
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Otros farmacos dirigidos a diferentes dianas terapéuticas como anti-
VEGF o inhibidores m-TOR, pueden ser también potencialmente utiles en el

: : . . 109, 160
tratamiento de este subtipo de adenomas hipofisarios.

1.5.6.3 TRATAMIENTO RADIOTERAPICO

A pesar de que los adenomas hipofisarios son tumores benignos, la radioterapia
sigue teniendo un papel en el tratamiento de casos seleccionados. La radioterapia
externa convencional, utilizada en las series mdas antiguas, ha sido sustituida por
técnicas sofisticadas, basadas en estudios de imagen mds exactos y avances técnicos en
la focalizacion de los campos de irradiacion, que permiten la irradiacién mas selectiva
de las lesiones, mejorando los resultados de los tratamientos, a la vez que minimizan sus

. 161-164
efectos secundarios.

En la actualidad la fuente de radiacién puede ser un acelerador lineal (es una
fuente de fotones y es el sistema mas frecuentemente utilizado por su amplia
disponibilidad), Gamma Knife (utiliza radiacion gamma proveniente de Cobalto-60),
CyberKnife (basado en un acelerador lineal compacto montado en un brazo robotizado)
o un cyclotron (genera protones y su disponibilidad es limitada debido al alto coste de

las instalaciones).

En funcion de la forma de tratamiento, puede realizarse una radioterapia
estereotaxica fraccionada, en la que se administra una alta dosis de radiacion repartida
en pequefias dosis diarias (habitualmente cinco dosis semanales durante seis semanas),
o bien una radiocirugia, en la que se administra una sola dosis de radiacion de alta
intensidad, utilizando un sistema que permite focalizar la zona de méxima dosificacion
en un pequefio volumen de tejido, y se minimiza la dosis recibida por los tejidos

circundantes.

Se aconseja utilizar la radiocirugia en el caso de adenomas hipofisarios de
pequeiio tamano (menores de 3 cm de didmetro mayor), que se encuentran
suficientemente alejados del quiasma 6ptico (al menos 3-5 mm). Para lesiones de mayor
tamafio o que contactan con la via Optica, se considera preferible utilizar la radioterapia

estereotaxica fraccionada.
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En general se considera que cualquiera de las técnicas de radioterapia descritas
tiene un alto nivel de eficacia con relacidon al control del crecimiento tumoral,
consiguiendo estabilizar o reducir su volumen en practicamente el 90% de los casos
tratados. En tumores funcionantes también puede conseguir la reduccién de la
hipersecrecion hormonal, aunque este efecto es variable y habitualmente tardio,
consiguiendo la normalizacion en aproximadamente un 50% de los casos, al cabo de 10
afios. Por otra parte y a pesar de que se intenta reducir al minimo la irradiacién del
hipotdlamo y, en caso de tumores lateralizados, del tejido hipofisario normal, la
aparicion de hipopituitarismo como consecuencia del tratamiento tiene lugar en al

menos un 30% de los pacientes al cabo de 10 afios.'*" '

Los efectos secundarios y complicaciones de la radioterapia no son frecuentes,
aunque ocasionalmente pueden ser importantes. La probabilidad de dafio para las
estructuras de la via Optica utilizando técnicas de radioterapia estereotaxica fraccionada
es de aproximadamente 0,8-1,3% de casos a los 10 afios o de un 1,5% a los 20 afios (el
riesgo se minimiza si la dosis total es menor de 54 Gy), mientras que es incluso inferior
utilizando radiocirugia, si la dosis maxima que reciben estas estructuras es inferior a 10
Gy. Elriesgo de dafo para los nervios craneales vecinos es bajo, aunque se ha descrito
como mas probable en casos de re-irradiacion. Por ultimo, la probabilidad de aparicion

de neoplasias secundarias es inferior al 2% a los 20 afios del tratamiento.'®®

Con todo ello, la radioterapia se considera una medida de ltimo recurso en el
tratamiento de los adenomas hipofisarios, aplicable en aquellos casos en que se

consideran agotadas las alternativas médicas y quirtrgicas (nivel de evidencia 2C).

En el tratamiento radioterapico de adenomas hipofisarios no funcionantes, las
dosis recomendadas son de 18 Gy (14-20 Gy) con un méximo de 8-10 Gy para la via
optica en el caso de la radiocirugia, o de 45-54 Gy (con un fraccionamiento de 1,8
Gy/sesion), con un maximo de 54 Gy para la via Optica, en el caso de la radioterapia

estereotaxica fraccionada.

Para adenomas funcionantes el objetivo del tratamiento es conseguir el control

bioquimico de la endocrinopatia, ademas del control del crecimiento tumoral, por lo que

Pedro A. Riesgo Sudrez Tesis doctoral



102

las dosis requeridas de irradiacion suelen ser mayores. Las dosis recomendadas para la
radiocirugia en estos pacientes son de 20 Gy (20-25 Gy), sin exceder 8-10 Gy para la
via optica. En el caso de utilizar radioterapia estereotdxica fraccionada, se sugieren

dosis similares a las que se administran para adenomas no funcionantes.'®*
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO. OBJETIVOS
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2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO. INTERES DE LA TESIS

El conocimiento de las caracteristicas espectrales de muestras de tejido intacto,
analizados por técnica de espectroscopia ex vivo mediante HR-MAS, sobre muestras de
biopsia de adenomas hipofisarios intervenidos quirirgicamente, puede permitir conocer
su perfil metabolico e identificar metabolitos que puedan ser utilizados como

biomarcadores Utiles para el diagndstico, estadiaje y clasificacion de los mismos.

El interés cientifico-médico de este proyecto de investigacion radica en la
descripcion, no realizada hasta el momento actual, del perfil metabdlico de adenomas
hipofisarios, a través del estudio de muestras intactas de tejido tumoral, mediante la

técnica de HR-MAS.

La descripcion del perfil metabdlico pretende lograr la identificacion de los
diferentes metabolitos que intervienen en el proceso biologico que tiene lugar en el
tejido tumoral, para posteriormente seleccionar cuales son los que pudieran ser
relevantes, identificandolos y, si es posible, cuantificindolos. Mediante la correlacion
estadistica entre los resultados del estudio experimental y las variables demograficas,
clinicas, radiologicas e histopatologicas, se aspira a identificar metabolitos que puedan

utilizarse como biomarcadores especificos de adenomas hipofisarios.

Son numerosos los campos de investigacion biomédica en los que se ha
aplicado el estudio de los perfiles metabolicos de procesos bioldgicos y entre ellos
destacan el desarrollo de nuevos farmacos, la deteccion y seleccion de nuevas sustancias
activas, la medida de los cambios metabolicos generados por estas sustancias en
modelos animales y/o humanos, la medida de la toxicidad sustancias y de su efecto de
una sustancia sobre la salud de determinadas poblaciones, la monitorizacion de
intervenciones nutricionales, la monitorizacion y control evolutivo de la posible
aparicion de fenémenos de rechazo tras la realizacion de un trasplante de organos, la
deteccion de factores de riesgo para el desarrollo de determinadas enfermedades en una
poblacion o el diagndstico y estratificacion de enfermedades (metabdlicas,

degenerativas, tumorales, etc), a través de la identificacion de biomarcadores.
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En la actualidad, la identificacién de biomarcadores se sitia como una prioridad
no solo en la investigacion biomédica y en la agenda principal de las autoridades
regulatorias, sino también desde el punto de vista industrial. Asi, los biomarcadores se
han convertido en una parte esencial del desarrollo clinico, porque potencialmente
ofrecen un camino mas rapido al mercado, en contraste con el enfoque tradicional para

el desarrollo de métodos diagndsticos y/o terapéuticos.

Los adenomas hipofisarios son un tipo tumoral interesante como objeto de
estudio, dada su elevada frecuencia de presentacion en el ambito clinico y sus
caracteristicas y variabilidad bioldgica, lo que hace de su manejo un problema complejo
que requiere un enfoque especializado multidisciplinar. La traslacion a la clinica de la
descripcion de su perfil metabdlico, podria tener potencial relevancia al aportar una
informacién que podria incorporarse como una herramienta adicional a los protocolos

de diagnostico, tratamiento y seguimiento de estos tumores:

a) La identificacion de biomarcadores moleculares a partir de muestras tisulares de
diferentes tipos de adenomas hipofisarios, puede ser de gran utilidad desde el
punto de vista diagndstico: diagnostico diferencial frente a otros tipos tumorales
con los que comparten localizacion, diagnostico diferencial entre los diferentes
tipos de adenomas hipofisarios (no funcionantes frente a los diferentes tipos de
adenomas funcionantes) o incluso definicion de subtipos tumorales (por ejemplo
dentro del grupo de los adenomas no funcionantes). También en el campo del
diagnostico, una vez identificados biomarcadores relevantes y en union con los
avances técnicos en el campo de la RMN, seria posible avanzar en la aplicacion
de procedimientos no invasivos de estudio del perfil metabodlico de adenomas

hipofisarios, como la espectroscopia in vivo mediante RMN.

b) Ademas de los aspectos diagnodsticos apuntados, pueden ser tutiles desde un
punto de vista pronostico o predictivo y en la monitorizacion y seguimiento de
los pacientes: identificacion de tumores con un patrén agresivo de crecimiento o
evaluacion, toma de decisiones terapéuticas o monitorizacion de resultados de

tratamiento.
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¢) Por ultimo puede plantearse su utilizacion como elementos relevantes en la toma
de decisiones terapéuticas, como pudiera ser el apoyo a la hora decidir sobre la

eleccion entre un tratamiento médico o quirurgico a un paciente.
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2.2. OBJETIVOS.

El objetivo general del presente estudio es la descripcion del perfil metabdlico

de adenomas hipofisarios, utilizando la técnica experimental de espectroscopia “‘ex-

-vivo” mediante resonancia magnética de alta resolucion con rotacion al angulo magico

RMN-HR-MAS), realizada sobre muestras intactas de tejido, obtenidas de adenomas

hipofisarios intervenidos quirirgicamente.

Como consecuencia del desarrollo del trabajo de investigacion propuesto, se

espera obtener los siguientes objetivos especificos:

a)

b)

d)

Asignacion de las sefiales o resonancias correspondientes a los perfiles
metabolicos de los espectros HR-MAS, a las muestras de biopsia de los

diferentes subtipos de adenomas hipofisarios.

Identificacion del conjunto de metabolitos detectables mediante HR-MAS, para
las muestras de cada uno de los subtipos clinicos de adenomas hipofisarios

estudiados.

Andlisis diferencial cualitativo entre los perfiles metabolicos de los distintos

subtipos clinicos de adenomas hipofisarios estudiados.

Correlacion entre las diferencias de perfil metabdlico cuantitativo de los
distintos subtipos clinicos de adenomas hipofisarios estudiados y las
correspondientes  variables  demograficas, clinicas, radiologicas e

histopatologicas de los pacientes.

Diferenciacion cuantitativa estadistica de la composicion del perfil metabolico,

entre los diferentes subtipos clinicos de adenomas hipofisarios estudiados.

Determinar la sensibilidad y la especificidad del analisis RMN HR-MAS como
método de diagndstico metabolomico diferencial entre diferentes subtipos

clinicos de adenomas hipofisarios
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g) Propuestas relativas a la traslacion a la practica clinica, del conocimiento
obtenido acerca del perfil metabolico de muestras intactas de adenomas

hipofisarios, estudiadas mediante la técnica RMN HR-MAS.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. SELECCION DE CASOS

El estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica e Investigacion del
Hospital Universitario de La Ribera y se obtuvo la firma del correspondiente
consentimiento informado por parte de los pacientes. Se incluyeron un total de 58
muestras intactas de adenomas hipofisarios, procedentes de enfermos que fueron
intervenidos por el autor en el Servicio de Neurocirugia del Hospital Universitario de La

Ribera, entre 2009 y 2013.

En todos los casos se realizO un abordaje microquirirgico transeptal
transesfenoidal. El objetivo de la cirugia fue conseguir la maxima reseccion tumoral
posible y la preservacion anatomica de la glandula hipdfisis. En el momento de la
cirugia se obtuvieron para cada uno de los tumores, muestras que fueron remitidas al
servicio de Anatomia Patoldgica para su estudio y diagndstico histopatoldgico. Por otra
parte, el tejido excedente fue inmediatamente introducido para su conservacion, en un

ultracongelador a una temperatura de -80°C.

3.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION

a) Muestras intactas de tejido de tumores hipofisarios, diagnosticados
clinica y radiologicamente y estudiados histopatologicamente por el
Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario de La
Ribera.

b) Diagnostico clinico/endocrinolégico preoperatorio de prolactinoma,
adenoma no funcionante, acromegalia (somatotropinoma),
enfermedad de Cushing (corticotropinoma) o tirotropinoma. Para los
diferentes subtipos de adenomas funcionantes se utilizaron los
criterios diagndsticos estandar aceptados internacionalmente en el
momento del diagnostico (resefiados previamente en el apartado de

introduccion)

3.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION
a) Casos en que el volumen de la muestra tumoral resultd insuficiente

para la realizacion de la técnica HR-MAS.
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3.2. VARIABLES DE ESTUDIO

3.2.1. VARIABLES DEMOGRAFICAS

3.2.1.1. Fecha de nacimiento.

3.2.1.2. Edad del paciente (en el dia de la intervencion quirtrgica).
3.2.1.3. Género.

3.2.2. VARIABLES CLINICAS

3.2.2.1. Clasificacion de los subtipos clinicos de adenomas hipofisarios,
en funcion de su patron de secrecion hormonal

a) Prolactinomas.

b) Adenomas no funcionantes.

¢) Acromegalia (somatotropinomas).

d) Enfermedad de Cushing (corticotropinomas).

e) Tirotropinomas.

3.2.2.2 Agresividad tumoral en funcién de su ritmo de crecimiento.

3.2.3. VARIABLES RADIOLOGICAS

3.2.3.1. Tamafo tumoral
a) Microadenomas: diametro mayor en RM hipofisaria (planos
coronal o sagital) hasta 10 mm.
b) Macroadenomas: diametro mayor en RM hipofisaria (planos

coronal o sagital) mayor de 10 mm.

3.2.3.2. Invasividad local
a) Invasion del seno cavernoso, valorada por la clasificacion de
Knosp.110
b) Invasion del seno esfenoidal.

c) Extension supraselar.

3.2.4. VARIABLES HISTOPATOLOGICAS
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3.2.4.1. Diagnostico histopatologico.

3.2.4.2. Perfil inmunohistoquimico: determinacion semi-cuantitativa
(porcentual) de la expresividad para las siguientes hormonas:

a) Hormona de crecimiento (GH).

b) Hormona adrenocorticotropa (ACTH).

¢) Hormona foliculo estimulante (FSH).

d) Hormona luteinizante (LH).

e) Hormona tirotropa (TSH).

3.2.4.3. Indices de proliferacion tumoral: determinacion porcentual de la
expresividad para:

a) Ki67.

b) p53.
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3.3. TECNICA EXPERIMENTAL

3.3.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA LOS ESTUDIOS EX
VIVO

Las muestras solidas de los adenomas hipofisarios obtenidas durante la
intervencion quirargica realizada a cada paciente, fueron inmediatamente
conservadas en un ultracongelador (-80°C) hasta el comienzo del protocolo de
extraccion de las muestras experimentales.

El tiempo total de preparacion para cada muestra, previo al proceso de
adquisicion de RMN fue inferior a 5 minutos. Se procedidé a enfriar todo el
material que iba a estar en contacto con el tejido, con el objeto de reducir al
maximo su posible degradacion durante este periodo de tiempo. Las muestras se
extrajeron del ultracongelador e inmediatamente se introdujeron en un crio-vial
con Ny liquido. El tejido que se utilizd en el estudio mediante HR-MAS se
troced del conjunto total de la pieza tumoral, estando sumergido en N, liquido.
Cada muestra, sin previo lavado con D,O, se introdujo en un rotor de 4 mm de
Zr0O, , previamente enfriado, en el que estaba encajado un recipiente cilindrico
de 50 ml de volumen y se procedidé a su pesaje. El valor promedio del peso de
las muestras de tejido estudiadas fue de 22,8 mg (3,9-44,6). Posteriormente se
rellen6 el rotor con D,O frio y, tras eliminar el excedente, se procedié a su

sellado.

3.3.2. INSTRUMENTACION Y SECUENCIAS DE ADQUISICION HR-MAS

a) Aparataje para la realizacion de la técnica HR-MAS:

La adquisicion se realizé en espectrometros Bruker Avance, del
Servicio Central de Soporte a la Investigacion Experimental (SCSIE) de

la Universitat de Valencia.

Para todas las muestras se utilizd0 un espectrometro Bruker
Avance DRX 600, operando a una frecuencia 1H de 600,13 MHz,
equipado con una sonda HR-MAS de triple resonancia (‘H, °C, °N),
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con gradientes de campos magnéticos alineados con el eje del angulo

magico.

Adicionalmente, para 11 de las muestras estudiadas, se utilizé un
espectrometro Bruker Avance DRX 500, operando a una frecuencia de
IH de 500,13 MHz, equipado con una sonda HR-MAS de triple
resonancia ('H, "°C, *'P), con gradientes de campos magnéticos alineados

con el eje del angulo méagico.

La homogeneidad del campo magnético se verificdé mediante un
proceso de ajuste de las bobinas de “shimming”, usando el experimento
ID con presaturacion de la linea de H,O en un modo interactivo. El
doblete de la Alanina (Ala) a 1,475 ppm, se utilizd como método de

control del ajuste del campo magnético.

b) Protocolo de adquisicion:

Para todas las muestras se adquiri6 un experimento con un pulso
simple de 90°, secuencia 1D PRESAT (pulso y adquisicion) para obtener

los perfiles metabdlicos.

En todos los experimentos se recogieron 256 repeticiones con 32
k puntos de datos. Con el fin de suprimir la sefial del disolvente, la
duracion de la presaturacion de la sefial del agua fue de 1 s durante el
proceso de reciclado. La anchura espectral fue de 8 y 10 kHz para los
espectrometros de 600 y 500 MHz, respectivamente. Con el fin de
mantener las bandas de rotacion fuera de las ventanas de adquisicion, las
muestras se giraron a 5000 MHz en el espectrometro DRX 600 y a 4000
MHz en el espectrometro DRX 500. La temperatura de la muestra se
mantuvo a 273° K, usando como método de refrigeracion los tubos de
presion de gas utilizados para hacer girar la muestra. Este valor de
temperatura fue medido por el termopar localizado inmediatamente
debajo del rotor y, el efecto de rotacion de la muestra, indujo un ligero

incremento del mismo. Medidas internas que se obtuvieron utilizando
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una muestra 100% de metanol en un rotor de 4 mm, girando a la misma
frecuencia, proporcionaron un valor de temperatura mas correcto (277°
K). Con el fin de minimizar los efectos de degradacion del tejido que
podrian alterar la composicion metabolica del material de biopsia, todos
los espectros ex-vivo se adquirieron a una temperatura de 277° K. Para
asegurar una estabilizacion de la temperatura, se empled un tiempo total
de 10 minutos, previo al proceso de adquisicion de los espectros. El

tiempo total de reciclado fue de 1,5 s en todos los experimentos.

Previo a las transformadas de Fourier, el decaimiento libre de la
senal (FID) se multiplico por una linea exponencial de ensanchamiento

de 0,3 Hz.

Como referencia para el desplazamiento quimico se us6 la sefial
del metilo (CH3) de Ala 1,475 o, alternativamente, del CH; del Lactato
(Lac) a 1,33 ppm.

Con el fin de reducir las potenciales distorsiones originadas por la
presencia de compuestos macromoleculares tipo proteinas y/o lipidos,
también se adquirieron espectros 1D CPMG (Carr-Purcell-Meilboom-
Gill) y NOESY (“nuclear Overhouser effect spectroscopy”). La
secuencia 1D CPMG consiste en una secuencia de pulso [90-(t — 180 —
T)n adquisicion] también con presaturacion la sefial del agua y de
duracion de unos 14 minutos usando un tiempo de adquisicion de 2,18s
con una anchura espectral de 10 kHz, con un total de 256 repeticiones y
un tiempo de relajacion de 1s. El intervalo entre pulsos (t) se ajusté a 1,1
ms y n a 8. La secuencia CPMG se ha usado como filtro T2, con el fin de
eliminar las resonancias anchas de moléculas grandes como lipidos, que
pueden afectar la linea base. La secuencia de pulso para los experimentos
1D NOESY es del tipo [90 — T — 90], con T = 100 ms el tiempo total de
adquisicion, la anchura espectral, el nimero de repeticiones y el tiempo

de relajacion fueron idénticos a los utilizados en el experimento CPMG.
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Con el proposito de asignaciéon e identificacion del maximo
numero de metabolitos, para el grupo de 10 muestras tumorales para las
que se disponia de una cantidad de tejido suficiente, también se
obtuvieron espectros bidimensionales (2D) homonucleares 'H-'H
TOCSY (espectroscopia de correlacién total) y heteronucleares 'H-">C
13C)22,-24,

HSQC (transferencia cuéntica sencilla 'H-

bidimensional (2D) 'H-'"H TOCSY se obtuvo usando la secuencia de

. El experimento

mezcla DIPSI-2ESGPPH para conseguir la transferencia homonuclear
Hartman-Hahn con un tiempo de adquisicion de 170 ms, 50 ms de
bloqueo de espines, una anchura espectral de 10 kHz y un tiempo de
relajacion de 1,5. Se acumularon 32 repeticiones como promedio para
cada una de los 256 incrementos durante t;, con un tiempo total de
adquisicion de 2 h. Los datos fueron rellenados con ceros en una matriz
de 2k x 512 y multiplicada por una funcion tipo seno cuadrado
desplazada previa a la aplicacion de las transformadas de Fourier. Los
experimentos 2D heteronucleares 'H-">C gradiente HSQC PHPR se han
obtenido utilizando para la seleccion del gradiente el tipo eco-antieco
para la deteccion en modo sensible a la fase, usando un tiempo de
adquisicion de 170 ms con la secuencia GARP para la modulacion del
desacoplamiento del °C y 1 s de tiempo de relajacion. Se promediaron
un total de 128 repeticiones para cada uno de los 256 incrementos de t;,
correspondiendo a un tiempo total de acumulacion de 21 h. Se han usado
dos pulsos gradiente tipo seno de fuerza de 40 y 10.05 G/cm con el fin de
detectar los protones (‘H) unidos a los nicleos de *C. Los datos fueron
llenados con ceros hasta completar una matriz de 2k x 1k y
multiplicados por una funcion seno cuadrado desplazada previa al

proceso de transformadas de Fourier.
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3.4. METODO ESTADISTICO

Los datos de las variables demogréficas, clinicas, radiologicas e
histopatologicas se obtuvieron de la historia clinica electronica utilizada en el
Hospital Universitario de La Ribera (“software” SIAS®, Ribera Salud II UTE,
Alzira, Comunidad Valenciana, Espafia) y se introdujeron en un archivo de una
hoja de célculo Excel, version de 2003. El andlisis estadistico se realiz6 con el
programa SPSS version 21.0 para Windows (Released 2012. Armonk, NY: IBM
Corp). Las variables categéricas se describieron como porcentajes, y las
variables cuantitativas se expresaron como el valor central, media, y las medidas

de dispersion desviacion estandar y el intervalo de confianza de 95%.

Para el andlisis bivariante se utiliz6 la prueba de t de Student en variables
dicotdbmicas y ANOVA de un factor en variables politomicas, para la
comparacion de medias. Para las proporciones se emplearon la prueba de chi-

cuadrado de Pearson y la tendencia lineal de Mantel-Haenszel.

Para el andlisis estadistico chemométrico, se procesaron todos los
espectros usando el programa TopSpin 1.5 (Bruker Biopsin GmbH,
Rheinstetten, Germany) y se transfirieron a MATLAB (MathWorks Inc, 2006),
mediante el uso de programas propios para el andlisis de los datos. Se investigo
especialmente la region de desplazamientos quimicos entre 0,50 y 4,70 ppm
(region alifatica). Los espectros se normalizaron al é4rea total de la region
alifatica, eliminando con ello las posibles diferencias tanto en el peso de la
muestra como en contenido de tipo de tejido. Los espectros fueron
descompuestos en tramos de 0,01 ppm y el analisis estadistico se llevo a cabo
utilizando programas de MATLAB propios, asi como el analisis estadistico
multivariante “library23” de PLSTToolBox. Las sefiales pertenecientes al
conjunto de metabolitos seleccionados se integraron y cuantificaron usando un
conjunto de rutinas de MATLAB propias y semiautomaticas para el ajuste de

picos.

Asimismo, el analisis de componentes principales (PCA) y el analisis

discriminante por proyeccion de estructuras latentes (PLS-DA) se aplicaron para
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el conjunto de datos de los espectros de RMN. La construccion de ambos
modelos se ha realizado mediante el uso de la herramienta PLS Toolbox 5.0
(Eigenvector Research, WA, USA) para MATLAB®. PCA es capaz de encontrar
incrustaciones de baja dimensionalidad en datos multivariables, de tal manera
que mantiene de manera Optima la estructura de los datos™. La técnica PCA
transforma las variables en un conjunto de datos, en un nimero pequefio de
nuevas variables latentes denominadas componentes principales (PCs), que no se
correlacionan entre si y que explican el descenso de las proporciones de las
varianzas totales de las variables originales. Cada nueva PC es una combinacion
lineal de la variacion original tal que se origina una descripcion compacta de la
variaciéon dentro del conjunto de datos. A las observaciones se asignan
puntuaciones de acuerdo con la variacion medida por el componente principal,

con aquellas que tienen puntuaciones similares agrupadas entre si.

Cuando PCA se mostr6 inadecuado para definir una agrupacion, se
utilizé la aproximacion supervisada. PLS-DA es una extension supervisada de
PCA usada para distinguir dos o mas clases, mediante la busqueda de las
variables (matriz X) que estan correlacionadas con un miembro de una clase
(matriz Y). En esta aproximacion los ejes se calculan para maximizar la
separacion de clases y puede ser usada para examinar la separacion que podria

.. , . . 165
existir de otra manera, a través de tres 0 mas componentes principales.
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4. RESULTADOS
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De los 58 casos estudiados, 33 fueron mujeres (56,9%) y 25 fueron hombres
(43,1%). El diagnostico endocrinolégico fue de adenoma hipofisario no funcionante en
21 casos (36,2%), acromegalia en 17 (29,3%), enfermedad de Cushing en 15 (25,9%),

prolactinoma en 4 (6°9%) y tirotropinoma en 1 (1,7%).

La edad media en el momento de la cirugia fue de 47,72 anos (rango: 21,5 -
82,5), existiendo diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes subtipos
de adenomas hipofisarios objeto de estudio. La edad media en el momento de la cirugia
fue de 36 (21,5 — 53,5) para los casos de prolactinoma, 57,9 (23,5 — 82,5) para los
adenomas hipofisarios no funcionantes, 46,02 (26,5 — 71,5) para la acromegalia, 40,16
(21,5 - 68,5) para los casos de enfermedad de Cushing y 22,5 para el tnico

tirotropinoma, p<0,001.

El diagnostico de neuroimagen se baso en los resultados de una RM hipofisaria
realizada sin y tras la administracion de contraste paramagnético y con estudio
dindmico. En 57 de los casos (98,3%) el diagnostico fue de adenoma hipofisario. En el
caso restante, diagnosticado de una enfermedad de Cushing, no existia imagen tumoral.
En funcion de su tamafio, en 45 casos (77.6%) se diagnosticO un macroadenoma
hipofisario, en 12 (20,7%) un microadenoma y en 1 (1,7%) no se identificaba imagen

tumoral.

El grado de invasion tumoral del seno cavernoso fue descrito en base a los
grados de la clasificacion de Knosp''’: grado O en 23 casos (39,7%), grado 1 en 12
casos (20,7 %), grado 2 en 9 casos (15,5%), grado 3 en 8 casos (13,8%) y grado 4 en 6
casos (10,3%), sin que se obtuviesen diferencias estadisticamente significativas entre
los diferentes subtipos clinicos de adenomas hipofisarios. En 11 casos (20%) existia
invasion del seno esfenoidal. 30 tumores (51,7%) tenian extension supraselar. En 4
casos (6,9%) se detectd la existencia de imagen de hemorragia intratumoral, con

diagnostico radioldgico de apoplejia hipofisaria.

El estudio histopatologico diagnosticO un adenoma hipofisario en 54 casos
(93,1%). En los restantes, el diagnostico fue de tejido hipofisario normal en 3 casos
g ]| p

(5,2%) y de necrosis en 1 caso (1,7%). Los tres casos diagnosticados como tejido
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hipofisario normal eran adenomas hipofisarios funcionantes. Dos de ellos eran
microadenomas con diagnoéstico clinico de enfermedad de Cushing. El restante era un
macroadenoma con diagnoéstico clinico de acromegalia. El caso diagnosticado de

necrosis correspondia a un macroadenoma hipofisario no funcionante.

Siete casos (12.01%), cuatro con diagnéstico de acromegalia, dos de
enfermedad de Cushing y un prolactinoma, fueron diagnosticados de adenomas
hipofisarios atipicos de acuerdo con la vigente clasificacion de la WHO, por presentar
inmunorreactividad superior al 3% frente a Ki 67 o p53, sin que existieran diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes subtipos de adenomas hipofisarios.
No hubo ningliin caso de carcinoma hipofisario. Los adenomas hipofisarios atipicos
fueron mas frecuentes entre aquellos adenomas que presentaban una mayor invasion del
seno cavernoso desde un punto de vista radioldgico (21,4% para adenomas con grados 3
y 4 de Knosp), frente a los que no la presentaban (11,4% para adenomas con grados 0,1

y 2 de Knosp), aunque estas diferencias no alcanzaron significacion estadistica.

Los resultados del diagnostico clinico y anatomo-patologico, asi como los datos

semi-cuantitativos (porcentuales) de la inmunohistoquimia, se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1.- Datos generales. Diagnéstico clinico: prolactinoma (1), adenoma no
funcionante (2), acromegalia (3), enfermedad de Cushing (4) y tirotropinoma (5).
Diagnostico anatomo-patologico: adenoma hipofisario (1), necrosis (2) o tejido
hipofisario normal (3). Resultados semi-cuantitativos (porcentuales) de la
inmunohistoquimia frente a hormonas hipofisarias (prolactina, GH, ACTH, FSH, LH y
TSH) e indices de proliferacion celular (Ki67 y p53).

NUMERO | DIAGNOSTICO | DIAGNOSTICO | IHQ | IHQ | IHQ | IHQ | IHQ [ IHQ | Ki67 | p53
DE CASO CLINICO ANATOMO PRL | GH | ACTH | FSH | LH | TSH
PATOLOGICO
1 2 1 0 15 0 0 0 0 1 0
2 4 1 75 | 75 95 |50 | 25 | 10 1 3
3 3 1 75 | 95 10 | 10 | 10 0 1 1
4 4 1 5 10 95 1 5 5 1 0
5 3 1 20 | 90 25 1 0 0 1 1
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39 2 1 0 0 0 0 0 0 1 0
40 2 1 0 10 0 0 0 0 2 1
41 2 1 1 0 0 30| O 0 3 1
42 4 1 95 | 95 0 95 | 95 | 50 1 1
43 3 1 2 50 1 0 0 0 2 0
44 3 1 100 | 75 75 0 0 25 2 1
45 2 1 30 | 50 | 75 0 0 0 1 0
46 2 1 0 0 0 0 0 0 1 2
47 2 1 0 0 100 | O 0 0 1 0
48 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
49 2 2

50 1 1 95 | 20 0 0 0 0 0 0
51 4 3 30 | 75 50 | 20 | 50 | 20 2 1
52 2 1 20 0 0 0 0 0 1 1
53 2 1 0 0 0 0 0 0 1 0
54 1 1 100 | 95 0 0 0 0 15 5
55 1 1 100 | 50 0 0 0 0 2 1
56 1 1 0 75 20 | 10 | 15 | 10 3 0
57 4 3 20 | 70 | 30 | 25| 75 | 30 1 1
58 3 3 95 | 100 | 45 | 15| 95 | 25 1 3

El estudio experimental se realizd sobre las 58 muestras utilizando la técnica
HR-MAS. Para todas ellas se adquirieron un conjunto de espectros 1D: i) PRESAT; ii)
CPMG (Carr—Purcell-Meiboom—Gill sequence) y iii) NOESY (nuclear Overhouser

effect spectroscopy).

La Figura 13 muestra, a modo de ejemplo representativo, el espectro 1D
PRESAT correspondiente a la muestra nimero 30 del estudio, que corresponde a un
adenoma hipofisario no funcionante. El diagndstico anatomo patoldégico fue de adenoma
hipofisario. En el estudio inmunohistoquimico existia inmunorreactividad frente a GH
para el 1% y frente a FSH para el 10% de las células tumorales, siendo negativa para el
resto de las hormonas hipofisarias. Los indices de proliferacion celular fueron del 1%

para Ki 67 y negativo para p53. En este espectro 1D PRESAT se incluye toda la
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informacion metabdlica de la muestra de biopsia estudiada y, como puede apreciarse,
tanto su resolucion como la relacion sefial/ruido son excelentes. En este espectro se han
etiquetado también a modo de ejemplo, la asignaciones correspondientes a diferentes
grupos de distintos metabolitos, realizadas a partir de la combinacion de espectros 2D,

'H-'H TOCSY y 'H-">C HSQC que posteriormente se describiran.
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Figura 13.- Region alifatica (0,0 — 4,5 ppm) del espectro 1D PRESAT para la muestra
30 (33.4 mg) del estudio. Eje de abscisas: desplazamiento quimico en ppm. Eje de
ordenadas: unidades de intensidad arbitrarias. Diagndstico clinico de adenoma no
funcionante. Diagndstico histopatologico de adenoma hipofisario. Se han etiquetado, a
modo de ejemplo, diversas asignaciones de diferentes grupos de distintos metabolitos

(identificados e incluidos en la Tabla 3).

Para todas las muestras estudiadas, independientemente del subtipo clinico de
adenoma hipofisario al que corresponden, los espectros 1D PRESAT presentan
caracteristicas similares al previamente descrito (Figura 13), tanto para la resolucion

como para el cociente sefial/ruido. La contribucion de las sefales espectrales anchas,
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correspondientes a fragmentos de acidos grasos, fue relevante en un conjunto limitado

de 5 biopsias (muestras 15, 44, 47, 50 y 58).

Como ejemplo, la Figura 14 incluye el espectro 1D PRESAT de cinco muestras
tumorales. Cada una de ellas corresponde a uno de los cinco subtipos diferentes de
adenoma hipofisario en funciéon de su diagnéstico clinico: enfermedad de Cushing,

acromegalia, adenoma no funcionante, tirotropinoma y prolactinoma.

e e e e e e e[ e e ———

Figura 14.- Region alifatica (0,0 — 4,8 ppm) de espectros 1D PRESAT para cinco
muestras de adenoma hipofisiario con diagndstico clinico diferente: (A) enfermedad de
Cushing (4); (B) acromegalia (3); (C) adenoma no funcionante (2); (D) Tirotropinoma
(5); (E) Prolactinoma (1). Eje de abscisas: desplazamiento quimico en ppm. Eje de

ordenadas: unidades de intensidad arbitrarias.

En la Tabla 2 se incluyen a su vez los datos correspondientes a la

inmunorreactividad frente a hormonas hipofisarias para cada una de estas muestras.
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Tabla 2.- Datos inmunohistoquimicos para las 5 muestras estandar incluidas en la
Figura 2. El subtipo de adenoma se basa en el diagnostico clinico y corresponde
respectivamente a: prolactinoma (1), adenoma no funcionante (2), acromegalia (3),

enfermedad de Cushing (4) y tirotropinoma (5).

DIAGNOSTICO DIAGNOSTICO IHQ | THQ | IHQ | IHQ | IHQ | IHQ | Ki p53
CASO CLINICO ANATOMO- PRL | GH | ACTH | FSH | LH | TSH | 67
PATOLOGICO
15 4 1 50 | 100 | 100 0 0 0 0 0
14 3 1 0 100 0 0 0 0 1 1
30 2 1 0 1 0 10 0 0 1 0
26 5 1 1 15 0 0 0 0 3 1
55 1 1 50 50 0 0 0 0 2 1

A primera vista se pueden apreciar algunas diferencias entre los espectros 1D
PRESAT correspondientes a los perfiles metabdlicos de las muestras de los 5 diferentes
subtipos clinicos de adenomas hipofisarios presentados en la Figura 14. No obstante,
para la extraccion de las diferencias que permitan la distincion entre los diferentes
grupos de adenomas hipofisarios, se ha utilizado la metodologia estadistica descrita en

el apartado de material y métodos.

La identificacion de los sistemas de espin y de las resonancias para los espectros
ex-vivo se ha conseguido a través de espectros bidimensionales heteronucleares (‘H-""C
HSQC) (Figura 15) y homonucleares (‘"H-'H TOCSY) (Figura 16), usando datos
bibliograficos™. Se han usado también asignaciones adicionales de 'H y °C mediante
simulacion para algunos componentes, particularmente para 4cidos grasos®. La
asignacion de una parte de importante de los metabolitos presentes en las muestras
estudiadas, concretamente para algunos aminoacidos, se ha llevado a cabo mediante la
combinacién de los espectros 2D 'H-">C HSQC (Figura 15) y 'H-'H TOCSY (Figura
16). Como referencia de los desplazamientos quimicos en los espectros HR-MAS de las
muestras se utiliza la resonancia del doblete CH; del lactato (8 "H ppm/DSS 1,33; 8 °C
ppm/DSS 22.7) y el cuadruplete CH (6 "H ppm/DSS 4,11; & °C ppm/DSS 71,15).
Mediante la utilizacion de esta técnica, se han podido identificar un total de 40
metabolitos. La asignacion y confirmacion de una parte importante de ellos se ha

. . r1: 11,12
realizado mediante el uso de dos bases de datos metabolicas ~ ~.
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Figura 15.- Region alifatica (w; °C 14,75 — 85,00 ppm) y w> (H 0,4 — 4,5 ppm) del

espectro HSQC HR-MAS de la muestra 17, con diagnostico clinico acromegalia (56,4

mg). Eje de abscisas: desplazamiento quimico 'H en ppm. Eje de ordenadas:

desplazamiento quimico ">C en ppm.

Los 40 diferentes metabolitos identificados y las 118 sefiales de sus grupos

mejor resueltos en el espectro °C HSQC HR-MAS (Figura 15) se recogen en la Tabla

3.

Tabla 3.- Desplazamientos quimicos 'H y "°C para los espectros HR-MAS de adenomas

hipofisarios. La referencia de los desplazamientos quimicos es relativa a los grupos CH3

y CH del lactato a 1,33 y 4,11 ppm, respectivamente, a campo mas bajo de la sefial de

DSS en espectros HR-MAS.

METABOLITO GRUPO 'H Bc
1 Isoleucina OCH3 0.87 12.77
2 Colesterol 11CH3 0,88 23.35
3 Acido graso CH3 0,89 16,74
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4 Acido graso CH3-CH2 0.90 16.65
5 Glicil-Leucina C4H2 0,93 24,93
6 Leucina 0CH3 0,95 23,47
7 Leucina 0CH3 0,96 24,83
8 Acido graso CH3 0,94 20,88
9 Valina yCH3 0,98 19,32
10 Isoleucina OdCH3 1,01 17,44
11 Colesterol 23CH3 1.03 19.39
12 Valina yCH3 1,04 20,57
13 Colesterol 20CH2 1,14 22,89
14 Etanol CH3 1,18 19,53
15 Treonina yCH3 1,22 21,57
16 Acido graso CH3-CH2-CH2- 1,22 22,90
17 Acido graso CH3-CH2- 1,28 22,82
18 Lactato CH3 1,32 22,70
19 Acido graso CH3-CH2-CH2 1,39 24,87
20 Acido graso CH3 1,39 19,16
21 Acido graso CH2 1,41 24,57
22 Lisina yCH2 1,47 24,50
23 Alanina BCH3 1,47 18,88
24 Colesterol 9CH2 1,57 24,50
25 Arginina yCH2 1,67 26,61
26 Lisina OCH2 1,69 29.11
27 Leucina BCH2 1.70 26,84
28 Leucina vCH 1,70 42.40
29 Arginina BCH2 1,72 29,12
30 Colesterol 7CH2 1,84 32,92
31 Lisina fCH2 1,90 32,61
32 GABA 3CH2 1,89 26,30
33 Acetato CH3 1,91 25,94
34 Ornitina 3CH2 1,94 30,17
35 NAA CH3 2,01 24,61
36 Acido graso CH=CH-CH2- 2,04 27,5

37 glucosamina CH3 2,05 24,77
38 Glutamato BCH2u 2,04 29,94
39 Glutamato BCH2d 2,11 29,68
40 Glutation 7CH2 2.15 36.10
41 Glutamina BCH2 2,16 28,87
42 Acido graso -CH2-CH2-CO- 2,24 36,25
43 GABA 4CH2 2,27 36,92
44 Valina BCH 2,27 31,85
45 Glutamato yCH2 2,34 36,11
46 Acido graso CH2-CH2-CO 2,38 33,86
47 Glutamina yCH2 2.43 33.60
48 Succinato 2,3 CH2 2,40 36,61
49 NAA BCH2u 2,48 42,17
50 Acido succinico 4CH2 2.49 33-93
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51 Glutation 7CH2 2,55 34,00
52 Acido aspértico BCH2u 2,61 41,17
53 NAA BCH2d 2,68 40,83
54 Aspartato 5CH2 2.69 39.34
55 Acido succinico 3CH2 2,70 42,17
56 Malato CH2d 2,70 47,28
57 Acido Aspartico BCH2u 2,79 39,04
58 Glutation 14CH2 2,95 28,37
59 Aspargina BCH2u 2,87 37,33
60 Aspargina BCH2d 2,93 37,30
61 Creatina CH3 3,02 39,69
62 GABA 2CH2 3,03 41,82
63 Ornitina S5CH2 2,99 41,96
64 Tirosina bCH2u 3,07 38,31
65 Fenilalanina bCH2u 3,10 39,46
66 Lisina eCH2 3,05 41,82
67 Etanolamina -CH2-NH3+ 3,12 44,00
68 Colina -N+-(CH3)3 3,19 56,54
69 Fosfocolina -N+-(CH3)3 3,21 56,71
70 Arginina 0CH2 3,21 43,27
71 Glicerofosfocolina | -CH2-NH3+ 3.23 56,78
72 Taurina 2CH2 3.26 38.17
73 Tirosina BCH2d 3.26 38.07
74 Taurina -CH2-NH3+ 3,26 50,19
75 Fenilalanina BCH2d 3,33 40,68
76 Mioinositol C5H 3,25 77,04
77 Taurina -CH2-SO3- 3,41 38,07
78 Scilo-Inositol CH2 3,34 76,28
79 aGlucosa C4H 3,43 72,76
80 Colina fCH2 3,52 70,01
81 Mioniositol C1H, C3H 3,53 73,74
82 aGlucosa C2H 3,53 75,06
83 Glicerol 1,3CH20OHu 3,54 65,06
84 Glicina oCH 3,55 44,10
85 Fosfocolina BCH2 3,60 69,11
86 Valina oCH 3,60 63,09
87 Mioinositol C4H, C6H 3,61 75,22
88 Glicerol 1,3 CH20OHd 3,65 65,16
89 Etanol C2H2 3,65 60,15
90 Glicerofosfocolina fCH2 3,70 65,20
91 aGlucosa C6Hu 3,74 65,22
92 aGlucosa C5H 3,76 73,16
93 Leucina oCH 3,73 56,10
94 Glutamato oCH 3,76 57,25
95 Glutamina oCH 3,76 56,97
96 Lisina aCH 3,77 56,91
97 Alanina aCH 3,77 53,22
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98 Glutation 17CH 3,78 45,97
99 Etalonamina -CH2-OH 3,83 70,90
100 Serina oCH 3,84 59,11
101 B-Glucosa C6Hd 3,88 63,60
102 Arginina oCH 3,87 56,54
103 Aspartato 6CH 3,89 54,94
104 BGlucosa C6Hd 3,91 63,63
105 Creatina CH2 393 56,44
106 Serina fCHu 3,94 62,16
107 Serina BCHd 3,94 62,16
108 Glicerofosfocolina | -C2H-OH 4,01 72,14
109 Mioinositol C2H 4,05 74,93
110 Colina oCH2 4,06 58,25
111 Lactato CH 4,12 71,13
112 Fosfocolina oCH2 4,17 60,70
113 Glicil-L-Leucina Cl1H 421 56,83
114 Treonina fCH2 425 68,75
115 Glicerofosfocolina oCH2 4,28 56,70
116 NAA aCH 4,38 56,05
117 Glutation 11CH 4.58 58.55
118 Fenilalanina CH2,6 7.30 132,0

La Figura 16 representa, a modo de ejemplo, la asignacion de un conjunto de

sistemas de espin de diversos metabolitos en el espectro 'H-'H TOCSY HR-MAS.
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Figura 16.- Region alifatica (0,0 — 4,7 ppm) del espectro 'H-'H TOCSY HRMAS (4°
C) a 600 MHz, para la biopsia 17, con diagndstico clinico acromegalia (56,4 mg). Eje
de abscisas: desplazamiento quimico 'H en ppm. Eje de ordenadas: desplazamiento
quimico 'H en ppm. Los picos cruzados asignados estan de acuerdo con los datos de la

Tabla 3.

La sefial del doblete del grupo CH; (8 'H 1,32 ppm) del lactato es la que
presenta mayor intensidad en la mayoria de los espectros 1D para las 58 biopsias
estudiadas de tumores hipofisarios. En algunas muestras, como la (A) de la Figura 14,
aparece un hombro a campo bajo, potencialmente asignable a fragmentos de lipidos.
Siguiendo en intensidad en los espectros, se encuentran las resonancias alrededor de
3,20 ppm de los derivados de la colina, en particular la Fosfocolina, como claramente se
puede observar en los espectros 1D de las Figuras 13 y 14. Asimismo, con un nivel de
intensidad destacable se observa a 1,47 ppm la resonancia del grupo CH; de la Alanina
(Ala) que puede estar en parte distorsionado por un pico ancho a campos altos. Las
sefales solapadas de la Creatina (Cr) y Fosfocreatina (PCr) se detectan alrededor de
3,03 ppm. La sefial del grupo metilo (CH3) del NAA (nimero 35 de la Tabla 3) se

encuentra parcialmente solapada con las sefiales fCH, de Glucosamina, Glutamina y
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Glutamato, asi como de la resonancia CH=CH-CH, de 4cidos grasos. No obstante, si
que se han podido claramente identificar en el espectro 'H-"C HSQC (Figura 15) las
resonancias del grupo CHs (35 en Tabla 3) y CH; (49 y 53 en Tabla 3), aunque al no
estar escalarmente acoplados, dichos grupos no se pueden observar en el espectro 'H-'H

TOCSY (Figura 16).

Sin embargo, las sefiales a 2,01, 2,48 y 2,68 ppm (35, 49 y 53, respectivamente,
en Tabla 3 y Figura 18) se han podido identificar y asignar en los espectros HR-MAS
'H-"C HSQC, en particular la resonancia a 2,48 ppm (49 en Tabla 3 y Figura 15),

correspondiente al grupo fCHxu (a campo alto).

Los grupos metileno (CH;) y metilo (CH3) proporcionan un pico degenerado a
3,93 y 3,02 ppm (61 y 105 en Tabla 3 y Figura 15) respectivamente, parcialmente
solapados con los picos cruzados oCH/BCH, de Tirosina y Fenilalanina. Las
resonancias de cruce a 3,93-56,44 ppm (105 en Tabla 3 y Figura 15) y 3,02-36,69 ppm
(61 en Tabla 3 y Figura 15) se asignaron a los grupos CH, y CHs de Creatina y

Fosfocreatina, respectivamente, que no han podido ser resueltos en diversos estudios™”.

Los derivados de la Colina muestran un solo pico de cruce en los espectros 'H-
'H TOCSY entre aCH, y PCH, (4,06-3,52 ppm para Colina, 4,17-3,50 ppm para
Fosfocolina y 4,28-3,70 ppm para Glicerofosfocolina). En los espectros 'H-">C HSQC
se observan los picos de cruce individuales para N"(CH3); (3,19-56,54, 3,21-56,72 y
3,23-56,78 ppm, 67, 68 y 71 en Tabla 3 y Figura 15) para Colina, Fosfocolina y
Glicerofosfocolina, respectivamente. De manera similar: 1) aCH, (4,06-58,25, 4,17-
60,70 y 4,28-56,70 ppm, 110, 112 y 115 en Tabla 3 y Figura 15), y ii) fCH, (3,53-
70,01, 3,60-69,11 y 3,70-65,20 ppm, 80, 85 y 90 en Tabla 3 y Figura 15). La mayor
anchura de los picos de los grupos N'(CHs)s en los espectros 'H-">C HSQC puede ser

explicada por la elevada dindmica rotacional del grupo trimetilo (CH3);.

Los espectros 'H-"C HSQC también han sido extremadamente utiles en la
identificacion Unica de: 1) picos solapados, como por ejemplo a-Glucosa; ii) Glicerol,
que no puede ser adecuadamente asignado en los espectros TOCSY por problemas de

solapamientos; iii) Glutation a través de los picos de cruce en 'H-""C HSQC como 7CH;
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(2,15-36,10 ppm 40 en Tabla 3 y Figura 15); 8CH, (2,35-34,00 ppm, 51 en Tabla 3 y
Figura 15), 14CH; (2,95,28,37 ppm, 58 en Tabla 3 y Figura 15); 17CH (3,78-45,97
ppm , 98 en Tabla 3 y Figura 15) y 11CH (4,58-58,55 ppm, 117 en Tabla 3 y Figura
15); iv) Colesterol, mediante los picos de cruce en espectros 'H-">C HSQC como 11 y
23CH; (0,86-23,15 y 1,03-19.39 ppm, 8 y 41 en Tabla 3 y Figura 15,
respectivamente); 20CH, (1,14-22,89 ppm, 13 en Tabla 3 y Figura 15); 9CH, (1,57-
24,50 ppm, 24 en Tabla 3 y Figura 15); 7CH, (1,84-32,92 ppm, 30 en Tabla 3 y
Figura 15); y v) ornitina, a través de las resonancias de cruce en 'H-">C HSQC, 3CH,
(1,94-30,17 ppm, 34 en Tabla 3 y Figura 15) y SCH; (2,99-41,96 ppm, 63 en Tabla 3
y Figura 15).

Los grupos alifaticos de los aminoacidos, identificados 16 de los 20 basicos,
estdn mayoritariamente solapados en los espectros 1D en una resonancia ancha entre
0,90 y 1,00 ppm, asi como parcialmente, en otras regiones de los espectros 1D, como se
observa en las Figuras 13 y 14. La resoluciéon de los espectros 'H-'"H TOCSY es
suficiente para en gran medida superar los problemas de solapamiento mencionados. El
analisis combinado de los espectros "H-"H TOCSY y 'H-">C HSQC, como ejemplo, ha
permitido la identificacion de las resonancias YCH; de Lisina e Isoleucina (ambos a 1,47
ppm en 'H) como responsables del hombro observado a altos campos respecto al
doblete de la Alanina. Como ejemplo de identificaciéon de un sistema de espin de
aminodcido se muestran los diagramas de conectividades de las cadenas laterales para la

Lisina y Valina en el espectro 'H-"H TOCSY de la Figura 16.

Un metabolito singular es el etanol que se observa tnica y nitidamente en los
espectros 'H-">C HSQC de dos de las muestras de biopsia (nimeros 20 y 39), con
diagnéstico enfermedad de Cushing, a través de los picos de cruce 1,18-19,53 y 3,65-
60,15 ppm (14 y 89 en en Tabla 3 y Figura 15) correspondientes a los grupos CH3 y

2CHa, respectivamente.

Los lipidos/acidos grasos estan presentes como sefiales anchas y distorsion de la
linea base en los espectros de 'H 1D con presaturacién de la sefial del agua. Los
lipidos/acidos grasos se pueden observar de manera clara en los espectros 'H-""C HSQC

analizados. Los desplazamientos quimicos de los lipidos/acidos grasos se han asignado
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usando los datos de simulacion de fragmentos de 4cidos grasos incluidos en los datos

bibliograficos del trabajo publicado en 2004 por Martinez-Bisbal, et al.>

Una vez identificados el maximo niimero de metabolitos se procedid al andlisis
estadistico de los espectros 1D para las 58 muestras de biopsias de adenomas

hipofisarios estudiadas.

En la Figura 17 se muestra el resultado correspondiente a la aplicacion de PCA
sin supervisar, al conjunto de los 58 espectros 1D PRESAT del total de las muestras de
biopsias de adenomas hipofisarios analizadas. Aunque no se puede observar una nitida
separacion en el PCA sin supervisar entre los tres subtipos clinicos de adenomas
hipofisarios para los que se contaba con un mayor numero de muestras (adenomas no
funcionantes, acromegalia y enfermedad de Cushing), si que fue aparente una
agrupacion bastante significativa del grupo de adenomas hipofisarios no funcionantes
con respecto a los de los diagnosticados de acromegalia y enfermedad de Cushing. Del
total de 21 muestras de biopsias de adenomas hipofisarios correspondientes al
diagnéstico clinico de adenoma no funcionante, 16 (76%) quedaron agrupadas y
separadas en el andlisis PCA sin supervisar, de los otros dos grandes subgrupos
(acromegalia y enfermedad de Cushing). Para estos dos grupos, en el PCA sin
supervisar (Figura 17) 8 de las 17 muestras de acromegalia (47%) y 9 de las 15 de
enfermedad de Cushing (60%) pueden considerarse en gran medida agrupadas respecto
a los otros dos grupos (no funcionantestenfermedad de Cushing y no
funcionantes+acromegalia, respectivamente). Con relacion a los otros dos subtipos
clinicos de adenomas hipofisarios estudiados, con diagnosticos de prolactinoma (4
muestras) y tirotropinoma (1 muestra) el andlisis estadistico no result6 relevante debido

al escaso numero de muestras analizadas.
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Figura 17.- Andlisis PCA sin supervisar, de la distribucion de las 58 muestras de tejido
correspondientes a los cinco diferentes subtipos clinicos de adenomas hipofisarios,

estudiados mediante perfiles metabolicos ex-vivo, obtenidos mediante la técnica RMN

HR-MAS.

Habiendo constatado la parcial separacion obtenida en el analisis de PCA sin
supervisar, entre los tres subtipos clinicos de adenomas hipofisarios para los que se
contaba con un mayor nimero de muestras, se extendi6 el andlisis estadistico a PLS-
DA. El modelo PLS-DA es un extension supervisada de PCA, usada para distinguir dos
o mas clases mediante la busqueda de las variables (matriz X) que estan correlacionadas

con un miembro de una clase (matriz Y).

En la Figura 18 se incluye el resultado del analisis PLS-DA aplicado a las 58
muestras tisulares de adenomas hipofisarios estudiadas. En ella se puede comprobar, a
partir de dos componentes principales representados por los ejes X e Y, como se obtiene
una buena separacion entre los tres subtipos clinicos de adenomas hipofisarios para los
que se analizaron un mayor numero de muestras: adenomas hipofisarios no

funcionantes, acromegalia y enfermedad de Cushing. En este andlisis, 19 de las 21
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(90,5%) muestras de adenomas hipofisarios no funcionantes quedan agrupadas por
diferencias metabolicas respecto a las muestras correspondientes a los adenomas con
diagnéstico clinico de acromegalia y enfermedad de Cushing. Por otro lado, 15 de las
17 (88,2%) de adenomas hipofisarios con diagnostico clinico de acromegalia, se
agrupan por sus perfiles metabdlicos con respecto a los adenomas diagnosticados como
no funcionantes y enfermedad de Cushing. Finalmente, de las 15 muestras
correspondientes a adenomas hipofisarios con diagnéstico clinico de enfermedad de
Cushing, 114 (93,3%) se agruparon preferentemente por sus perfiles metabdlicos con

respecto a los adenomas diagnosticados como acromegalia y los no funcionantes.

Samples/Scores Plot of data001

Scores on LV 2 (17.23%)

1)

o
T
>

Scoreson LV 1 (36.91
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Figura 18.- Andlisis supervisado PLS-DA, de la distribucion de las 58 muestras
tisulares correspondientes a diferentes subtipos clinicos de adenomas hipofisarios,
estudiados mediante perfiles metabolicos ex-vivo, obtenidos mediante la técnica RMN

HR-MAS.

Dos de las muestras (54 y 56) de adenomas hipofisarios con diagnostico clinico
de prolactinomas, quedaron ubicadas en la region en la que, por su perfil metabdlico, se
agruparon las muestras de adenomas hipofisarios con diagndstico clinico de
acromegalia. Las dos restantes (50 y 55) lo hicieron en la region en la que se agruparon
las muestras correspondientes al subtipo clinico enfermedad de Cushing. El reducido
nimero de muestras de prolactinomas con las que se contaba para el estudio, no

permiti6 obtener datos estadisticamente significativos.

La unica muestra estudiada de una adenoma hipofisario con diagndstico clinico
de tirotropinoma quedo6 centrada en el PLS-DA (Figura 18) de manera practicamente
equidistante respecto a los tres grupos mayoritarios (adenoma hipofisario no
funcionante, acromegalia y enfermedad de Cushing). El contar con una sola muestra de

tirotropinoma tampoco permitié obtener datos estadisticamente significativos.

Para las 53 muestras restantes (excluidas las correspondientes a los cuatro casos
de prolactinoma y al Unico tirotropinoma a los que se ha hecho referencia), solo 5
muestras (9,4%) no quedaron agrupadas por su perfil metabolico, en la region
correspondiente al tipo de adenoma hipofisario al que pertenecian por su diagnostico
clinico. Se trataba de tres casos correspondientes a adenomas no funcionantes, un caso

de acromegalia y un caso de enfermedad de Cushing.

Por ultimo, existen 3 muestras de adenomas hipofisarios funcionantes, dos casos
de enfermedad de Cushing (muestras 51 y 57) y uno de acromegalia (muestra 58)
respectivamente, para las cuales el diagndstico histopatologico fue de tejido hipofisario
normal. Desde el punto de vista de su perfil metabdlico, las tres quedaron perfectamente
agrupadas en la region correspondiente a su respectivo diagndstico clinico de subtipo de
adenoma hipofisario. La muestra de adenoma hipofisario no funcionante (muestra 49)

para la que el diagnostico histopatologico fue de tejido necrético, quedd ubicada por su
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perfil metabdlico, en la region PLS-DA en la que se agruparon la mayor parte de las

correspondientes a su diagnostico clinico (Figura 18).

Para poder identificar los posibles metabolitos o grupos de metabolitos
responsables de la diferenciacion entre los tres subtipos clinicos de adenomas
hipofisarios para los que se contaba con un suficiente nimero de muestras (adenomas
no funcionantes, acromegalia y enfermedad de Cushing), se realizd un andlisis
estadistico ANOVA buscando aquellas regiones de los espectros 1D PRESAT con los
valores p mas pequefios y por consiguiente, con mayor implicacion en las diferencias

metabolicas.

En la Figura 19 se incluyen las 6 regiones de los espectros 1D PRESAT con

valores estadisticamente significativos, calculados mediante ANOVA.

1 Prolactinoma
2 No Funcionante
3 Acromegalia
4 Cushing
5 Tirotropinoma
(3.205 ppn/3. 215 ppm) (2.32 ppens/2.38 ppem) (3.53 ppm/3 545 ppm)
B c
| H
Aseve: 0 00003 Aneve: 0,0000002 Aneva: 0,0000001
(3.88 ppeny/3_ 80 ppm) (3.545 ppen/3_56 ppm) (3,08 ppenv/3,12 ppen)
D £ F
Anove: 0,002 Ameva: 0 013 Aneve: 0,007

Figura 19.- Gréficas de valores ANOVA, con barras de errores, para los 5 subtipos

clinicos de adenomas hipofisarios estudiados, en 6 regiones diferentes de los 58
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espectros 1D presat: (A) 3,205/3,215 ppm; (B) 2,32/2,38 ppm; (C) 3,53/3,545 PPM; (D)
3,88/3,89 ppm; (E) 3,545/3,56 ppm; y (F) 3,08/3,12 ppm)

a) La region (A) 3,205/3,215 ppm presenta significacion estadistica, 0,00003. En
ella se incluyen metabolitos como Colina, Fosfocolina, Arginina y
Glicefosfocolina (resonancias 68, 69, 70 y 71 de la Tabla 3).

b) En la (B) 2,32/2,38 ppm, el valor de p = 2,3 107, Incluye los siguientes
metabolitos: GABA, Valina y Glutamato (resonancias 43, 44 y 45 de la Tabla
3).

¢) En la region (C) 3,53/3,545 ppm, el valor de p = 1,3 107 Incluye los siguientes
metabolitos: mio-Inositol, a--glucosa y Glicerol (resonancias 82, 83 y 84 de la
Tabla 3).

d) Laregion (D) 3,88/3,89 ppm presenta un valor de p = 0,002. Incluye
B-glucosa, Arginina y Aspartato (resonancias 101, 102 y 103 de la Tabla 3).

e) En la region (E) 3,545/3,56 ppm, p = 0,01. Incluye a los siguientes metabolitos:
Glicerol y Glicina (resonancias 83 y 84 de la Tabla 3).

f) En la region (F) 3,08/3,12 ppm, el valor de p = 0,007. En ella se incluyen:

Tirosina, Fenilalanina y Etanolamina (sefiales 64, 65 y 67 de la Tabla 3).

En la Figura 20 se incluyen las curvas ROC para las tres variables con mayor
poder de discriminacion entre los tres subtipos clinicos de adenomas hipofisarios para
los que se contaba con un suficiente numero de muestras (adenomas no funcionantes,

acromegalia y enfermedad de Cushing).

Estas tres variables corresponden con las regiones con mayor significacion
estadistica (valores de p mas bajos): (A), (B) y (C) de la Figura 19. En las tres curvas
ROC de la Figura 20 se incluyen tanto los valores cruzados sensibilidad vs
especificidad estimados (en azul) como los correspondientes a las validaciones cruzadas

(en verde).
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Figura 20.- Curvas ROC correspondientes a los tres factores mas discriminantes Y (1),

Y (2) e Y (3), para la discriminacion por perfiles metabdlicos entre los cinco diferentes

subtipos clinicos de adenomas hipofisarios presentes entre las 58 muestras tumorales

estudiadas mediante la técnica RMN-HRMAS.
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Como conclusion inmediata se puede considerar que las tres curvas ROC para
los tres variables mds discriminatorias son muy buenas, con valores > 0,90.

Concretamente para:

1) Y1, parte superior de la Figura 3, el valor de la curva ROC es 0,94 y 0.91, para
valores estimados y de validacion cruzada, respectivamente.

i1) Y2, parte intermedia Figura 3, el valor de la curva ROC es 0,965 y 0.93, para
valores estimados y de validacion cruzada, respectivamente.

ii1) Y3, parte inferior de la Figura 3, el valor de la curva ROC es 0,97 y 0.93, para

valores estimados y de validacion cruzada, respectivamente.
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5. DISCUSION
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El nimero de muestras analizadas durante la realizacion del presente estudio, ha
venido determinado por dos factores: la disponibilidad de muestras de tejido tumoral y

el coste econdmico de realizacion de cada uno de los analisis.

La no existencia en nuestro medio, de un sistema de referencia para patologias
raras o poco frecuentes, que permita concentrar su manejo y tratamiento en
determinados centros o unidades especializadas hace que, como ocurre para los
diferentes tipos de adenomas hipofisarios, la casuistica se disperse. Por esta razon, el
nimero de tumores hipofisarios tratados por cada unidad o cirujano anualmente no
suele ser elevado y no facilita la adquisicion de experiencia ni el desarrollo de
actividades de investigacion que requieran disponer de un numero suficiente de
muestras biolc')gicas.86 Ademas, los adenomas hipofisarios son, con frecuencia, lesiones
de pequeio tamafio y de consistencia no solida, por lo que la cantidad de tejido obtenida
durante las intervenciones es pequeia y, muchas veces, debe ser utilizada de manera
exclusiva para realizar los estudios anatomo-patologicos e inmunohistoquimicos
necesarios para su diagnostico. Por otro lado, para la realizacion de un estudio como el
que es objeto de la presente tesis, es necesaria la obtencion y conservacion de muestras
tumorales, de forma sistematica, a lo largo de un periodo de tiempo prolongado. Estas
son algunas de las principales razones por las que, probablemente y hasta el momento,
no se han realizado en adenomas hipofisarios, estudios descriptivos sobre su perfil
metabolico medidos por técnicas de espectroscopia de RM ex-vivo, cuando por el

. ; . . . 35, 40, 41, 43
contrario, si se han realizado para otros tipos de lesiones y tumores del SNC.”> ™™™

47.48.30-55 By nuestro caso, en el curso de los ultimos 15 afios, hemos tenido la ocasion
de intervenir un elevado numero de pacientes afectos de lesiones de la region selar vy,
desde el ano 2006, se inicidé la recogida y conservacion en condiciones de ultra-
congelacion, de muestras tisulares de todas aquellas lesiones de las que se consiguié un

excedente después de obtener la cantidad de tejido necesaria para realizar las técnicas de

diagndstico anatomo-patologico.

En el disefio del trabajo experimental, se decidié analizar un nimero homogéneo
y lo més amplio posible de muestras, para los tres subtipos que, desde un punto de vista
clinico, son mas frecuentes con respecto al diagnostico endocrinoldgico entre los
adenomas hipofisarios (adenomas no funcionantes, acromegalia y enfermedad de

Cushing). Tras revisar la bibliografia relativa a la descripcion del perfil metabdlico de
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otros tumores del SNC, mediante espectroscopia ex-vivo por RM de alta resolucion con
rotacion al angulo magico, se planted que una poblacion de estudio que incluyese al
menos 15 muestras para cada uno de estos tres subtipos tumorales, resultaria adecuada a

33, 38,43, 46, 48, 50-55 B nfimero de muestras finalmente analizadas

los objetivos del trabajo.
para cada uno de ellos fue de 21 para adenomas hipofisarios no funcionantes, 17 para
acromegalia y 15 para enfermedad de Cushing. Para los prolactinomas, se analizaron 4
tumores, lo que supuso la totalidad de muestras disponibles que resultaron adecuadas en
funciéon de cantidad y calidad de conservacion del tejido. El hecho de que el
prolactinoma sea el unico tipo de adenoma hipofisario para el que el tratamiento de
eleccion es médico y no quirtrgico hace que, a pesar de ser el subtipo mas frecuente,
esté escasamente representado en las series quirtrgicas recientes y que el numero de
muestras disponibles sea menor, como ocurre en nuestro caso.”** 7 Los
tirotropinomas son el subtipo menos frecuente de adenoma hipofisario y representan,
aproximadamente, el 1-2% del total de los mismos, siendo el caso analizado el inico, de
los dos de nuestra serie quirargica, para el que pudo conservarse una muestra tisular
atil.”

La no disponibilidad de informacién relativa al perfil metabolico del tejido
hipofisario estrictamente normal, medida mediante la técnica de HR-MAS, es una de las
carencias de este estudio. Para poder definir algunos de los hallazgos del perfil
metabolico de los diferentes tipos de adenomas hipofisarios como caracteristicas
diferenciales especificas y validables como biomarcadores de un estado de enfermedad,
seria conveniente conocer el perfil metabdlico del tejido hipofisario no patolégico y
compararlo con el de los cada subtipo tumoral. Sin embargo, el obstaculo que supone la
dificultad de obtener tejido hipofisario humano sano para su analisis, es de caracter
practicamente insalvable. Hace afos, la practica de hipofisectomias en las que se
resecaba completamente la glandula hipofisis normal era relativamente frecuente, ya
que dicha técnica se consideraba indicada como parte del tratamiento de pacientes
afectas de cancer de mama avanzado, en las que el tumor era de tipo hormono-
dependiente.'*® Posteriormente, el desarrollo de nuevos tratamientos farmacolégicos de
probada eficacia en el bloqueo hormonal y en el control del volumen tumoral, convirtid
a la extirpacion quirurgica de la hipodfisis, en un procedimiento obsoleto en ese

81-84

contexto. En la actualidad, la posibilidad de obtener quirtirgicamente tejido

hipofisario humano normal es inviable en la medida que, éticamente, no puede
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justificarse el riesgo de morbilidad y mortalidad al que se expondria a una persona sana
que fuese sometida a una cirugia intracraneal con fines no terapéuticos. Por el mismo
motivo, tampoco seria aceptable la extirpacion electiva de una parte del tejido
hipofisario sano, en el transcurso de cirugias realizadas con el fin de tratar una lesion
adyacente (por ejemplo un tumor selar no originado en la glandula hipoéfisis), dado que
ello supondria un incremento no justificable en la probabilidad de complicaciones y
morbilidad del procedimiento. Como alternativa, se planted la posibilidad de analizar
tejido hipofisario humano obtenido de caddveres durante la practica de autopsias. Sin
embargo, la situacion metabdlica de un tejido cambia por completo desde el momento
inmediatamente posterior a la muerte y, por otra parte, el intervalo de tiempo que
transcurre entre el momento del fallecimiento de una persona y el de realizacion de la
necropsia es prolongado. Este hecho determina que la informacion metabdlica
potencialmente obtenida a partir del estudio de este tejido, no pueda considerarse
representativa o extrapolable a la del tejido vivo normal y, por tanto, hizo que se
desechase esta posibilidad. En cualquier caso y de forma caracteristica, los adenomas
hipofisarios son un grupo heterogéneo de lesiones en términos de producciéon hormonal
y, previsiblemente, de perfil metabolico. Asi, los adenomas no funcionantes con
relacion a los que si secretan una determinada hormona y, entre estos ultimos, los que
producen cada una de ellas, originan diferentes estados de enfermedad. Cada tipo de
adenoma hipofisario se caracteriza por tener unas circunstancias clinicas y diagndsticas
distintas, asi como por implicaciones que también son diversas, desde el punto de vista
prondstico y terapéutico. Por esta razon consideramos que, aun sin poder establecer una
comparacion objetiva entre los perfiles metabolicos de adenomas hipofisarios e
hipofisis normal, el andlisis comparativo entre los diferentes subtipos clinicos de
adenomas hipofisarios, sigue teniendo un elevado interés, tanto desde el punto de vista
de la investigacion cientifica, como desde el de su potencial traslacion a la clinica en el

futuro.
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5.1. DESCRIPCION DEL PERFIL METABOLICO

Los espectros 1D PRESAT (Figuras 13 y 14), en los que se encuentra incluida
toda la informacién metabdlica de la muestra de biopsia analizada, son muy futiles para
la descripcion global del perfil bioquimico de los diferentes subtipos de adenomas
hipofisarios, incluyendo la contribucion de los lipidos como sefiales anchas que pueden
producir distorsiones en la linea base. Concretamente, muchos de los metabolitos mas
comunes detectados, pueden ser directamente asignados en los espectros 1D PRESAT

(Figura 13).

En la Figura 21 se incluye, a modo de ejemplo, la comparacion entre espectros
1D PRESAT y 1D CPMG para una muestra de biopsia (numero 50) con diagnostico
clinico de prolactinoma. El espectro en la parte superior (A) corresponde a la secuencia
mas sencilla, la de pulso 1D PRESAT, que se obtiene con un pulso de excitacion de 90°
seguido del tiempo de adquisicion y relajacion en donde se satura la sefial del H,O. La
ventaja mdas importante de esta secuencia de pulso es que, en el espectro
correspondiente, se recoge la informacion de todos los metabolitos que se encuentren
presentes en la muestra con concentraciones = 0,5 mmol. No obstante, también se
observan en dicho espectro, las sefiales correspondientes a metabolitos con elevado peso
molecular (con T2 cortos) que dan lugar a sefiales anchas que se solapan a las
resonancias mas estrechas correspondientes a los metabolitos de bajo peso molecular

(T2 largo) y que pueden ademas distorsionar la linea base del espectro.

Como se puede observar en el mencionado espectro (A) de la Figura 21, las
resonancias con mayor intensidad son las mas anchas. Se pueden destacar en ¢l 6
resonancias, que se sitian respectivamente alrededor de 0,9, 1,4, 1,6, 1,7, 2,02 y 2,3
ppm. Estas sefiales, se pueden asociar a fragmentos de lipidos y/o macromoléculas. En
estudios HR-MAS realizados para otros tipos tumorales, la presencia de estos
fragmentos de lipidos se asocia a una proporcion significativa de tejido necrotico del
fragmento de la biopsia estudiada mediante HR-MAS vy, en términos generales, se
considera un marcador de malignidad.’® 3% 4 3 4% 30, 167169, 170. 175§y embargo, la
presencia de necrosis en las muestras de adenomas hipofisarios no es frecuente, no se

considera un criterio histolégico diagndstico de malignidad y tampoco ha podido ser
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correlacionada con una mayor agresividad biologica de los tumores en los que esta

presente.

Sin embargo, en los espectros 1D CPMG (espectros B y C en la Figura 21), la
intensidad de las sefiales anchas mencionadas y asignables a fragmentos de &cidos
grasos, va disminuyendo proporcionalmente con respecto a las sefiales de los
metabolitos con T2 mas largos (moléculas de bajo peso molecular). Como ejemplo se
han etiquetado, con la asignacion indicada en la Tabla 3, un conjunto significativo de
metabolitos mas facilmente identificables en los dos espectros CPMG incluidos en esta
figura (en particular en el espectro central (B), con T = 80 ms, que permite el filtrado
mas eficiente de las sefales con T2 mas cortos). En un primer andlisis cualitativo, la
resonancia ancha centrada alrededor de 0,9 ppm no parece disminuir (o lo que es lo
mismo, ser filtrada por T2), de una manera tan evidente como el resto de senales
asociadas a fragmentos de acidos grasos. Una explicacion a dicho comportamiento es
que se trate de grupos metilo (CH3) de fragmentos lipidicos de menor tamafo y por
consiguiente con valores de T2 no tan cortos como los correspondientes al resto de
sefiales de acidos grasos. En cuanto a las sefiales de metabolitos de bajo peso molecular
su deteccion y analisis se ve de manera obvia mejorada por el filtrado de la secuencia
CPMGQ, siendo mas eficiente cuanto mayor es el valor de 1. Asi cabe destacar, como
ejemplo, la posibilidad de identificar: 1) las resonancias de aminoacidos como leucina (6
y 7), valina (9 y 12), alanina (23), lisina (26) y glutamato (38); ii) de lactato (18), de
enorme interés a nivel metabolico celular, y con su resonancia casi totalmente solapada
en el espectro 1D presaturacion (A); iii) de metabolitos relevantes, como GABA (45) y
succinato (48); iv) del grupo de compuestos derivados de la colina, con un interés
fundamental por estar asociados a procesos de incremento de la celularidad y

posiblemente de agresividad para otros tipos tumorales (resonancias 68, 69 y 71);>>**

40, 43, 49, 30,1167, 169, 170. 175 ) de 1a taurina (74); y como ejemplo final vi) el miolnositol
(81) metabolito relacionado con procesos de osmolaridad y al que se ha relacionado

. ..o 135,38,40,43, 49, 50, 51, 174, 175
para tumores gliales con una mayor agresividad.” > ™ "> ™%
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Figura 21.- Region alifatica (0,0 a 5,5 ppm) de tres espectros HR-MAS de una muestra
de biopsia (nimero 50), con diagndstico clinico de prolactinoma: A) Espectro 1D con
presaturacion. B) Espectro 1D CPMG con t = 80 ms; C) Espectro 1D CPMG con t = 32
ms. Eje de abscisas: desplazamiento quimico en ppm. Eje de ordenadas: unidades de

intensidad arbitrarias.

Los espectros 1D, ya PRESAT o CPMG, contienen toda la informacion
metabolica de las muestras bajo estudio, en este caso muestras de tejido intacto de
adenomas hipofisarios, y permiten la identificacion y cuantificacion de algunas
resonancias suficientemente resueltas. No obstante, el solapamiento en los espectros 1D
es una limitacion importante en el proceso de asignacion de resonancias e identificacion
de algunos metabolitos asociadas a las mismas. En cualquier caso, la informacion
contenida en los espectros monodimensionales proporciona todos los datos necesarios
para el analisis estadistico comparativo que permite la separacion entre distintos tipos de
caracteristicas que podran atribuirse a patologias asociadas al tejido o biofluido bajo
estudio y con ello el consiguiente apoyo diagndstico y/o prondstico. Como ya se ha
comentado previamente, esta informacion se obtiene a partir de la separacion de las

sefiales mediante el uso de las técnicas bidimensionales, ya homonucleares,
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normalmente 'H-'H, o heteronucleares, habitualmente 'H-"C. En este trabajo de
investigacion, el uso de las técnicas de adquisicion 'H-">C HSQC HR-MAS y 'H-'H
TOCSY, ha permitido la separacion adecuada del maximo niimero de resonancias
(Figuras 15 y 16) y la correspondiente identificacion de 118 sefiales y su asignacion a
40 metabolitos diferentes. La mayor dispersion de los desplazamientos quimicos del °C
ha permitido la identificacién de las 118 sefiales de forma adecuada en los espectros 'H-

C HSQC HR-MAS (Figura 15) de las muestras de biopsia de adenomas hipofisiarios.

Hasta la fecha, no hemos encontrado referencias bibliograficas relativas a la
composicion metabolica del tejido de adenomas hipofisarios ni del tejido de la glandula
hipofisaria normal. Por consiguiente, en esta tesis se describe por primera vez la
composiciéon metabdlica global del tejido de adenomas hipofisarios accesible a través
del estudio experimental de muestras tumorales intactas, mediante la técnica de RMN
HR-MAS, concentraciones = 0,5 mM. En la Tabla 3 del apartado de Resultados se

asignan a las 118 resonancias encontradas, los 40 metabolitos identificados.

Se han identificado, con una intensidad limitada, distintos fragmentos de acidos
grasos (p.e. sefiales 3, 4, 8§, 16, 17, 19, 20, 21, 36, 42 y 46. Tabla 3 y Figuras 16 y 17)
asociados a la presencia de lipidos. So6lo en las muestras 15 y 50, como posteriormente
se discutira, las intensidades de las sefiales asociadas a lipidos son superiores que en el
resto de las 56 biopsias de adenomas hipofisarios estudiadas. Ademas de las resonancias
correspondientes a los compuestos de Colina (Colina, Fosfatilcolina y
Glicerofosfatilcolina, (p.e. resonancias 68, 69 y 71. Tabla 3 y Figuras 16 y 17) de

. . .o 35.16
relevante importancia en tejidos tumorales,”> '’

se han identificado 16 aminoacidos que
pueden proporcionar informacion significativa para el apoyo diagnéstico de los tumores
hipofisarios a partir de los datos metabolicos. Concretamente se han podido identificar
mediante el uso combinado de 'H-'H TOCSY y 'H-">C HSQC, tal y como se recoge en
la Tabla 3: a isoleucina, leucina, valina , treonina, lisina, alanina, arginina, glutamina,
glutamato, aspartato, acido aspartico, aspargina, tirosina, fenilalanina, glicina y serina.
También se han identificado otros metabolitos como GABA, succinato, acido succinico,
creatina, fosfocreatina, malato, taurina, mio-Inositol, glicerol scio-Inositol, a-glucosa y

B-glucosa, ya previamente identificados en otros tipos de tejidos tumorales, como

gliomas y cancer de mama®> '®’. También se han identificado metabolitos singulares
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como colesterol, glutation y etanol (este ultimo solamente en dos muestras especificas:

20y 39).

El conjunto de resonancias identificadas y los correspondientes metabolitos
asignados ha sido verificado mediante el analisis comparativo entre los 10 espectros 'H-
C HSQC adquiridos. Sélo para 10 de las muestras de biopsia de adenomas hipofisarios
estudiadas se contaba con la cantidad de tejido suficiente (> 20 mg) para poder realizar,
con el minimo valor de S/N, los espectros bidimensionales 'H-'H TOCSY y 'H-"*C
HSQC, necesarios para la asignacién e identificacion de los metabolitos. Dichas
muestras son: 14 (acromegalia), 17 (acromegalia), 20 (Cushing), 25 (Cushing), 26
(tirotropinoma), 32 (adenoma no funcionante), 33 (adenoma no funcionante), 34
(adenoma no funcionante), 38 (acromegalia), 39 (ademoma no funcionante), 44
(adenoma no funcionante), 53 (adenoma no funcionante) y 57 (Cushing). En general, el
namero y la distribucion de los picos de cruce en los espectros 'H-"C HSQC es
practicamente idéntica, aunque no con la misma intensidad, en las 10 biopsias de
tumores hipofisarios estudiadas. Como singularidad diferencial la presencia de los picos
de cruce a 1,18-19,53 y 3,65-60,15 ppm en los espectros 1H-13C HSQC asignados al

metabolito etanol s6lo se puede observar en las muestras 20 y 39.
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5.2. ANALISIS CHEMOMETRICO GLOBAL MEDIANTE PCA Y PLSDA

El estudio estadistico comparativo de los perfiles metabolicos de las 58 muestras
de biopsias de adenomas hipofisarios se ha llevado a cabo, como se ha descrito en los
apartados anteriores, mediante los modelos de andlisis de componentes principales
(PCA) y proyeccion de estructuras latentes de andlisis discriminante (PLS-DA). Las
ventajas principales de ambos modelos es que las principales fuentes de variabilidad en
los datos se modelan mediante otras nuevas variables que explican la mayoria de la
varianza de los datos, y consecuentemente, respecto a sus valores y cargas, permitiendo
la visualizacién y comprension de las diferentes caracteristicas y relaciones entre los
datos. Los modelos PLS-DA fueron validados de manera cruzada mediante el método

de un dato frente al resto (leave-one-out).'®®

Este ultimo método implica el uso de una
unica observacion de la muestra original como el dato a validar, y el resto de
observaciones como datos de entrenamiento. Esta metodologia se repite de tal forma
que cada observacion en el conjunto global de la muestra se utiliza una vez como dato a
validar. En este trabajo de investigacion el conjunto de la muestra esta constituido por
los espectros de las 58 biopsias de adenomas hipofisarios estudiados. El analisis
estadistico mediante PCA y PLS-DA se ha centrado exclusivamente en los espectros 1D
PRESAT para los 58 tumores hipofisarios, ya que en dichos espectros estd contenida
toda la informacion metabdlica sin ningln tipo de modulacion. En el método “leave-on-
out” para la construcciéon del modelo PLS-DA, el espectro 1D PRESAT de cada
muestra de biopsia de adenoma hipofisario se ha validado respecto al resto de los 57

espectros 1D PRESAT, usados como conjunto de entrenamiento para la diferenciacion

entre los diferentes tipos de tumores hipofisarios considerados.

5.2.1. MODELO ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES (PCA)

El conjunto de los datos de las 58 espectros 1D PRESAT se agruparon en
el modelo de andlisis de componentes principales (PCA) sin condicionamiento
previo, tal y como se recoge en la Figura 17. Como se puede observar en la
grafica PCA sin supervisar, aparece una buena separacion espontdnea entre los
tres subtipos de adenomas hipofisarios estudiados para los que se contaba con un
niamero suficiente de muestras: adenomas no funcionantes (21 casos),

acromegalia (17 casos) y enfermedad de Cushing (15 casos). No se puede
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apreciar una separacion para prolactinomas (4 casos), y tirotropinoma (1 caso),
debido al insuficiente nimero de muestras. A partir de la identificacion de las
118 senales (Figura 15) asignadas a 40 metabolitos (Tabla 3) se puede
considerar cuales de estos estan potencialmente implicados en la separacion de
los tres grupos mediante los dos componente principales mas relevantes, PC1

(eje X) y PC2 (eje Y) de la Figura 17.

Especificamente:

1) La separacion en PC1 (Enfermedad de Cushing frente a adenoma no
funcionante+acromegalia) estd dominada por metabolitos como Lactato,
Alanina, Fosfolipidos (sefales de diversos acidos grasos) y azicares (o-

glucosa y B-glucosa).

i1) La separacion en PC2 (adenoma no funcionante frente a enfermedad de
Cushing+acromegalia) tiene contribucion mas significativa de los

metabolitos Glutamina, Glutamato y NAA

52.2. MODELO PROYECCION DE ESTRUCTURAS LATENTES DE
ANALISIS DISCRIMINANTE (PLS-DA)

En el modelo PLS-DA, Figura 18, la discriminaciéon fue muy buena,
superior a PCA, ya que se ha incluido como informacion adicional el subtipo
clinico de adenoma. En este modelo podemos identificar tres “regiones” en las
que se agrupan preferentemente las muestras que podemos asignar a cada uno de
los subtipos clinicos de adenomas hipofisarios estudiados, para los que se
contaba con una mayor numero de muestras: adenomas no funcionantes,

acromegalia y enfermedad de Cushing, respectivamente.

La sensibilidad y especificidad para cada grupo en validacion cruzada es
muy proxima al 90%. De hecho, un 90,5% (19/21) de las muestras de adenomas
no funcionantes quedaron agrupadas dentro del area que incluye a este tipo de
muestras. Asimismo, un 88,2% (15/17) de las muestras de acromegalia se

agruparon en la regiéon de componentes del PLSD-DA correspondiente a este
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subtipo de adenomas. Finalmente, un 93,3% (14/15) de las biopsias
correspondientes al diagndstico clinico de enfermedad de Cushing se agruparon

dentro del entorno de perfil metabdlico asociado a este tipo de adenoma.

Las cinco muestras que no quedaron agrupadas dentro del area
tedricamente correspondiente a su subtipo de adenoma hipofisario en funcion
del diagnostico clinico fueron, por tanto, tres casos de adenomas no funcionantes
(casos 31, 45 y 47), un caso de acromegalia (caso 44) y un caso de enfermedad

de Cushing (caso 20).

Los resultados referidos resultan de gran interés, dado que muestran que,
considerando unicamente los resultados del estudio del perfil metabdlico de
muestras de biopsia de adenomas hipofisarios, analizadas en este trabajo
mediante la técnica de RMN HR-MAS, se pudieron separar con niveles de
especificidad = al 90%, los tres diferentes subtipos clinicos de adenomas
hipofisarios para los que se contaba con un numero de muestras suficiente:

adenomas no funcionantes, acromegalia y enfermedad de Cushing.
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5.3. CURVAS ROC Y METABOLITOS DIFERENCIADORES

Una vez comprobada, a través de los modelos PCA y PLS-DA, la capacidad de
discriminacion de la técnica de RMN HR-MAS entre los tres diferentes subtipos
clinicos de adenomas hipofisarios estudiados para los que se contaba con un mayor
nimero de muestras, tal y como quedo reflejado en el apartado resultados, se ha podido
identificar 6 regiones de los espectros, en las que se ubican los metabolitos o grupos de

metabolitos implicados en su diferenciacion, desde un punto de vista metabdlico.

a) Region A (Figura 19): 3,205/3,215 ppm. Incluye metabolitos como Colina,
Fosfocolina, Arginina y Glicefosfocolina (resonancias 68, 69, 70 y 71 de la
Tabla 3)

b) Region B (Figura 19): 2,32/2.38 ppm. Incluye metabolitos como GABA,
Valina y Glutamato (resonancias 43, 44 y 45 de la Tabla 3).

¢) Region C (Figura 19): 3,53/3,545 ppm. Incluye metabolitos como mio-Inositol,
a-glucosa y Glicerol (resonancias 81, 82, 83 y 84 de la Tabla 3).

d) Region D (Figura 19): 3,88/3,89 ppm. Incluye metabolitos como p-glucosa,
Arginina y Aspartato (resonancias 101, 102 y 103 de la Tabla 3)

e) Region E (Figura 19): 3,545/3,56 ppm. Incluye metabolitos como Glicerol y
Glicina (resonancias 83 y 84 de la Tabla 3).

f) Region F (Figura 19): 3,08/3,12 ppm. Incluye metabolitos como Tirosina,

Fenilalanina y Etanolamina (resonancias 64, 65y 67 de la Tabla 3).

La importancia de los resultados mostrados en las curvas ROC, radica en la
posibilidad de realizar el diagndstico diferencial basado en los perfiles metabolicos
entre los tres subtipos clinicos de adenomas hipofisarios para los que se analizaron un
mayor numero de muestras mediante la técnica RMN HR-MAS. Con esta base,
podemos diferenciar entre muestras tisulares de adenomas hipofisarios no funcionantes,
acromegalia y enfermedad de Cushing, con valores de sensibilidad y especificidad muy
elevados, que permiten valores predictivos positivos y negativos con muy bajo margen

de error.
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5.4. ADENOMAS HIPOFISARIOS ATIPICOS

Los metabolitos derivados de la colina (Co): glicerofosfocolina (GPCo),
fosfocolina (PCo) y colina; han sido objeto de particular atencion en estudios de
espectroscopia por RMN de células cancerigenas y extractos de tejidos, dado que su
metabolismo parece estar alterado en las células tumorales.'” En un estudio de
extractos de acido percldrico sobre muestras tisulares de neoplasias malignas de mama,
los diferentes metabolitos derivados de la colina mostraron elevadas concentraciones, al
compararlas con las de muestras de tejido adyacente no tumoral.'”® El incremento de la
resolucion conseguido mediante la utilizacion de la técnica de espectroscopia HR-MAS
permite la identificacion de estos diferentes metabolitos derivados de la colina: Co,
GPCo y PCo. En estudios realizados sobre cultivos celulares se ha descrito que la
concentracion de PCo se encuentra aumentada en las células de tumores malignos y que
el incremento de la concentracion GPCo y la disminucion de la de PCo se puede asociar
con una menor malignidad.'”" También se han descrito resultados similares para
muestras de glioblastomas multiformes con valores para el cociente GPCo/Pco de 0,27
y 0,87, a partir de espectros obtenidos a partir de extractos de tejido (in-vitro) y
mediante técnica HR-MAS (ex-vivo), respectivamente. Los valores para los cocientes
GPCo/Co y PCo/Co fueron 0,3 y 1,1 para estudios in-vitro y 1,73 y 2 para estudios ex-

. 35
V1VO.

Por lo que se refiere a los tumores hipofisarios, la malignidad es una
circunstancia excepcional que viene definida exclusivamente por la demostracion de la
existencia de metastasis alejadas de la region selar, siendo clasificados en este caso
como carcinomas hipofisarios. No obstante, desde el afio 2004, la clasificacion de la
WHO incluye un grupo especifico de tumores a los que se denomina adenomas
hipofisarios atipicos para los que puede existir una mayor tendencia a la invasion de
estructuras vecinas, crecimiento mas rapido o mayor tendencia a la recidiva local y, en
consecuencia, una mayor dificultad para su control y tratamiento. Los indices mitoticos
elevados, con inmunorreactividad frente a Ki 67 o la proteina p53 superiores al 3%
constituyen su criterio diagnéstico.””* Su incidencia se estima en aproximadamente un

10% del total de adenomas hipofisarios.'’
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En nuestra serie no hubo ninglin caso de carcinoma hipofisario. Un 12% de los
tumores estudiados (7/58) presentaban una inmunorreactividad frente a Ki-67 o p53
superior al 3% y fueron clasificados como adenomas hipofisarios atipicos. Con el fin de
intentar descubrir, mediante la utilizacion de la técnica HR-MAS, la existencia de
caracteristicas metabolicas diferenciales entre el grupo de adenomas hipofisarios y el de
adenomas hipofisarios atipicos de nuestra poblacion muestral (58), se realiz6 un estudio
comparativo entre ambos. En el grupo correspondiente a adenomas hipofisarios atipicos
incluy6d 7 muestras tumorales y en el grupo de adenomas hipofisarios se incluyeron las
51 restantes. Se analizaron para todas ellas las sefiales de Co, PCo y GPCo y se estim6
la proporcion de las mismas mediante integracion de sus areas. A partir de las areas
obtenidas se calcularon los cocientes GPCo/PCo, GPCo/Co y PCo/Co. En la tabla 4 se

recogen los valores obtenidos para ambos grupos, incluyendo la desviacion estandar.

Tabla 4.- Valores promedio de los componentes de Colina (DE) estimados a partir de
los espectros 1D HR-MAS para las muestras de adenomas hipofisarios atipicos y

adenomas hipofisarios.

Adenoma GPCo/PCo GPCo/Co PCo//Co
hipofisario

Atipico (7) 0,37 (£0,09) 1,33 (+£0,55) 3,63 (£1,28)
Tipico (51) 0,52 (£0,10) 2,06 (£0,70) 4,15 (£1,5)

Asimismo y a modo de ejemplo, en la Figura 22 se muestra la comparacion de
la region espectral donde resuenan los compuestos de colina para dos muestras: i) parte
superior: muestra de adenoma hipofisario con valores de inmunorreactividad frente a
Ki-67 y p53 del 0%, Valor de GPCo/PCo = 0,52. ii) parte inferior: muestra de adenoma
hipofisario atipico valores de inmunorreactividad frente a Ki 67 del 1% y p53 del 25%.

Valor de GPCo/PCo = 0,28.
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Adenoma no agresivo PCo
Ki-67 y p53 0% 6PCo
mls - Co Cr
Tou
PCo

Aderoma atipico
Ki-67 1% y p53 25% &°Co
Ce
Cr

Figura 22.- Ejemplos de espectros 1D PRESAT de dos muestras de adenomas
hipofisarios en la region del espectro 2,80-3,75 ppm: i). Parte superior: adenoma
hipofisario. 1ii). Parte inferior: adenoma hipofisario atipico. Eje de abscisas:

desplazamiento quimico en ppm. Eje de ordenadas: unidades de intensidad arbitrarias.

El tamafio de la muestra estudiada no permite la realizacion de un estudio
estadistico del que podamos obtener conclusiones significativas. En cualquier caso, a
partir del ejemplo referido y de los datos de la Tabla 4, podemos sefalar que, al menos
a nivel cualitativo, los cocientes GPCo/PCo y GPCo/Co siguen un patrén similar al
descrito en estudios previos para otros tejidos tumorales como cancer de mama o
biopsias de glioblastomas multiformes.” '®” En nuestro caso, el promedio del valor del
cociente GPCo/PCo, fue inferior en las muestras de adenomas atipicos en comparacion
con el grupo de adenomas hipofisarios. Por lo tanto, el estudio de los valores de los
cocientes GPCo/PCo y GPCo/Co podria tener un valor potencial, relacionado con la
posibilidad de establecer un diagndstico metabolomico diferencial entre los adenomas

hipofisarios y los adenomas hipofisarios atipicos.
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5.5. CASOS ESPECIALES

Como se ha podido comprobar, el resultado del andlisis de las caracteristicas
metabolicas de las 58 muestras de adenomas hipofisarios estudiadas mediante la técnica
RMN HR-MAS, ha permitido una muy buena diferenciacion entre los tres subtipos
clinicos de adenomas hipofisarios, para los que se contaba con un mayor niumero de
muestras en el presente estudio. Esto se ha demostrado al realizar el andlisis
chemométrico global tanto mediante PCA (Figura 17) como, primordialmente PLS-DA

(Figura 18).

Sin embargo, 5 muestras entre las 58 objeto del estudio, se encuentran
localizadas en la grafica PLS-DA (Figura 23), en regiones diferentes a las que

corresponderian a su diagnostico clinico.

Figura 23.- Distribuciéon numerada de las 58 muestras de biopsias de adenomas
hipofisarios en la grafica PLS-DA segliin su diagnéstico clinico y diferenciacion y
agrupacion por perfiles metabolicos ex vivo mediante HR-MAS. Corresponde a la

Figura 18 PLS-DA, donde se sefialan rodeadas por circulos, las cinco muestras no
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ubicadas en la region de perfil metabolico al que corresponderian por su diagndstico

clinico (numeradas como 9, 20, 33, 34, 37 en la grafica PLS-DA).

Asimismo, y aunque clasificadas adecuadamente dentro de las regiones que
agrupan a las tres categorias mas abundantes de adenomas hipofisarios (adenoma no
funcionante, acromegalia y enfermedad de Cushing), existen un total de 4 muestras de
biopsia, para las cuales el diagnostico anatomo patoldogico no fue de adenoma

hipofisario sino de tejido hipofisario normal (3 casos) o necrosis (1 caso).

En la Tabla 5 se recogen los datos correspondientes a estas 9 muestras para las
cuales la localizacion en regiones de PLS-DA no se correspondia con la esperada en
funcion del diagndstico clinico (5 casos) o para las que el diagndstico anatomo

patologico no fue de adenoma hipofisario (4 casos).

Tabla 5.- Casos especiales: fuera del area definida por PLS-DA o con diagnostico

anatomo patologico diferente a adenoma hipofisario.

PLSDA | Caso | Diag | PRL | GH | ACTH | FSH | LH | TSH | Ki67 | p53 | Invasion
9% 20 4 75 | 75 20 0 0 0 4 2 2
20% 31 2 1 0 0 0 0 0 1 0 2
33* 44 3 100 | 75 75 0 0 | 25 2 1 0
34* 45 2 30 | 50 75 0 0 0 1 0 3
37* 47 2 0 |100 0 0 0 0 1 0 1
54**% | 58 3 95 | 100 | 45 15 [ 95 ] 25 1 3 0
52%% | 57 4 20 | 70 30 25 | 75 | 30 1 1 0
47** | 51 4 30 | 75 50 20 | 50 | 20 2 1 0
39*** | 49 2 -- - -- -- - - - - 3

*  Casos desplazados fuera del area definida por PLSDA con relacion al
diagnéstico clinico de cada subtipo de adenoma hipofisario.
** Casos con diagnostico anatomo patologico de tejido hipofisario normal.

*#%* Caso con diagndstico anatomo patologico de necrosis.
5.5.1 MUESTRAS LOCALIZADAS EN LA GRAFICA PLS-DA, EN REGIONES

DIFERENTES A LAS QUE CORRESPONDERIAN A SU DIAGNOSTICO
CLINICO
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La muestra nimero 20 corresponde a una enfermedad de Cushing
(corticotropinoma). El diagndstico anatomo patoldgico fue de adenoma hipofisario
con inmunorreactividad particularmente elevada frente a GH (75%) y PRL (75%) vy,
en menor medida, frente a ACTH (20%). Este caso (muestra identificada con el
numero 9 en la grafica PLS-DA. Figuras 18 y 23), se encuentra localizado por su
perfil metabdlico, en la region correspondiente al mas frecuente para las muestras de
casos con diagnostico clinico de acromegalia (Figura 24). En este caso particular,
parece haber una correlacion entre la marcada inmunorreactividad frente a GH por
inmunohistoquimia y el perfil metabdlico del adenoma estudiado mediante técnica

RMN HR-MAS.

Figura 24.- Comparacion de la region alifatica (0,0 — 4,7 ppm) de los espectros 1D
PRESAT HR-MAS de tres muestras de biopsia de tres diferentes adenomas
hipofisarios: (A) muestra 15 (20,6 mg) con diagndstico clinico de enfermedad de
Cushing y perfil metabolico también correspondiente al mas frecuente para adenoma
hipofisario tipo Cushing (numerada como 4 en la grafica PLS-DA. Figura 18); (B)

muestra 36 (25,3 mg) con diagnostico clinico de acromegalia y perfil metabolico.
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estandar de acromegalia (numerada como 25 en la grafica PLS-DA. Figura 18); (C)
muestra 20 (20,6 mg) con diagnostico clinico de enfermedad de Cushing y perfil
metabolico propio de acromegalia (numerada como 9 en la grafica PLS-DA. Figura
18). Eje de abscisas: desplazamiento quimico en ppm. Eje de ordenadas: unidades

de intensidad arbitrarias.

La muestra numero 31 corresponde a un adenoma hipofisario no
funcionante. El diagnostico anatomo patologico fue de adenoma hipofisario y en el
estudio inmunohistoquimico no existia inmunorreactividad frente a ninguna de las
hormonas hipofisarias, por lo que corresponderia al subtipo de verdadero adenoma
hipofisario no funcionante (null cell). Este caso (muestra identificada con el nimero
20 en la grafica PLS-DA. Figuras 18 y 23) se encuentra localizado por su perfil
metabolico en la region correspondiente al mas frecuente para las muestras de casos
con diagnostico clinico de acromegalia. No obstante, su posicion en PLS-DA no es
muy distante de la que corresponderia para el diagndstico de adenoma no
funcionante y su espectro (Figura 25) es similar al tipico para el subtipo clinico de

adenomas no funcionantes.
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Figura 25.- Comparacion de la region alifatica (0,0 — 4,7 ppm) de los espectros 1D
PRESAT HR-MAS de tres muestras de biopsias de adenomas hipofisarios: (A)
muestra 30 (38,3 mg) con diagnoéstico clinico de adenoma no funcionante y con
perfil metabolico tipico de adenoma hipofisario no funcionante (numerada como 19
en la grafica PLS-DA. Figura 18); (B) muestra 31 (35,7 mg) con diagndstico clinico
de adenoma no funcionante y con perfil metabolico de adenoma no funcionante
(numerada como 20 en la grafica PLS-DA. Figura 18); (C) muestra 36 (25,3 mg)
con diagnostico clinico de acromegalia y con perfil metabdlico tipico de
acromegalia (numerada como 25 en la grafica PLS-DA. Figura 18). Eje de abscisas:
desplazamiento quimico en ppm. Eje de ordenadas: unidades de intensidad

arbitrarias.

La muestra numero 44 corresponde a una acromegalia. El diagnostico
anatomo patoldgico fue de adenoma hipofisario. En el estudio inmunohistoquimico
existia una elevada inmunorreactividad frente a la practica totalidad de hormonas
hipofisarias: PRL (100%), GH (75%), ACTH (75%) y TSH (25%). Este caso,
correspondiente a la muestra nimero 33 en PLS-DA, se encuentra localizado por su
perfil metabdlico, en la zona central de la region correspondiente al mas frecuente
para las muestras de casos con diagndstico clinico de enfermedad de Cushing. Por lo
que respecta a su perfil metabolico (Figura 26), comparado con el de casos tipicos
de enfermedad de Cushing (muestra nimero 15) y acromegalia (muestra nimero
36), puede considerarse intermedio entre ambos, aunque mas proéximo al encontrado
para la enfermedad de Cushing. De nuevo en esta ocasion, parece haber una
correlacion entre inmunorreactividad del tumor frente a las diversas hormonas
hipofisarias (similar para GH y ACTH) y el perfil metabolico del adenoma
estudiado mediante técnica RMN HR-MAS.
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Figura 26.- Comparacion de la region alifatica (0,0 — 4,7 ppm) de los espectros 1D
presat HRMAS de tres muestras de biopsias de adenomas hipofisarios: (A) muestra
44 (28 mg), con diagnostico clinico de acromegalia y con perfil metabdlico tipico de
adenoma hipofisario tipo Cushing (numerada como 33 en la grafica PLS-DA.
Figura 18); (B) muestra 36 (25,3 mg), con diagnostico clinico de acromegalia y con
perfil metabdlico estandar de acromegalia (numerada como 25 en la grafica PLS-
DA. Figura 18); (C) muestra 20 (20,6 mg), con diagnoéstico clinico de enfermedad
de Cushing y con perfil metabdlico tipico de enfermedad de Cushing (numerada
como 9 en la grafica PLS-DA. Figura 18). Eje de abscisas: desplazamiento quimico

en ppm. Eje de ordenadas: unidades de intensidad arbitrarias.

La muestra numero 45 corresponde a un adenoma hipofisario no
funcionante. El diagnostico anatomo patologico fue de adenoma hipofisario. En el
estudio inmunohistoquimico existia una elevada inmunorreactividad frente a ACTH
(75%) y, en menor medida, PRL (30%) y GH (50%). Este caso (muestra
identificada con el numero 34 en la grafica PLS-DA. Figuras 18 y 23), se encuentra
localizado por su perfil metaboélico, en la zona proxima a la region correspondiente

al diagnostico clinico de adenoma hipofisario no funcionante, aunque comparte
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algunas caracteristicas metabolicas asociables al perfil de correspondiente al
diagnéstico de enfermedad de Cushing. También en este caso, puede haber una
correlacion entre la elevada inmunorreactividad del tumor frente a ACTH y su perfil

metabolico estudiado mediante técnica RMN HR-MAS.

La muestra numero 47 corresponde a un adenoma hipofisario no
funcionante. El diagnostico anatomo patologico fue de adenoma hipofisario. En el
estudio inmunohistoquimico existia inmunorreactividad frente a ACTH para el
100% de las células tumorales, siendo negativa para el resto de las hormonas
hipofisarias. Este caso (muestra identificada con el numero 37 en la grafica PLS-
DA. Figuras 18 y 23), se encuentra localizado por su perfil metabdlico, en una zona
intermedia a las regiones correspondientes al diagnostico clinico de acromegalia y
enfermedad de Cushing. Si bien existe en este tumor una inmunorreactividad del
frente a ACTH para el 100% de las células tumorales, la ausencia de la misma frente
a GH no justificaria completamente este resultado. En la Figura 27, como ejemplo,
se incluyen los espectros HR-MAS para esta muestra (espectro localizado en la parte
superior de la figura) y los considerados estandar para el diagnostico clinico de
adenoma hipofisario no funcionante y enfermedad de Cushing (espectros

localizados en la parte intermedia y parte inferior de la figura, respectivamente).
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Figura 27.- Comparacion de la region alifatica (0,0 — 4,7 ppm) de los espectros 1D
presat HRMAS de tres muestras de biopsias de adenomas hipofisarios: (A) muestra
47 (5,5 mg), con diagndstico clinico de adenoma no funcionante y perfil metabolico
intermedio entre acromegalia y Cushing (numerada como 37 en la grafica PLS-DA.
Figura 18); (B) muestra 30 (38,3 mg), con diagndstico clinico de adenoma no
funcionante y perfil metabdlico estandar de adenoma no funcionante (numerada
como 19 en la grafica PLS-DA. Figura 18); (C) muestra 15 (20,6 mg), con
diagnéstico clinico de enfermedad de Cushing y con perfil metabolico tipico de
enfermedad de Cushing (numerada como 4 en la grafica PLS-DA. Figura 18). Eje
de abscisas: desplazamiento quimico en ppm. Eje de ordenadas: unidades de

intensidad arbitrarias.

552. MUESTRAS PARA LAS QUE EL DIAGNOSTICO
HISTOPATOLOGICO NO FUE DE ADENOMA HIPOFISARIO

Los casos 51 (muestra identificada con el nimero 47 en la grafica PLS-
DA. Figuras 18 y 23) y 57 (muestra identificada con el numero 52 en la gréafica
PLS-DA. Figuras 18 y 23), corresponden al diagnostico clinico enfermedad de
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Cushing. El caso 58 (muestra identificada con el nimero 54 en la grafica PLS-
DA. Figuras 18 y 23), corresponde al diagnostico clinico acromegalia. Para
estos tres casos, el diagndstico anatomo patolégico no fue de adenoma
hipofisario sino de tejido hipofisario normal. Desde el punto de vista
inmunohistoquimico, los tres presentaban inmunorreactividad positiva frente a
todas las hormonas hipofisarias. Para los dos casos de enfermedad de Cushing
existe una inmunorreactividad positiva para ACTH (50% y 30%
respectivamente), pero también y predominante para GH (75% y 70%
respectivamente). Para el caso de acromegalia existia una inmunorreactividad
predominante para PRL y GH (95% y 100% respectivamente) y también para
ACTH (45%). Los perfiles metabdlicos para las tres muestras son coincidentes
con su diagnoéstico clinico respectivo: regiéon en la que se agrupan
mayoritariamente las muestras correspondientes a enfermedad de Cushing para
los casos con diagndstico clinico de enfermedad de Cushing (casos 51 y 57) y
region en la que se agrupan mayoritariamente las muestras correspondientes a
acromegalia, para el caso con diagnostico clinico de acromegalia (caso 58). En
los tres casos resulta interesante resaltar la presencia en los espectros de una
intensa sefial a 3,22 ppm, correspondiente a PCo. La presencia de este
metabolito se ha considerado relacionado para otras neoplasias con actividad
tumoral, agresividad o incluso malignidad, pero es de significado incierto en
nuestro caso, dado que los adenomas hipofisarios son tumores de naturaleza
benigna y que, para estos tres tumores en particular, no habia datos de su perfil
inmunihistoquimico (indices de proliferacion celular elevados) que permitiesen

. . (. 35,38,40,43,49, 50,51, 174, 175
catalogarlos como adenomas hipofisarios atipicos.’ % 40 43-49.30.51.174. 17
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Figura 28.- Comparacion de la region alifatica (0,0 — 4,7 ppm) de los espectros
1D presat HR-MAS de tres muestras de biopsias de adenomas hipofisarios con
diagnéstico clinico de enfermedad de Cushing: (A) muestra 57 (31,1 mg).
Diagnostico clinico de enfermedad de Cushing. Perfil metabolico Cushing
(numerada como 52 en la grafica PLS-DA. Figura 18). Diagnostico
histopatologico de tejido hipofisario normal; (B) muestra 51 (7,8 mg) con
diagnéstico clinico de enfermedad de Cushing y perfil metabdlico Cushing
(numerada como 47 en la grafica PLS-DA. Figura 18). Diagnostico
histopatologico de tejido hipofisario normal. (C) muestra 15 (20,6 mg).
Diagnostico clinico de enfermedad de Cushing, perfil metabolico tipico de
Cushing y diagnostico histopatologico de adenoma hipofisario (numerada como
47 en la grafica PLS-DA. Figura 18). Eje de abscisas: desplazamiento quimico

en ppm. Eje de ordenadas: unidades de intensidad arbitrarias.

La muestra niimero 49 corresponde a un adenoma hipofisario no
funcionante. El diagndstico anatomo patologico no fue de adenoma hipofisario
sino de tejido necrotico, por lo que no se realizd estudio inmunohistoquimico.

Este caso (muestra identificada con el nimero 39 en la grafica PLS-DA. Figuras
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18 y 23), se encuentra localizado por su perfil metabdlico, en la region

correspondiente al diagnostico clinico de adenoma no funcionante.

Figura 29.- Comparacion de la region alifatica (0,0 — 4,7 ppm) de los espectros
1D PRESAT HR-MAS de dos muestras de biopsias de adenomas hipofisarios:
(A) muestra 49 (42,3 mg). Diagnostico clinico de adenoma hipofisario no
funcionante y perfil metabdlico congruente con el mismo (numerada como 39 en
la grafica PLS-DA. Figura 18). Diagnostico histopatolégico de tejido necrético;
(B) muestra 30 (38,3 mg), con diagnostico clinico de adenoma hipofisario no
funcionante, perfil metabdlico congruente y diagnostico anatomo patoldgico de
adenoma hipofisario (numerada como 19 en la grafica PLS-DA. Figura 18). Eje
de abscisas: desplazamiento quimico en ppm. Eje de ordenadas: unidades de

intensidad arbitrarias.
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5.6. SENAL DE ACIDOS GRASOS O LIPIDOS

La muestra nimero 50 corresponde a un prolactinoma con diagndstico
histopatologico de adenoma hipofisario e inmunorreactividad frente a PRL (95%) y GH
(20%), con indices de proliferacion celular negativos (0% frente a Ki 67 y p53). Este
caso (muestra identificada con el nimero 39 en la grafica PLS-DA. Figuras 18 y 23), se
encuentra localizado por su perfil metabolico, en la regién correspondiente al
diagnostico clinico de enfermedad de Cushing. En €l resulta llamativa una caracteristica
del espectro distinta a las del resto de muestras comentadas y que consiste en la
presencia de un numero significativo de resonancias anchas con intensidad elevada
(Figura 29). Concretamente, los maximos de dichas sefiales aparecen respectivamente a
0,90, 1,29, (la de mayor intensidad), 1,58, 2,04, 2,25, 2,80 y 5,53 (no mostrada en la
expansion del espectro) ppm. Estas resonancias se han asignado, mediante la simulacion
teorica de desplazamientos quimicos, a diferentes fragmentos de acidos grasos de hasta
8 atomos de carbono, pudiéndose identificar los grupos metilo (CH3), metileno (CHy), -

CH=y =CH- (Tabla 2, referencia 1).

La sefial de acidos grasos o lipidos puede aparecer en los espectros de RMN in-
vivo (ERMI) y ex-vivo (HR-MAS) de dos diferentes maneras: i) cuando la proporcion
mayoritaria en el estudio no corresponde a lipidos, se produce una distorsion en la linea
base del espectro que es tanto mayor, cuanto mayor es la concentracion de acidos grasos
en la muestra estudiada. ii) cuando la proporcion de lipidos es mayoritaria en la muestra
bajo estudio, sus sefales son visibles en el espectro con las mayores intensidades del
mismo. Se ha comprobado que el andlisis estadistico comparativo de las caracteristicas
de los espectros 1D PRESAT mediante HR-MAS, permite una evaluacion del tipo y
concentracion de metabolitos en la muestra de tejido estudiada.'’” '"* De hecho, la
demostracion de la presencia de sefiales intensas de lipidos en ERMI se ha considerado
para algunos tipos tumorales como un claro indicador de la presencia de necrosis y
también, el analisis cuantitativo de los cocientes de las senales de lipidos a 0,9 y 1.2
ppm con respecto a las sefiales de creatina (Cr) o H,O, han permitido una diferenciacion
entre tres tipos de tumores gliales: astrocitomas, astrocitomas anaplésicos y

glioblastomas multiformes.*> % 717

En nuestro estudio de espectroscopia ex vivo HR-
MAS sobre 58 muestras de cinco diferentes subtipos de adenomas hipofisarios, se

detectd la presencia de lipidos, con una concentracién no mayoritaria en dos de las
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muestras estudiadas (15 y 50), sin que existiese por otra parte una correlacion con la
presencia de necrosis desde un punto de vista anatomo patolégico. Estos datos, carentes
de significacion estadistica por el pequefio tamafio muestral y el hecho de que los
adenomas hipofisarios son tumores benignos desde un punto de vista bioldgico, hacen
que la presencia de lipidos (con senales de acidos grasos visibles) en el perfil
metabolico de las muestras, no parezca tener una influencia apreciable en la

clasificacion o el prondstico de los adenomas hipofisarios estudiados.
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5.7. PROLACTINOMAS

Cuatro (6,89%) de los adenomas hipofisarios estudiados eran prolactinomas. El
numero de muestras disponibles para su estudio, tanto en nuestro caso como en series
amplias de la literatura, es menor que para otros subtipos de adenomas hipofisarios,
dado que se trata del unico de ellos para el cual existe un tratamiento médico de

81-84, 157, 174 Las

eleccion como primera opcion terapéutica. caracteristicas

inmunohistoquimicas de nuestro grupo de prolactinomas se recogen en la Tabla 6.

Tabla 6.- Caracteristicas inmunohistoquimicas de los 4 prolactinomas estudiados.

PLSDA | Caso | Diag | PRL | GH | ACTH | FSH | LH | TSH | Ki-67 | p53
53 56 1 0 75 20 10 15 |10 3 0
50 54 1 100 | 95 0 0 0 |0 15 5
51 55 1 100 | 50 0 0 0 |10 2 1
45 50 1 95 20 0 0 0 |0 0 0

Aunque el pequeno tamafio muestral no permite obtener datos estadisticamente
significativos, cabe destacar con relacion al perfil metabolico de estos cuatro tumores
que: i) no se encuentran agrupados. ii) Dos de ellos, los casos 56 y 54 (muestras
identificadas con los nimeros 53 y 50 en la grafica PLS-DA. Figuras 18 y 23) se
encuentran localizados en la region donde se agrupan preferentemente los perfiles
metabolicos de los adenomas con diagndstico clinico acromegalia, mientras que los dos
restantes, casos 55 y 50 (muestras identificadas con los nimeros 51 y 45 en la grafica
PLS-DA. Figuras 18 y 23) se localizaron en la regioén correspondiente a los que tenian
el diagnostico clinico enfermedad de Cushing. En los dos primeros casos, apuntaria a
una correlaciéon con su elevada inmunorreactividad frente a GH (75% y 95%
respectivamente), pero no quedaria confirmado para los dos restantes, que no

presentaban inmunorreactividad frente a ACTH (0% en ambos casos).

Es de destacar el resultado del perfil metabolico para el caso nimero 54 (muestra
identificada con el nimero 50 en la grafica PLS-DA. Figuras 18 y 23), localizado en la
region donde se agrupan preferentemente los perfiles metabolicos de los adenomas con
diagnostico clinico de acromegalia. El diagndstico anatomo patoldgico fue de adenoma

hipofisario atipico, presentando indices mitdticos muy elevados (15% para Ki 67 y 5%
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para p53). En el estudio inmunohistoquimico para hormonas hipofisarias existia
inmunorreactividad frente a PRL (100%) y GH (90%), siendo negativa para las
restantes. Desde el punto de vista clinico se tratd de un tumor de comportamiento
bioldgico muy agresivo, marcado por sus manifestaciones clinicas, su gran invasividad
local y su tendencia a un rapido crecimiento a pesar de las diferentes medidas
terapéuticas aplicadas. Clinicamente presentaba cefalea, hipopituitarismo, paralisis de
oculo-motores y epilepsia. Radiolégicamente existia una gran invasion de estructuras
del area paraselar y un crecimiento intracraneal con ocupacion de la cisterna silviana
izquierda e imagen de invasion del 16bulo temporal adyacente. El tumor fue resistente a
tratamiento médico con agonistas dopaminérgicos y terapia combinada y el paciente
tuvo que ser intervenido en tres ocasiones en un corto lapso de tiempo por rapido
crecimiento tumoral tras cada una de las cirugias. Fue tratado también con radioterapia
tras la tercera cirugia, sin conseguir el control de la enfermedad. Finalmente fue tratado
con quimioterapia (temozolomida), tras la cual la lesion residual permaneci6 estable y
sin nuevo crecimiento durante un periodo de 60 meses hasta la actualidad. EI perfil
metabolico de esta muestra se caracteriza por una seial muy elevada de PCo (a 3,22
ppm. Espectro B. Figura 29), indicativa de la presencia de una mayor concentracion de
este metabolito, en comparacién con GPCo (3,23 ppm) y Co (3,20 ppm) y con relacion
a los perfiles metabdlicos de los tres prolactinomas restantes, correspondientes a

adenomas hipofisarios tipicos desde el punto de vista histopatolégico.
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Figura 29.- Comparacion de la region alifatica (0,0 — 4,7 ppm) de los espectros 1D
presat HR-MAS de las 4 muestras de biopsias de adenomas hipofisarios con diagnostico
clinico de prolactinoma: (A) Caso 56 (9,1 mg), con perfil metabdlico dentro de la region
acromegalia (numerada como 53 en la grafica PLS-DA. Figura 18); (B) Caso 54 (7,5
mg), con perfil metabolico dentro de la regiéon acromegalia (numerada como 50 en la
grafica PLS-DA. Figura 18); (C) Caso 55 (3,9 mg), con perfil metabolico dentro de la
region tipo enfermedad de Cushing (numerada como 51 en la grafica PLS-DA. Figura
18); (D) Caso 50 (35,2 mg), correspondiente a un adenoma hipofisario atipico, con un
comportamiento clinico y bioldgico muy agresivo, perfil metabdlico dentro de la region
tipo enfermedad de Cushing (numerada como 45 en la grafica PLS-DA. Figura 18), y
con un elevado contenido en sefiales anchas de fragmentos de acidos grasos, etiquetados
segun la Tabla 2. Eje de abscisas: desplazamiento quimico en ppm. Eje de ordenadas:

unidades de intensidad arbitrarias.
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5.8. COMPARACION MALDI-Tof

Recientemente se ha propuesto, a través de una prueba de concepto, la
utilizacion de la técnica de espectrometria de masas de ionizacidon/desorcion mediante
laser aplicado a una matriz (MALDI: matrix-assisted laser desorption/ionization) para
determinar de manera rapida la composiciéon de péptidos y proteinas hormonales en
biopsias de tumores hipofisarios.'”’ Asimismo, se incluye la técnica de imagen MALDI
(MSI) para delimitar la composicion de péptidos y proteinas hormonales dentro de los
tejidos de biopsia.'”” La prueba de concepto MALDI-MSI se aplico en seis muestras de
biopsia no patologicas (NP) y 45 muestras de biopsia de adenomas hipofisarios tanto
funcionantes como no funcionantes. La técnica MALDI y MALDI-MSI se ha
desarrollado particularmente para la deteccion de hormonas hipofisarias estandar
mediante analisis inmunohistoquimico, como prolactina (PRL), hormona de crecimiento
(GH), hormona adrenocorticotropica (ACTH) y hormona estimulante de la glandula
tiroides (TSH). En este estudio los resultados del andlisis estadistico PCA permitieron
una adecuada diferenciacion entre: cuatro muestras de corticotropinomas frente a las
seis muestras no patoldgicas; 5 muestras de somatotropinomas y cuatro muestras de
tumores con secrecion mixta (GH-PRL) frente a las seis muestras no patoldgicas; 5
muestras de gonadotropinomas (FSH-LH) y 5 muestras de adenomas hipofisarios no
funcionantes frente a las seis muestras no patoldgicas; y de tres tipos diferentes de
adenomas hipofisarios funcionantes (4 corticotropinommas, 5 somatotropinomas y 2
prolactinomas) frente a 5 muestras de adenomas hipofisarios no funcionantes. A priori,
la aproximacion propuesta como prueba de concepto, presenta el interés de una
determinacion rapida del contenido en péptidos y hormonas proteicas de manera directa
en el tejido de las biopsias de adenomas hipofisarios No obstante, no se muestran
resultados relativos a la correlacion de los espectros de masas MALDI-MSI con el
diagnostico clinico, que en un elevado porcentaje de casos no es coincidente con el

resultado de los datos inmunohistoquimicos.'”’
A modo de ejemplo, en la Tabla 7 se recogen los datos de las muestras

estudiadas en esta tesis con diagndstico clinico no directamente relacionado con los

porcentajes de los distintos valores de la inmunohistoquima.
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Tabla 7.- Datos clinicos (1 = Prolactinoma; 2= No Funcionante; 3 = Acromegalia; 4 =
Cushing y 5 = Tirotropinoma) y de inmunohistoquimica para aquellas muestras con

minima o nula correlacion entre ambos.

PLSDA | Caso | Diagnostico | PRL | GH | ACTH | FSH | LH | TSH | Ki- | p53
67

1 12 4* 100 | 100 |5 0 0 0 2 1
2 13 3* 100 | 100 | O 0 0 0 1 0
4 15 4% 50 100 | 100 0 0 0 0 0
5 16 3* 100 | 100 | O 0 0 0 1 1
7 18 4* 10 100 | 25 0 0 0 0 0
8 19 4 * 0 9 |0 0 0 0 7 1
9 20 4 75 75 |20 0 0 0 4 2
10 21 4% 0 0 5 0 0 0 1 0
12 23 3* 100 | 100 | O 0 0 0 5 10
14 25 4* 0 50 |20 0 0 0 2 1
16 27 4* 5 40 |20 0 0 0 1 0
26 37 4* 0 100 | 4 0 0 0 2 0
31 42 4* 95 95 |0 95 195 |50 1 1
33 44 Joak 100 |75 |75 0 0 25 |2 1
34 45 2% 30 50 |75 0 0 0 1 0
37 47 2% 0 0 100 0 0 0 1 0
47 51 4* 30 75 |50 20 |50 |20 |2 1
53 56 [ A 0 75 |20 10 15 10 |3 0
52 57 4* 20 70 | 30 25 |75 |30 1 1

Al analizar en nuestro trabajo la correlacién entre el diagnostico clinico y los
resultados de la inmunohistoquimia realizada como parte del diagndstico
histopatologico de la muestras tumorales, se pone de manifiesto que en 19 de los casos
no existia una correcta correlacion entre ambos, tratandose de un resultados concordante
con lo previamente descrito en la literatura.'™ Sin embargo, cuando

correlacionamos para estas mismas muestras el diagnostico clinico con los perfiles
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metabolicos obtenido a partir de los estudios HR-MAS, observamos que para 15 de las
19 muestras, se obtuvo una adecuada diferenciacion mediante sus perfiles metabdlicos a
partir del diagrama PLSDA (Figura 18) y unos elevados valores de las curvas ROC
(Figura 20).
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6. CONCLUSIONES
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1.- El resultado del andlisis del perfil metabolico de adenomas hipofisarios, obtenido a
partir del estudio ex-vivo de 58 muestras intactas de este tipo de tumores, utilizando la
técnica de RMN HR-MAS, nos ha permitido describir un perfil metabdlico para ellos,
definido por la presencia de 40 metabolitos identificados a partir de la asignacion de

118 resonancias.

2.- Se ha podido contrastar, a partir de la comparacién entre los espectros 'H-""C HSQC
en las 10 muestras de biopsia de tumores hipofisarios para las que se contaba con una
cantidad suficiente de tejido (= 20 mg), que la composicion metabolica cualitativa es
practicamente idéntica para las muestras de adenomas hipofisarios con diagnostico

clinico de adenoma no funcionante, acromegalia y enfermedad de Cushing.

3.- Entre los 40 metabolitos identificados se han encontrado, entre otros, 16
aminoacidos, compuestos de Colina, fragmentos de 4cidos grasos, GABA, compuestos
de Inositol, a y P-glucosa, glutation, etanolamina, colesterol, glicerol y ornitina.
Asimismo, en dos biopsias se ha podido identificar también etanol. El modelo de
Analisis de Componentes Principales (PCA) sin supervisar permite una separacion
espontanea inicial adecuada entre los tres subtipos clinicos de adenomas hipofisarios

para los que se contaba con un mayor numero de muestras.

4.- El modelo de Analisis de Componentes Principales (PCA) sin supervisar, permite
una separacion espontanea inicial adecuada entre los tres subtipos clinicos de adenomas

hipofisarios para los que se contaba con un mayor nimero de muestras.

4.1.- La separacion en el componente principal 1 PC1 en PCA, permite la
discriminacién de muestras de adenomas con diagnostico clinico de enfermedad
de Cushing con respecto a adenomas no funcionante+acromegalia, dominada

predominantemente por: Lactato, Alanina, Fosfolipidos y a-glucosa y -glucosa.

4.2.- La separacion en el componente principal 2 PC2 en PCA, permite la
discriminacién de muestras de adenomas con diagndstico clinico no funcionante
con respecto a acromegaliatenfermedad de Cushing, dominada

predominantemente por: Glutamina, Glutamato y NAA.
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5.- El andlisis del modelo PLSDA supervisado nos ha permitido separar tres “regiones”,

bien definidas, caracterizadas por las siguientes peculiaridades de perfil metabolico:

5.1.- “Regién” de adenomas no funcionantes: tumor con el metabolismo mas
proliferante (composicion en compuestos de Colina) y en parte mas relacionado
con la agresividad tumoral a partir de la variacion en el contenido de Lactato,
Glutation y NAA.

5.2- “Region” de acromegalia: aparecen niveles alterados de Fenilalanina y
Tirosina, precursores de catecolaminas.

5.3.- “Region” de enfermedad de Cushing: perfil metabdlico similar a
acromegalia, aunque con diferencias significativas en varios metabolitos:

GABA, Isoleucina, Leucina y Valina.

6.- La aplicacion del calculo estadistico ANOVA a las 40 regiones de los 58 espectros
1D presat, ha permitido obtener 6 regiones (A, B, C, D, E, F, G. Figura 19) con valores
p < 0,05 para la diferenciacion entre los diferentes subtipos clinicos de adenomas

hipofisarios.

6.1.- Los metabolitos responsables de la correlacion ANOVA significativa entre
el perfil metabodlico y el diagndstico clinico de diferentes subtipos de adenomas
hipofisarios son, fundamentalmente: compuestos de Colina, Arginina, GABA,
Valina, Glutamato, mio-Inositol, o y B-glucosa, Aspartato, Glicerol, Glicina,

Tirosina, Fenilalanina y Etanolamina.

7.- Los valores de las curvas ROC son muy altos (> 0,90) para los tres componentes
principales correspondientes a las tres regiones con valor de p més pequefio (< 107,
estableciendo diferencias entre muestras tisulares de adenomas hipofisarios no
funcionantes, acromegalia y enfermedad de Cushing, con valores de sensibilidad y
especificidad muy elevados, que permiten valores predictivos positivos y negativos con

muy bajo margen de error.

8- El perfil metabdlico obtenido a partir del estudio ex vivo de 58 muestras intactas de

cinco diferentes subtipos de adenomas hipofisarios, utilizando la técnica de RMN
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HRMAS, mostré una adecuada correlacion entre estos y su diagndstico clinico. Son
caracteristicas singulares de la técnica HR-MAS su rapidez, robustez, objetividad,
reproducibilidad y facil automatizacion. Por estos motivos consideramos que este
trabajo aporta una base inicial para poder proponer la inclusion de la técnica HR-MAS
como herramienta adicional en la caracterizacion diagnostica de los adenomas
hipofisarios. Del mismo modo, la implementacion de esta técnica junto con los avances
tecnologicos en el ambito de la RMN, puede hacer posible en el futuro avances en el

campo del diagndstico, como la espectroscopia in-vivo mediante RMN.
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