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RESUMEN

Antecedentes: Los adenomas hipofisarios son neoplasias
benignas que pueden tener un comportamiento localmente
agresivo. Métodos: En el presente trabajo se analiza el signi-
ficado de la actividad proliferativa mediante inmunotincion
con Ki-67 en una serie de 107 adenomas hipofisarios. Resul-
tados: La actividad proliferativa media fue de 1,99% (rango
0%-18%) y la mayoria (81%) presentaron Ki-67 <3%. Se
observé una tendencia a la asociacion entre mayor nivel de
Ki-67 y extension extraselar, tipo inmunohistoquimico hor-
monal (prolactinomas y adenomas gonadotropos), sexo mas-
culino y menor edad. Sin embargo, no se demostr6 asociacion
significativa con la densidad mitocondrial y la densidad
microvascular (DMV), la actividad funcional o la aparicion
de recidiva. Conclusiones: El estudio de la actividad prolife-
rativa con Ki-67 puede definir un subgrupo de adenomas
hipofisarios con comportamiento localmente mas agresivo.

Palabras clave: Adenoma hipofisario, Ki-67, prolifera-
cion celular, inmunohistoquimica, angiogénesis.

SUMMARY

Introduction: Pituitary adenomas are benign neopla-
sias, but they may behave locally more aggressive.
Methods: The present study analyzes the significance of
proliferative activity by Ki-67 staining in a series of 107
pituitary adenomas. Results: The mean proliferative acti-
vity rate was 1.99% (range 0%-18%) and the majority
(81%) showed Ki-67 <3%. We showed a trend towards a
higher Ki-67 in adenomas with extrasellar extension, hor-
monal subtype (prolactinomas and gonadotroph cell adeno-
mas), male gender and younger age. However, no signifi-
cant differences were found between Ki-67 and mitochon-
drial or microvascular densities, functional activity or
recurrence. Conclusions: We conclude that the proliferative
activity evaluated by Ki-67 can define a subset of pituitary
adenomas with a more aggressive behavior.
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INTRODUCCION

Los adenomas hipofisarios (AH) constituyen un 10-
15% de las neoplasias intracraneales en series quirurgi-
cas (1-4). Su clasificacion se basa en criterios histologi-
cos, inmunohistoquimicos y ultraestructurales, que tie-
nen en cuenta los hallazgos bioquimicos, de técnicas de
imagen y quirurgicos (3). Las primeras clasificaciones
de los AH distinguian, basandose en las propiedades tin-
toriales de las células, tres tipos de adenoma: acidofilo,
baso6filo y croméfobo, con escasa correlacion con la cli-
nica. La generalizacion de las técnicas inmunohistoqui-
micas en los afios 80 permiti6 el desarrollo de clasifica-
ciones mas funcionales y la identificacion de subtipos
morfolégicos con criterios bien definidos (1,2,4,5).
Otras técnicas auxiliares como el estudio de prolifera-
cion celular con Ki-67, también aportan informaciéon
util en un contexto morfoldgico (6-9). La nueva clasifi-
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cacion OMS define tres tipos principales de tumor hipo-
fisario: AH tipico, AH atipico y carcinoma hipofisario
(3). Sin embargo las diferencias entre los «tipicos» y
«atipicos» no quedan claramente establecidas. Los AH
«atipicos» presentarian algunos rasgos morfoldgicos
que sugieren mayor agresividad bioldgica, como mayor
pleomorfismo nuclear, necrosis, incremento del numero
de mitosis, actividad proliferativa con Ki-67 mayor del
3-5% y en general, un comportamiento localmente agre-
sivo detectado con técnicas de imagen. Los adenomas
sin estas caracteristicas, serian clasificados como «tipi-
cos» y constituyen la mayoria de los AH (3). El objetivo
del presente trabajo es evaluar la actividad proliferativa
estimada tras inmunotincioén con Ki-67 en una serie de
AH y su correlacion con a) caracteristicas clinicas como
edad y sexo, b) presentacion radiologica y ¢) patologicas
como tipo inmunohistoquimico hormonal, densidad
mitocondrial y densidad microvascular (DMV).
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados, procedencia, diluciéon y clon

Anticuerpo frente a: Procedencia Dilucién Clon
GH Dako 1:50 | policlonal
PRL Dako 1:50 | policlonal
ACTH Dako 1:1600 | 02A3
Anti-FSH Novocastra 1:800 | INN-hFSH-60
Anti-LH Dako 1:100 | policlonal
Anti-TSH Dako 1:100 | policlonal
Anti-alfa subunidad | Novocastra 1:200 | 4E12
Ki-67 Dako 1:50 | MIB-1
CD34 Novocastra 1:50 | QBend/10
Antimitocondrial Biogenex 1:50 113-1
Citoqueratinas Dako 1:50 | AE1/AE3

MATERIAL Y METODOS

De una serie de 122 AH procedentes del archivo del
Servicio de Patologia del Hospital General Universitario
de Alicante, intervenidos entre 1990 y 2005, se seleccio-
naron 107 casos. Quince casos fueron excluidos al consi-
derarse el material muy escaso, necrético o no represen-
tativo. La edad de los pacientes oscild entre 12 y 83 afios
(media 51, desv. tipica 15); 53 fueron mujeres y 54 hom-
bres; 10 casos (9%) fueron microadenomas (<10 mm).
Once pacientes (10%) presentaron recidiva tumoral en
periodos comprendidos entre 3 y 36 meses.

El tejido habia sido fijado en formalina neutra al 10%,
tamponada e incluido en parafina de forma convencional.
Las secciones de 2 micrometros de espesor, fueron des-
parafinadas y rehidratadas. Los anticuerpos utilizados y
las diluciones pueden observarse en la tabla 1. El estudio
inmunohistoquimico fue realizado utilizando estreptavi-

Adenomas hipofisarios (n=107)
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Fig. 1: Grafico de barras con distribucion de los casos segun el por-
centaje de células positivas para Ki-67.
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dina-biotina peroxidasa en un inmunoiidor automatico
(TechMate 500 Dako). La metodologia de cuantificacion
ha sido descrita previamente (10,11). Los adenomas fue-
ron clasificados siguiendo los criterios clinicopatoldgicos
recomendados por la OMS (3): 27 adenomas somatotro-
pos, 9 prolactinomas, 2 adenomas de célula madre acido-
fila (incluidos en el grupo de prolactinomas a efecto de
andlisis), 13 corticotropinomas, 2 tirotropinomas, y 54
gonadotropinomas/nulos (12 oncociticos). Los adenomas
somatotropos fueron subclasificados teniendo en cuenta
el patron de tincidn con citoqueratinas y la densidad de
inmunotinciéon con GH (12). En relacién con los signos
de funcion endocrina, un 43% (46/107) de los casos fue-
ron adenomas funcionantes. De los no funcionantes
(57%; 61/107), 53 fueron adenomas gonadotropos/nulos,
6 adenomas corticotropos y 2 prolactinomas.

Para el analisis de la actividad proliferativa con Ki-67
se establecieron dos puntos de corte, 3 y 5%. La densi-
dad mitocondrial fue estimada en 85 casos tras inmuno-
tincion con anticuerpo antimitocondrial, siguiendo crite-
rios previamente establecidos (11). En 67 casos se deter-
minoé la densidad microvascular tras inmunotincién con
CD34, expresada en vasos/mm? (10).

Analisis estadistico

Se calculd el nivel de asociacion entre las variables
analizadas. Los datos fueron analizados utilizando la
aplicacion estadistica SPSS v 12.0. Tras evaluar si las
pruebas parametricas eran validas (Kolmogorov-Sminov
p>0,05), se aplicaron métodos paramétricos (Anova y t-
student) y no paramétricos (U-Mann Whitney). Para las
variables cualitativas se aplico la prueba del chi cuadra-
do o prueba exacta de Fisher para analizar las diferen-
cias. Solo las diferencias con p<0,05 fueron consideradas
significativas.

RESULTADOS

La actividad proliferativa media con Ki-67 fue 1,99%
(rango 0-18%, desv. tipica 2,7) (fig. 1). El 21% de los
casos presentaron Ki-67 >3% y el 8% >5%. En relacion
con la edad, los adenomas en pacientes <50 afios presen-
taron una mayor actividad proliferativa (corte 3% y 5%),
si bien las diferencias no fueron significativas (p=0,16;
test de Fisher). Esta tendencia se perdié cuando se compa-
raron pacientes mayores y menores de 65 afios (p=0,68).

El 26% de los adenomas en hombres y el 15% en
mujeres tenian Ki-67 23% (p=0,16; chi cuadrado). Sin
embargo, con el corte del 5% no se observo diferencias
significativas (tabla 2).

El 80% de los adenomas presentaron extension extra-
selar en la evaluacion con TAC/RMN, y de ellos, 23%
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Tabla 2. Correlacion entre variables clinico-patolégicas y Ki-67

Ki-67 23% Ki-67 25%
Edad
<50 14/54 (26%) 7/54 (13%)
=50 8/53 (14%) 2/53 (4%)
p=0,16 p=0,16
Sexo
Mujer 8/53 (15%) 4/53 (8%)
Hombre 14/54 (26%) 5/54 (9%)
p=0,16 p=n.s.
Extension extraselar
No 2/21 (10%) 0/21 (0%)
Si 20/86 (23%) 9/86 (10%)
p=0,23 p=0,20
Tipo hormonal
GH 3/27 (11%) 0/27 (0%)
PRL 6/11 (55%) 5/11 (46%)
ACTH 2/13 (15%) 1/13 (8%)
TSH 0/2 (0%) 0/2 (0%)
LH/FSH/nulo 11/54 (20%) 3/54 (6%)
p=0,041 p=0,000

tenian Ki-67 >3%. Sin embargo, observamos que el 10%
de los adenomas sin extension presentaban también Ki-
67 23% (p=0,23; test de Fisher). Por otra parte todos los
adenomas con Ki-67 >5% presentaron extension extrase-
lar, y ninguno de los AH limitados a la silla turca pre-
sentd ese nivel de actividad proliferativa (p=0,2; Fisher).
Tras comprobar la distribucion no normal de la variable
Ki-67(p>0,05, Kolmogorov-Smirnoff), se realiz6 analisis
de medianas (prueba U-Mann-Whitne) que demostro
diferencias significativas de Ki-67 en relacion con la
extension extraselar (p=0,034) (fig. 2).

El 55% y 46% de los prolactinomas (fig. 3), 20% y
6% de los gonadotropinomas-nulos (fig. 4), 11% y 0% de
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Fig. 2: Grafico de cajas, con distribucion de Ki-67 y valoracion radio-
logica de la extension extraselar.

los adenomas somatotropos (fig. 5), 15% y 8% de los cor-
ticotropos (fig. 6) y 0% y 0% de los tirotropinomas pre-
sentaron Ki-67 23% y 25%, respectivamente (p=0,041 y
p<0,000). El analisis de medias también demostrd dife-
rencias significativas por tipo hormonal (p=0,017, Ano-
va) (fig. 7). No se observd asociacion entre actividad pro-
liferativa y actividad funcional del adenoma (p=0,23), ni
con aparicion de recidiva tumoral (p=0,56).

Dentro de los adenomas somatotropos, no se
observaron diferencias significativas de la actividad
proliferativa entre adenomas densa- y pobremente gra-
nulados (Ki-67 23% en 1/11 adenomas densamente
granulados contra 2/16 en adenomas pobremente gra-
nulados, p=n.s.).

En el grupo de adenomas gonadotropos/nulos, 11
adenomas (28%) estaban constituidos por 50% o mas
oncocitos. No se observaron diferencias significativas en
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Fig. 3: Prolactinoma. A) Inmunotincion para prolactina con patron paranuclear (x400); B) Positividad nuclear para Ki67, con actividad prolifera-

tiva estimada del 4,2% (x400).
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Fig. 4: Adenoma hipofisario gonadotropo. A) Cortes coronales con RMN. Macroadenoma con destruccion selar y extension supraselar. B) Arqui-
tectura pseudorosetoide con células de citoplasma cromofobo (H&E x 400). C) Inmunotincion para LH (x400). D) Inmunotincion nuclear para

Ki67, con actividad proliferativa menor del 3% (x400).

la actividad proliferativa de adenomas oncociticos y no
oncociticos (p=n.s.).

La DMV con CD34 fue estimada en 67 adenomas,
con una media de 245 vasos/mm? (rango 85-575, desv.
tipica 105). La DMV media fue de 248 y 245 vasos/mm?2
en adenomas con Ki-67 23% y >5% frente a 225 y 235
vasos/mm? en adenomas con Ki-67 <3% y <5%, respec-
tivamente (p=n.s.).

DISCUSION

Los resultados del presente trabajo confirman que la
actividad proliferativa de la mayoria de los adenomas
hipofisarios es baja (<3%). En nuestra serie, la actividad
proliferativa media fue de 1.99%, similar a la observada
por otros autores, con rangos que oscilan entre 1,1 y
2,6% (7,8,13-15). Sin embargo, teniendo en cuenta uni-
camente la actividad proliferativa, un 21% de los AH
pueden considerarse «atipicos», con Ki-67 >3%.

Otro de los aspectos analizados y poco estudiado
previamente, es la relacion entre actividad proliferativa
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y edad de presentacion. Nuestros resultados sugieren
que los adenomas en pacientes menores de 50 afios tie-
nen mayor actividad proliferativa. Por otra parte, otros
investigadores demuestran una relacion inversa entre
estas dos variables s6lo en adenomas secretores (14) o
una mayor actividad proliferativa en pacientes mayores
de 65 afios (16).

La prevalencia de la invasion oscila entre el 10% y
95% (14,17). En la presente serie, 80% de los adenomas
presentaron extension extraselar demostrada por TAC y/o
RMN, en asociacion a una mayor actividad proliferativa,
de acuerdo con estudios recientemente publicados
(6,8,14,15,17-19). Sin embargo, existen datos contradic-
torios (20-23). Estas discrepancias podrian atribuirse, al
menos en parte, a los diferentes criterios para definir la
invasion (6,8,14,15,17,18). En relacion con el riesgo de
recidiva, no encontramos asociacion con el grado de acti-
vidad proliferativa, en concordancia con otros autores
(14,24). Por otra parte, este hallazgo no es sorprendente
ya que factores como el tamafio y extension del tumor en
el momento de la intervencion pueden ser mas relevantes
que la proliferacion celular.
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Fig. 5: Adenoma hipofisario somatotropo. A) RM, corte lateral. Microadenoma intraselar de 9 mm. B) Leve pleomorfismo nuclear, y citoplasmas tin-
torialmente cromofobos (x400). C) Inmunotincion para GH (x400). D) Inmunotincion para Ki-67, con actividad proliferativa baja, menor del 3% (x400).

La nueva clasificacion de la OMS se basa en la apli-
cacion de criterios clinicos y patoldgicos, que incluyen la
inmunohistoquimica hormonal (3). Si bien los prolacti-
nomas son los adenomas hipofisarios mas prevalentes,
estan menos representados en las series quirurgicas ya
que en su mayoria son controlados medicamente (25) y
solo los casos resistentes a este tratamiento son interve-
nidos quiragicamente. En la presente serie, 91% de los
prolactinomas fueron invasivos y 55% mostraron Ki-67
>3%. Ademas de los prolactinomas, los adenomas mas
proliferativos fueron los gonadotropos/nulos y los corti-
cotropos, de modo similar a otros estudios (17).

Muchos de los adenomas clasificados como «no
secretores» por otros investigadores, corresponden en
realidad a adenomas gonadotropos cuando se realiza el
estudio inmunohistoquimico completo (4,26). Los ade-
nomas oncociticos son adenomas gonadotropos o nulos
constituidos por células con alta densidad mitocondrial
(11,27). En nuestros casos (11) no hemos podido
demostrar una mayor actividad proliferativa en los ade-

nomas oncociticos, lo que contrasta con los resultados
obtenidos por Schreiber et al (28). Ademas, al igual que
otros autores (17), tampoco encontramos asociacién
entre una mayor actividad proliferativa en adenomas
funcionantes comparada con los no funcionantes. Sin
embargo, Jaffrain-Rea et al (14) en una serie de 132 AH
estudiados con MIB-1, con una media de 1,22% de
células positivas, encuentran diferencias significativas
entre adenomas clinicamente secretores y no secretores,
con mayor actividad proliferativa en el grupo secretor.
Estas diferencias podria ser atribuibles a la diferente
distribucion de los casos segun el tipo hormonal, Asi en
la serie citada (14), el subtipo predominante fue el de
los adenomas somatotropos, lo que podria influir en sus
resultados.

En el grupo de adenomas somatrotropos, se ha obser-
vado un comportamiento localmente mas agresivo de los
adenomas pobremente granulados asi como una mayor
actividad proliferativa con Ki-67 (9). Sin embargo, nues-
tros resultados no mostraron diferencias significativas, si
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Fig. 6: Adenoma corticotropo silente. A) Adenoma tintorialmente croméfobo. Algunas de las células presentan cambio hialino citoplasmatico
(x400). B) Inmunotincion para ACTH (x400). C) Red microvascular con CD34 (x400). D) Inmunotincion con Ki-67 baja, menor del 3%.

bien esto podria deberse al bajo numero de casos que
constituye este subgrupo en nuestra serie.

Parte de los resultados del presente estudio relaciona-
dos con la angiogénesis han sido previamente publicados
(10). La inclusion de mas pacientes, corrobora la ausen-
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Fig. 7: Grafico de cajas con distribucion de Ki-67 en relacion con el
tipo clinicopatolégico de adenoma.
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cia de asociacion entre la actividad proliferativa y la
DMYV, también observado por otros autores (29,30).

En resumen, el estudio de la actividad proliferativa
con Ki-67 deberia formar parte del estudio rutinario de
los AH, ya que puede contribuir a delimitar un grupo de
adenomas de comportamiento localmente mas agresivo.
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