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Caracterizacion de tumores secretores
de hormona de crecimiento de acuerdo
al patrén granular y su rol en el
prondstico
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Prognostic value of granular pattern
of growth hormone secreting tumors

Background: Classification of growth hormone (GH) - secreting tumors
by the granular pattern might predict their clinical behavior in acromegalic
patients. There are several other prognostic factors. Aim: To compare the
features at presentation and cure rates of patients with GH secreting tumors
according to the granular pattern, and to define independent prognostic
factors for surgical treatment in these patients. Material and Methods: A
retrospective, observational study of 85 active acromegalic patients surgically
treated in two medical centers. Results: Seventy-four patients (87%) were
classified as having densely granulated (DG) and 11 (13%) as sparsely gra-
nulated (SG) tumors. The latter were less active biochemically, had a higher
rate of macroadenoma and cavernous sinus invasion and had a lower rate of
biochemical cure than the DG group. Several characteristics were associated
with disease persistence but only age (Odds ratio (OR) = 0.93) and cavernous
sinus invasion (OR = 21.7) were independently associated in the logistic re-
gression model. Conclusions: The sparsely granulated pattern is associated
with a more aggressive behavior, but the main determinants of prognosis are
age and cavernous sinus invasion.

(Rev Med Chile 2019; 147: 852-859)
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ductores de hormona del crecimiento (GH)

y dan cuenta de aproximadamente 20% de

los tumores hipofisiarios tratados quirdrgicamen-
te' y mas de 95% de los casos de acromegalia.

Estos tumores se clasifican, de acuerdo al

patrén de granulos de GH, en densamente gra-

nulares (DG) y escasamente granulares (EG)2.

En el pasado esta distincién se hacia usando la

microscopia electrénica, pero en la actualidad se

realiza a través de la distribuciéon de filamentos

l 0s tumores somatotropos son tumores pro-
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de citoqueratina por inmunohistoquimica en la
microscopia de luz®. Con esta técnica, los tumores
EG poseen un agregado de filamentos de cito-
queratina intracitoplasmaticos llamado “cuerpo
fibroso”, caracterizado por un patrén de tincién
en botén a la inmunohistoquimica, mientras que
los tumores DG presentan un patrén perinuclear
difuso. En los ultimos afios se ha hecho evidente
también la existencia de una poblacién de tumores
con un patrén mixto ala inmunhistoquimica para
citoqueratina®.
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Esta clasificacién del patrén granular tiene
relevancia clinica, ya que segin algunos reportes,
los adenomas somatotropos EG podrian tener
un comportamiento mds agresivo que aquellos
tumores DG y mixtos, los cuales se comportarian
en forma similar®'’. Es asi como los tumores EG
tienden a presentarse a edades mds tempranas,
ser mds grandes y mds invasivos*’. Respecto a la
evolucién postquirtrgica, los tumores EG pre-
sentan mayores tasas de reseccién incompleta y
reoperacion”®. Esta clasificacién tendria, ademas,
un rol prondstico en el tratamiento médico, ya que
el patrén DG se asociaria a una respuesta bioqui-
mica favorable al uso de ligandos del receptor de
somatostatina (LRS)®-11:20.25,

Sin embargo, el prondstico del tratamiento de
los adenomas secretores de GH no solo estd deter-
minado por el patrén granular, sino también por
una serie de caracteristicas (por ejemplo, actividad
bioquimica, tamafio, invasién) que tienden a co-
segregarse y, por lo tanto, su importancia relativa
es menos clara.

Los objetivos de este estudio son: a) comparar
las caracteristicas de presentacién y los resultados
quirtrgicos de pacientes con tumores secretores
de GH segun el patrén granular y b) definir fac-
tores prondsticos independientes del tratamiento
quirdrgico en estos pacientes.

Pacientes y Métodos

Pacientes

Se realizé un estudio retrospectivo de los
pacientes con adenoma somatotropo operados
por dos neurocirujanos entre 1999 y 2014, en
dos centros hospitalarios chilenos. El criterio de
inclusién fue pacientes acromegdlicos activos
tratados primariamente con cirugia (reseccién
tumoral transesfenoidal o transcraneal) y que
no hubieran recibido tratamiento médico previo
a la cirugia.

Los criterios de exclusion fueron: a) tumores
somatotropos clinica y bioquimicamente inactivos
y b) haber recibido LRS o radioterapia previo a
la cirugia.

Andlisis bioquimico
El diagnoéstico de acromegalia se bas6 en: a) la

presencia de niveles plasmaticos de IGF1 por
sobre el rango de normalidad ajustado por edad
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y género, o b) niveles plasmaticos de GH con un
nadir > 1 ng/mL durante un test de tolerancia a
la glucosa'2.

Las mediciones de IGF1 y de GH plasmadticas
fueron hechas en ambos centros hospitalarios
mediante inmunoensayo quimioluminiscente
Immulite 2000. Siemens (Flanders, New Jersey,
USA). Para IGF-1, la sensibilidad analitica es de
13,3 ng/mL con un coeficiente de variacién ana-
litico interensayo de 7,6% para concentraciones
de 56 ng/mL y de 3,9% para concentraciones de
200 ng/mL. Para GH la sensibilidad analitica es
de 0,01 ng/mL con un coeficiente de variacién
analitico interensayo de 6,9% para concentra-
ciones de 3,6 ng/mL y de 8,2% para concentra-
ciones de 9,4 ng/mL. Se consider6 el nadir de
GH como el menor valor de GH obtenido en
cinco muestras durante un test de sobrecarga
con 75 g de glucosa. Se definié IGF1 indexada
como la relacién entre el valor de IGF1 plasmd-
tica preoperatoria de cada sujeto dividida por
el valor superior del rango de normalidad para
el mismo sujeto.

La medicién de prolactina fue hecha por
inmunoensayo quimioluminométrico (ADVIA
Centaur o Immulite Siemens) y se considerd
como hiperprolactinemia valores por sobre el
nivel superior del rango de normalidad ajustados
por edad y género.

La curacién bioquimica postquirtrgica se
definié por: a) niveles plasméticos de IGF1 por
debajo del valor maximo normal, o b) un nadir
de GH <0,4 ng/mL durante un test de sobrecarga
con glucosa a los tres meses de la cirugia'. Se es-
tablecid la persistencia de enfermedad si al menos
uno de estos criterios no se cumplia.

Este estudio fue aprobado por el Comité de
Etica del Hospital Clinico de la Pontificia Univer-
sidad Catdlica de Chile.

Andlisis radiologico

La interpretacién de la resonancia magnética
pre y postoperatoria fue hecha por dos neuro-
radidlogos independientes (IH y RZ). El tumor
fue clasificado como macroadenoma si media
mads de 1 cm de didmetro mayor en la resonancia
magnética (RM) preoperatoria. Se definié6 como
invasiéon de seno cavernoso la presencia de un
indice de Knosp > 3, esto es, extension lateral a
una linea imaginaria entre la tangentes laterales
de las cardtidas supra e intracavernosa'.
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Histologia e inmuohistoquimica

Los tejidos resecados fueron fijados en forma-
lina y embebidos en parafina. Se realizaron cortes
finos, los que fueron utilizados para tincién con
hematoxilina y eosina. Para el estudio inmunohis-
toquimico se uso el kit de deteccién universal DAB
ultraView (Ventana Medical Systems, Tucson,
Arizona, USA) y anticuerpos monoclonales para
citoqueratina 8/18 (clon B22.1/B23.1) (Cell Mar-
que de Millipore Sigma, Rocklin, California, USA)
y anticuerpos policlonales contra GH y prolactina
(Cell Marque de Millipore Sigma).

El patrén granular fue definido por un neu-
ranatomopatélogo (RG) como escasamente
granular (EG) si la inmunohistoquimica para
citoqueratina mostraba un patrén en botén, o
densamente granular (DG) en aquellos con un
patrén perinuclear o mixto de acuerdo a la actual
clasificacién de la Organizaciéon Mundial de la Sa-
lud (WHO) y estudios publicados previamente®".

Andlisis estadistico

Se utilizé y? o test de Fisher para comparar
variables dicotémicas y T test para comparar va-
riables continuas. Se consideré un valor p < 0,05
como estadisticamente significativo.

El analisis de variables independientes que se
asociaran a persistencia bioquimica de enferme-
dad se realiz6 a través de un modelo de regresion
logistica e incluy6 solo aquellas variables que se
asociaban significativamente en el andlisis uni-
variado. Todos los cdlculos estadistico fueron
hecho con el programa STATA® versién 12.0 de
StataCorp LLC (College Station, Texas, USA).

Resultados

Se obtuvieron los registros clinicos de 85 tu-
mores somatotropos que cumplian los criterios
de inclusién y exclusion. En 3 de los 85 pacientes
incluidos en el andlisis no se obtuvieron datos del
estado bioquimico de actividad postoperatoria
(uno en grupo EG y dos en DG).

Caracteristicas basales del grupo total

Las caracteristicas clinicas, bioquimicas, radio-
l6gicas e inmunohistoquimicas basales del total
de pacientes incluidos en el estudio se muestran
en la Tabla 1.

Como se muestra, la edad promedio fue de 43

854

anos, siendo 41% de los pacientes de sexo mascu-
lino. Del punto de vista bioquimico, la media de
GH basal fue de 25,6 ng/mL y la IGF1 indexada
de 2,9 y aproximadamente un tercio de los pa-
cientes presentaba hiperprolactinemia asociado
a la hipersecreciéon de GH. La RM preoperatoria
mostraba macroadenomas en 68% de los pacientes
e invasion de senos cavernosos en 39%. Setenta y
cuatro de los 85 pacientes incluidos en el estudio
fueron clasificados como patrén DG (Figura 1) y
11 pacientes como patrén EG (Figura 2).

Caracteristicas segun patrén inmunohistoquimico

Dentro de las caracteristicas basales no se
observan diferencias significativas respecto de la
edad de presentacion o la distribucién por género
entre los grupos DG y EG (Tabla 2). Los tumores
escasamente granulares eran bioquimicamente
menos activos, con una menor GH basal que el
grupo DG (13,8 vs 27,5 ng/mL, respectivamente,
p = 0,008). La RM preoperatoria mostré una
mayor frecuencia de macroadenomas en el grupo
EG versus el grupo DG (100% vs 63,5%, respec-
tivamente, p = 0,014), asi como también una
mayor frecuencia de invasién de senos cavernosos
(72,7% vs 33,8%, respectivamente, p = 0,02).

Interesantemente, en la evolucion postopera-
toria se observé un significativo menor porcentaje
de curacién bioquimica en el grupo EG respecto
del grupo DG (10% vs 50%, p = 0,02).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas del grupo total
de pacientes

Variable 1 Resultado
Edad (afios) 43 =14
Masculino/Femenino 35 (41) /50 (59)
IGF-1 indexada 2,9+1,2
GH basal (ng/mL) 25,6 = 34
GH nadir (ng/mL) 19,8 = 27
Hiperprolactinemia 24 (34)
Macroadenoma/Microadenoma 58 (68) /27 (32)
Invasién de seno cavernoso 32 (39)
Histologia
Escasamente granular 11 (13)
Densamente granular 74 (87)

Variables continuas expresadas como media + DE; variables
categoricas expresadas como n (%). 'El nimero de datos para
cada variable no pudo ser obtenido para todos los pacientes.

Rev Med Chile 2019; 147: 852-859
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Figura 1. Caso representativo de un paciente acromegalico con tumor densamente granular. A) Inmunohistoquimica que
muestra un patrén perinuclear difuso de filamentos de citoqueratina. B) Resonancia magnética que muestra un macroadenoma

sin invasion de seno cavernoso.

A

Figura 2. Caso representativo de un paciente acromegalico con tumor escasamente granular. A) Inmunohistoquimica que
muestra un patron en botén de filamentos de citoqueratina. B) Resonancia magnética que muestra un macroadenoma con

extensién supraselar e invasion de seno cavernoso izquierdo.

Predictores de persistencia de enfermedad

De los ochenta y dos pacientes incluidos en
el estudio que contaban con datos a los 3 meses
postcirugia, 45 (54,8%) presentaron persistencia
bioquimica de enfermedad.

En el andlisis univariado, los pacientes con
persistencia bioquimica tenian una menor edad
respecto de los pacientes curados (39 vs 49 anos,
p < 0,01), una mayor GH basal (33,8 vs 17,2 ng/

Rev Med Chile 2019; 147: 852-859

mlL, p <0,05), mayores niveles de GH en el nadir
(28,7 vs 11,7 ng/mL, p < 0,05), mayor frecuen-
cia de macroadenomas (77,7 vs 54%, p < 0,05),
de invasién de senos cavernosos (65,1 vs 8,3%,
p <0,01) y mayor frecuencia de patrén EG (20 vs
2,7%, p < 0,05). De estas caracteristicas asociadas
con persistencia de enfermedad, solo la edad
(OR=0,93;1C 0,87 - 0,99; p < 0,05) y la invasion
de senos cavernosos (OR=21,7; IC 2,07 - 227,61;
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y resultado quirurgico segin patron granular

Variable DG EG Valor p
(n = 74)" (n =11)
Edad (afios) 44 +14 40 = 15 0,219
Masculino/Femenino 31 (42) /43 (58) 4 (36)/ 7 (64) 1,000
IGF-1 indexada 29 =11 32=1,7 0,751
GH basal (ng/mL) 27,5 = 36 13,8 £ 11,5 0,008
GH nadir (ng/mL) 20,6 = 28,2 12,9 = 141 0,256
Hiperprolactinemia 19 (31) 5 (56) 0,257
Macroadenomas 47 (64) 11 (100) 0,014
Invasion de seno cavernoso 24 (34) 8 (73) 0,020
Curacién bioquimica 36 (50) 1(10) 0,020

Variables continuas expresadas como media = DE; variables categdricas expresadas como n (%). 'El nimero de datos para
cada variable no pudo ser obtenido para todos los pacientes.

Tabla 3. Resumen de las principales series publicadas

Series Subtipo Edad Masculino/ GH Invasion Resultados de la intervencion
histolégico (anos) Femenino (ng/mL) (%)t
(n) (n)

1992, EG=7 40 2/5 60 86 EG mostré menor reduccién de GH que

Bando® DG =13 47 4/9 33 31 DG en test agudo de octreotide

1993, EG=8 37 1/7 71 88 Menor curacién quirdrgica en EG (13%)

Yamada® DG = 23 47 18/5 44 22 vs DG (65%)

2001, EG =29 39 9/20 ND 75 EG mostr6é una mayor tasa de resecciones

Mazal® DG = 47 46 20/27 26 incompletas (34% vs 9%) y un menor
intervalo hasta re-operacién que DG

2008, EG = 31 44 15/16 41 65 ND

Obari 4 DG = 47 50 26/21 59 38

2010, EG =30 45 11/19 116 36 Tasa de curacion quirtirgica en EG 42%

Bakhtiar'® DG = 83 51 40/43 46 36 vs DG 63% (estadisticamente no signi-
ficativo)

2012, EG =10 46 3/7 11 ND EG mostré menor reduccion de GH que

Fougner' DG = 31 56 13/18 9 DG en test agudo de octreotide

2012, EG =38 41 17/21 76 57 EG mostré menor reduccién de GH que

Kato?® DG = 44 49 23/21 56 34 DG en test agudo de octreotide

2013, EG =19 41 5/14 19 68 EG mostré menor reduccién de GH que

Larkin® DG =23 52 14/9 31 21 DG en test agudo de octreotide

2013, EG =14 42 3/11 ND ND Sin diferencia en tasa de curacién qui-

Brzana® DG = 22 52 10/12 rurgica, pero EG mostré una menor res-
puesta a LRS (67%) que DG (88%)

2015, EG = 30 40 14/16 10 55 Menor tasa de curacion quirdrgica en EG

Kiseljak-Vassiliades” DG = 71 50 37/34 12 36 (14%) que en DG (66%)

2019, EG =11 40 4/7 14 73 Menor tasa de curacion quirdrgica en EG

Valenzuela DG =74 44 31/43 27 34 (10%) que en DG (50%)

TAdenomas invasores de acuerdo a sistemas de clasificacion de Hardy o Knosp. GH = hormona de crecimiento; EG = tumores
escasamente granulares; DG = tumores densamente granulares; ND = datos no disponibles; LRS = ligandos de receptor de
somatostatina.

856 Rev Med Chile 2019; 147: 852-859
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p < 0,01) se mantuvieron como variables inde-
pendientes en el andlisis multivariado de regresién
logistica.

Discusion

Este estudio retrospectivo, que incluyé 85
tumores somatotropos de pacientes con acrome-
galia activa operados, mostré que el grupo con
patréon escasamente granular tenia diferencias
significativas en la presentacién bioquimica y
radioldgica respecto del grupo con patrén densa-
mente granular.

A pesar de que la edad de los pacientes con
adenomas EG fue menor que aquellos DG, esta
diferencia no alcanzé significancia estadistica,
mientras que reportes previos han mostrado
menor edad en los adenomas EG. Esto podria
explicarse por un error estadistico tipo II, debido
a un bajo ndmero de tumores escasamente gra-
nulares en nuestra serie. Asi también, no encon-
tramos diferencias de género entre ambos tipos
histolégicos, lo cual estd de acuerdo con algunos
estudios*'"'®, mientras que otros muestran un
predominio de género femenino en los pacientes
con tumores con patrén EG>®. La Tabla 3 resume
las caracteristicas de los principales trabajos pu-
blicados previamente.

Del punto de vista bioquimico, este estudio
mostré que los tumores EG tienen una menor
GH basal. Las principales series publicadas
previamente presentan resultados disimiles a
este respecto; mientras en la serie de Obari* los
resultados fueron concordantes con los nuestros
al presentar una menor GH basal en los tumores
con patrén EG, la serie mds grande publicada ala
fecha por Bakhtiar!® no presentaba diferencias de
actividad bioquimica entre los distintos patrones
inmunohistoquimicos. La heterogeneidad entre
los resultados de diferentes inmunoensayos para
GH debida a variaciones en la calibracién, especi-
ficidad de epitope y reconocimiento de diferentes
isoformas de GH para el anticuerpo elegido",
podrian explicar la variabilidad de resultados
en cuanto a la actividad secretora de tumores
somatotropos con patrén EG. Algunos autores
han postulado que la distribucién en botén con
agregados de citokeratina en cuerpos fibrosos
produciria una disfuncién de la célula adenoma-
tosa, correlaciondndose con menor cantidad de
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granulos y menor expresiéon de RNA mensajero
de GH?%, lo que podria explicar la menor capa-
cidad secretora de los tumores con patrén EG
evidenciada en nuestro estudio.

Desde el punto de vista radiolégico, los tumo-
res con patrén EG tenfan una mayor frecuencia de
macroadenomas, lo cual parece ser una constante
en la mayoria de las series publicadas*®%''. La ma-
yor tasa de invasion de seno cavernoso en nuestra
serie estd en concordancia con reportes previos.
Parece claro en la actualidad que los tumores EG
tendrian una menor expresion de E-cadherina'®?,
relacionando la presencia de cuerpos fibrosos con
la disfuncién del sistema de adhesién celular lo
que a su vez explicaria una mayor tendencia a la
invasion.

Nuestro estudio demostré una significativa
menor tasa de curacion en los tumores con patrén
EG respecto de aquellos con patrén DG (10 vs
50%, p = 0,02). El estudio publicado por Yama-
da’ fue el primero que reporté menores tasas de
curacién para tumores escasamente granulares
con resultados muy similares a los nuestros (13%
vs 65% de curacion para tumores escasamente vs
densamente granular, respectivamente), lo que
estd en concordancia con la tendencia a menor
curacién reportada por Bakhtiar’®, pero que no
alcanz6 significancia estadistica (42% vs 60%,
p=0,076). Las menores tasas de curacién del gru-
po EG observadas en nuestro estudio respecto al de
Bakhtiar (10% vs 42%, respectivamente), podrian
explicarse por una mayor frecuencia de invasién
de seno cavernoso en nuestra serie de pacientes
(72% vs 35%, respectivamente).

Interesantemente, nuestro estudio mostr6 que
el patrén EG se asociaba a la persistencia bioqui-
mica de enfermedad junto con otras variables
previamente descritas'’* como menor edad, mayo-
res niveles de GH, presencia de macroadenomas
y de invasion de senos cavernosos. Sin embargo,
muchas de estas variables mencionadas tienden
a cosegregarse y su importancia relativa parece
menos clara. Es asi como en el presente estudio,
solo la presencia de invasion del seno cavernosoy
una menor edad se mantuvieron como variables
independientes predictoras de la persistencia
bioquimica de enfermedad en los pacientes ope-
rados de acromegalia. Dos estudios previos han
publicado un andlisis multivariado de factores
prondsticos en pacientes con tumores secretores
de GH tratados primariamente'® o secundaria-
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mente® con LRS, no incluyendo en este dltimo el
patrén granular dentro del andlisis multivariado
en el éxito de respuesta al tratamiento médico.
Nuestro estudio es el primero en analizar variables
pronésticas independientes en pacientes acro-
megdlicos tratados primariamente con cirugia,
lo que se condice con la realidad de la mayoria
de los pacientes con diagndstico de acromegalia
en nuestro pais.

En la dultima década, se han estudiado diversos
pardmetros moleculares como factores prondsti-
cos de pacientes acromegalicos tratados quirdrgi-
camente o médicamente. Dentro de estos marca-
dores moleculares, solo una menor expresion del
subtipo 2 del receptor de la somatostatina®®*! o
mutaciones del gen AIP* tienen una evidencia s6-
lida de asociacién con un peor prondstico. En este
contexto y teniendo en cuenta que no contamos
con un marcador ideal tnico, recientemente se ha
propuesto un puntaje de riesgo que incluye varias
variables clinicas, bioquimicas y radiol6gicas que
también incluyen el patrén granular como un
marcador de bajo costo ampliamente disponible®.
De hecho, un estudio publicado mds recientemen-
te demostr6 que un patrén escasamente granular
junto con el tamaiio y la invasividad clasificaron
correctamente a los pacientes acromegalicos que
tenian un peor pronéstico®.

En suma, este estudio pone en evidencia que los
tumores somatotropos con un patrén escasamente
granular tienen una presentacién mds agresiva y
menores tasas de curacién que los tumores con
patrén densamente granular. Sin embargo, la edad
y la invasién de seno cavernoso son las tnicas
variables independientes preoperatorias que per-
mitieron predecir el resultado post quirtrgico en
nuestra serie de pacientes con acromegalia.
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