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RESUMO

A grande maioria dos tumores hipofisarios sdo benignos, no entanto, alguns
adenomas podem apresentar comportamento agressivo. Ainda ha controvérsias
sobre fatores que possam predizer o comportamento biolégico desses tumores
especificos. Este estudo avaliou potenciais marcadores de invaséo e proliferacdo em
comparacdo com o0s sistemas de classificacdo vigentes e parametros
epidemiogeograficos. Foram incluidos no presente estudo 50 pacientes submetidos,
previamente, a tratamento cirargico, por tumores hipofisarios maiores que 30 mm, com
tempo médio de seguimento pds-operatorio de 15,2 + 4,8 anos. Parametros
anatbmicos, como invasdo e extensdo para estruturas adjacentes, e
recrescimento/recorréncia tumoral foram avaliados por meio de ressonancia nuclear
magnética de sela tdrcica. Trés biomarcadores teciduais de proliferacdo foram
analisados: p53, Ki-67, e c-erbB2. Os tumores foram classificados de acordo com uma
combinacéo de caracteristicas histolégicas e radioldgicas, variando de nao-invasivos
e nao-proliferativos (grau 1A) até invasivo-proliferativos (grau 2B). Os tumores
classificados como graus 2A e 2B representaram 42% e 52% da amostra,
respectivamente. Ki-67 (p-valor = 0,23) e c-erbB2 (p-valor = 0,71) ndo mostraram
relacdo significativa com o status de progressao tumoral. O biomarcador p53 (p-valor
= 0,003), invasédo para-selar (p-valor = 0,03), e a classificacéo clinico-patoldgica, grau
2B (p-valor = 0,01), estiveram associados com o desfecho clinico desfavoravel.
Invasdo para-selar prevalece como forte fator preditivo de recorréncia tumoral.
Extensdo supra-selar avancada deve ser considerada como parametro adicional de
invasdo e pode ter impacto no progndstico. Nao houve fatores ambientais ou

agrupamentos geograficos associados ao comportamento evolutivo tumoral.

Palavras-chaves: Adenoma hipofisario agressivo - Marcadores tumorais

Classificacdo - Sistemas de informacdes geogréficas



ABSTRACT

Although some pituitary adenomas may have an aggressive behavior, the vast majority
are benign. There are still controversies about predictive factors regarding the
biological behavior of these particular tumors. This study evaluated potential markers
of invasion and proliferation compared to current classification patterns and
epidemiogeographical parameters. The study included 50 patients, operated on for
tumors greater than 30 mm, with a mean postoperative follow-up of 15.2 + 4.8 years.
Pituitary magnetic resonance was used to evaluate regrowth/recurrence, invasion, and
extension to adjacent tissue. Three tissue proliferation biomarkers were analyzed: p53,
Ki-67, and c-erbB2. Tumors were classified according to a combination of histological
and radiological features, ranging from noninvasive and nonproliferative (grade 1A) to
invasive-proliferative (grade 2B). Tumors grades 2A and 2B represented 42% and
52%, respectively. Ki-67 (p-value = 0.23) and c-erbB2 (p-value = 0.71) had no
significant relation to tumor progression status. The biomarker p53 (p-value = 0.003),
parasellar invasion (p-value = 0.03), and clinicopathological classification, grade 2B
(p-value = 0.01), were associated with worse clinical outcome. Parasellar invasion
prevails as strong predictive factor of tumor recurrence. Severe suprasellar extension
should be considered as additional invasion parameter and could impact prognosis.

No environmental factors or geographical cluster were associated with tumor behavior.

Keywords: Aggressive pituitary adenoma - Tumor markers - Classification - Geographic

information systems
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1 INTRODUCAO

1.1 Conceitos Gerais

Adenomas hipofisarios s&do tumores monoclonais originarios de células
adenohipofisarias, representam 10-15% de todos tumores intracranianos e muitas
vezes sdo subdiagnosticados.>? Geralmente benignos, tais tumores sdo associados
a sinais e sintomas relacionados ao excesso ou a reducdo da producdo hormonal,
assim como aos efeitos compressivos sobre estruturas adjacentes a hipéfise. Séo
classificados como clinicamente funcionantes e ndo-funcionantes, de acordo com sua

capacidade de sintese hormonal.

Os adenomas hipofisarios podem apresentar durante seu crescimento, sinais
de infiltracdo, destruicdo e ocupacdo dos tecidos adjacentes. Nesse caso, sao
chamados de tumores hipofisarios invasivos, termo proposto primeiramente por

Jefferson 34 que os considerava lesdes malignas do ponto de vista local.

Entretanto, ndo ha ainda clara definicdo de adenomas hipofisarios agressivos.
Alguns autores sugerem que sao tumores que apresentam, além de importante
invasdo de estruturas adjacentes e grandes volumes, crescimento acelerado,
recorréncia e resisténcia ao tratamento multimodal (cirdrgico, radioterapico e

farmacoldgico).>®

1.2 Dados Epidemiolégicos

A verdadeira frequéncia dos tumores hipofisarios na populacédo geral ndo € bem
estabelecida, possivelmente pela diversidade dos sintomas enddcrinos e néo-
endocrinos, que torna complexo o diagndstico. Aléem disso, a auséncia de um banco
de dados unificado para a notificagdo dos casos torna os dados discrepantes
mundialmente. Estudo de metanalise publicado por Ezzat et al., avaliou séries
radiolégicas e de necrépsia, e evidenciou prevaléncia de 16,9% na populacéo geral.®
Outros trabalhos recentes apontam para prevaléncia de até 20% na populacao
geral.19' Um estudo populacional da cidade de Liége, na Bélgica, demonstrou que a
prevaléncia do tumor hipofisario que traz repercussdes clinicamente relevantes a

saude do paciente & de 1:1064 individuos, 3-5 vezes superior a previamente

estimada.’?> No Brasil, o Unico estudo que avaliou a prevaléncia de tumores
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hipofisarios usando técnica de georeferenciamento, descreveu a distribuicdo
geogréfica desses pacientes no Distrito Federal.*®

A grande maioria dos tumores hipofisarios é benigna. Carcinomas hipofisarios
representam menos de 1% dos casos % ® e sdo definidos como lesGes de
comportamento maligno que apresentam disseminacdo metastatica sistémica e/ou
cérebro-espinhal. Contudo, uma parcela significativa (30-45%) das neoplasias
hipofisarias classificadas como benignas invadem estruturas para, infra e supra-
selares 1617 e algumas apresentam capacidade altamente proliferativa e
comportamento clinicamente agressivo >/18, este Ultimo subtipo, porém, ainda sem

prevaléncia definida.

1.3 Fisiopatologia

A tumorigénese requer duas etapas sobrepostas: iniciacdo e promocéo.’® A
formacdo de adenomas hipofisarios pode resultar de um defeito genético intrinseco
herdado ou adquirido ou de alteracBes epigenéticas que representam a fase de
iniciacdo.1° Na fase de promocédo, estdo envolvidos alteracdes genéticas adicionais,
fatores de crescimento e fatores ambientais. Todos esses defeitos levam a expanséo
monoclonal a partir de uma Unica célula modificada.?° Varios genes e proteinas
regulatorias do ciclo celular tém sido implicados no mecanismo central desse processo
por ativacdo dos oncogenes ou inativacdo dos genes supressores tumorais,

ocorrendo independentemente ou em associac¢éo.!!

Os oncogenes, que apresentam ganho de fungéo ap6s ocorréncia de mutacao,
em geral, afetam as vias de transducéo de sinal e levam a ativacdo prolongada da
mesma. Essas mutagbes sdo mais comumente dominantes, com somente um alelo
mutado, suficiente para a inducao do fenétipo. A mutagéao genética mais frequente em
adenomas hipofisarios esporadicos € a mutacéo ativadora do gene GNAS que codifica
a subunidade o da proteina G. Esse defeito, também chamado de mutacéo gsp, leva
a hipersecrecéo sustentada de GH e proliferacdo celular e pode estar presente em
mais de 40% dos adenomas secretores de GH.?1??> Mutacdes no gene H-ras foram

descritas em alguns casos de prolactinomas invasivos e carcinomas hipofisarios.?3-2°
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Outro mecanismo descrito, consiste na perda de funcdo dos genes supressores
tumorais ap6s mutacdo em ambos alelos, o que pode induzir crescimento celular
tumoral.?® O gene do retinoblastoma foi o primeiro gene supressor tumoral descrito. A
metilacdo do seu promotor foi descrita no processo de tumorigénese hipofisaria
humana.?’” Regides do genoma tipicamente deletadas nos adenomas hipofisarios

compreendem ambos os bracos curto e longo do cromossomo 11.28

Varios modelos animais demonstraram que reguladores do ciclo celular
inativados ou hiperexpressos séo suficientes para iniciar o processo de formacao
tumoral hipofisario.?®3° Ciclinas e proteinas quinase dependentes de ciclina
estimuladoras (CDK) promovem iniciagao do ciclo celular por fosforilacdo e inativam
a proteina codificada pelo gene retinoblastoma, conferindo-lhes a capacidade de
formacdo tumoral. Foi demonstrado haver hiperexpressdo em diferentes tipos de
adenomas hipofisarios.3! Duas familias de inibidores de CDK — INK4a/ARF (p16, p15
e p18) e cip/kip (p21, p27 e p57) — normalmente agem como supressores tumorais
regulando negativamente a progressdo de fases no ciclo celular. A reducdo na
codificacdo dessas proteinas pode levar a formacéo de neoplasias hipofisarias.32-34
Recente publicacdo®®, inclusive, faz alusdo ao aumento de susceptilidade
especificamente a corticotropinomas esporadicos diante da presenca de polimorfismo
do gene CDKN1B (p27).

Outro regulador do ciclo celular que exibe propriedades oncogénicas €
codificado pelo PTTG (Pituitary Tumor Transforming Gene), que estimula a producao
de FGF (Fator de Crescimento de Fibroblastos) e angiogénese.®6-38 Estudos
demonstraram que a expressdo de PTTG € maior em somatotropinomas e adenomas

invasivos.39 40

Os fatores de crescimento sdo essenciais na regulacdo do crescimento celular
hipofisario e da produgdo hormonal normal.#* O TGF-a (Fator de Crescimento
Tumoral) é uma proteina mitogénica que parece desempenhar papel na tumorigénese
especifica dos prolactinomas.*? Foi demonstrado que uma isoforma alterada do FGF

estava implicada no processo de formac&o neoplasica hipofisaria.*

Os fatores de transcricdo sao extremamente importantes nos estagios de
diferenciagdo das células hipofisarias, porém podem ter expressédo alterada nos

tumores hipofisarios. Em algumas ocasides, podem estar modificadas as respostas
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celulares especificas a estimulos normais como GHRH, CRH, dopamina e estrégeno

podendo levar ao desenvolvimento tumoral.*447

MicroRNAs sédo pequenos RNAs nao-codificadores que estdo envolvidos na
regulacdo poés-transcricdo da expressdo génica e translacdo e degradacédo de
MRNA.*8 MicroRNAs estéo envolvidos na regulacdo de alguns genes associados com
a patogénese de adenomas hipofisarios.*® Vérios distintos microRNAs estédo
expressos diferentemente nos adenomas hipofisarios %05, mas o mecanismo exato

de suas acdes continua obscuro.

1.4 Sindromes Clinicas: casos esporadicos e familiares

A grande maioria, aproximadamente 95%, dos tumores hipofisarios sao
esporadicos 5253, porém podem surgir como componentes de sindromes neoplasicas
familiares.> A apresentacdo clinica relaciona-se ao tipo de célula adenohipofiséaria

envolvida e sua capacidade secretéria.

A Neoplasia Enddcrina Mdltipla — tipo 1 € uma sindrome autossémica
dominante com alta penetrancia causada por mutacdes inativadoras do gene NEM1,
localizado no cromossomo 11g13. A sindrome leva ao desenvolvimento seletivo de
neoplasias de origens neuroendocrinas, como a  hipofisaria e a
gastroenteropancreatica e hiperplasia paratireoideana.>® Os adenomas hipofisarios
podem ser clinicamente nao-funcionantes e hipersecretores, sendo mais comuns 0s

prolactinomas e, geralmente, apresentando-se como macroadenomas.>®

Em alguns pacientes com fenétipo semelhante a Neoplasia Endécrina Mdltipla
tipo 1 foi identificada uma mutagé&o na linhagem germinativa do inibidor do ciclo celular
p27 (gene CDKN1B)%"%8 sem, no entanto, apresentarem mutacdes no gene NEML1.
Essa entidade clinica distinta foi denominada Neoplasia Enddcrina Multipla — tipo 4
que pode ter como componentes mais frequentes somatotropinomas e
corticotropinomas associados a hiperparatireoidismo primario, angiolipoma renal,
cancer testicular e tumor carcindide. Estdo sendo identificadas mais mutagfes
inibidoras de CDK e fenétipos correlatos dessa sindrome devem ser mais bem

definidos no futuro.>®

Ademais, sabe-se que a transcricdo do gene CDKN1B (p27) é regulada pelo

produto do gene NEM1, sugerindo que haja uma via comum na tumorigénese
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enddcrina. Assim, além aumentar a predisposi¢do a Neoplasia Endécrina Mdltipla —
tipo 4, polimorfismos genéticos de p27 podem alterar o fenotipo de doenca em
pacientes ja com presenca de mutacao do gene NEM1, incorrendo principalmente em

multiplicidade tumoral glandular.®°

Complexo de Carney € uma sindrome de heranca autossémica dominante
caracterizada pela associagao de mixomas, schwanomas, e hiperatividade enddcrina,
como hiperplasia adrenal/testicular e anormalidades hipofisarias, que podem aparecer
em mais de 75% dos caso0s.51%? Tais lesGes hipofisarias podem consistir em
hiperplasia multifocal ou dar origem a adenomas que secretam sobretudo prolactina
e hormonio do crescimento. Relacionam-se a mutag¢des no gene (cromossomo 17¢22-
24) da subunidade regulatoria da proteina quinase A (PRKAR1A) em 60% dos casos

63 que leva a aumento da atividade da PKA.

A Sindrome de McCune-Albright é causada pelo mosaicismo da mutagao gsp.
Tal desordem é caracterizada por displasia fibrosa poliostotica, lesdes cutaneas
pigmentadas e hiperatividade de glandulas enddcrinas. Secrecdo autbnoma de GH

é encontrada em aproximadamente 20% dos pacientes.®

O quadro clinico observado em pacientes que possuem mais de dois casos de
adenomas hipofisarios na familia, sem a presenca de outras endocrinopatias
associadas e sem mutacdes identificaveis nos genes da NEM-1, do PRKAR1A e do
receptor do GHRH foi denominado FIPA (Familial Isolated Pituitary Adenomas /
Adenomas Hipofisarios Familiares Isolados).®>%¢ Os Adenomas Hipofisarios
Familiares Isolados apresentam prevaléncia maior entre as mulheres, a idade de
diagnéstico é precoce e 74,6% dos casos ocorrem em parentes de primeiro e segundo
graus. Os macroadenomas sdo mais comuns, com extensdo supra e paraselar.t” Os
FIPA podem apresentar um fendtipo homogéneo, segundo secrecdo hormonal,
quando apresentam-se apenas como um tipo de adenoma hipofisario, ou
heterogéneo, com multiplos tipos de adenomas entre os familiares acometidos. Os
prolactinomas e os somatotropinomas sao os mais comuns em FIPA de apresentacao
homogénea e os adenomas clinicamente ndo-funcionantes predominam quando trata-
se de FIPA de apresentacdo heterogénea.>?5” Mutacdes germinativas inativadoras no
gene AIP predispdem a adenomas hipofisarios familiares.>26%68-70 Em familias com

mutacdes no gene AIP diagnosticadas, a penetrancia da doenga hipofisaria é de
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aproximadamente 30%.’* Algumas familias com fenétipo de Adenomas Hipofisarios
Familiares Isolados foram estudadas no Hospital Universitario de Brasilia e
previamente publicadas. Podem manifestar-se com comportamento biolégico ou
secretorio mais exuberantes, diagnéstico em idade mais jovem e apresentar
resisténcia ao tratamento farmacoldgico. Alguns desses pacientes integram a amostra

de pacientes descrita neste trabalho.”>7°

Acrogigantismo ligado ao cromossomo X (X-LAG) € uma sindrome
caracterizada por gigantismo devido a hipersecre¢cao de GH, recentemente descrita,
causada por microduplicacbes no cromossomo Xq26.3 levando a excessiva
expressdo do gene GPR101, que codifica receptor acoplado de proteina G.’¢ Tal
sindrome pode ser de ocorréncia esporadica, mas foram descritos casos de familiares
acometidos em que o padrdo de heranga genética era dominante.’”” (**) Os pacientes
apresentaram hipersecre¢do importante de GH, e usualmente associado a de
prolactina, por macroadenoma ou hiperplasia hipofisaria. O manejo terapéutico
destes pacientes frequentemente € dificil pelo volume tumoral e resisténcia ao
tratamento farmacolégico convencional 7”8, o que caracteriza o comportamento

agressivo da doenca.

1.5 Classificacao
1.5.1 Classificacdo Anatbmica

Os adenomas hipofisarios podem ser categorizados de acordo com seus
didmetros e a invasdo de estruturas adjacentes. Sdo chamados microadenomas, as
lesbes de diametros menores que 10 milimetros, e macroadenomas, quando seus
maiores didmetros superam 10 milimetros. Lesfes com maior didametro superior a 30
ou 40 milimetros (valor de corte ainda ndo consensual) *8° ou, alternativamente, com
volume maior que 10 centimetros culbicos 8, sdo classificadas como adenomas

gigantes.

As neoplasias hipofisarias podem invadir estruturas adjacentes, como seios
cavernosos e esfenoidal, na ordem de 25-55%.'61781 O primeiro sistema de
classificacdo que fez mencao a parametros de invasividade dos tumores hipofisérios

foi descrita por Hardy em 1969 8 e modificada por Wilson em 1979.83
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A classificacao foi feita de acordo com a destruicdo da cavidade selar (graus)
e a extensdo extra-selar tumoral (estagio) (Figura 1). Grau 0: sela turcica intacta; Grau
I: tumor com diametro menor que 10 milimetros restrito a cavidade selar, sela tarcica
focalmente expandida e intacta; Grau II: tumor com diametro maior ou igual a 10
milimetros, sem perfuracdo do assoalho selar, sela tdrcica aumentada; Grau lll:
perfuracdo focal da membrana dural e assoalho selar com extensdo para seio
esfenoidal; Grau IV: perfuracéo difusa das estruturas citadas anteriormente. Estagio
A: tumor ocupando cisterna supra-selar, sem deformacdo do terceiro ventriculo;
Estéagio B: tumor ocupando cisterna supra-selar e oblitera recesso anterior do terceiro
ventriculo; Estagio C: tumor oblitera recesso anterior do terceiro ventriculo com
deformacéo e elevacao de seu assoalho; Estagio D: extensao intra-dural; Estagio E:

invasao de seio cavernoso via extra-dural lateral.

Figura 1 - Sistema de Classificagao de Hardy

Grau 0 Grau | Grau ll Grau lll

Estagio A Estagio B Estagio C Estagio D Estagio E

y ©

! s e N

Modificado de Di leva, A. et al. Nat. Rev. Endocrinol. 10, 423-435 (2014). 90

Em 1993, Knosp e colaboradores®* propuseram outro sistema de classificacéo
comparando achados intra-operatdrios e de imagem, por ressonancia nuclear
magnética, de invasdo de seios cavernosos (Figura 2). Grau 0: tumor sem

envolvimento de seios cavernosos; Grau 1: tumor ndo ultrapassa linha tangente que
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passa pelos centros dos dois segmentos da artéria cardtida interna; Grau 2: tumor ndo
ultrapassa linha tangente as margens laterais dos segmentos da artéria carétida
interna; Grau 3: tumor ultrapassa linha tangente as margens laterais dos segmentos
da artéria carotida interna; Grau 4: tumor engloba totalmente artéria carétida intra-
cavernosa. Os graus 3 e 4 demonstram muito provavelmente invasido de seios

cavernosos.

Figura 2 — Sistema de Classificagédo de Knosp

Modificado de Di leva, A. et al. Nat. Rev. Endocrinol. 10, 423-435 (2014). 90

Em 1997, Edal e colaboradores® publicaram uma nova proposta de sistema de
classificacdo — SIPAP — baseada em achados radiolégicos por ressonancia nuclear
magnética para caracterizacdo morfolégica de tumores hipofisarios, com énfase em
extensdo extra-selar e impacto nas estruturas adjacentes. SIPAP € um acrénimo que
indica as possiveis direcdes de extensao tumoral em relacdo a sela turcica: Superior,

Inferior, Para-selar, Anterior, Posterior.

Segundo Edal e colaboradores®, o volume tumoral também é calculado por
meio da férmula: didametros (Cranio-Caudal x Latero-Lateral x Antero-Posterior)/2. Na
verdade, o sistema SIPAP é baseado na Classificacdo de Knosp com adicdo de
variaveis para acessar extensdes supra-selares, infra-selares, bem como para as
direcOes anterior e posterior. Extensao Superior: Grau 0 — tumor sem extensao para
cisterna supra-selar; Grau 1 — extensdo do tumor para cisterna supra-selar, sem
contato com quiasma optico; Grau 2 — tumor em contato com quiasma optico sem
deslocé-lo; Grau 3 — tumor descolando quiasma Optico; Grau 4 — hidrocefalia
obstrutiva causada pelo tumor. Extenséo Inferior: Grau 0 — assoalho selar intacto;
Grau 1 - dilatacao focal inferior da cavidade selar como sinal indireto de perfuracéao

do assoalho selar; Grau 2 — penetracdo tumoral para o interior do seio esfenoidal.
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Extensdo Anterior: Grau 0 — tumor n&o ultrapassa linha perpendicular tangente ao
tubérculo selar; Grau 1 — tumor ultrapassa linha perpendicular tangente ao tubérculo
selar com extenséo para fossa cranial anterior. Extensédo Posterior: Grau 0 — tumor
sem extensao para regido infero-posterior ao dorso da cavidade selar ou clivus ; Grau
1 — tumor com extensao para regido infero-posterior ao dorso da cavidade selar ou

clivus. Extensdo Para-Selar: graduacao idéntica a classificagdo de Knosp.

Alternativamente, a partir de avaliacdo por ressonancia nuclear magnética,
infere-se invasao de seios cavernosos quando ha envolvimento de mais de 2/3 (dois
tercos) da circunferéncia da carétida interna pelo tumor.8® Entretanto, envolvimento da
artéria cardtida intra-cavernosa em mais de 30% de sua circunferéncia pode predizer
precocemente invasdo tumoral de seio cavernoso com elevadas sensibilidade e
especificidade.?’” Nas classificacdes em uso atualmente, extensdo supra-selar de

tumores hipofisarios néo é considerada como sinal radiolégico de invasé&o.®?

1.5.2 Classificacédo Patologica

Os adenomas hipofisarios por serem neoplasias monoclonais, apresentam
secrecdo hormonal especifica, o que reflete a origem da diferenciacdo celular
tumoral .88 Dessa forma, os tumores funcionantes podem produzir prolactina,
horménio do crescimento (GH), horménio adrenocorticotréfico (ACTH), horménio
tireotrofico (TSH), gonadotrofinas (LH e FSH) ou subunidade alfa dos hormonios
glicoproteicos. Os considerados nao-funcionantes, em geral os gonadotropinomas e
os adenomas null cell (sem expressdo hormonal celular hipofisaria), ndo secretam
horménios identificaveis na circulacéo e a sindrome clinica relaciona-se a compressao

de estruturas adjacentes a hipdfise e tecido hipofisario ndo-tumoral.

A descricao histopatolégica detalhada dos adenomas hipofisarios pode auxiliar
na identificacdo de caracteristicas indicativas de comportamento clinico agressivo
(Quadro 1).
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Quadro 1 — Tipos histolégicos de adenomas hipofisarios associados a
agressividade tumoral 2092

Adenomas de células de Crooke

caracterizados por células que apresentam acumulo perinuclear de citoqueratina
em resposta ao hipercortisolismo.

Adenomas corticotréficos esparsamente granulados

Adenomas gonadotroficos

geralmente ndo causam distdrbios hormonais; clinicamente silenciosos até atingir
grandes volumes e invadir estruturas adjacentes.

Adenomas somatotroficos esparsamente granulados

Adenomas lactotréficos densamente granulados

Adenomas acidoéfilos de células-tronco

adenomas pluri-hormonais de rapido crescimento que se assemelham a adenomas
de células indiferenciadas com imunopositividade focal para GH e prolactina.
Adenomas tireotroficos

Adenomas pluri-hormonais

adenomas que produzem mais de um hormdnio hipofisario e em combinacdes
atipicas, como FSH e GH ou prolactina e TSH.

Adenomas silenciosos

adenomas com evidéncia imunohistoquimica de producao hormonal, sem distarbios
bioquimicos e clinicos.

Adenomas silenciosos — subtipo 3

macroadenomas inativos com areas focais de expressdo de PRL, GH ou TSH
associados a discreta hiperprolactinemia. Diagnostico obrigatoriamente por
microscopia eletrénica

Adenomas null cell

adenomas com imunoexpressao negativa para todos horménios hipofisarios.

Tumores hipofisarios compostos por células de Crooke exibem uma evolugéo
clinica agressiva em termos de invasdo e recorréncia.'>%9 As células de Crooke,
descritas pela primeira vez em 1935 em pacientes com hipercortisolismo,** séo

consideradas corticotrofos que, na presenca de excesso de glicocorticoides,
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apresentam grande acumulo de citoqueratina perinuclear. Alguns tumores
apresentam grande quantidade desse tipo celular e podem produzir ACTH, causando
doenca de Cushing ou sendo endocrinologicamente silenciosos. Ja foi descrita
transformacdo de adenomas de células de Crooke em carcinomas.®?
Caracteristicamente, adenomas corticotréficos silenciosos, sem evidéncias clinicas e
bioquimicas de hipersecre¢cdo hormonal, sdo habitualmente mais agressivos,
parecem ser originarios de linhagem menos diferenciada cortico-gonadotréfica % e
recorrem mais frequentemente que tumores associados a hipercortisolismo % e outros

tipos de adenomas clinicamente ndo-funcionantes.®’

Os corticotropinomas podem ser também classificados, por microscopia
eletrdnica, em densa e esparsamente granulados. Os adenomas corticotroficos
densamente granulados sdo a causa a mais comum de Doenca de Cushing, com
marcada e difusa imunorreatividade para ACTH. Ja o0s corticotropinomas
esparsamente granulados apresentam-se como macroadenomas de reduzida
capacidade secretéria e estdo associados ao desenvolvimento da Sindrome de

Nelson ap6s adrenalectomia bilateral.%t

Os adenomas gonadotréficos em geral comportam-se silenciosamente do
ponto de vista hormonal. Contudo, podem ser altamente infiltrativos e agressivos
culminando em tumores volumosos com invasdo de estruturas adjacentes a cavidade

selar.%8

Por microscopia eletrbnica, além da avaliacdo da densidade dos granulos
secretorios, pode-se verificar a extensao da imunopositividade hormonal e o nimero
de mitoses por campo nos tumores hipofisarios. Os adenomas somatotréficos
esparsamente granulados, adenomas lactotréficos densamente granulados,
adenomas acidofilos de células-tronco, adenomas tireotroficos, adenomas pluri-
hormonais e adenomas null cell podem também exibir carater clinicamente
agressivo.®®101  Houve descricdo ja de somatotropinomas silenciosos com

comportamento agressivo que evoluiram para carcinomas.02103

1.5.2.1 Marcadores de Proliferacéo Celular

No intuito da busca de uma classificacdo padronizada para predicao

prognostica e programacdo terapéutica das neoplasias hipofisarias agressivas,
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apresenta-se com grande importancia a pesquisa de marcadores tumorais acurados

que permitam o diagndéstico precoce dessa condicéo.

O Ki-67, um indicador de proliferacdo celular que tem sua expresséo detectada
pelo anticorpo monoclonal MIB-1 e expressa em porcentagem de nucleos celulares
imunopositivos, € amplamente utilizado como biomarcador em diversas neoplasias.
Entretanto, a sua utilizacdo como marcador de neoplasias hipofisarias é discutivel
devido a heterogeneidade dos estudos, falta de padronizacao técnica e discrepancia
em resultados publicados. Por isso, ainda necessitam-se protocolos para
reprodutibilidade metodolégica e aceitacdo consensual.1%41% QO indice de positividade
> 3% pode predizer comportamento tumoral agressivo, bem como distinguir
adenomas invasivos de nao-invasivos com 97% de especificidade e 73% de

sensibilidade.8!

A expressdo da proteina p53 relaciona-se ao comportamento biolégico mais
agressivo. Adenomas hipofisarios volumosos, invasivos e com Varias recorréncias
tendem a exibir forte e difusa imunopositividade para o biomarcador p53.%%% Foi
demonstrado por Thapar et al.1% associacéo significante entre indice de expresséao
da proteina p53 e comportamento tumoral (0% em adenomas néo- invasivos, 15,2%
em invasivos e 100% carcinomas hipofisarios), o que também foi observado em outras
ocasides 197:1%8 no que tange a agressividade, invasividade e recorréncia local tumoral.
Entretanto, outros estudos nao observaram esta correlagéo, suscitando davidas como
biomarcador principalmente de recorréncia,?®'1! além disso, o método de sua

quantificacdo ainda ha de ser validado.106:112

A proteina p27, envolvida na regulacdo da progressdo do ciclo celular,
apresenta imunoexpressao diminuida em neoplasias hipofisarias!!® , sendo assim,
inversamente relacionada a presenga do Ki-67, configurando-se entdo como um
marcador adicional de comportamento tumoral hipofisario.t'41> J4 a proteina p21,
também reguladora do ciclo celular, foi recentemente relacionada como um promotor
de senescéncia prematura em adenomas hipofisarios, contribuindo com o fendtipo
benigno desses tumores.''® Essas descobertas recentes sugerem uma grande
influéncia da proteina p21 na progresséo lenta dos tumores hipofisarios.*'’” A situagéo
inversa, expressao diminuida desta proteina, teoricamente estaria associada a

agressividade neoplasica hipofisaria.
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A vascularizagdo tumoral esta associada a crescimento da leséo,
comportamento agressivo e potencial metastatico.''® VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor) é um fator angiogénico importante que regula proliferacao,
permeabilidade e mobilidade celular endotelial. Sua expressdao é relacionada a
angiogénese e agressividade tumoral.}!® Resultados encontrados até a atualidade
apontam que VEGF talvez n&o contribua diretamente com invasao tumoral hipofiséaria,
mas que esteja envolvido em vias que aumentem o volume da lesdo e regulem
invasividade tumoral.11%122 Por sua vez, o beneficio da demonstracao deste marcador

seja seu potencial valor na decisdo sobre terapéutica das neoplasias hipofisarias.'?3

Ainda, recentemente outros marcadores tém se mostrado candidatos
potenciais como preditores de agressividade tumoral hipofisaria. Entre eles estao
FGFR4 (Fibroblast Growth Factors Receptors - 4), MMP (Matrix Metalloproteinases),
PTTG (Pituitary Tumor Transforming Gene) e dele¢bes no cromossomo 11.
Evidéncias sugerem que investigagao adicional desses marcadores podem contribuir

no manejo dos adenomas hipofisarios agressivos.®

O c-erbB2 é um proto-oncogene codificador de receptor transmembrana do tipo
tirosina-quinase da familia dos receptores do fator de crescimento epidermal (EGFR).
Quando ha expressdo aberrante e mutacdo do receptor, ocorrem modificacdes no
padrdo de proliferacdo, migracéo, invasdo e evasdo do processo apoptético com
aumento de sobrevivéncia celular.1?4126 A sua expressao estd aumentada nos casos
de carcinoma mamario com comportamento bioldgico agressivo. Dentre 0os tumores
intra-cranianos, ha dados dispares sobre a associacao entre o papel da oncoproteina
e o0 prognostico das lesdes.'?” A expressdo do receptor c-erbB2 é encontrada em
31% de todos tumores hipofisarios, sendo em 43% dos adenomas ndo-funcionantes

128-130 @ em 24% dos funcionantes.131-133

Em estudos conduzidos no Hospital Universitario de Brasilia, a prevaléncia da
expresséo de c-erbB2 em adenomas clinicamente ndo-funcionantes foi de 79% 134 e
em adenomas secretores de GH e/ou prolactina de 52%.13%> Além disso, positividade
citoplasmatica para c-erbB2 foi observada em varidveis propor¢cdes de células em
40% de adenomas hipofisarios invasivos, enquanto somente em 1,2% das les6es nao-

invasivas expressavam essa proteina.3?
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Como ha indicios da expressao aumentada de c-erbB2 em neoplasias
hipofisarias com suspeicdo de agressividade, esta oncoproteina tem promissor
potencial em futuras estratégias diagndsticas e terapéuticas. Juntos com Ki-67 e p53,
esse e outros marcadores podem adicionar informacdes sobre o real papel biol6gico

da proliferacéo celular nos tumores hipofisarios.

1.5.3 Classificacdo Progndstica

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) propés em 2004 um sistema de
classificacdo para tumores hipofisarios & que os categoriza em adenomas tipicos,
adenomas atipicos e carcinomas. A maioria dos adenomas hipofisarios sao
classificados como tipicos por apresentarem caracteristicas histolégicas habituais,
reduzida atividade mitética e baixo indice proliferativo.? J& o termo atipico é reservado
aos tumores que tém caracteristicas morfolégicas ndo-habituais, como crescimento
invasivo, elevada atividade mitotica, reacdo positiva > 3% para o antigeno Ki-67 e
imunoreatividade extensa para p53. Os carcinomas hipofisarios sdo definidos
somente por demonstracdo diagndstica de disseminacdo cérebro-espinhal ou
metastases sistémicas. A frequéncia de adenomas hipofisarios atipicos varia de 2,7%
a 15%,15136 enquanto os carcinomas séo bastante raros e representam somente 0,2%

das neoplasias hipofisarias.'*

A classificacdo proposta pela OMS, porém, ndo faz correlacgdo com o
comportamento clinico das lesdes neoplasicas. Alguns adenomas tipicos apresentam
fendtipo agressivo e muitos adenomas atipicos ndo cursam com recorréncia e
resisténcia aos tratamentos convencionais. Mesmo adenomas hipofisarios
clinicamente agressivos sendo tumores ndo-mestastaticos, podem apresentar
caracteristicas histopatolégicas semelhantes aos carcinomas.*3” Adenomas com este
tipo de comportamento devem ser diagnosticados precocemente, requerem vigilancia
clinica e radiol6gica mais estreita e devem ser tratados com maior agressividade.
Ainda assim, dada a importancia deste subtipo de tumores, ndo ha marcadores
clinicos, histopatoldgicos e radiologicos padronizados ou sistema de classificacao
com impacto prognoéstico bem definido para neoplasias hipofisarias agressivas até a

atualidade.®°
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Recentemente foi publicado um estudo’® que correlacionou os aspectos
tissulares aos aspectos radiolégicos e propds uma nova classificacdo. Os tumores
foram classificados (Quadro 2) a partir de uma combinacdo de suas caracteristicas
radiolégicas (diametro e invaséo) e imunohistopatoldgicas (proliferacdo), pelo grau de

reatividade de Ki-67, p53 e numero de mitoses por campo.

Quadro 2 - Classificacéo clinico-patoldgica de adenomas hipofiséarios

Classificagao do tumor baseado nos seguintes critérios:

Invasivo: definido por sinais histolégicos e/ou radiol6gicos (RNM) de invasao de
seios cavernoso ou esfenoidal

Proliferativo: definido por ao menos 2 dos 3 critérios:
- Ki-67: > 3% (fixacao por formalina)
- p53: positivo (>10 nucleos fortemente positivos/10 HPF)

- Mitoses: n > 2/10 HPF

Graus de tumores:

1A: tumor ndo-invasivo

1B: tumor nado-invasivo e proliferativo
2A: tumor invasivo e nao-proliferativo
2B: tumor invasivo e proliferativo

3: tumor metastatico (cérebro-espinhal ou sistémico)

RNM: Ressonancia Nuclear Magnética; HPF: High Power Field ou Campo de Grande Aumento
(0,3mm?, 400x magnificagao).

Modificado de Trouillas, J et al. Acta Neuropathol. 126, 123-135 (2013).7°

Tal classificacéo clinico-patolégica é de facil implementacéo e pode apresentar
valor prognastico na predicdo de status livre de recorréncia e progressao tumoral, bem
como apontar 0os tumores com sinais de invasao e proliferagdo como 0os com maior

probabilidade de apresentar comportamento agressivo.
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1.6 Modalidades Terapéuticas

O tratamento inicial dos adenomas hipofisarios é baseado em protocolos
estipulados para cada tipo tumoral, sendo eles hipersecretores hormonais ou
clinicamente nao-funcionantes. As modalidades terapéuticas podem ser cirurgia,

radioterapia ou tratamento medicamentoso, de forma isolada ou em combinacéo.

Os prolactinomas tém como indicacao de tratamento inicial o uso de agonistas
dopaminérgicos, que podem normalizar a concentracdo de prolactina sérica
circulante, bem como reduzir volume tumoral. Mesmo quando ha sinais de
compressao de quiasma optico pelo adenoma, levando a diminuicdo de campo visual,
o tratamento medicamentoso € habitualmente suficiente para restaurar a deficiéncia
visual. Em 25% dos pacientes tratados com bromocriptina (7,5mg/dia) e 10-15% dos
tratados com cabergolina (2,0mg/semana), ndo ocorre normalizacdo da producéo
hormonal e reducdo tumoral.1*® Nos casos de resisténcia ao tratamento inicial, pode-
se substituir ou aumentar a dose usual do agonista dopaminérgico utilizado e cogitar

como opcdes o tratamento cirdrgico e/ou radioterapico.t38-140

O tratamento cirdrgico é tido como opgdo de primeira linha em
somatotropinomas'#!,  corticotropinomas!*> e tumores clinicamente néo-
funcionantes.*® Para tumores secretores de GH, os indices de cura de até 90% nos
microadenomas, e para macroadenomas em torno de 50%.117:144 Em pacientes com
tumores muito volumosos, 0 uso de analogos de somatostatina de longa duracdo na
fase pré-operatéria para melhorar os resultados cirlirgicos ainda é controversa.'*> Na
intencdo de atingir a normalizacdo bioquimica, podem ser realizados novas
abordagens cirlrgicas %6 e, ainda assim ndo havendo remissdo, tratamento
medicamentoso e/ou radioterapico podem ser necessarios.!’ Tratamento
farmacoldgico primario pode ser pensado como Unica opgéo viavel quando o paciente
apresenta a doenca primaria avancada, comorbidades importantes e tumores
volumosos, inoperaveis e invasivos. Nesse perfil de pacientes, analogos de
somatostatina de longa duragc&o séao a primeira opcao ja que tém o potencial de agir
tanto no controle bioquimico, quanto no volume tumoral. Entretanto, pode haver
resisténcia terapéutica aos analogos de somatostatina quando os tumores
apresentam auséncia ou escassez de receptores para somatostatina e em
somatotropinomas esparsamente granulados.'#81%0 Nesse contexto, pegvisomant,

antagonista do receptor de GH, surge como op¢éo terapéutica.'>%152 Pegvisomant tem
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como efeito principal a redugéo dos niveis circulantes de IGF-1, mas ndo tem efeito
sobre a lesédo tumoral. Existe preocupacao por parte de alguns pesquisadores se, pela
perda do feedback negativo do IGF-1 em resposta ao tratamento, pode haver indugao

do crescimento tumoral hipofisario em alguns pacientes.%3

Cirurgia é também tida como primeira escolha de tratamento de adenomas
produtores de ACTH. A farmacoterapia vem se tornando abordagem de segunda linha
e radioterapia é uma alternativa em pacientes sem remissao bioquimica, com tumores
residuais irressecaveis e naqueles que recusam cirurgia. Opcdes de tratamento
medicamentoso incluem inibidores da esteroidogénese, agonistas dopaminérgicos,
bloqgueadores do receptor para glicocorticoide e analogos de somatostatina,
especialmente pasiretotide.'>*1% Vigilancia estreita € recomendada em pacientes com
tipos histolégicos tumorais associados a comportamento clinicamente agressivo.
Nesses casos, realizacdo de adrenalectomia bilateral associada a radioterapia
adjuvante da cavidade selar tém sido sugerida para controle da doenca priméaria e

reduzir risco de crescimento tumoral hipofisario.1°6-1%8

Os adenomas hipofisarios clinicamente n&o-funcionantes possuem grande
chance de cura com abordagem cirargica. Um estudo recente realizado no Hospital
Universitario de Brasilia, descreveu a evolucdo de 87 pacientes submetidos a cirurgia,
com importante reducdo do volume tumoral, todavia com necessidade de mdltiplas
intervencdes nos casos mais invasivos.'® Nos pacientes que apresentam lesdo
residual, radioterapia pode ser utilizada para prevencao de recrescimento tumoral.
Entretanto, dado a expressdo de receptores para somatostatina e dopamina nas
membranas celulares dos adenomas clinicamente ndo-funcionantes, tratamento com
analogos de somatostatina e agonistas dopaminérgicos podem induzir diminuicéo
tumoral em alguns casos.'®® O uso de analogos dopaminérgicos parece ser mais

eficaz em termos de estabilizacéo e redugéo tumoral.161-162

Para tumores agressivos e recorrentes, a melhor opcéo terapéutica € a
cirurgica, pelo menos para o primeiro episodio de recorréncia da doenca. Estdo
disponiveis diferentes técnicas cirurgicas que, a depender da experiéncia do
neurocirurgido, podem ser utilizadas: cirurgia transcraniana, microcirurgia
transesfenoidal com ou sem uso de endoscopia. A técnica endoscopica aumenta

chance de exérese de maiores volumes de tumor, mesmo quando ha invaséo de seios
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cavernosos.'63164 Em algumas ocasides, mltiplas abordagens cirlirgicas e ciclos de

radioterapia podem ser necessarios.6°

As técnicas principais de radioterapia s&o: radioterapia estereotaxica
fracionada, radiocirurgia com y-knife, radiocirurgia com feixe de protons e radiocirurgia
com acelerador linear. Pelo fato de varios tumores apresentarem recidiva apos terem
sido irradiados, abre-se a possibilidade de novo procedimento radioterapico. Apesar
de nova radioterapia poder ser realizada com novas técnicas, como radiocirurgia,
aumenta-se de sobremaneira o risco do desenvolvimento de complicagbes
secundarias, como neuropatia optica actinica, panhipopituitarismo e necrose de lobo
temporal.1%® Outras técnicas de medicina nuclear, como analogos de somatostatina
radio-marcados, ainda ndo estdo padronizadas para utilizacdo em adenomas

hipofisarios agressivos e continuam sob investigagdo.145167

Alguns protocolos de quimioterapia foram testados no tratamento de tumores
hipofisarios agressivos, porém nenhum demonstrou resultados animadores.4®
Todavia, temozolomida, agente alquilante de segunda geracao, tem se apresentado
como quimioterapico promissor no tratamento desse tipo de tumor. Temozolomida
exerce efeito citotoxico por meio da metilagcdo na posicdo O° da guanina durante o
ciclo de replicacdo do DNA. MGMT (6-O-metilguanina-DNA-metiltransferase) € uma
enzima reparadora do DNA que reverte o efeito da temozolamida.1%® E observado,
entdo, que reduzidas concentracdes de MGMT potencializam os efeitos citotoxicos
da temozolomida, revelando-se, assim, um potencial marcador prognéstico de
resposta terapéutica.'®%16° Alguns adenomas hipofisarios produtores de ACTH,
especialmente os agressivos, expressam baixas concentracbes de MGMT, fazendo
deles bons alvos terapéuticos para temozolomida.'’® Porém, no contexto da
agressividade tumoral hipofisaria, a temozolomida pode ser utilizada independente da
expressdo de MGMT.67171 Alteracdes morfolégicas apds tratamento com
temozolomida incluem hemorragia, necrose, fibrose e infiltrados inflamatérios locais,
diminuicdo do numero de mitoses e da imunoreatividade de Ki-67 e transformacéo
neuronal.'’? Atualmente sdo desconhecidos os efeitos a longo prazo do tratamento
com temozolomida em pacientes responsivos e se o0 tratamento pode ser interrompido
com seguranca apos a estabilizacdo da doenca. Temozolomida pode ser utilizada em
vérias situacdes: prolactinomas resistentes a agonistas dopaminérgicos e com

crescimento continuado apesar de cirurgia e radioterapia; corticotropinomas,



31

especialmente adenomas com células de Crooke, esparsamente granulados e
Sindrome de Nelson, ndo curados por cirurgia e radioterapia; adenomas clinicamente
nao-funcionantes recorrentes que apresentam crescimento mesmo apoés repetidas
abordagens de cirurgia e radioterapia.’® Por ainda ndo haver padronizacédo de
caracteristicas diagndsticas e progndésticas para tumores hipofisarios agressivos, nao
€ possivel definir o melhor momento para inicio de terapia com temozolomida.
Entretanto, esse agente tem sido utilizado como dltima opcédo terapéutica apos
tentativas de tratamento cirdrgico e um ou mais cursos de radioterapia.t’*1’ Como
perspectiva, novos agentes quimioterapicos estdo sendo testados, como everolimus
(inibidor via mTOR)!’8, bevacizumab (anticorpo monoclonal recombinante anti-
VEGF)!'7 e blogueadores dos receptores EGFR2/erbB2, hiperexpressos em tumores
hipofisarios como prolactinomas 17°18 mas ainda necessita-se também de maiores

investigacoes.

1.7 Sistemas de Informacdes Geograficas (SIGs)

Os Sistemas de InformagBes Geograficas (SIGs) sao uma importante
ferramenta utilizada no estudo da distribuicdo espacial de doencas e sua relagdo com
fatores externos. Esse método permite a associacdo de caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas e evolutivas da doenca a aspectos soOcio-geograficos da

regido estudada.®!
1.7.1 Conceito

Os SIGs consistem em sistemas informatizados que integram hardware,
software e dados para armazenamento, gerenciamento, andlise e exibicdo de
aspectos referentes a informacdes geograficamente relacionadas. Permitem ver,
compreender, questionar, interpretar e visualizar dados de maneiras variadas,
possibilitando a identificacéo de relagbes, padrées e tendéncias na forma de mapas,

relatérios e gréficos.181.182
1.7.2 Utilizac&o dos SIGs na anélise de doencas

Alguns autores tém utilizado os SIGs em estudos epidemiolégicos para avaliar
dados espaciais, associar dados demograficos e ambientais, representando possiveis

diferencas em varios estilos cartograficos.'® Constituem um excelente método para
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visualizacdo e andlise de dados epidemioldgicos, revelando tendéncias,
dependéncias e inter-relacdes.

O emprego dos SIGs tem se desenvolvido principalmente no campo das
doencas infecciosas e da oncologia. Na area de infectologia, tem se mostrado
particularmente util ao permitir a identificacdo de fatores ambientais relacionados a
transmissdo de patégenos e a representacao da distribuicdo geogréfica das doencas
e suas variagées,8+18 que pode inclusive ser diagramada em tempo real, como por

exemplo, na vigéncia de surtos.18+187

Em oncologia, o0 mapeamento do cancer fornece importantes informacdes
guanto a variacdes geograficas de incidéncia, mortalidade, caracteristicas do tumor,
etiologia, rastreamento e tratamento. As andlises com SIGs podem auxiliar na

identificagcdo de fatores causais, possibilitando prevencéo primaria.88

1.7.3 Utilizacdo dos SIGs em Endocrinologia

Poucos estudos empregaram a ferramenta SIG para o estudo de doencas
enddcrinas. Recentemente, alguns autores descreveram a aplicacdo desse método
na avaliacdo de obesidade e diabetes, com foco na identificacdo de caracteristicas
socioambientais que constituam fatores de risco para essas patologias e no
planejamento de programas de salde.18%-191

No Brasil, existem poucos estudos referentes a fatores espaciais, os dados
quanto a incidéncia e prevaléncia das doencas enddcrinas ndo estdo bem
estabelecidos. O primeiro estudo que permitiu a aplicacdo dos Sistemas de
Informacdes Geograficas as caracteristicas clinicas observadas em amostra de
pacientes portadores de acromegalia foi publicado por nosso grupo de pesquisas no
ano de 2015.22 N&o existem, até o momento, estudos publicados que avaliem essa

ferramenta e outros tipos de patologias hipotalamo-hipofisarias.
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2 RELEVANCIA DO ESTUDO

Os adenomas hipofisarios apresentam grande variedade fenotipica e séo
frequentemente subdiagnosticados. Apesar de serem em sua maioria benignos,
alguns apresentam comportamento agressivo e representam uma entidade patologica
distinta, que requer a identificacdo de critérios diagnosticos especificos, ndo somente
do ponto de vista clinico, mas também de marcadores moleculares, radiologicos e

histopatoldgicos.®°

As classificacbes anatbmicas, histopatoldgicas ou combinadas apresentam
falhas e estudos robustos sdo necessarios para determinar o valor preditor da
evolucéo desses pacientes. Estudos realizados previamente no Hospital Universitario
de Brasilia, descreveram expressdo aumentada de c-erbB2, Ki-67 e p53 em

neoplasias hipofisarias com suspeicéo de agressividade.134135

O presente estudo teve por objetivo, avaliar retrospectivamente a evolucao
clinica e o comportamento biolégico de tumores que foram submetidos a avaliagao
imunohistoquimica para os marcadores de proliferacédo e correlacionar com o impacto
na evolucdo e desfecho clinico dos pacientes até por mais de 10 anos de
acompanhamento. O estudo avaliou os critérios de classificacdo dos adenomas
propostos nos ultimos anos e podera adicionar informacdes sobre o real papel

biolégico da proliferacao celular nos tumores hipofisarios.

A originalidade do estudo consiste em validar, em coorte de longo prazo, os
marcadores tissulares progndésticos propostos e publicados pelo grupo de estudos do
Hospital Universitario de Brasilia, comparando-os com o0s aspectos radiolégicos,
terapéuticos e clinicos dos pacientes no periodo de pelo menos 10 anos apols a
analise histolégica pos-operatoria. Trata-se do primeiro estudo a realizar avaliagao
geoestatistica em adenomas hipofisarios agressivos utilizando o Sistema de
Informacbes Geograficas em colaboragdo com o Instituto de Geociéncias da
Universidade de Brasilia, para definir a distribuicdo espacial e acesso ao atendimento

de saude, reforcando a linha de pesquisa e sua multidisciplinaridade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

- Avaliar retrospectivamente se a presenca de potenciais marcadores radiolégicos e
tissulares, por critérios de invaséo tumoral e proliferacao celular, causaram impacto
na evolucdo de adenomas hipofisarios que apresentaram comportamento agressivo

durante seguimento clinico por pelo menos 10 anos.

3.2 Objetivos Secundarios

- Correlacionar a presenca dos marcadores de proliferagéo celular (p53, Ki-67 e c-
erbB2) e sinais de invaséo tumoral ao diagndstico com o crescimento e/ou recorréncia

da lesdo neoplasica apdés tratamento inicial.

- Comparar as caracterisiticas clinicias, anatdbmicas e imunohistoquimicas com a

evolugdo neopléasica a longo prazo.

- Georeferenciar os pacientes no Distrito Federal.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Local do Estudo

Estudo foi conduzido no Servico de Neuroendocrinologia do Hospital
Universitario de Brasilia. A coleta e a selecédo dos dados pertinentes foram realizadas
no periodo de fevereiro de 2013 a dezembro de 2014, por meio de revisdo de

prontudrios.

4.2 Tipo do Estudo

O estudo é observacional de coorte retrospectiva, ndo-randomizado e néo-

controlado.

4.3 Selecao de Pacientes
4.3.1 Critérios de Incluséao

e Pacientes com diagnéstico confirmado de macroadenoma hipofisario com
sinais de invasao tumoral e/ou extenséo supra-selar operados previamente
por via transesfenoidal, submetidos a avaliacdo imunohistoquimica tecidual
para hormonios (FSH, LH, TSH, ACTH, GH e prolactina) e biomarcadores
de proliferacdo Ki-67, p-53 e c-erbB2, com seguimento ambulatorial
peridédico de no minimo 10 anos e que apresentaram pelo menos um dos
critérios:

e lesdo inicial de diametro > 30 milimetros;

e recorréncia tumoral ou recrescimento do tecido residual neoplasico apos

tratamento cirrgico;
e resisténcia a tratamentos adjuvantes convencionais.
e Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
4.3.2 Critérios de Excluséo

e Pacientes com diagnéstico confirmado de macroadenoma hipofisario néao

submetidos a tratamento cirurgico.
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e Pacientes cuja avaliagdo imunohistoquimica nao foi realizada.
e Pacientes sem seguimento ambulatorial periédico ou menor de 10 anos.

e Pacientes simultaneamente com leséo inicial < 30 milimetros, sem sinais de
recorréncia e recrescimento tumoral e sem resisténcia aos protocolos de

tratamento convencionais.

e N&o concordancia ou assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

4.4 Procedimentos Técnicos
4.4.1 Avaliacao Geral

Dados como idade ao diagndstico, género, endereco domiciliar dos pacientes,
modalidade e numero de intervencdes terapéuticas e informacdes e eventos clinicos
relevantes foram coletados e analisados por meio de consulta e revisdo de prontuarios

do Hospital Universitario de Brasilia.

4.4.2 Avaliacao Radioldgica

Informacdes sobre as caracteristicas radioldégicas dos tumores foram obtidas
retrospectivamente por analise de imagens de Ressonancia Nuclear Magnética de
sela tarcica arquivadas no Servico de Radiologia do Hospital Universitario de Brasilia.
Invasédo de seio cavernoso foi considerada quando houve envolvimento de mais de
2/3 (dois tercos) da circunferéncia da carétida interna pelo tumor 8 ou baseada nas
ClassificacGes de Knosp et al.®* e Edal et al.?% nos graus 3 e 4. Invasdo do seio
esfenoidal foi considerada quando houve eroséo do assoalho selar e/ou penetracao
tumoral para o interior do seio esfenoidal, graus 1 e 2 pela Classificacdo de Edal et
al.85 Foram considerados também invasivos os tumores que apresentaram extensdo
supra-selar importante, grau 4 pela Classificacdo de Edal et al.85, em contato intimo
com terceiro ventriculo e parénquima cerebral adjacente causando hidrocefalia
obstrutiva. Os diametros maximos de cada lesdo e as outras caracteristicas
morfoldgicas tumorais foram determinados antes e apds qualquer intervencgao

terapéutica e eventos médicos relevantes.
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4.4.3 Avaliacdo Imunohistoquimica

As andlises anatomo-patologica e imunohistoquimica das lesdes foram
realizadas previamente pelo Servico de Patologia do Hospital Universitario de Brasilia

e seus resultados foram parcialmente publicados por Ferreira et al.'** e Botelho et
a|.135

Os fragmentos tumorais foram fixados em formalina a 10%, incorporados em
parafina de acordo com os procedimentos padrdes histologicos e corados com
Hematoxilina e Eosina. As avaliagbes imunohistoquimicas, utilizando-se sistemas
streptoavidina-biotina, incluiram os perfis hormonais hipofisarios e de biomarcadores
p53, Ki-67 e c-erbB2. Os anticorpos usados, clones e respectivas diluicbes estao
indicados no Anexo 1.1. As reacgOes foram reveladas com diaminobenzidina (DAB) e
contra-coradas com hematoxilina. Os resultados imunohistoquimicos referentes a
deteccao de secrecdo hormonal e presenca de marcadores tumorais foram expressos
em graus (1+ a 4+). Foram considerados tumores secretantes aqueles com qualquer
reacao positiva (1+ a 4+) para os anticorpos Anti-GH, PRL, FSH, LH, TSH e ACTH
(Anexo 1.2). No presente estudo, considerou-se como parametro de alto potencial
proliferativo a imunoexpressao dos marcadores p53 > 3+, Ki-67 > 2+ (Anexo 1.3) e c-
erbB2 > 2+ (Anexo 1.4).135

4.4.4 Avaliacéo Clinico-Patologica

Os tumores foram classificados a partir de uma combinacdo de suas
caracteristicas radiolégicas (diametro e invasdo) aos exames de imagem e suas
caracteristicas imunohistopatologicas (proliferacao), pelo grau de reatividade de p53,
Ki-67 e c-erbB2 (Tabela 1).
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Tabela 1 - Classificacdo clinico-patoldgica de adenomas hipofiséarios

Classificacdo do tumor baseado nos seguintes critérios:

Invasivo: definido por sinais de invasdo de seios cavernoso ou esfenoidal, ou extenséo
supra-selar com compresséao de 3° ventriculo ou parénquima cerebral adjacente.

Proliferativo: definido por ao menos 2 dos 3 critérios:
- p53 > 3+

- Ki-67 > 2+

- c-erbB2 > 2+

Sistema de graduacao:

1A: tumor ndo-invasivo e nao-proliferativo
1B: tumor ndo-invasivo e proliferativo

2A: tumor invasivo e nao-proliferativo

2B: tumor invasivo e proliferativo

3: tumor metastatico (cérebro-espinhal ou sistémico)

4.4.5. Sistemas de Informacdes Geograficas (SIGs)

Foram analisados espacialmente os dados dos pacientes utilizando o software
ArcGIS - versdo 9.3 (ESRI, Redlands, CA, USA) com as extensfes de Analise
Espacial (Spatial Analyst), acoplados aos programas estatisticos S-PLUS 2000. As
unidades de andlise foram as regifes administrativas do Distrito Federal. Os dados do
registro eletrbnico dos pacientes foram convertidos para uma base de dados
estruturada para uso no SIG acima mencionado. O georeferenciamento foi realizado
de modo a determinar as coordenadas de latitude e longitude de acordo com o
endereco domiciliar de cada paciente incluido. Todas as &reas georreferenciadas
consideraram o0s enderecos nos ultimos 10 anos antes do diagnostico, incluindo
agueles localizados fora do Distrito Federal. O uso dos cédigos de enderecamento
postal (CEP) foi essencial na captacdo de coordenadas e a confidencialidade da

localizacéo foi mantida pela excluséo dos trés ultimos digitos do CEP, obedecendo as
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politicas de protecdo a privacidade recomendadas pelo Institute of Medicine
(|O|V|).192’193

Os mapas utilizados no presente estudo estdo em escala 1:10.000.000 e
1:300.000 e nenhuma coordenada geografica (latitude e longitude) foi mostrada para
preservar a confidencialidade individual dos pacientes. O método de otimizacdo de
Jenks, que é um sistema de classificacdo muito aplicado em andlises de informacdes
geograficas, foi utilizado em algumas representa¢des cartograficas para determinar a
melhor distribuicdo de valores de dados em diferentes classes e permite o melhor

ajuste de variancia intra e entre classes.%41%

4.5 Procedimentos Analiticos

Inicialmente, para as variaveis quantitativas foi empregado o teste de
Kolmogorov-Smirnov para verificar se as mesmas apresentavam distribuicdo
gaussiana nos diversos grupos (modalidades terapéutica, grau de evolugdo ou sexo)
a serem comparados. Observou-se que as mesmas apresentavam distribuicdo
gaussiana, os resultados foram expressos em média + desvio padrdo e aplicados 0s
testes de andlise de variancia (ANOVA) ou t de Student. O método de Tukey-Kamer

foi utilizado para comparacdes mdltiplas.

Para as variaveis qualitativas os resultados foram expressos em frequéncia (%)
e empregaram-se 0s testes de qui-quadrado de Pearson ou exato de Fisher. Nas
tabelas com dimensGes maiores que 2x2, em que Vverificaram-se associacoes
significativas, foi realizada a analise do residuo de Pearson para determinar qual
categoria apresentou o maior efeito sobre a associacéo entre as variaveis.'% Residuo
de Pearson foi considerado estatisticamente significante quando esteve fora do
intervalo [-1,96; +1,96].

O nivel de significancia foi fixado em p-valor < 0,05. Para as andlises
estatisticas foi utilizado o software SAS - versao 9.4 (SAS Institute 2012, NC, USA).
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4.6 Procedimentos Eticos

O estudo foi realizado de acordo com a declaracao de Helsinki e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude

da Universidade de Brasilia.
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5 RESULTADOS
5.1 Caracteristicas Gerais

Foram incluidos no presente estudo 50 pacientes, 24 homens (48%) e 26
mulheres (52%), com média + DP (intervalo) de idade ao diagnéstico 34,8 + 16,4 anos
(11-73 anos), sem diferenca estatisticamente significante entre os sexos (p = 0,1557).
Tais pacientes foram recrutados por meio do registro ambulatorial da Unidade de
Neuroendocrinologia do Hospital Universitario de Brasilia. Foram acompanhados
neste Servico entre os anos de 1984 e 2014, apresentando tempo médio + DP de

seguimento pés-operatoério de 15,2 + 4,8 anos.

A maioria dos adenomas hipofisarios diagnosticados eram esporadicos,
enquanto 8% foram classificados como Adenomas Hipofisarios Familiares Isolados
(FIPA), com igual frequéncia entre os sexos. A distribuicdo dos adenomas hipofisérios
de acordo com a secrecdo hormonal especifica ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante entre os sexos (p = 0,8431), entretanto percebeu-se
maior prevaléncia dos tumores do tipo null cell e GH-secretantes na amostra global
(Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas gerais dos pacientes ao diagnadstico.

Total (%) Distribuicdo por sexo (%) p-valor*

Homens Mulheres
(n=50) (n=24) (n=26)

Idade ao diagndstico (anos) 34,8+16,4 31,3x15,4 38,0+16,9 0,1557
Adenomas Hipofisarios 1,0000
Esporadicos 46 (92) 22 (92) 24 (92)
Familiares Isolados (FIPA) 4 (8) 2 (8) 2 (8)
Tipo de tumor 0,8431
(por expressédo hormonal)

GH 14 (28) 8 (33) 6 (23)

PRL 8 (16) 3(13) 5 (19)

ACTH 3 (6) 1(4) 2 (8)

LH/FSH 7 (14) 4 (17) 3(11)

Null Cell 18 (36) 8 (33) 10 (38)

Valores expressos em média = desvio-padréo ou frequéncia (%).
*p-valor calculado pelos testes t de Student ou Qui-quadrado de Pearson.
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5.2 Caracteristicas Radiolégicas e Imunohistoquimicas

A média + DP de didmetros maximos tumorais ao diagnéstico foi de 44,7 + 13,6
milimetros. As prevaléncias de adenomas com diametro < 30 milimetros, entre 30 e
40 milimetros e > 40 milimetros foram respectivamente de 12%, 20% e 68%. Foi
observado que 94% dos adenomas foram considerados invasivos, conforme proposta
metodoldgica do presente estudo, na avaliacdo diagndéstica inicial. Os tumores
apresentaram sinais de invasédo para-selar em 84% (22% invasdo unilateral, 62%
invasao bilateral) e infra-selar em 80% dos casos. A frequéncia de extensao supra-
selar em qualquer grau foi observada em 98% da amostra, sendo que extensao supra-
selar para 3° ventriculo e/ou parénquima cerebral adjacente, grau 4 da classificacdo
de Edal®®, foi prevalente em 64% dos casos totais (Tabela 3).

A amostra total foi composta de 56% de adenomas considerados clinicamente
nao-funcionantes. Destes, a revisdo da descricdo imunohistoquimica demonstrou
36% de adenomas null cell, 14% de gonadotropinomas e 6% de corticotropinomas
silenciosos. Os demais adenomas eram secretores de prolactina (16%) e de GH (28%)
e apresentaram quadro clinico caracteristico (Tabela 3).

A frequéncia de imunoexpressao de marcadores em indices de alto potencial
proliferativo foi de 60% para p53 (= 3+), 33% para Ki-67 (= 2+) e 67% para c-erbB2 (2
2+), conforme detalhado na Tabela 3. Tumores com imunoexpressao de pelo menos
2 marcadores em indices de alto potencial proliferativo foram observados em 54% da
amostra e considerados, assim, adenomas proliferativos (graus 1B e 2B).

De acordo com a classificacdo clinico-patologica proposta, uma associagcao
entre critérios anatdmicos e patologicos, foi observada a prevaléncia de tumores néo-
invasivos e nao-proliferativos (grau 1A) em 4%, ndo-invasivos e proliferativos (grau
1B) em 2%, invasivos e néo-proliferativos (grau 2A) em 42% e invasivos e
proliferativos (grau 2B) em 52% da amostra total avaliada (Tabela 3). Tumores

metastaticos ndo foram observados.



Tabela 3 — Caracterizagdo radiol6gica e imunohistoquimica dos tumores ao diagnadstico.

Caracteristicas radioldgicas Total (%)
n=50

Diametro tumoral (mm) 44.7+13.6
Invaséo para-selar 42 (84)
Invaséo infra-selar 40 (80)
Extenséo supra-selar 49 (98)
Extensao para 3°ventriculo 32 (64)
Caracteristicas imunohistoquimicas Total (%)
Expressao hormonal

GH 14 (28)

PRL 8 (16)

ACTH 3 (6)

LH/FSH 7 (14)

Null Cell 18 (36)
p53

> 3+ 29 (60)
Ki-67

22+ 16 (33)
c-erbB2

> 2+ 31 (67)
Classificagéo clinico-patoldgica Total (%)
Graus

1A 2 (4)

1B 1 (2

2A 21 (42)

2B 26 (52)

Valores expressos em média + desvio-padréo ou frequéncia (%).
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5.3 Marcadores de Proliferacéo

Foi analisada a associacao entre a intensidade de expressao dos marcadores
de proliferacdo tumoral e caracteristicas clinicas dos pacientes da amostra do
presente estudo (Tabela 4). A média de idade ao diagndstico foi significativamente
menor, do ponto de vista estatistico, nos pacientes portadores de adenomas
hipofisarios com imunoexpressao em indices de alto potencial proliferativo para p53
(= 3+) e Ki-67 (= 2+) (p = 0,021 e p < 0,0001, respectivamente). Nao foi observada
associacao significativa entre expressdo do marcardor tumoral c-erbB2 e idade ao
diagnéstico. Ainda, ndo houve também relacdo estatisticamente significante entre

imunoexpressao dos marcadores tumorais avaliados e sexo.

Parametros radiolégicos, como diametro tumoral, invasao para e infra-selar e
extensdo supra-selar, foram analisados em relagéo a intensidade de imunoexpressao
dos marcadores de proliferacdo tumoral (Tabela 4). Houve associacao
estatisticamente significante entre forte imunoexpressao de Ki-67 (= 2+) e diametros
tumorais maiores ao diagnostico. Nao foi observada relacdo significante entre
expressdo dos marcadores p-53 e c-erbB2 e maximos didmetros tumorais ao

diagndstico.

Sinais de invaséo para e infra-selar foram observados em 84% e 80% dos
casos, respectivamente, porém ndo foi observada associacdo significativa com a
expressdo dos marcadores de proliferacdo estudados. Extensdo supra-selar em
qualquer grau foi observada em todos os pacientes, exceto um. Por conta disso, a
comparacdo entre grupos com extensdo supra-selar presente e ausente fica
impossibilitada. Entretanto, avaliando-se o subgrupo com extensao tumoral para o 3°
ventriculo/parénquima  cerebral, foi verificada relacdo significante com
imunoexpressao do marcador p53 (p = 0,013), mas ndo com expressao de Ki-67 e c-
erbB2.

Em relagdo ao perfil de expressdo hormonal tecidual, houve associa¢ao
significativa entre a intensidade de expressdo do marcador Ki-67 e o tipo de tumor (p
=0,038). Foi observado que gonadotropinomas (100%), corticotropinomas silenciosos
(100%) e adenomas do tipo null cell (72%) estiveram associados a expressao em
indices de baixo potencial proliferativo de Ki-67 (< 2+), enquanto que prolactinomas

(63%) estiveram mais associados a expressao de Ki-67 = 2+. Forte imunoexpressao
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de p53 foi verificada em 88% dos prolactinomas e de c-erbB2 em 83% dos adenomas
do tipo null cell e 71% dos gonadotropinomas, porém sem diferenca estatisticamente

significante em compara¢ao aos outros tipos tumorais.
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Tabela 4 — Avaliacdo dos marcadores de proliferacéo tumoral p53, Ki-67 e c-erbB2 em relacao
aos parametros clinicos e radiolégicos.

p53 Ki-67 c-erbB2
<3+ 23+ p* <2+ 22+ p* <2+ 22+ p*
Idade (anos) 42+15 31+16 0.021 42+15 23+12  <0.001 35+£16 3517 0.955
Diametro(mm) 40+10 50+10 0.062 4010 50£10 0.009 5010 40+10 0.937
Invaséo
Para-selar 0.235 0.701 0.703
Néo 5(26) 3(10) 6(19) 2(13) 2(13) 6(19)
Sim 14(74) 26(90) 26(81) 14(87) 13(87)  25(81)
Infra-Selar 0.451 0.238 0.242
Néo 5(26) 4(14) 8(25) 1(6) 1(7) 7(23)
Sim 14(74)  25(86) 24(75)  15(94) 14(93)  24(77)
Extenséo
Supra-selar 0.395 1.000 1.000
Nao 1(5) 0(0) 1(3) 0(0) 0(0) 1(3)
Sim 18(95) 29(100) 31(97) 16(100) 15(100)  30(97)
3¢ ventriculo 0.013 0.087 0.421
N&o 11(58)  6(21) 14(44)  3(19) 4(36) 12(39)
Sim 8 (42) 23 (79) 18(56)  13(81) 11(64)  19(61)

Valores expressos em média + desvio-padréo ou frequéncia (%).

* p-valor calculado pelos testes t de Student, qui-quadrado de Pearson ou exato de Fisher.
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5.4 Modalidades Terapéuticas

A Tabela 5 apresenta a relacdo entre as caracteristicas clinicas e radioldgicas
tumorais e o tipo de intervencgéao terapéutica realizada. Os pacientes da hossa amostra
foram tratados por cirurgia tranesfenoidal somente ou por intervencées combinadas,
como cirurgia seguida de tratamento medicamentoso e/ou radioterapia. A modalidade
terapéutica mais frequentemente utilizada (40% dos casos) foi cirurgia associada a
tratamento medicamentoso. Ressalta-se que as idades médias ao diagndstico do
grupo de pacientes submetido a cirurgia e tratamento medicamentoso e do grupo
submetido a cirurgia, radioterapia e tratamento medicamentoso sao significativamente
menores (p = 0,0008) quando comparadas aos grupos em que foram realizadas outras

estratégias terapéuticas.

Existe uma associagdo significativa entre sinais de invaséo infra-selar e a
modalidade terapéutica empregada (p = 0,0219). Pacientes que ndo apresentaram
invasdo infra-selar foram mais frequentemente submetidos a apenas a cirurgia
[Residuo de Pearson = +2], enquanto aqueles que apresentaram invasao infra-selar
foram submetidos a cirurgia combinada a tratamento medicamentoso na maioria das
vezes [Residuo de Pearson = +2] (Tabela 5). Para os outros parametros de invaséo e
extensdo e diametro maximo tumoral ao diagnostico, ndo houve evidéncias

significativas de associagao com tipo de intervencéao terapéutica realizada.



Tabela 5 — Caracteristicas clinicas e radioldgicas e intervencgfes terapéuticas.
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Intervengdes terapéuticas

Idade e Apenas Cirurgia e Cirurgia e Cirurgia, p-valor*
caracteristicas cirurgia tratamento radioterapia tratamento
radiolégicas (%) medicamentoso (%) medicamentoso
(%) e radioterapia
(%)
Pacientes n (%) 11 (22) 20 (40) 11 (22) 8 (16)
Idade (anos) T 40 + 13 29+16 48 + 11 23+15 0.0008
Diametro(mm) 43,7+17,5 46,3+12,2 447 + 15,3 41,9+9,8 0.8812
Invaséo
Para-selar 0.7288
Néo 1(13) 3(37) 3(37) 1(13)
Sim 10 (24) 17 (40) 8 (19) 7(17)
Infra-selar 0.0219
Nao 5(50)[2] 1(10)[-2] 1(10)[-1] 3(30)[1]
Sim 6 (15)[-2] 19 (48)[2] 10 (25)[1] 5 (12)[-1]
Extenséo
Supra-selar 0.1600
Néo 0(0) 0(0) 0(0) 1(100)
Sim 11 (22) 20 (41) 11 (22) 7 (14)
Extenséo
3° ventriculo 0.1805
N&o 5(28) 4(22) 4(22) 5(28)
Sim 6 (19) 16 (50) 7 (22) 3(9)

Valores expressos em média + desvio-padrao ou frequéncia (%) e [Residuo de Pearson].

T Resultados do teste de comparagGes multiplas de Tukey: Cirurgia + Radioterapia vs. Cirurgia +
Tratamento Medicamentoso (p = 0,0040) e Cirurgia + Radioterapia vs. Cirurgia + Radioterapia +
Tratamento Medicamentoso (p = 0,0022).
* p-valor calculado pelo teste qui-quadrado de Pearson.
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Foi verificada associacdo significativa entre a modalidade terapéutica
empregada e o tipo de tumor de acordo com a secre¢cdo hormonal (p = 0,0186). Os
pacientes diagnosticados com tumores produtores de GH e prolactina [Residuo de
Pearson = +2] tiveram como opc¢ao terapéutica mais prevalente cirurgia associado a
tratamento medicamentoso. Pacientes com adenomas do tipo null cell [Residuo de
Pearson = +2] foram submetidos a cirurgia seguida de radioterapia em maior
frequéncia (Tabela 6). Para os outros tipos de procedimento ndo existem evidéncias

significativas de associa¢do com o tipo de tumor.

A associacdo entre o marcador Ki-67 e as modalidades terapéuticas utilizadas
apresentou-se estatisticamente significante (p = 0,0110), conforme detalhado na
Tabela 6. Tumores com expressao de Ki-67 em indices de baixo potencial proliferativo
(< 2+) foram mais frequentemente submetidos a somente cirurgia e a cirurgia
combinada a radioterapia [Residuo de Pearson = +2]. Ja os adenomas com expressao
do mesmo marcador tumoral em indices de alto potencial proliferativo (= 2+) tiveram
como intervencao terapéutica mais prevalente a cirurgia associada a farmacoterapia
[Residuo de Pearson = +2]. Nao se verificaram associacfes estatisticamente
significativas entre a intensidade de expressdo dos marcadores p53 e c-erbB2 e as

modalidades terapéuticas empregadas.

Como mostra a Tabela 6, ndo houve associacao significativa entre o tipo de
tumor, segundo a classificacdo clinico-patologica, e as modalidades terapéuticas
empregadas (p = 0,6858). Ha de se notar, entretanto, que 0os adenomas invasivos,
sendo eles proliferativos (grau 2B) ou ndo (grau 2A), tiveram como opcéo terapéutica
utilizada mais frequentemente, 43% dos casos, cirurgia combinada a farmacoterapia.
As estratégias de tratamento realizadas apresentaram distribui¢@o igualitaria quando
comparados os grupos de pacientes com tumores proliferativos (graus 1B + 2B) e néo-
proliferativos (1A + 2A) (p =1,0).
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Tabela 6 — Caracteristicas imunohistoquimicas, classificacdo tumoral e intervencdes

terapéuticas.
Intervengdes terapéuticas
Apenas Cirurgiae Cirurgiae Cirurgia, p-valor*
cirurgia  tratamento radioterapia tratamento
(%) medicamentoso (%) medicamentoso
(%) e radioterapia
(%)
Pacientes n (%) 11 (22) 20 (40) 11 (22) 8 (16)
Caracteristicas
imunohistoquimicas
Expressdo hormonal 0.0186
GH (n=14) 1 (7)[-2] 9 (64)[2] 0 (0.00)[-2] 4 (29)[1]
PRL (n=8) 1 (13)[-1] 6 (74)[2] 0 (0.00)[-2] 1 (13)[-0]
ACTH (n=3) 1 (33)[0] 0 (0)[-1] 1 (33)[0] 1 (33)[1]
LH/FSH (n=7) 2 (29)[0] 2 (29)[-1] 3 (42)[1] 0 (0)[-1]
Null Cell (n=18) 6 (33)[1] 3(17)[-2] 7 (39)[2] 2 (1D[-1]
Marcadiores
tumorais
p53 0.1527
<3+ 4 (21) 4 (21) 7 (37) 4(21)
>3+ 7 (24) 14 (48) 4 (14) 4 (14)
Ki-67 0.0110
<2+ 10 (31)[2] 8 (25)[-2] 10 (31)[2] 5 (13)[-1]
22+ 1 (6)[-2] 10 (63)[2] 1 (6)[-2] 4 (25)[1]
c-erbB2 0.3018
<2+ 4 (27) 8 (53) 2 (13) 1(7)
> 2+ 7 (23) 9 (29) 9 (29) 6 (19)
Classificacéo
clinico-patologica 0.6858
1A 1 (50) 0 (0) 0 (0) 1 (50)
1B 0(0) 0 (0) 1 (100) 0 (0)
2A 4 (19) 9 (43) 5 (24) 3 (14)
2B 6 (23) 11 (43) 5 (19) 4 (15)

Valores expressos em frequéncia (%) e [Residuo de Pearson].
* p-valor calculado pelo teste qui-quadrado de Pearson.
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5.5 Impacto Progndstico

O impacto dos aspectos clinicos e radiol6gicos ao diagndstico sobre o desfecho
clinico esta representado na Tabela 7. Foram verificadas maior taxa de
recorréncia/recrescimento tumoral entre as mulheres (65%) e maior prevaléncia de
estabilidade volumétrica tumoral entre os homens (62%). Entretanto, ndo houve
relacdo estatisticamente significante entre evolucdo clinica dos tumores apos
tratamento e sexo (p = 0,3990), idade ao diagnostico (p = 0,4197) e diametro tumoral
inicial (p = 0,0524).

A auséncia de sinais de invasdo para-selar esteve associada a maior
frequéncia de estabilidade volumétrica tumoral apos tratamento (p = 0,0389) [Residuo
de Pearson = +3]. Contudo, presenca de invasao para-selar ndo esteve relacionada a
desfechos clinicos como recorréncia/recrescimento, tampouco a cura/reducao
tumoral. Invasao infra-selar e extenséo supra-selar em qualquer grau também nao se
mostraram como bons marcadores progndésticos em relacdo ao desfecho clinico.
Ainda, houve uma tendéncia (p =0,0577) em associar a auséncia de extensao supra-
selar para 3° ventriculo/parénquima cerebral adjacente a maior chance de estabilidade

volumétrica tumoral apds tratamento (Tabela 7).



Tabela 7 — Caracteristicas clinicas e radiolégicas e evolugao tumoral.

Desfecho clinico

Caracteristicas clinicas Recrescimento/ Estabilidade Reducéo/Cura p-valor*
e radioldgicas ao Recorréncia (%) (%) (%)
diagnéstico (n=17) (n=13) (n=20)
Sexo 0.399
Masculino 6 (35) 8 (62) 10 (50)
Feminino 11 (65) 5 (38) 10 (50)
Idade (anos) 34+19 40+ 12 32+17 0.419¢%
Diametro (mm) 445+ 139 37.8+13.2 494+ 121 0.052+
<30 mm 0 (0) 2 (15) 0 (0) 0.073
30-40 mm 7 (41) 3 (23) 4 (20)
> 40 mm 10 (59) 8 (62) 16 (80)
Invaséo
Para-selar 0.038
Né&o 1(6) [-1] 5 (38) [3] 2 (10) [-1]
Sim 16 (94) [1] 8 (62) [-3] 18 (90) [1]
Infra-selar 0.552
N&o 5 (29) 2 (15) 3 (15)
Sim 12 (71) 11 (85) 17 (85)
Extenséo
Supra-selar 0.2600
Néo 0 (0) 1(8) 0 (0)
Sim 17 (100) 12 (92) 20 (100)
3° ventriculo 0.0577
N&o 6 (35) 8 (62) 4 (20)
Sim 11 (65) 5 (38) 16 (80)

Valores expressos em média + desvio-padrao ou frequéncia (%) e [Residuo de Pearson].
* p-valor calculado pelos testes qui-quadrado de Pearson e ANOVA ¥,
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Dentre os tumores que apresentaram recrescimento/recorréncia, 0s mais
prevalentes foram os adenomas clinicamente do tipo null cell (35%). O mesmo tipo
tumoral também foi o mais frequente (61%) dentre as lesbes que evoluiram com
estabilidade volumétrica. J4 o tipo tumoral que apresentou maior prevaléncia de
cura/reducdo volumétrica foi o somatotropinoma (45%). Entretanto, ndo houve
diferenca estatistica significante entre os tipos tumorais, segundo secre¢do hormonal,
guanto ao desfecho clinico (p = 0,2193) (Tabela 8).

Houve associacao estatistica significativa entre a imunoexpressédo do marcador
de proliferacédo p53 e os graus de evolucao clinica tumoral (p = 0,0035). Foi observado
que sua expressao em indices de alto potencial proliferativo (= 3+) estava associada
a recrescimento/recorréncia tumoral [Residuo de Pearson = +2]. Ja a imunoexpressao
de p53 em indices de baixo potencial proliferativo (< 3+) esteve relacionada a
estabilidade volumétrica tumoral [Residuo de Pearson = +3], mas ndo a cura/reducao
tumoral [Residuo de Pearson = -1] (Tabela 8). A expressao dos outros marcadores
avaliados, Ki-67 e c-erbB2, nao apresentaram relacdo significante com

comportamento evolutivo dos adenomas.

Conforme detalhado na Tabela 8, adenomas invasivos e ndo-invasivos, quando
comparados, ndo apresentaram diferenca estatistica significativa quanto a evolucao
clinica (p = 0,5155). Todavia, tumores classificados como ndao-proliferativos
apresentaram maior prevaléncia em manter estabilidade volumétrica (p = 0,0145)
[Residuo de Pearson = +3], independente de serem invasivos (grau 2A) ou ndo (grau
1A) (p = 0,0127) [Residuo de Pearson = +2]. Ainda, adenomas proliferativos estavam
mais associados a recrescimento/recorréncia tumoral (p = 0,0145) [Residuo de
Pearson = +2], especialmente aqueles classificados como invasivos e proliferativos
(grau 2B) (p = 0,0127) [Residuo de Pearson = +2].

As intervencgles terapéuticas influenciaram significativamente o desfecho
clinico (p = 0,0272). Estabilidade volumétrica tumoral esteve estatisticamente
associada a realizacao de cirurgia seguida de radioterapia [Residuo de Pearson = +2].
Ainda, cura/reducdo tumoral foi alcancada significativamente quando empregada
cirurgia combinada a tratamento medicamentoso [Residuo de Pearson = +3]. Todavia,

recorréncia/recrescimento tumoral apresentou maior prevaléncia no grupo submetido



54

a cirurgia combinada a farmacoterapia e radioterapia pos-operatéria [Residuo de
Pearson = +2]. Nesses casos, por conta do comportamento agressivo tumoral, o

tratamento multimodal n&o foi capaz de alterar o progndéstico da doenca.



Tabela 8 — Caracteristicas imunohistoquimicas, classificacao e evolugao tumoral.
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Desfecho clinico

Recrescimento/ Estabilidade Reducé&o/Cura p-valor*
Recorréncia (%) (%) (%)
(n=17) (n=13) (n=20)
Caracteristicas
imunohistoquimicas
Expressdo hormonal 0.2193
GH 3(18) 2 (15) 9 (45)
PRL 3(18) 1(8) 4 (20)
ACTH 2 (11) 1(8) 0 (0)

LH/FSH 3(18) 1(8) 3 (15)

Null Cell 6 (35) 8 (61) 4 (20)
p53 0.0035

< 3+ 3 (18) [-2] 10 (77)[38]  6(33)[1]

>3+ 14 (82) [2] 3 (23) [-3] 12 (67) [1]
Ki-67 0.2329

<2+ 11 (65) 11 (85) 10 (56)

>0+ 6 (35) 2 (15) 8 (44)

c-erbB2 0.7118
<2+ 4 (25) 5 (38) 6 (35)
> 2+ 12 (75) 8 (62) 11 (65)

Classificacéo

Anatdmica 0.5155

N&o-invasivo 1(6) 2 (15) 0 (0)

Invasivo 16 (94) 11 (85) 20 (100)

Patoldgica 0.0145

N&o-proliferativo 4 (24) [-2] 10 (77) [3] 9 (45) [0]

Proliferativo 13 (76) [2] 3(23) [-3] 11 (55) [0]
Clinico-patoldgica 0.0127
Graus

1A 0(0) [-1] 2 (15) [2] 0(0) [-1]

1B 1(6) [1] 0(0)[-1] 0(0) [-1]

2A 4 (24) [-2] 8 (62) [2] 9 (45) [0]

2B 12 (70) [2] 3(23) [-2] 11 (55) [0]

Valores expressos em média + desvio-padrao ou frequéncia (%) e [Residuo de Pearson].
* p-valor calculado pelo teste qui-quadrado de Pearson.
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5.6 Aplicacéo dos Sistemas de Informacdes Geograficas (SIGs)

A maioria dos pacientes (88%) avaliados nesse estudo era procedente do Distrito
Federal e adjacéncias. Foi constatado que 6 (12%) dos pacientes eram originarios de outras
regides do Pais, a saber: 2 (4%) de outra regido de Goids, 2 (4%) de Minas Gerais, 1 (2%) do
Piaui e 1 (2%) da Paraiba (Figura 3).
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Figura 3 — Distribuicéo de pacientes por Unidades da Federacéo.
Escala do mapa: 1:10.000.000
Software: ArcGIS — version 9.3, ESRI, Redlands, CA.
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Foi observada a distribuicdo geogréfica dos pacientes, baseado em seus
enderecos residenciais, de acordo com o volume tumoral apresentado ao diagnéstico.
Foi verificado que os adenomas hipofisarios com didametros maiores que 40 milimetros
se concentraram prioritariamente nas regioes sul e oeste do Distrito Federal e no seu
entorno. Adenomas com menos de 30 milimetros de didmetro apresentaram maior
frequéncia em regifes mais proximas ou de mais facil acesso ao centro meédico de
referéncia (Hospital Universitario de Brasilia— HUB). JA adenomas com diametro entre
30 e 40 milimetros ndo apresentaram diferenca de prevaléncia geografica (Figura 4).

Utilizando o método de otimizacdo de Jenks, que permite melhores ajuste de
variancia e distribuicdo de valores de dados em diferentes classes por intervalos
naturais, observou-se que 60% dos pacientes apresentaram diametro maximo tumoral
ao diagnostico entre 40 e 60 milimetros. Por sua vez, os tumores com diametro entre
61 e 74 milimetros perfaziam 12% da amostra e 28% dos pacientes cursaram com
lesdes menores que 40 milimetros na ocasido do diagnoéstico (Figura 5).

N&o houve agrupamentos geograficos inesperados de pacientes segundo as

classificagdes volumétrica tumoral convencional e de Jenks na amostra avaliada.
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tumoral inicial, em centimetros. Intervalo de classificagdo: 1,0 centimetro. Centro médico de

referéncia (cruz vermelha). Escala do mapa: 1:300.000. Software: ArcGIS — version 9.3, ESRI,

Redlands, CA
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Em relagéo a analise geogréfica, o Distrito Federal foi segmentado em zonas-
tampdes correspondentes a distancias radiais a partir do centro médico de referéncia
(Hospital Universitario de Brasilia - HUB). Foram delimitadas quatro zonas com
intervalos de 25 quildbmetros radiais entre as mesmas e representadas por cores
diferentes. A partir disso, foi verificada a distribuicdo geogréfica, pelas zonas-tampdes,
dos pacientes de acordo com a classificagdo clinico-patologica tumoral.

Conforme verificado na Figura 6, o grupo de pacientes residentes a menos de
25 quildmetros do centro médico de referéncia (HUB) estava assim composto,
segundo classificacao clinico-patologica: 1A = 5%; 1B = 5%; 2A = 33%; 2B = 57%.
Pacientes residentes entre 26-50 quildmetros do HUB: 2A = 67%; 2B = 33%.
Pacientes residentes entre 51-75 quildmetros do HUB: 2A = 50%; 2B = 50%.
Pacientes residentes a mais de 75 quildmetros do HUB: 1A = 10%; 2A = 10%; 2B =
80%.

N&o foram observados agrupamentos geograficos inesperados de pacientes
segundo a classificacdo clinico-patologica proposta neste estudo, bem como néo
houve associacdo resultante entre a graduacao tumoral e a distancia até o centro

médico de referéncia onde os pacientes eram acompanhados.
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Figura 6 - Distribuicdo Geografica dos pacientes, em zonas-tampfes, de acordo com

classificacdo clinico-patoldgica. Distancia das residéncias dos pacientes até o centro médico

de referéncia (cruz vermelha) representada em quatro zonas com intervalos de 25Km. Escala

do mapa: 1:300.000. Software: ArcGIS — version 9.3, ESRI, Redlands, CA



62

6 DISCUSSAO

A busca por marcadores com potencial valor na predicdo do comportamento
evolutivo de tumores, continua um grande desafio clinico. Os marcadores de
proliferacdo celular podem refletir o potencial de agressividade dos adenomas
hipofisarios por determinar a taxa de multiplicacdo das células neoplasicas locais. A
determinacdo do numero de mitoses tem valor limitado nesse contexto, pois mesmo
os adenomas com comportamento agressivo apresentam mitoses ocasionais!®®, onde
o atraso na fixacdo do tecido tumoral, as variacdes intra e inter-observador e devido
a etapas do processo apoptdtico mimetizarem mitoses, ha prejuizo na acuracia
diagndstica.'%’ Por conta disso, no presente estudo, foram avaliados também como
parametros prognésticos os biomarcadores p53, Ki-67 e c-erbB2, mas ndo a

contagem de mitoses por campo.

A expressdo de p53 pode estar associada a caracteristicas invasivas dos
tumores hipofisarios. Thapar et al.1°® demonstraram associacéo significativa entre a
expressdo de p53 e invasdo tumoral, onde a marcante imunoexpressdo desse
biomarcador esteve presente em 15% dos adenomas invasivos, em 100% dos
carcinomas hipofisarios, mas em nenhum dos adenomas nao-invasivos. Na amostra
analisada do atual estudo, em que 60% dos adenomas apresentaram forte
imunodeteccdo de p53 (positividade = 25% das células = 3+), observou-se clara
associacdo com, somente, a presenca de extensdo supra-selar avancada (grau 4 —
Classificacdo de Edal®®) (p = 0,013). Todavia, ndo se conseguiu demonstrar tal
correlagdo com a presenca de sinais classicos de invasao (infra e para-selar) tumoral

hipofiséaria, o que também foi observado em estudos prévios.1%

Ozer et al.1% observaram que elevada expressdo de p53 esteve associada a
recidiva tumoral local, sugerindo que o biomarcador fosse um indicador independente
de progressao tumoral. Em nossa casuistica, foi observada também correlacao entre
o status de imunodeteccdo de p53 e o desfecho clinico, onde os tumores com forte
imunoexpressao apresentaram maiores taxas de recorréncia/recrescimento (p =
0,0035). Estes achados coincidem com os de estudos anteriores %2198 relativos a
agressividade e intervalo de recorréncia local do tumor. No entanto, outros estudos

nao demonstraram essa correlacdo, levantando davidas sobre p53 como um



63

marcador independente confiavel de recorréncia.'%-!11 Além disso, existem limitagbes

técnicas relacionadas a validacdo metodoldgica da sua quantificacéo.106:112

A maioria dos adenomas hipofisarios apresenta expressao de Ki-67 entre 1-
2%, enquanto que valores > 3% sdo incomuns.??° O indice de expresséo de Ki-67 >
3% pode prever o comportamento agressivo, bem como distinguir adenomas
invasivos de nao-invasivos com 97% de especificidade e 73% de sensibilidade.? No
presente estudo, o nivel de corte para potencial de alto indice proliferativo foi
estabelecido em 10% (2+), pois € sugerida que a expressado de Ki-67 acima desse
valor leva a maior suspeicdo de malignidade e, em consequéncia, agressividade
tumoral ?°! | mas que também pode fazer diminuir a sensibilidade na predicédo de
recorréncia.?%2203 Estudos prévios publicados por nosso grupo de pesquisas validaram
esse ponto de corte em estudos com diferentes tipos de adenomas hipofisarios.3413%

Dentre os adenomas estudados na nossa casuistica, 33% apresentaram
expressao de Ki-67 > 10% e ndo houve associagcao significativa entre a expressao
deste biomarcador e os parametros de invasao/extenséo tumoral e o desfecho clinico.
Estes achados estdo em acordo com estudos previamente publicados.105:107,204-206
Assim, apesar do Ki-67 ser extensamente empregado como biomarcador em varias
neoplasias neuroenddécrinas?®’, sua utilizacdo em tumores hipofisarios continua
controversa, devido a heterogeneidade dos estudos, a falta de padronizacao técnica
e aos resultados discrepantes existentes. Portanto, sdo necessarios protocolos para
reprodutibilidade metodoldgica e definicdo consensual do valor de corte do indice de

expressao de Ki-67.104105

O proto-oncogene c-erbB2 é um codificador da familia dos receptores do fator
de crescimento epidermal (EGFR) e foi observada sua expressdo em variaveis
proporcdes em 40% de adenomas hipofisarios invasivos e somente em 1,2% das
lesGes nado-invasivas.’® Em estudos prévios conduzidos pelo Servico de
Endocrinologia do Hospital Universitario de Brasilia, verificou-se a presenca de
expressao de c-erbB2 em 79% dos adenomas clinicamente ndo-funcionantes!3* e em
52% dos adenomas secretores de GH e/ou prolactina.'3® Pela alta prevaléncia em
Nosso meio e por haver, entao, indicios de hiperexpresséao de c-erbB2 em neoplasias
hipofisarias com sinais agressividade e recorréncia?®®2%, esta oncoproteina foi

analisada quanto ao seu papel na tumorigénese hipofisaria. No presente estudo, 67%
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dos adenomas avaliados apresentaram pelo menos moderada expresséo de c-erbB2
em > 10% das células (= 2+). Contudo, ndo foi possivel demonstrar qualquer
associacdo independente entre a expressdo de c-erbB2 e o0s parametros de

invasao/extensao e desfecho clinico tumoral ao longo do periodo de avaliacao.

No presente estudo, em que a amostra foi composta por 36% de adenomas
null cell, 14% de gonadotropinomas, 6% de corticotropinomas silenciosos, 28% de
somatotropinomas e 16% de prolactinomas, houve correlagdo significativa (p =
0,0186) com o tipo de intervencao terapéutica empregada, principalmente em relacao
aos adenomas secretores de GH e prolactina (cirurgia associada a tratamento
medicamentoso) e null cell (cirurgia associada a radioterapia adjuvante). Por sua vez,
ndo foi observada associagcdo entre o perfil de expressdo hormonal a
imunohistoquimica e o comportamento clinico tumoral ao longo do periodo de
seguimento. Como perspectiva futura e ja proposto em estudos prévios 9199210 g
subclassificacdo histologica tumoral pode ser uma ferramenta adicional na predicéo
de desfecho clinico, ja que somatotropinomas esparsamente granulados,
prolactinomas densamente granulados, corticotropinomas esparsamente granulados,
tireotropinomas, adenomas de células de Crooke, adenomas aciddfilos de células-
tronco, adenomas silenciosos — subtipo 3 e adenomas do tipo null cell apresentam

correlagdo com comportamento agressivo.

Na casuistica ora analisada, os adenomas de hipéfise apresentaram média de
didmetro maximo inicial de 44,7 + 13,6 milimetros, sendo 12% menores que 30
milimetros, 20% entre 30 e 40 milimetros e 68% maiores que 40 milimetros. A
correlacéo entre volume tumoral e atividade proliferativa ndo é bem definida.104211.212
Até mesmo em adenomas gigantes, o nimero de mitoses e a expressdo de
biomarcadores como p53 e Ki-67 estiveram discretamente aumentados.?1?13 Tais
dados estdo em concordancia com os observados no atual estudo, onde houve
correlacao significativa entre didmetro tumoral inicial e expresséo de Ki-67 (p = 0,009),
mas nao com de p53 e c-erbB2. Ainda, nado foi possivel detectar impacto do volume
tumoral inicial sobre as estratégias terapéuticas empregadas e desfecho clinico,

conforme ja observado anteriormente.?!4

Considerando os aspectos radiologicos, 94% dos adenomas estudados foram

classificados como invasivos. Na proposta de classificacéo clinico-patoldgica proposta
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por Trouillas et al.”®, eram considerados sinais de invaséo, os sinais radiolégicos de
invasdo para seios cavernosos ou seio esfenoidal. Conforme proposto na metodologia
do estudo, foi também considerado invasivo o tumor que apresentou maior contato
com o terceiro ventriculo e parénquima cerebral adjacente, causando hidrocefalia
obstrutiva (extensdo supra-selar grau 4 - classificacdo de Edal®®), com a intencdo de
testar a hipotese de que a presenca deste tipo de sinal de progressao tumoral pudesse
impactar no desfecho clinico. Observamos uma tendéncia em associar a auséncia de
extensado supra-selar avancada a maior probabilidade de estabilidade tumoral e menor
chance de recorréncia (p = 0,0577). Em particular, estes dados trazem informagdes
originais sugerindo que a presenca de sinais de extensdo supra-selar avancada, e
também por exibir associacdo com forte expressdo de marcadores de proliferacéo,
deva realmente ser considerada como um parametro/critério adicional de invasao

tumoral.

A estabilidade volumétrica tumoral pds-tratamento inicial apresentou correlacéo
com auséncia de invasao para-selar (p = 0,0389). Enquanto isso, adenomas com
sinais de invaséo infra-selar necessitaram de tratamento multimodal (p = 0,0219), o
gue indica dificil manejo terapéutico. As referidas informacdes obtidas neste estudo
estdo de acordo com os dados de estudos que sugerem que o principal fator
relacionado a previsdo de status livre de doenca 7°, potencialidade de remocéo

cirirgica tumoral macica 2'° e recorréncia/progressédo tumoral 2°? é a presenca de

sinais de invasao tumoral.

Diante do exposto, fica evidente que ndo ha um anico aspecto morfol6gico e
histol6gico que sirva como marcador independente e confiavel para predicdo do
comportamento tumoral hipofisario.®® Alguns estudos recentes °11%0 questionaram a
classificagdo de adenomas vigente atualmente e propuzeram algumas estratégias
diagnésticas, que combinem caracteristicas clinicas, radiolégicas, morfolégicas,
histol6gicas e moleculares no intuito de melhor diferenciar tumores hipofisarios tipicos
de agressivos e potencialmente malignos. No presente estudo, os tumores hipofisarios
foram classificados com base em uma combinacdo de parametros de invasao e
marcadores de proliferacédo, a fim de avaliar o impacto progndstico e comportamento
tumoral e obter um sistema de classificagdo confidvel. Nossos resultados néo
demonstraram correlagédo entre o desfecho clinico e a classificacdo dos tumores em

invasivos e nao-invasivos de modo geral (p = 0,5155). Talvez, uma perspectiva para
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melhor indicagdo progndstica, seja subclassificar os adenomas de hipofise com sinais
invasdo circunscrita em somente um sitio e em dois ou mais sitios (por exemplo:
invasdo seio cavernoso e seio esfenoidal, ou invasao bilateral de seios cavernosos),

haja vista a maior dificuldade em controlar a doenca neste Ultimo subgrupo.®t

Embora apenas a expressdo de p53 tenha exibido associacédo independente
com o comportamento clinico tumoral, os adenomas classificados como proliferativos,
de acordo com o proposto neste estudo, apresentaram pior prognéstico (p = 0,0145).
Tal dado refor¢ca que a avaliagdo diagnéstica imunohistoquimica deva ser realizada
com no minimo mais de um biomarcador, a fim de melhorar a sensibilidade na
predicdo progndstica dos tumores hipofisarios.®>2% Por fim, os tumores invasivos-
proliferativos, ora classificados como 2B, apresentaram correlagéo significativa com a
taxa de recrescimento/recorréncia (p = 0,0127), corroborando que tais lesdes devem

ser consideradas como potencialmente suspeitas de evolucédo desfavoravel.”®216

A analise dos parametros epidemiologicos e clinicos demonstrou relagéo
inversa significativa entre idade dos pacientes ao diagnostico e intensidade de
expressao dos biomarcadores p53 (p = 0,021) e Ki-67 (p < 0,001). Ainda, foi também
observada uma forte correlacdo entre idade mais precoce dos pacientes ao
diagnéstico e a intensidade e multimodalidade do tratamento empregado (p = 0,0008).
Tais fatos citados poderiam justificar e corroborar uma pior evolucéo clinica tumoral
nos pacientes de menor faixa etaria, sendo que alguns destes pertenciam ao grupo
de adenomas hipofisarios familiares isolados (FIPA). Apesar de varios estudos terem
descrito que o comportamento agressivo tumoral hipofisario em idades mais precoces
possa estar relacionado a sindromes genéticas como NEM-1, mutacbes de AIP e
Sindrome X-LAG 1374217 em nossa casuistica ndo houve correlacéo entre idade ao
diagnéstico e o desfecho clinico ao longo do periodo avaliado.

No que diz respeito ao georreferenciamento por meio da dos SIG’s, foi
recentemente publicado pelo nosso grupo de pesquisas e primeiramente validado o
uso deste método para avaliar o padréo de distribuicdo geografica de pacientes com
acromegalia na regido central do Brasil.22 O Distrito Federal € uma area administrativa,
com baixa concentracao de fontes ambientais de elementos toxicos a saude. A grande
maioria dos pacientes habita em area urbana, que inclui principalmente pequenos

edificios de apartamentos e casas e nenhum deles trabalhou anteriormente em
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industrias ou grandes fazendas. Assim, a populacdo descrita neste estudo foi
homogeneamente urbana, com as condi¢bes sécio-culturais comparaveis. Com isso,
nao foram identificados fatores ambientais que podem ter impactado sobre o
comportamento tumoral ao longo do tempo de seguimento médico. Ademais, nao
foram encontrados agrupamentos populacionais de acordo com as caracteristicas
anatébmicas e imunohistoquimicas tumorais, bem como, a classificacdo clinico-
patolégica proposta. Portanto, no presente estudo, foi comprovado também que néao
houve associacéo entre os dados geograficos analisados e desfecho clinico durante

o periodo de avaliacéo.
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir que:

A avaliacdo retrospectiva demonstrou que os fatores que impactaram no
comportamento agressivo no periodo pdés-operatério tardio dos adenomas
hipofisarios foram a presenca de sinais de invasdo para-selar e extensao
supra-selar avancada (contato intimo com o terceiro ventriculo e parénquima
cerebral adjacente) e forte imunoexpressdo do marcador p53. Quando
associados os parametros de invaséao e proliferacédo, os adenomas hipofisarios
gue revelaram comportamento agressivo foram aqueles classificados como
invasivos-proliferativos (grau 2B).

A elevada expressdo de p53 apresentou-se como indicador independente de
recrescimento/recorréncia nos tumores hipofisarios. O marcador Ki-67 ainda
apresenta discrepancias quanto a confiabilidade e valor prognéstico das
neoplasias hipofisarias. A onco-proteina c-erbB2 aparentemente ndo exerce
influéncia como marcador de proliferacdo nos adenomas hipofisarios.

Os sinais de invasao para e infra-selar confirmaram-se como importantes
preditores do comportamento de neoplasias hipofisarias, seja pela correlacdo
com recidiva tumoral, ou pela demanda por tratamento multimodal. Nosso
estudo propBe que a presenca de sinais de extensao supra-selar avancada,
por se correlacionar com comportamento tumoral agressivo e, também, com
forte expressado de p53, seja incluida como um parametro/critério adicional de
invasdo tumoral.

Por meio do georeferenciamento néo foi possivel estabelecer uma correlagéo
conclusiva entre o comportamento tumoral hipofisario e fatores ambientais
locais, porém os resultados deste estudo podem fornecer orientacdes futuras
para compreensao dos aspectos ambientais que possam afetar a patogénese
das neoplasias hipofisarias. Os Sistemas de Informacgédo Geogréfica sdo uma
ferramenta util para identificar padrdes de ocorréncias em saude e para

melhorar regionalmente as redes de assisténcia médica.
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Diante do exposto, fica evidente que ndo h& um unico aspecto clinico,
morfolégico e histopatologico que sirva como marcador independente para
predicdo do comportamento tumoral hipofisario. Assim, devem ser propostas
ferramentas diagndsticas, que combinem tais caracteristicas citadas, no intuito
de melhor diferenciar tumores hipofisarios tipicos de agressivos e

potencialmente malignos.
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9 ANEXOS

ANEXO 1 - Interpretacdo de analise imunohistoquimica dos adenomas
hipofisarios

Anexo 1.1 - Anticorpos, clones e diluicdes para avaliacao histolégica

Anticorpos Clones Diluicao
(Dako Corporation)

Anti-PRL Policlonal 1:300
Anti-GH Policlonal 1:150
Anti-FSH Policlonal 1:150
Anti-LH Policlonal 1:800
Anti-ACTH Policlonal 1:300
Anti-TSH Policlonal 1:700
p53 DO7 1:50
Ki-67 MIB-1 1:50
c-erbB2 Policlonal 1:50

Adaptado de Botelho, CH et al. Arquivos de Neuro-Psiquiatria 64, 60—-66 (2006).13°
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Anexo 1.2 - Interpretacdo de andlise imunohistoquimica quanto a secrecéo

hormonal

Anticorpos Anti-GH, PRL, FSH, LH, TSH e ACTH
(positividade: coloracdo citoplasmatica)

1+

2+

3+

4+

Menos de 10% das células com reacao positiva

Entre 10 e 20% das células com reacédo positiva

Entre 21 e 50% das células com reacédo positiva

Mais que 51% das células com reacédo positiva

Adaptado de Botelho, CH et al. Arquivos de Neuro-Psiquiatria 64, 60-66 (2006).13°

Anexo 1.3 - Interpretacdo de andlise imunohistoquimica quanto a presenca dos

marcadores tumorais p53 eKi-67

p53 e Ki-67 (positividade: coloragdo nuclear)

0+

1+

2+

3+

4+

Auséncia completa de positividade nas células tumorais

Imunoexpressao em menos de 10% das células tumorais

Imunoexpressao entre 10 e 25% das células tumorais

Imunoexpressao entre 25 e 50% das células tumorais

Imunoexpressao em mais que 50% das células tumorais

Adaptado de Botelho, CH et al. Arquivos de Neuro-Psiquiatria 64, 60-66 (2006).13°
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Anexo 1.4 - Interpretacdo de analise imunohistoquimica quanto a presenca do

marcador tumoral c-erbB2

c-erbB2 (positividade: coloragcdo de membrana celular)

0+ Auséncia de positividade em mais de 90% das células tumorais

1+ Discreta positividade em mais de 10% das células tumorais

2+ Discreta a moderada positividade em mais de 10% das células tumorais

3+ Intensa ou completa positividade em mais de 10% das células tumorais

Adaptado de Botelho, CH et al. Arquivos de Neuro-Psiquiatria 64, 60-66 (2006).13°



93

10 PUBLICACOES CORRELATAS

Zakir JC, Casulari LA, Rosa JW, Rosa JW, de Mello PA, de Magalh&des AV, Naves
LA. Prognostic Value of Invasion, Markers of Proliferation, and Classification of Giant
Pituitary Tumors, in a Georeferred Cohort in Brazil of 50 Patients, with a Long-Term
Postoperative Follow-Up. Int  J Endocrinol. 2016;2016:7964523. doi:
10.1155/2016/7964523. Epub 2016 Aug 18. PubMed PMID: 27635138


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27635138
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27635138
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27635138

109

Naves LA, Daly AF, Dias LA, Yuan B, Zakir JC, Barra GB, Palmeira L, Villa C, Trivellin
G, Janior AJ, Neto FF, Liu P, Pellegata NS, Stratakis CA, Lupski JR, Beckers A.
Aggressive tumor growth and clinical evolution in a patient with X-linked acro-gigantism
syndrome. Endocrine. 2016 Feb;51(2):236-44. doi: 10.1007/s12020-015-0804-6.
Epub 2015 Nov 25. PubMed PMID: 26607152


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26607152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26607152

119

Naves LA, Zakir JCO, Vilar L. Adenomas hipofisarios familiares: investigacao clinica
e laboratorial. In: Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia; Czepielewski
MA, Meirelles R, Carvalho GA, organizadores. PROENDOCRINO Programa de
Atualizagdo em Endocrinologia e Metabologia: Ciclo 7. Porto Alegre: Artmed
Panamericana; 2016. p. 9-30. (Sistema de Educacao Continuada a Distancia, v. 3).



