UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE
PORTO ALEGRE — UFCSPA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA

Geraldine Trott

Pesquisa de marcadores preditores
de recidiva e recrescimento em
adenomas hipofisarios nao
funcionantes

Porto Alegre
2018



Geraldine Trott

Pesquisa de marcadores preditores
de recidiva e recrescimento em
adenomas hipofisarios nao
funcionantes.

Tese submetida ao Programa de
Po6s-Graduacdo em Patologia da
Fundacgdo Universidade Federal de
Ciéncias da Saude de Porto Alegre
como requisito para a obtencdo do
grau de Doutor

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Julia Fernanda Semmelmann Pereira-Lima
Co-orientadoras: Prof.2 Dr.2 Miriam da Costa Oliveira
Prof.2 Dr.2 Taiana Haag

Porto Alegre
2018



Catalogacao na Publicacéo

Trott, Ceraldine

Pesqui sa de nmarcadores preditores de recidiva e
recresci nento em adenonmas hi pofi sari os ndo funcionantes /
Ceraldine Trott. -- 2018.

97 f. : il., tab. ; 30 cm

Tese (doutorado) -- Universidade Federal de Ci éncias
da Saude de Porto Al egre, Programa de P6s- G aduacdo em
Pat ol ogi a, 2018.

Oientador(a): Julia Fernanda Senmel mann Pereira-Linm
; coorientador(a): Mriamda Costa Qiveira, Taiana Haag.

1. Representacdo anatdémi ca da gl andul a hi p6fise. 2.
Represent acdo esquenatica da classificacdo de Hardy para
os adenomas hi pofisarios. 3. Cassificacao
cl ini co- patol 6gi ca dos adenomas de hipéfise. |. Titulo.

Sistema de Geracdo de Ficha Catalografica da UFCSPA com os dados
fornecidos pelo(a) autor(a).




“A persisténcia € o menor caminho do éxito”

(Charles Chaplin)



Agradecimentos

A minha orientadora, Dr2 Julia Fernanda Semmelmann Pereira-
Lima, pela confianca depositada em mim ao longo de quase 10 anos de
trabalho, somados desde a iniciacdo cientifica, mestrado e doutorado.
Agradeco o apoio incondicional e incontaveis horas de dedicacao,
conhecimentos transmitidos, amizade e por ter se tornado um exemplo
académico e pessoal para mim.

A minha co-orientadora, Dr2 Miriam da Costa Oliveira, pela confianca
e oportunidade de evolugdo dentro do Centro de Neuroendocrinologia da
Santa Casa.

A minha co-orientadora, Dr2 Taiana Haag, pelo compartilhamento de
conhecimentos e amizade.

As minhas queridas colegas e amigas, Barbara Ongaratti e Camila
Batista de Oliveira, que estiveram ao meu lado em todas as etapas deste
trabalho. Agradeco pela dedicagcdo, comprometimento e conhecimentos que
adquirimos juntas, mas principalmente pela lealdade e amizade que
formamaos.

Aos colegas do laboratério de Pesquisa em Patologia, em especial aos
técnicos Teresinha Stein, Rosalva Meurer, Dr2. Keli Reiter e Giuliano
Rizotto, pela competéncia e contribuicdo na técnica de imuno-histoquimica,
além de momentos de descontragéo e conhecimentos compartilhados.

A Dr2, Ligia Barbosa Coutinho pela inestimavel e valiosa contribui¢&o
como patologista e ensinamentos transmitidos.

Ao Dr. Nelson Pires Ferreira pela importante contribuicao.



A secretaria do PPG-Patologia, Maristela Pasin, pela disposicdo e
comprometimento.

Aos alunos de iniciagdo cientifica do Centro de
Neuroendocrinologia, pela valiosa contribui¢éo e troca de conhecimentos.

Ao meu marido, Fernando Jakoboski de Souza, meu amor e meu
porto seguro. Agradeco por toda a paciéncia e compreensdo diante dos
momentos mais dificeis desta jornada, pelo apoio incondicional na vida
académica e pessoal.

A minha irma, Roberta Trott, por ser minha grande amiga, trazendo
palavras de consolo e alegria nos momentos que mais precisei.

Aos meus pais, Carlos Eduardo Trott e Lisiane Maria Trott,
agradeco a todas as oportunidades e apoio e incentivo que ambos me
proporcionaram para que eu trilhasse o caminho académico.

Finalmente, agradeco a todos os amigos e familiares que se fizeram

presentes ao longo desta jornada, trazendo-me alegria.



Sum@ério
LISTA DE ABREVIATURAS VI
LISTA DE FIGURAS VI
LISTA DE TABELAS IX
RESUMO X

1. Embasamento teodrico

1.1. Introducéo 12
1.2. Glandula hipofise 13
1.3. Adenomas hipofisarios 16
1.2.1. Classificacdo dos adenomas hipofisarios 18
1.2.2. Adenomas hipofisarios funcionantes 23
1.2.3 Adenomas hipofiséarios clinicamente n&o 26

funcionantes
1.3 Marcadores preditores de recidiva e recrescimento em 31

adenomas hipofisarios clinicamente ndo funcionantes

1.3.1. Pituitary tumor transforming gene (PTTG) 32

1.3.2. Densidade microvascular (DMV) 33

1.3.3. Ki-67 35

1.4. Referéncias bibliogréaficas 38

2. Objetivos 50
3. Artigo cientifico redigido em inglés 51
4. Consideracdes finais 79

5. Anexos 81



Lista de abreviaturas utilizadas

a-LH: Subunidade Alfa do Hormonio Luteinizante
a-FSH: Subunidade Alfa do Hormdnio Foliculo Estimulante
B-FSH: Subunidade Beta do Hormonio Foliculo Estimulante
B-LH: Subunidade Beta do Hormonio Luteinizante
ACTH: Horménio Adrenocorticotréfico

ADH: Horménio Antidiurético

AHNF: Adenoma Hipofisario Ndo Funcionante

bFGF: Fator Basico de Crescimento dos Fibroblastos
cDNA: Acido Desoxirribonucleico Complementar
CD105: Cluster of Differentiation Number 105

CD34: Cluster of Differentiation Number 34

DMV: Densidade Microvascular

FSH: Hormonio Foliculo Estimulante

GH: Hormonio do Crescimento

Ki-67: Marcador de Proliferacéo

IH: Imuno-histoquimica

LH: Hormonio Luteinizante

MAPK: Proteinas Quinase Ativadas por Mitdgeno
Mcm2: Proteina Mantenedora de Microssomo 2
MIB-1: Marcador de Proliferacéo

OMS: Organizacdo Mundial da Saude

PIT-1: Fator de Transcricao Hipdfise-especifico 1

PRL: Prolactina



PTTG: Gene Transformador de Tumores Hipofisarios
p53: Gene Supressor Tumoral

SF-1: Fator Estereidogénico 1

SSTR: Receptores de Somatostatina

TPIT: Gene T-box 19

TSH: Hormonio Tireotréfico

VII



VIII

Lista de Figuras

Figura 1: Representacédo anatdmica da glandula hipofise ............cccceeernneee. 16

Figura 2: Representacdo esquematica da classificacdo de Hardy para os

adenomas NIPOFISANOS. ........cooi i i 19



Lista de Tabelas

Tabela 1: Classificagao clinico-patolégica dos adenomas de hipofise



Resumo da Dissertacéo

Introducdo: Adenomas hipofisarios ndo funcionantes (AHNF) sdo as
neoplasias hipofisarias mais prevalentes, podendo levar a complica¢des por
efeito de massa. Por ndo apresentarem hipersecre¢cdo hormonal, ndo existe
marcador Unico que possa indicar recrescimento ou recidiva, como nos
demais adenomas.

Objetivo: Avaliar a expressao imuno-histoquimica dos marcadores PTTG,
CD105 e Ki-67 e suas relagbes com idade, género, invasividade, expressao
hormonal e recrescimento ou recidiva no seguimento de AHNF operados nao
submetidos a radioterapia.

Material e Métodos: Foram incluidos 56 pacientes submetidos a cirurgia
transesfenoidal. Dados como idade, género, tamanho, extensdo, invaséo,
recidiva ou recrescimento foram obtidos dos prontuarios. O grau de invasdo
foi determinado pela classificagdo de Hardy.

Resultados: A média de idade foi 55,+13,6 anos, sendo 62,5% homens e
68% invasivos. Dos 45 pacientes sob acompanhamento minimo de 6 meses,
62,2% apresentaram persisténcia da lesdo pés cirdrgica, com recrescimento
em 35,7%, (mediana de 17 meses). A taxa de sobrevida livre de recorréncia
foi de 94,5% (1 ano), 75,4% (2 anos) e 69,1% (3 anos). Nenhum paciente
apresentou recidiva. O PTTG foi positvo em 55,3%, com relagcéao
estatisticamente significativa com invasividade (p=0,022), idade (p=0,03) e
género feminino (p=0,002), sem relagdo com recrescimento. A DMV
apresentou relacdo estatisticamente significativa com género masculino

(p=0,019), correlagédo negativa com PTTG (r=0,434; p=0,001), sem relacdo
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com invasividade e recrescimento. O Ki-67 apresentou mediana de 0,7%,
(0,1 a 7,6%), com relacao estatisticamente significativa com idade (p=0,001)
e tendéncia em relacdo a recrescimento (p=0,054), sem relacdo com
invasividade.

Conclusao: Em AHNF, encontramos indices maiores de PTTG nos invasivos
e mulheres jovens, sem relagdo com recrescimento. A DMV ndo se mostrou
relacionada a invasividade ou recrescimento. O Ki-67 foi maior nos mais
jovens, com tendéncia em relacdo a recrescimento. Evidenciamos correlacéo
negativa entre PTTG e DMV. Sugere-se que o PTTG posssa ser utilizado

como marcador progndstico nos AHNF.

Palavras-chave: Adenomas hipofisarios ndo funcionantes, PTTG, densidade

microvascular, CD105, Ki-67, imuno-histoquimica
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1. Introducéo

Os adenomas hipofisarios sdo neoplasias benignas, de crescimento
lento, mas um terco deles apresenta potencial invasivo. Os adenomas
hipofisarios clinicamente ndo funcionantes (AHNF) sdo os mais prevalentes,
podendo levar a complicacdes pelos efeitos de massa tumoral (Asa & Ezzat,
1998; Ntali & Wass, 2018). O tratamento de escolha para AHNF é a cirurgia.
Por ndo apresentarem hipersecre¢dao hormonal, assim como ocorre com 0S
demais adenomas, até o momento, ndo dispomos de marcadores que possam
predizer o recrescimento ou recidiva, apesar de muitos candidatos a marcador
(Zhang e cols., 1999a; Fillipella e cols., 2006; Jaffe, 2006; Pizarro e cols., 2009;
Dallago e cols., 2010; Raverot e cols., 2018).

O PTTG (gene transformador de tumores hipofisarios) é um oncogene
cuja superexpressdo leva a transformacédo celular e ao desenvolvimento de
tumores (Pei & Melmed, 1997; Zhang e cols., 1999b). Estudos mostram que 0s
adenomas hipofisarios apresentam expressdo de PTTG aumentada em relacdo
ao tecido hipofisario normal (Minematsu e cols., 2006; Grupetta e cols., 2017;
Liu e cols., 2018) e em associacdo com maior capacidade de invaséao (Li e
cols., 2014; Xido e cols., 2014).

O CD105 (cluster of differentiation number 5) € um antigeno associado
a proliferacdo de células endoteliais, presente nas células de novos vasos
formados, sendo o antigeno mais especifico para a avaliacdo da densidade
microvascular (DMV) dos mesmos (Vermeulen e cols., 1996; Di leva e cols.,
2013). Poucos estudos avaliaram a DMV através do CD105 em adenomas

hipofisarios. Miao e cols. (2016) descreveram que 0s adenomas possuem
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maior DMV que o tecido hipofisario normal, enquanto Rotondo e cols. (2010)
acharam menor DMV nos adenomas hipofisarios.

O Ki-67 € um antigeno nuclear expresso em células em proliferacéo,
associado com potencial proliferativo e invasividade de neoplasias (Gerdes e
cols., 1983). De acordo com dados da OMS, indices de Ki-67 iguais ou maiores
que 3% estdo associados a adenomas com comportamento agressivo e
potencial invasivo (DeLellis e cols., 2004). Em AHNF, alguns estudos associam
maiores indices de Ki-67 com recrescimento e invasividade (Ekramullah, 1996;
Noh, 2009; Liu, 2016), enquanto outros ndo (Honegger e cols., 2003; Tanaka e
cols., 2003; Dallago e cols., 2010; Pinho e cols., 2011; Steno e cols., 2014; Yao

e cols., 2017).

1.1. Glandula hipéfise

A hipdfise esta localizada no osso esfenoide, mais precisamente na
cavidade O6ssea chamada de sela turca. Dentre as glandulas enddcrinas, a
hipéfise possui importancia fundamental, pois estd envolvida no controle de
diversos processos, como 0 crescimento, desenvolvimento e reproducdo do
individuo, equilibrio do metabolismo, entre outras fung¢bes (Guyton & Hall,
2017). Esta glandula tem a forma de feijdo, é simétrica bilateralmente e mede
cerca de 13mm transversalmente, pesando em torno de 0,6 g. A hipdfise de
mulheres € levemente maior do que a de homens, sendo a de multiparas mais
pesada do que a de nuliparas. Com a idade ha uma reducéo de tamanho da

hipdfise de leve a moderada (Asa, 1998).
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A hipdéfise € composta por dois componentes distintos morfologica e
funcionalmente: o lobo anterior (adeno-hipéfise) e o lobo posterior (neuro-
hipofise) (ver Figura 1). A adeno-hipéfise constitui 80% da glandula e é
composta de trés partes: a pars distalis, a pars intermedia e a pars tuberalis. As
trés por¢cdes da adeno-hipdfise sdo embriologicamente derivadas da bolsa de
Rathke, uma invaginacdo endodérmica da cavidade oral primitiva. Esta fragédo
da glandula possui diversos tipos celulares altamente caracteristicos com
respeito a estrutura e funcdo e responsaveis pelo controle da liberacdo de
hormonios hipofisarios. Os somatotrofos correspondem a aproximadamente
50% das células da adeno-hipdéfise e produzem horménio do crescimento (GH).
Os lactotrofos, ou células produtoras de prolactina (PRL), representam 15%
das células da adeno-hipofise; no entanto, o nimero destas células mostra
ampla variagao relacionada com idade, sexo e paridade em mulheres, variando
de 9 a 31% (Asa e cols.,1982). Os mamosomatotrofos sdo células bi-hormonais
contendo GH e PRL. Este tipo celular foi incialmente indentificado em tumores
hipofisarios (Kovacs & Horvath, 1986) e apos, descobriu-se ser a célula de
origem da PRL na hipdfise fetal durante a primeira metade da gestacao (Asa e
cols., 1988). Os corticotrofos compreendem de 15 a 20% da populacéo celular
da adeno-hipéfise e sdo responsaveis por produzir e secretar o hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH), sendo o primeiro tipo celular a diferenciar-se na
hipofise fetal. Seu niumero ndo varia com a idade ou alteragbes no estado
hormonal (Asa e cols., 1986; Asa e cols, 1988). Os tireotrofos séao o tipo celular
menos comum da adeno-hipofise, compreendem a aproximadamente 5% da
populacao celular, sendo responsaveis pela producdo do horménio tireotrofico

(TSH). Os gonadotrofos sdo as células que produzem gonadotrofinas, FSH
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(horménio foliculo estimulante) e LH (horménio luteinizante) e representam
aproximadamente 10% da populacdo celular da adeno-hipdfise (Kovacs &
Horvath, 1986). Outros tipos celulares incluem: células foliculares, que podem
derivar de somatotrofos, lactotrofos ou corticotrofos; células foliculo esteladas,
com papel de sustentacéo; null cells, células com diferenciacado incompleta sem
semelhanca com os demais tipos celulares da adeno-hipofise e oncdcitos,
células ricas em mitocdndrias, cujo numero parece aumentar com a idade
(Horvath & Kovacs, 1988).

A neuro-hip6fise ou hipéfise posterior compreende o infundibulo, o talo e
o lobo posterior da glandula, que, diferentemente da adeno-hipéfise, possui
origem neural, a partir do diencéfalo. Esta fragdo é constituida por células gliais
modificadas com funcdo de sustentacdo (pituicitos) e processos axonais de
neurdnios cujos corpos celulares estdo no hipotalamo, sendo responsavel por
armazenar e secretar a ocitocina e o horménio anti-diurético ou vasopressina
(ADH), horménios peptidicos sintetizados pelo hipotdlamo e armazenados
dentro dos terminais axonais da neuro-hipofise (Maitra, 2010). Em relacdo a
arquitetura celular da neuro-hipéfise foram descritos 5 tipos de pituicitos: light,
dark, granular, ependimal e oncocitico (Takei e cols., 1980; Asa & Ezzat, 2009).
Na neuro-hipéfise, o sistema de sinalizacdo funciona através de projecdes
neuronais do hipotalamo, as quais secretam diretamente neurotransmissores e
horménios. A comunicacao entre o hipotalamo e a adeno-hipofise acontece de
forma mais sofisticada, por meio de um plexo vascular, o0 sistema porta

hipotalamo-hipdfise (Guyton & Hall, 2017).
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Figura 1: Representacdo anatdmica da glandula hipéfise. LA: lobo anterior; LlI:

lobo intermediario; LP: lobo posterior. Adaptado de Asa & Ezzat, 2009.

1.2. Adenomas hipofisérios

Os adenomas hipofisarios sdo os tumores mais comuns da adeno-
hipofise, correspondendo a 25% de todas as neoplasias intracranianas (Asa &
Ezzat, 2009). Estudos mostram que essas neoplasias constituem proliferacdes
clonais com origem de uma Unica célula e, atualmente, se aceita que seu
desenvolvimento € caracterizado por dois estagios: primeiramente, surgem
mutacOes espontaneas ou induzidas nas células hipofisarias; a seguir, fatores
de ativacdo enddgenos ou exdgenos promovem extenso crescimento tumoral

(Babichev e cols., 2001).
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Embora apresentem crescimento lento e sejam consideradas benignas
pelo seu baixo potencial metastatico, estas lesdes exibem uma ampla margem
de comportamento funcional e proliferativo, podendo ser altamente invasivas
ou letais pela sua capacidade infiltrativa de estruturas adjacentes, ou por
complicagbes metabdlicas pelo excesso hormonal (Asa & Ezzat, 2009).
Contudo, casos malignos desses tumores s&o raros e, por ndo apresentarem
um padréo histolégico capaz de indicar malignidade, sdo diagnosticados pela
presenca de metéstases (Kovacs e cols., 2001).

A incidéncia dos adenomas hipofisarios é dificil de ser estabelecida;
todavia, dados epidemiolégicos recentes indicam que a prevaléncia dessas
neoplasias € cerca de 3/100.000, sendo ambos 0s sexos igualmente afetados
(Asa & Ezzat, 2009; Ostrom e cols., 2013). Com métodos modernos de imagem
e analises bioquimicas de atividade hormonal, dados sugerem que 0S
adenomas de hipdéfise sdo comuns, ocorrendo em aproximadamente 17% da
populacdo geral, sendo sua prevaléncia aumentada conforme o avanco da
idade (Asa & Ezzat, 2009). A incidéncia dos adenomas hipofisarios em
autopsias é um achado frequente, podendo alcancar até 30% em individuos
entre 50 e 60 anos. A grande maioria (mais de 95%) dos adenomas hipofisarios
ndo esté associada a sindromes familiares (Asa & Ezzat, 1998). A idade média
do diagnéstico dos tumores esporadicos é de 30-40 anos, enquanto casos com
historico familiar tendem a desenvolver tumores mais precocemente, ou seja,

antes dos 30 anos de idade (Daly e cols., 2006).
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1.2.1 Classificagdo dos adenomas hipofisarios

Existem diversas classificacfes para os adenomas de hipdfise:

e Classificagdo anatdmical/radiologica: Jules Hardy elaborou a
primeira classificacdo dos adenomas hipofisarios em 1969, baseada nas
imagens radiolégicas, que € utilizada até os dias atuais, validada pela
tomografia computadorizada e ressonancia magnética. Segundo Hardy, no que
diz respeito a extensado e invaséao, a classificagdo dos adenomas inclui quatro
graus: grau | ou microadenoma: lesdes intra-hipofisarias que medem menos de
1 cm de diametro; grau Il: adenomas com 1 cm ou mais de diametro, mas que
sdo intrasselares ou exibem extensdo suprasselar sem causar destruicdo
O0ssea; grau lll: tumores localmente invasivos que podem estar associados a
um aumento difuso da sela turca, podendo causar erosdo 0ssea; grau IV: sédo
grandes e invasivos e envolvem estruturas extrasselares incluindo 0sso,
hipotalamo e seio cavernoso (Hardy, 1973). Ver Figura 2. Estes dados sdo de
importancia critica para o cirurgido, quando do planejamento da resseccao

tumoral (Asa & Ezzat, 1998).
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Figura 2: Representacdo esquematica da classificacdo de Hardy para os
adenomas hipofisarios: Graus | e Il restritos a sela (ndo invasivos). Graus lll e

IV invasivos. Adaptado de Gandhi & Post (2003).

e Classificagao funcional: Essa abordagem clinica divide os adenomas
de acordo com a sua atividade hormonal in vivo e os classifica em categorias
(Asa & Ezzat, 2009):

e adenomas produtores de ACTH, associados a sindrome de Cushing

ou de Nelson,

e 0s produtores de GH, com acromegalia e/ou gigantismo,

e 0s produtores de prolactina, com sindrome hiperprolactinémica,

e 0s produtores de TSH, responsaveis por disfuncéo da tireoide,

e 0s raros adenomas detectaveis clinicamente produtores de

gonadotrofinas, associados com hipogonadismo, devido a regulacao

negativa de funcao e os adenomas clinicamente nao-funcionantes .
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e Classificagdo imuno-histoquimica: o desenvolvimento desta técnica
para a deteccédo imunoldgica de antigenos em tecidos revolucionou a patologia
geral (Horvath e cols., 1997). Essa classificacdo se baseia no conteudo
hormonal expresso com informacfes adicionais de imunorreatividade de

fatores de transcricdo e queratinas (Asa & Ezzat, 2009).

e Classificacao histologica: O diagnostico histologico dos
adenomas de hipofise anterior a era da imuno-histoquimica (IH) e microscopia
eletrbnica era um exercicio frustante e infrutifero. Os tumores eram
classificados como acidoéfilos, basofilos e cromofobos usando corantes
convencionais. Adenomas aciddéfilos eram associados com acromegalia ou
gigantismo, adenomas basofilos com doenga de Cushing e os tumores
cromo6fobos eram considerados ndo funcionantes do ponto de vista
endocrinolégico. Entretanto, o valor desta classificacdo foi questionado quando
se mostrou 6bvio que alguns adenomas cromoéfobos estavam associados com
a sintomatologia clinica do excesso hormonal e alguns adenomas basofilos ou
acidéfilos eram clinicamente inativos. A aplicacao de técnicas histoquimicas,
mais sofisticadas em termos de coloracdo, levou a melhora da classificacdo
destes adenomas, mas esta técnica mostrou-se ainda relativamente pouco

sensivel, inespecifica e, portanto, incerta (Asa & Ezzat, 1998).

e Classificacdo ultra estrutural: A microscopia eletrénica é util para
caracterizar a diferenciagéo citoldgica das células tumorais. A aplicagdo desta
tecnologia, combinada com a imunolocalizacdo dos horménios com

microscopia Optica e eletrdnica, permite correlacdo de funcdo e estrutura que
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fornece a base para a classificacdo morfologica. Este tipo de analise pemite o
reconhecimento de caracteristicas subcelulares especificas de somatotrofos,
mamosomatotrofos, lactotrofos, tireotrofos, corticotrofos e gonadotrofos

(Kovacs & Horvath, 1986).

e Classificacdo clinico-patoldogica: E o esquema que permite uma
melhor identificacdo entre estrutura e funcdo e utiliza tanto caracteristicas
clinicas quanto morfolégicas. Ver Tabela 1. Geralmente, o comportamento
agressivo é um fendbmeno de adenomas silenciosos e adenomas pluri-
hormonais n&o usuais, assim como o0s raros adenomas lactotroficos com
imunorreatividade para o GH conhecidos como adenomas de células tronco

acidofilos (Asa & Ezzat, 1998).
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Tabela 1: Classificacao clinico-patoldgica dos adenomas de hipofise

Funcionantes

Nao funcionantes

Familia GH-PRL-TSH

Adenomas que causam excesso de GH
Adenomas somatotroficos densamente
granulados

Adenomas somatotroficos esparsamente
granulados

Adenomas mamossomatotréficos
Adenomas causadores de
hiperprolactinemia

Adenomas lactotréficos

Adenoma acidofilo de células tronco
Adenomas causadores de excesso de TSH
Adenomas tireotroéficos

Familia ACTH

Adenomas causadores de excesso de ACTH
Adenomas corticotréficos densamente
granulados

Adenomas corticotréficos esparsamente
granulados

Familia das Gonadotrofinas
Adenomas causadores de excesso de
gonadotrofinas

Adenomas gonadotroéficos

Adenomas ndéo classificados
Adenomas plurihormonais incomuns

Adenomas somatotroéficos
silenciosos

Adenomas lactototroéficos
silenciosos

Adenomas tireotroficos
silenciosos

Adenomas corticotréficos
silenciosos (tipo 1)
Adenomas corticotréficos
silenciosos (tipo Il)

Adenomas gonadotréficos
silenciosos (null cell adenomas,
oncocitomas)

Adenomas imunonegativos

Adaptado de Asa & Ezzat (2009)
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1.2.2 Adenomas hipofisarios funcionantes

e Adenomas somatotroficos: Sdo tumores que derivam de células
produtoras de GH e somam em torno de 10-15% de todos os adenomas
hipofisarios. O excesso deste hormdnio em adultos se manifesta como
acromegalia ou gigantismo, quando ocorre antes do fechamento das epifises
O0sseas. Em alguns pacientes com macroadenomas pode haver
hiperprolactinemia, resultante da compressdo da haste; todavia, € mais
frequente pela cossecrecdo de PRL pelo tumor. Existem varios subtipos
morfologicos de adenomas somatotréficos, que refletem mecanismos
patogénicos distintos. Os adenomas somatotroficos densamente granulados
sdo 0s mais comuns em adultos acromegalicos e 0s mamosomatotroficos, que
produzem tanto GH como PRL, sdo achados mais frequentes em pacientes
com gigantismo no inicio da infancia e jovens com acromegalia. Ambos os tipos
tumorais sdo compostos por células acidofilas, que assemelham-se a
somatotrofos e mamossomatotrofos normais. Essas células tumorais possuem
imunorreatividade para GH citoplasméatica forte e difusa e nuclear forte.
Adenomas mamossomatotroficos tem imunorreatividade variada para PRL e
estrogeno. Os adenomas somatotroficos esparsamente granulados sao
compostos por células com pleomorfismo e corpos fibrosos, que nao se
parecem com células hipofisarias normais, com imunorreatividade para GH

frequentemente focal e fraca (Asa & Ezzat, 1998).

e Adenomas corticotréficos: O excesso de ACTH causado por

adenoma corticotréfico € conhecido por doenca de Cushing, que representa
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uma variante da sindrome de Cushing, resultante de qualquer causa de
excesso de glicocorticoides. Existem trés variantes reconhecidas, que juntas
perfazem aproximadamente 10-15% dos adenomas hipofisarios: adenomas
corticotroficos densamente granulados, esparsamente granulados e adenomas
de células de Crooke. A causa enddgena mais comum da sindrome de Cushing
€ um microadenoma corticotrofico densamente granulado (Asa & Ezzat, 1998).
Esses tumores sdo pequenos e de dificil visualizagdo com ressonancia
magnética. Pacientes com menor excesso hormonal geralmente apresentam
macroadenomas corticotroficos esparsamente granulados. Adenomas de
células de Crooke sdo raros e exibem alteracdes hialinas de Crooke (Asa &

Ezzat, 1998).

e Adenomas lactotréficos: Sao tumores provenientes das células
secretoras de prolactina, também conhecidos como prolactinomas. Embora
sejam os adenomas hipofisarios mais prevalentes e somem aproximadamente
a metade dos encontrados acidentalmente em necropsias, sua incidéncia em
séries cirdrgicas € muito menor, fato que se justifica por grande parte dos
pacientes com esses tumores receberem tratamento medicamentoso. Os
prolactinomas sdo mais comuns em mulheres, as quais tendem a apresenta-los
em uma idade mais jovem, associados a distarbios hormonais. Os homens
normalmente apresentam o tumor em idade mais avancada, com maior
tamanho, que com mais frequéncia resulta em efeitos de massa e
hipopituitarismo secundério a destruicdo adeno-hipofisaria (Delgrange e cols.,

1997). Existem trés variantes de prolactinomas: adenomas lactotréficos

esparsamente granulados, os densamente granulados e os adenomas
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acidofilos de células tronco, que sao raros, porém agressivos. Os adenomas
lactotroficos esparsamente granulados sdo a variante mais comum. Células
tumorais cromofdbicas que relembram lactotrofos n&o tumorais mostram
imunorreatividade forte para PRL (Asa & Ezzat, 1998). Os adenomas
lactotroficos densamente granulados sdo muito menos comuns e compostos
por células acidofilas que exibem positividade citoplasmatica difusa para PRL.
Os adenomas acidéfilos de células tronco sdo compostos por células
oncociticas com mitocondrias gigantes. Esses tumores podem ter perfil bi-
hormonal difuso, com imunorreatividade difusa para PRL e escassa para GH.
Corpos fibrosos semelhantes aos encontrados nos adenomas somatotroficos
esparsamente granulados sdo encontrados nesse subtipo, porém em menor

quantidade (Asa & Ezzat, 1998).

e Adenomas gonadotroficos: Estes tumores séo principalmente
diagnosticados em homens de meia idade sem histéoria prévia de disfuncao
gonadal. Quando ocorrem em mulheres, muitas vezes sao mal diagnosticados,
uma vez que mulheres pds-menopausicas apresentam gonadotrofinas
fisiologicamente elevadas, sendo os tumores considerados ndo funcionantes.
Esses adenomas mostram imunorreatividade variavel e frequentemente focal
para subunidade a e B-FSH e B-LH. E comum esses adenomas exibirem uma

ampla gama de diferenciacao celular (Asa & Ezzat, 1998).

e Adenomas tireotréficos: Sao o subtipo de adenoma funcionante mais
raro, perfazendo apenas 1% de todas as neoplasias hipofisarias. Pacientes

com excesso de TSH decorrente de adenoma tireotréfico podem exibir
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caracteristicas de hiper ou hipotireoidismo ou podem ser eutireoideos. Como a
maioria dos adenomas tireotréficos sdo macroadenomas invasivos, efeitos de
massa e disturbios visuais sdo comuns em pacientes com esse tipo de tumor.
Estes macroadenomas sdo compostos por células poligonais com processos
alongados que se assemelham a tireotrofos n&o tumorais, mas que

frequentemente exibem polimorfismo nuclear (Asa & Ezzat, 1998).

1.2.3 Adenomas hipofisarios clinicamente n&o funcionantes

Os tumores hipofisarios que ndo apresentam atividade hormonal
clinicamente detectavel s@o denominados adenomas clinicamente néo-
funcionantes (AHNF), responséaveis por 14-54% dos tumores da hipofise. A
prevaléncia dessas neoplasias é estimada entre 10-25% da populagcédo, com
leve predominéncia pelo sexo masculino, sendo o pico de incidéncia entre 40 e
80 anos (Day e cols., 2009; Greenman & Stern, 2009, Brochier e cols., 2010,
Grupetta e cols., 2013, Ntali & Wass, 2018).

Mesmo ndo ocasionando hipersecrecdo clinica, os AHNF
frequentemente produzem um ou mais hormoénios ou subunidades de
hormdnios glicoproteicos. Técnicas moleculares e imuno-histoquimicas
mostram que a maioria dos AHNF tem diferenciagdo gonadotropica,
expressando LH e FSH. O restante pode expressar outros hormaonios, incluindo
ACTH (adenomas corticotropicos silenciosos), GH (adenomas somatrotopicos
silenciosos), PRL (adenomas lactotréficos silenciosos) e TSH (adenomas

tireotroficos silenciosos). Apenas uma pequena fracdo dos AHNF n&o possui
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evidéncia de tipos celulares produtores de horménios e sdo chamados de
adenomas null cell (Asa & Ezzat, 1998). Recentemente, a Organizacao Mundial
da Saude (OMS) publicou nova classificacdo patolégica dos adenomas
hipofisarios (Lopes, 2017) na qual, além dos marcadores imuno-histoquimicos,
fatores de transcricdo podem ser usados para classificar os adenomas em trés
grupos: linhagem aciddfila, positivos para PIT-1 (fator de transcricdo hipéfise-
especifico 1) (adenomas somatotréficos, lactotréficos e tireotroficos), positivos
para SF-1 (fator estereidogénico 1) (gonadotroficos) e positivos para TPIT
(gene T-box 19) (corticotrépicos). Nesta nova classificacdo, os adenomas null
cell sdo definidos como lesdes imunonegativas para hormonios e também para
os fatores de transcricdo (PIT-1, SF-1 e TPIT), evidenciando a auséncia de
linhagem celular definida (Lopes, 2017; Mete & Lopes, 2017; Delgado-Lopez e
cols., 2018). Utilizando esta classificagdo, Castinetti e cols. (2015) observaram
aproximadamente 2% dos AHNF estudados sem diferenciacdo de linhagem
celular (null cell).

Apesar de serem caracterizados como neoplasias de crescimento lento
e ndo estarem associados a sindromes hipersecretorias, os AHNF podem
apresentar potencial invasivo e levar a complicagdes pelo aumento de massa
tumoral, visto que o diagndstico geralmente é feito quando o tumor ja atingiu
volume suficiente para comprimir estruturas adjacentes, sobretudo o quiasma
optico, provocando perda visual, sendo mais de 60% dos AHNF
macroadenomas (>1cm de diametro). Um dos sintomas mais frequentes é o
hipopituitarismo, observado em 37-85% dos casos, decorrente da extensa
destruicdo tecidual, além de cefaleia, em 19-75%. Outros sintomas incluem

diminuicdo de libido, disfuncdo sexual, amenorreia ou oligomenorreia, podendo,
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ainda, ser assintomaticos (Dekkers e cols., 2006; Asa & Ezzat, 2009; Brochier e
cols., 2010, Ntali & Wass, 2018). Chanson e cols. (2015) descrevem que 60-
80% dos pacientes diagnosticados com AHNF apresentam pelo menos uma
deficiéncia hipofisaria, sendo a gonadotréfica a mais prevalente, seguida por
somatotrofica e tireotrofica.

A abordagem para o diagnostico dos AHNF inclui imagem de
ressonancia magnética da regido selar, avaliagdes laboratoriais, pesquisa de
hipersecrecdo hormonal e hipopituitarismo e exames de campo visual (Ntali &
Wass, 2018).

Os AHNF levam a taxas de mortalidade 3,6 vezes maiores que a da
populacdo em geral. Dentre as principais causas estdo doencas cardio e
cerebrovasculares, infeccdes e malignidades (Dekkers e cols., 2006; Ntali e
cols., 2016). Estudos descrevem que a idade ao diagndstico mostrou-se como
Unico fator preditor independente significativo de mortalidade, enquanto
hipopituitarismo, manejo de déficits hormonais, radioterapia, sexo, apoplexia
aguda, invasdo do seio cavernoso, extensao da remocéao e deficiéncia de FSH
e LH néo tratada n&o afetaram a mortalidade (Tomlinson e cols., 2001; Chang
e cols., 2008; Ntali e cols., 2016).

O tratamento dos AHNF € individualizado, baseado na conduta
observacional, na cirurgia ou radioterapia isoladas, assim como na cirurgia
associada a radioterapia ou a drogas. Ha indicacdo cirurgica na presenca de
sintomas compressivos ou decorrentes do aumento da massa tumoral. A
cefaleia causada pelo adenoma pode ser uma indicacdo para cirurgia néo
emergencial, mas o paciente deve estar ciente de que o alivio pode nédo ser

garantido (Chanson e cols., 2015). Os disturbios visuais também sdo uma
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indicacdo para cirurgia, visto que a melhora da visdo é relatada em 80 a 90%
dos casos, ainda que a recuperacdo completa ndo possa ser garantida
(Chanson e cols., 2015). O hipopituitarismo deve ser levado em consideracao
para o tratamento cirurgico, sendo a recuperacao pos-operatéria incerta (cerca
de 30% dos casos), com um risco de 5-10% de hipopituitarismo agravado ou
induzido pela cirurgia. O risco de inicio de diabetes insipidus definitivo é inferior
a 5% (Chanson e cols., 2015).

A via de acesso para 0os adenomas com pequena ou moderada extenséo
suprasselar é a transesfenoidal; porém, na presenca de extensdo suprasselar
significativa, pode ser necessaria a utilizacdo da via transcraniana ou ambas
(Abucham e cols., 2005). Ao se analisar séries cirdrgicas, observa-se a
predominéncia da via transesfenoidal, sendo considerada o tratamento mais
frequente (Brochier e cols., 2010). Apesar do progresso da técnica
neurocirurgica, observa-se frequentes resseccfes parciais, decorrentes do
tamanho e da invasividade do AHNF, sendo a presenca de tumor residual
associada a alto risco de recrescimento (Chanson e cols., 2015),
principalmente nos adenomas que crescem lateralmente ao seio cavernoso,
onde a presenca de estruturas vasculares e neurais impede a remocao
completa do tumor (Jane & Laws, 2003). Nestes casos, os indices de
recrescimento sdo altos, até 73% em ressec¢des nao seguidas por radioterapia
(Woolons e cols., 2000). Além disso, mesmo ap0s a remocao completa do
tumor, a recorréncia é relatada, com taxas que variam de 12-58% em cinco
anos (Greenman e cols., 2003; Dekkers e cols., 2006; Ferrante e cols., 2006;
O’Sullivan e cols., 2009). Outros fatores indicativos de recidiva e recrescimento

em AHNFs incluem idade mais jovem, género e tamanho tumoral inicial
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(Raverot e cols., 2018). Contudo, permanecem questdes acerca de quais
fatores influenciam os resultados pos operatorios e de como predizer o
recrescimento dos tumores residuais. Em ambos os casos, o tratamento
complementar como reintervencdo cirlrgica, radioterapia e tratamento
medicamentoso pode ser indicado (Cortet-Rudelli e cols., 2015).

Alguns centros consideram a radioterapia imediata ap0s cirurgia com o
objetivo de prevenir o recrescimento do tumor, mas essa abordagem pode
aumentar o risco de complicagbes como o hipopituitarismo, doencas
cerebrovasculares, disfuncbes neurocognitivas, dano ao quiasma Optico e
tumores cerebrais secundarios (Brada e cols., 2002; Erfurth e cols., 2002; Ayuk
& Stewart, 2009; Fernandez e cols., 2009). Portanto, seu uso deve ser pensado
de maneira individual e de acordo com 0s riscos associados.

A terapia medicamentosa com agonistas da dopamina ou analogos da
somatostatina possui impacto variado e limitado sobre a recorréncia tumoral
(Colao e cols., 2008). Neste aspecto, na auséncia de sintomas de massa, 0
objetivo do tratamento deve se basear na estabilizacdo e prevencdo do
crescimento do tumor, e ndo na redugao do seu tamanho (Greenman e cols.,
2005). O tratamento com agonistas da dopamina mostra-se eficiente, levando a
uma estabilizacdo do tamanho tumoral e a prevencéo de cirurgia e radioterapia
adicionais; contudo, sdo necessarios mais estudos contemplando maior
namero de pacientes e maior tempo de acompanhamento para sua
comprovagdo (Greenman & Stern, 2015). Em relagdo aos agonistas de
receptores de somatostina (SSTR), apesar de ndo apresentarem eficacia
clinica sobre a reducdo tumoral, o desenvolvimento de ligantes especificos do

SSTR3, o0 receptor mais prevalente nos AHNFs, pode ser importante.
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Recentemente, 0 agente alquilante temozolamida mostrou-se como adi¢cao ao
tratamento para AHNF recorrentes agressivos, sendo até o momento uma
alternativa promissora, mas ainda experimental para esses pacientes (Even-

Zohar & Greenman, 2018).

1.3 Marcadores preditores de recidiva e recrescimento em adenomas

hipofisarios clinicamente ndo funcionantes

Em contraste com o0s adenomas funcionantes, nos quais as
caracteristicas clinicas e hormonais permitem 0 acompanhamento e o
aumento dos mesmos podem ser indicativos de recidiva ou recrescimento do
tumor, os AHNF representam um desafio terapéutico, pois ndo apresentam
alteracdes hormonais a serem observadas.

Atualmente, ndo dispomos de marcador Unico capaz de predizer a
progressdo da doenca e orientar a terapéutica destes pacientes (Manojlovic-
Gacic e cols., 2018). Desse modo, estudam-se marcadores capazes de indicar
maiores chances de recidiva ou recrescimento destas neoplasias. Dentre eles,
destacam-se proteinas e genes envolvidos no ciclo celular como Ki-67, Mcm2
(proteina mantenedora de microssomo 2), PTTG e MAPK (proteinas quinase
ativadas por mitdgeno), genes supressores tumorais, como o p53, além de
fatores angiogénicos, como CD34 e CD105 [clusters of differentiation (CD)]
(Noh e cols., 2009; Dallago e cols., 2010; Ramirez e cols., 2012; Di leva e cols.,

2013).
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1.3.1 Pituitary tumor transforming gene (PTTG)

O gene PTTG, ou gene transformador de tumores hipofiséarios,
localizado no cromossomo 533, foi isolado de células tumorais hipofisarias de
ratos (Pei & Melmed, 1997). A superexpressdao do cDNA do PTTG causa
transformacao celular e indugédo tumoral, indicando um comportamento de
oncogene. Mostra-se altamente expresso em linhagens celulares de tumores
malignos humanos (Zhang e cols., 1999a), com papel regulador na separacéo
das crométides-irmas durante a mitose e envolvimento na regulagéo do ciclo
celular (Zou e cols., 1999).

O PTTG vem sendo estudado na tumorigénese hipofisaria, mostrando-
se envolvido tanto como um fator ativador de transcri¢do, quanto na progressao
tumoral, regulando a producéo do fator basico de crescimento dos fibroblastos
(b-FGF), um potente ativador da angiogénese e mitogénese (Zhang e cols.,
1999b).

Estudos utilizando a técnica de IH encontraram altos indices de PTTG
na maioria dos adenomas hipofisarios, mas indices baixos ou ausentes em
tecido hipofisario normal (Minematsu e cols., 2006; Grupetta e cols., 2017; Liu e
cols., 2018). Em relacdo a localizacdo, a maioria dos estudos com IH em
adenomas hipofisarios descreve expressao citoplasmatica de PTTG, com
predominéancia de marcacdo paranuclear (Tena-Suck e cols., 2008; Salehi e
cols., 2010; Ozkaya e cols., 2016). O grupo de Wierinckx observou que
adenomas com caracteristicas agressivas expressavam PTTG tanto no nucleo,
como no citoplasma, com niveis maiores, enquanto 0S sem estas

caracteristicas, apresentavam somente expressao citoplasmatica e com indices
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menores, sugerindo que a superexpressao de PTTG e sua translocacao do
citoplasma para o nucleo podem estar relacionadas com agressividade
(Wierinckx e cols., 2007).

Outros trabalhos estudaram o papel do PTTG em séries de adenomas
funcionantes e nédo funcionantes, analisando a influéncia da idade, (Filipella e
cols., 2006; Ozakaya e cols., 2016; Wierzbicka-Tutka e cols., 2016; Grupetta e
cols., 2017; Liu e cols., 2018), género (Filipella e cols., 2006; Ozkaya e cols.,
2016; Liu e cols., 2018), invasividade (Jia e cols., 2013; Li e cols., 2014; Xiao e
cols., 2014), recidiva ou recrescimento, (Raverot e cols., 2015; Wierzbicka-
Tutka e cols., 2016; Liu e cols., 2018), com resultados ndo conclusivos. Até o
momento, somente os estudos de Noh e cols. (2009) e Ramirez e cols. (2012)
analisaram a expressdo do PTTG em séries exclusivas de AHNF. Em relagdo a
correlacdo entre PTTG e Ki-67 em adenomas hipofisarios, ha discordancia
entre os achados descritos na literatura (Filipella e cols., 2006; Minematsu e
cols., 2006; Ramirez e cols., 2012; Ozkaya e cols., 2016; Wierzbicka-Tutka e

cols., 2016; Grupetta e cols., 2017).

1.3.2 Densidade microvascular (DMV)

Angiogénese € 0 surgimento de novos vasos sanguineos a partir de
vasos ja existentes e possui importancia tanto em processos fisioldgicos, como
patologicos, a exemplo do crescimento tumoral. A proliferagdo neoplasica

depende da formacdo de novos vasos para suprir a demanda celular de
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nutrientes e oxigénio, assim como a remocao de produtos metabdlicos
(Folkman, 1990).

A DMV representa uma medida de angiogénese, definida como o numero
de vasos sanguineos por milimetro quadrado (mm?) na area mais densamente
vascularizada ou em pontos aleatorios (Weidner e cols., 1991), podendo ser
um indicador de progndstico do comportamento tumoral (Zhang e cols., 2011).
Na maioria das neoplasias, a DMV se correlaciona com agressividade, pior
prognostico, presenca de metastases, menor resposta ao tratamento e menor
taxa de sobrevida (Weidner e cols., 1991; Bochner e cols., 1995; Gasparini e
cols., 1995).

A IH demonstrou-se 0 método mais util para a detec¢cdo de microvasos
em amostras histologicas. Atualmente, os marcadores vasculares mais
utilizados sdo o CD34 e CD105, glicoproteinas ligadas as membranas e
expressas em células endoteliais (Rotondo e cols., 2010). O CD105, também
conhecido por endoglina, por ser um marcador especifico para avaliacdo de
neovascularizacdo tumoral em vérios tecidos, € preferencial ao CD34,
marcando somente vasos anormais produzidos pelo tumor (Rotondo e cols.,
2010; Nassiri e cols., 2011; Di leva e cols., 2013).

As neoplasias benignas geralmente sdo pouco vascularizadas, mas com
vasos anormais e frageis (Ellis & Fidler, 1996). Em adenomas hipofiséarios,
poucos estudos avaliaram o CD105, devendo ser estabelecido seu papel
nestas neoplasias. Miao e cols. (2016) encontraram maior média de novos
vasos na hipofise normal em relagéo ao tecido tumoral. Outros acharam maior
DMV nos adenomas do que na hipdfise (Pizarro e cols., 2009; Rotondo e cols.,

2010).
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Estudos publicados ndo apresentam uniformidade nos métodos de
avaliagdo dos microvasos através do CD105. Alguns utilizam a contagem
manual de microvasos nos hot spots, considerando o maior valor ou a média
de valores encontrados, outros apresentam avaliagdo sob diferentes aumentos
microscépicos. O método de Chalkley, no qual uma grade € acoplada a lente
no aumento de 200X, é considerado o padrdo ouro para contagem de
microvasos (Vermeulen e cols., 1996). Os estudos de Lee e cols. (2011) e Miao
e cols. (2016) avaliaram a expressdo de CD105 através deste método em
adenomas hipofisarios.

Nao existem na literatura, até o momento, estudos relacionando o PTTG

com a DMV medida através do CD105 em AHNF.

1.3.3 Ki-67

O Ki-67 € um antigeno nuclear, cujo anticorpo foi descrito em 1983,
expresso em células em proliferagcdo em todas as fases do ciclo celular, exceto
Go, distinguindo-as das quiescentes (Gerdes e cols., 1983), sendo sua
expressdo associada com o potencial proliferativo, invasividade e progndstico
de neoplasias (Gerdes, 1990).

A avaliacdo do Ki-67 pela técnica de IH, geralmente com o anticorpo
monoclonal MIB-1, € essencial para a avaliacdo da proliferacdo, ndo mostrando
diferencas significativas nos seus indices entre os adenomas funcionantes e 0s
AHNF (Jaffrain-Rea e cols., 2002).0s adenomas hipofisarios sdo neoplasias

predominantemente benignas, de crescimento lento e apresentam baixo indice
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de expressao de Ki-67. Em estudos com AHNF, as medianas do indice de Ki-
67 foram 0,88, 1,49 e 2,15% (Dallago e cols., 2010; Ramirez e cols., 2012;
Vieira-Neto e cols., 2015) respectivamente, enquanto outros descrevem medias
de 1,3 a 2,4% (Losa e cols., 2000; Honegger e cols., 2003; Nishioka e cols.,
2012). De acordo com dados da OMS, indices de Ki-67 iguais ou maiores que
3% estdo associados a adenomas hipofisarios com comportamento agressivo e
potencial invasivo (DeLellis e cols., 2004). No entanto, esta classificagao foi
recentemente reformulada, sem consenso do ponto de corte de Ki-67 capaz de
indicar o risco de recorréncia tumoral (Lloyd e cols., 2017).Em estudos com
AHNF,Dallago e cols. (2010) e Landeiro e cols. (2015) descrevem de 9,75 a
14,28% das amostras com Ki-67 igual ou maior que 3%.

Estudos prévios analizaram as relagbes entre os indices de Ki-67 e
idade, género, expressao hormonal, invasividade, recrescimento ou recidiva
tumoral em AHNF, entretanto, os achados ndo sdo homogéneos. Ao se avaliar
a influéncia da idade, descrevem relacdo inversa, sendo o indice de
proliferagcdo maior nos pacientes mais jovens (Yonezawa e cols., 1997; Losa e
cols., 2000; Jaffrain-Rea e cols., 2002; Tanaka e cols., 2003). O género néao
mostrou influéncia nos indices de Ki-67 (Losa e cols., 2000; Nishioka e cols.,
2012). O grupo de Ramirez n&o encontrou relagdo estatisticamente significativa
entre Ki-67 e expressao hormonal (Ramirez e cols., 2012), enquanto Nishioka e
cols. (2012) observaram relagdo estatisticamente significativa entre o Ki-67 e
0s adenomas sem expressdo hormonal e corticotropicos silenciosos, com
indices de Ki-67 menores que nos demais AHNF. A maioria dos estudos néo
observou relagcéo estatisticamente significativa entre os indices de Ki-67 e a

invasividade (Honnegger e cols., 2003; Tanaka e cols., 2003; Dallago e cols.,
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2010; Pinho e cols., 2011; Steno e cols., 2014), mas Liu e cols. (2016)
encontraram Ki-67 maior nos AHNF invasivos. Ao analisar o recrescimento
tumoral, Yao e cols.. (2017) nao observaram relacdo estatisticamente
significativa com os indices de Ki-67, enquanto outros demonstraram que o
recrescimento tumoral mostrou-se relacionado a indices de Ki-67 mais
elevados (Ekramullah, 1996; Noh, 2009). Estudos com AHNF revelaram que o
indice proliferativo de Ki-67 permanece como o segundo parametro na predicédo
de recorréncia, ap6s a invasao de estruturas adjacentes (Righi e cols., 2012).

O grupo de Pesquisa em Neuroendocrinologia ja tem duas décadas de
experiéncia em avaliacéo tecidual em tumores hipofisarios e o presente estudo
pretende ampliar os conhecimentos referentes a expressdo de marcadores de
tumorigénese, angiogénese e proliferacdo celular e sua influéncia na
invasividade, recidiva ou recrescimento tumoral dos adenomas hipofisarios
clinicamente néo funcionantes operados e ndo submetidos a radioterapia.

A investigacdo destes marcadores permitira a continuidade e a

ampliacdo de uma linha de pesquisa consolidada.
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2. Objetivos

Visto que os AHNF permanecem um desafio na pratica clinica, o objetivo
deste estudo € avaliar marcadores que possam predizer de maneira mais
acurada a recidiva ou recrescimento dos AHNF, tendo como objetivos

especificos:

a) Avaliar a expressdo proteica de PTTG em AHNF através da

técnica de imuno-histoquimica

b) Analisar a DMV em AHNF através do marcador imuno-

histoquimico CD105.

C) Avaliar os indices de Ki-67 em AHNF através da técnica de

imuno-histoquimica

d) Relacionar os indices de expressdo PTTG, Ki-67 e DMV com
dados clinicos de idade, género, expressao hormonal, grau tumoral,

invasividade e presenca de recidiva ou recrescimento.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Non-functioning pituitary adenomas (NFPA) are prevalent
pituitary neoplasms. Because they do not present hormonal hypersecretion, there
is no marker that indicates regrowth or recurrence, as in other adenomas.
OBJECTIVES: Evaluate the immunohistochemical expression of PTTG, CD105
and Ki-67 and their relationships with age, gender, invasiveness, hormonal
expression and regrowth or recurrence in the follow-up of NFPA operated and
not submitted to radiotherapy.

METHODS: Included 56 patients submitted to transsphenoidal surgery. Clinical
data were obtained from medical records. The degree of invasion was obtained
by Hardy's classification.

RESULTS: Mean age 55%13.6 years, 62.5% men and 68% invasive. 62.2%
presented persistence of the lesion and regrowth in 35.7%. The recurrence-free
survival rate was 94.5%, 75.4% and 69.1% (1, 2 and 3 years). No patient
presented recurrence. The PTTG was positive in 55.3%, with statistically
significant relationship with invasiveness, age and female gender, without relation
to regrowth. The MVD presented statistically significant relationship with male
gender, negative correlation with PTTG (r=0.434, p=0.001), with no relation to
invasiveness and regrowth. The Ki-67 presented statistically significant
relationship with age, tendency towards regrowth (p=0.054), with no relation to
invasiveness.

CONCLUSIONS: It is suggested that PTTG can be used as a prognostic marker

in NFPA.

Key words: non-functioning pituitary adenomas, PTTG protein, CD105 antigen, Ki-67 antigen,

microvascular density, immunohistochemistry
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1. Introduction

Pituitary adenomas are benign, slow-growing neoplasms, but a third of them
exhibit invasive potential. Non-functioning adenomas (NFPA) are the most
prevalent, and may lead to complications by the effects of tumor mass [1,37]. The
treatment of choice for NFPA is surgery. Because they do not present hormonal
hypersecretion, as with the other adenomas, so far we have no markers that can
predict regrowth or recurrence, despite many candidates [4,11,19,42,44,64].
PTTG is an oncogene whose overexpression leads to cellular transformation and
tumor development [40,65]. Studies show that pituitary adenomas present
increased PTTG expression compared to normal pituitary tissue [16,28,33] in
association with increased invasiveness [26,61].

CD105 (cluster of differentiation number 5) is an antigen associated with
endothelial cell proliferation, present in the cells of new formed vessels, being the
most specific antigen for the evaluation of their microvascular density (MVD)
[7,56]. Few studies have evaluated the MVD through CD105 in pituitary
adenomas. Miao et al. (2016) described that adenomas have higher MVD than
normal pituitary tissue, while Rotondo et al. (2010) found lower MVD in pituitary
adenomas [32,46].

Ki-67 is a nuclear antigen expressed in proliferating cells, associated with
proliferative potential and invasiveness of neoplasms [13]. According to WHO
data, Ki-67 indexes equal to or greater than 3% are associated with aggressive
behavior and invasive potential adenomas [6]. In NFPA, some studies associate
higher indexes of Ki-67 with regrowth and invasiveness [8,27,35], while others do

not [18,4,50,62].



54

The aim of the present study was to evaluate the immunohistochemical
expression of the markers PTTG, CD105 and Ki-67 and their relations with age,
gender, invasiveness, hormonal expression, presence of regrowth or recurrence
in clinical follow-up of patients with NFPA operated and non-submitted to

radiotherapy.

2. Methods

2.1 Patients

In this cross-sectional study, we included 56 patients diagnosed with NFPA,
submitted to transsphenoidal surgical resection by a single surgeon (N.P.F.), in
Santa Casa de Misericérdia, Porto Alegre, between 2009 and 2016, the sample
of the study was for convenience, excluding patients undergoing complementary
radiotherapy. The slides, with tissue from surgery, were stained with hematoxylin
and eosin to confirm the presence of tumor and was subjected to
immunohistochemical analysis for the six adenohypophyseal hormones (GH,
PRL, ACTH, FSH, LH, and TSH) and chromogranin A using commercial
antibodies. The diagnosis of NFPA was made based on the anatomopathological
evaluation [6] and absence of clinical and biochemical evidence of hormonal
EXCEeSS.

Patients” medical records were reviewed to obtain data on age, gender, tumor
size, extension, invasion, and recurrence or regrowth. All patients signed the free
and informed consent term, the study was approved by the Research Ethics
Committee of Santa Casa de Misericordia, Brazil (Report n° 1397227) and was

conducted in accordance with the Helsinki Declaration.



55

Tumor grade and invasiveness were defined based on magnetic resonance
images (MRI 1.5T) obtained preoperatively and classified according to the criteria
proposed by Hardy [17]: grade | (microadenomas, <1 cm in diameter), grade |l
(=21 cm in diameter, intrasellar or with suprasellar extension without causing bone
erosion), grade Il (locally invasive tumors that may be associated with diffuse
sellar enlargement and bone erosion of the sella turcica), and grade IV (invasive
tumors that involve extrasellar structures including bone, hypothalamus, and the
cavernous sinus). Grade | and Il pituitary adenomas were considered non-
invasive tumors, while grade Il and IV were considered invasive tumors [6].

Diagnosis of complete surgical resection was based on the absence of visible
tumor in the surgical description and in the images performed 3 months after the
surgery. The presence of recurrence was defined as the appearance of a new
tumor after complete surgical resection and regrowth by the increase of remaining
surgical residue greater than 2mm in at least one diameter [2]. Patients with a

medical monitoring of at least six months after surgery were included in the follow-

up.

2.2 Immunohistochemistry

The streptoavidin-biotin method (LSAB + peroxidase kit; Dako®, Denmark) was
used for the detection of PTTG, CD105 and Ki-67. The blocks with the formalin-
fixed and paraffin-embedded tumor tissues were sectioned at 4um,
deparaffinized with xylol and rehydrated with ethanol. Antigenic recovery was
performed with citrate (pH = 6) for Ki-67 and CD105 and with Tris-EDTA (pH=9)
for PTTG, both at 92°C for 40 minutes. Endogenous peroxidase was inactivated

using H202 30V dissolved in methanol (5%) for ten minutes (three times). Non-
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specific proteins were blocked using 1% BSA (bovine serum albumin) for one
hour at room temperature. Primary antibodies were applied overnight at 4°C
(Table 1). The slides were washed with PBS-tx and incubated with the secondary
and tertiary antibodies for 40 minutes each at room temperature. The reaction
was revealed with 3,3-diaminobenzidine (DAB). Sections were counterstained
with Harris hematoxylin and assembled with Entellan®. As a negative control, the
primary antibodies were replaced with saline.

The selection of hot spots was done under a light microscope with a magnification
of 100X. Counts were done by two independent observers, the final results being
the average between both. The cell counts for PTTG and Ki-67 and the
microvessel count for CD105 were performed in magnification of 400X and 200X,
respectively, with the aid of Image J® software.

PTTG expression was evaluated by cytoplasmic staining intensity (0 = absent, 1
= weak, 2 = moderate, 3 = strong) and the percentage of positive cells in 10 hot
spots. The mean number of cells counted in each field was 1077.92+338.9. The
final score was calculated by multiplying the intensity by the percentage, with 300
being the maximum value [47].

The evaluation of MVD with the CD105 antibody was through the Chalkley point
counting method [56], with the selection of three hot spots on each slide, the
Chalkley grating being attached to the microscope lens, in the magnification of
200X. Endothelial cells or stained cell groups were considered microvessels,
being MVD obtained by the average of microvessels in the three hot spots.
Ki-67 index was defined by the counting of tumor cells with immunolabeled nuclei
in relation to the total cells in at least 3 hot spots, with the result given in

percentage. The mean number of cells counted in each field was 1032.08+292.6.
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The cutoff point for defining increased proliferative activity of the tumor was 3%

or more positive cells for Ki-67 [6].

2.3 Statistical analysis

The concordance analyzes between observers were determined through the
intraclass correlation coefficient, with the definition of absolute agreement. The
quantitative variables were described as mean and standard deviation or median
and interquartile range (p25-p75), according to their distribution, according to the
Kolmogorov-Smirnov normality test. Correlations between the quantitative
variables were verified by the Spearman Correlation test and among the
qualitative variables Chi-square or Fisher's exact test was used when necessary.
Comparisons between quantitative and qualitative variables were evaluated by
Student's t-test or Mann-Whitney U test, according to the distribution. The
Kaplan-Meier test was used to estimate the recurrence-free survival time. The
level of significance was set at p<0.05. Analyzes were performed with SPSS

version 23.0 (SPSS Inc., IBM Company, Chicago, IL, USA).

3. Results

Of the 56 patients with AHNF, 35 (62.5%) were men. The mean age was 55+13.6
years, ranging from 23 to 80 years. In the immunohistochemical analysis, 27
(48.2%) did not present hormonal expression (hormone negative), 4 (7.1%)
expressed only FSH, 3 (5.4%) only LH, 3 (5.4%), LH and FSH and 19 (33.9%)
expressed FSH and/or LH along with other hormones.

As to tumor grade, 18 (32.1%) were grade Il (non-invasive), 9 (16.1%) grade llI

and 29 (51.8%) grade IV, totaling 38 (67.9%) invasive.
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Two patients died after surgery and nine patients had follow-up at other centers,
remaining 45 under follow-up. The median follow-up at the time of data analysis
was 29 months (4.5-42.5), ranging from 6 to 104 months. Post-surgery, 28
(62.2%) presented persistence of the lesion (18 with the stable lesion and 10 with
regrowth) and 17 (37.8%) had no remaining lesion. Patients without remaining
lesion did not present recurrence. Regrowth occurred in 35.7% of the cases, with
a median of 17 months (14.2-29.2), ranging from 12 to 50 months after surgery.
Of these, eight were submitted to one intervention, one to two reinterventions and
one to radiotherapy alone. According to the Kaplan-Meier’s test, the recurrence-
free survival rate was 94.5% in 1 year, 75.4% in 2 years and 69.1% in 3 years
(Fig. 1).

Regarding immunohistochemistry, there was an agreement between the
readings of the two observers for all markers, with intraclass correlation
coefficients for Ki-67 of 0.98, for PTTG of 0.99 and for CD105 of 0.94.

PTTG was positive in 55.3% (31 cases), with a median of 99 (34-196), ranging
from 17 to 300. Twenty cases (64.5%) showed strong intensity expression. It was
found a statistically significant relationship between PTTG and invasiveness
(p=0.022), being higher in invasive, gender (p=0.002), being higher in women,
and age (p=0.03), being higher in younger patients (Fig. 2b). There was no
statistically significant difference between PTTG and regrowth (p=0.799) or
hormonal expression (p=0.984).

Regarding MVD, 100% of the cases were positive, with a median of 27.5 (16-
44.2), ranging from 1 to 93 microvessels. A statistically significant relationship

was found between MVD and gender (p=0.01), with MVD being higher in men.
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There was no statistically significant difference between MVD and invasiveness
(p=0.61), regrowth (p=0.51), hormonal expression (p=0.54) or age (p=0.07).
Ki-67 was positive in 100% of the cases, with a median of 0.7% (0.43-1.3),
ranging from 0.1 to 7.6%. Six cases (10.7%) presented indexes of Ki-67 equal to
or greater than 3%, of which five patients were less than 60 years old. A
statistically significant relationship was found between Ki-67 and age (p=0.001),
with higher rates in younger patients (Fig. 2a) and trend of Ki-67 relationship with
regrowth (p=0.054). There was no statistically significant relationship between Ki-
67 and invasiveness (p=0.819), hormonal expression (p=0.304) or gender
(p=0.091).

A negative correlation was found between PTTG and MVD expression (Fig. 3).
There was no correlation between Ki-67 and PTTG (p=0.820), nor between Ki-

67 and MVD (p=0.079).

4. Discussion

The present study analyzed a representative sample of NFPA with mean age and
predominance of the male gender in accordance with the literature [10,15,36].
The majority (67.9%) of the NFPA studied were classified as invasive, similar to
other studies with surgical series that described 57% to 91.9% of invasive NFPA
[25,48].

The prevalence of 48.2% of adenomas without hormonal expression (hormone-
negative) was similar to that of other studies with NFPA, which varied from 6.8%
to 78.8% [2,4,5,12,24,30,36].

Persistence of lesion after surgery was observed in 62.2% of the patients, other

studies described from 52.3 to 79.8% [54,49,38,45]. The regrowth rate was



60

35.7%. In relation to studies with persistence of lesion, also not submitted to
radiotherapy, 35 to 73% presented regrowth [38,45,49,54,60].

The median of regrowth time was 17 months, ranging from 12.5 to 50 months
after surgery. In the literature, tumor regrowth occurred in periods between 27
and 64 months in patients with NFPA operated and not submitted to radiotherapy
[14,38,49,54,55]. The earlier detection of regrowth in our work may be a
consequence of the use of more sensitive imaging methods.

Patients in whom total resection was obtained did not present recurrence in the
follow-up period. Other studies also found 0% of recurrence rates, with a mean
follow-up of 5.6 years [38,49]. Our study had a recurrence-free survival rate of
94.5% (1 year), 75.4% (2 years) and 69.1% (3 years). Similar to our results,
recurrence-free survival rates range from 92.9 to 100% (1 year), 78% (2 years),
from 48.6 to 100% (5 years), from 22 to 100% (10 years) [14,38,55].
Immunohistochemical studies found high PTTG indexes in most pituitary
adenomas, but absent or at very low indexes in normal pituitary tissue [16,28,33].
In the present study, PTTG expression was detected in the cytoplasm of tumor
cells, with a predominance of paranuclear staining pattern, like other authors
[39,47,52]. The median of the PTTG was 99, ranging from 17 to 300. The studies
of Salehi et al. (2010) and Ozkaya et al. (2016) used the same method of counting
used in the present study and found medians of 110 and 225, ranging from 34 to
266, being the first study with functioning and non-functioning adenomas and the
second with GH secreting adenomas [39,47].

Regarding the 55% of positive cases, 64.5% of them presented strong intensity.
Tena-Suck et al. (2008), evaluating the cytoplasmic expression of NFPA, found

a strong intensity in only 5% of the cases [52]. The group of Wierinckx (2007)
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observed that adenomas with aggressive characteristics, 20% of the sample
studied, expressed PTTG in the nucleus and the cytoplasm, with higher indexes,
while those without these characteristics showed only cytoplasmic expression
and with lower indexes, suggesting that the overexpression of PTTG and its
translocation from the cytoplasm to the nucleus may be related to aggressiveness
[58].

To date, only studies by Noh et al. (2009) and Ramirez et al. (2012) analyzed the
expression of PTTG in exclusive series of NFPA. The study by Noh et al. (2009)
showed PTTG expression in 100% of the cases and a statistically significant
relationship with tumor regrowth, with a higher expression in the adenomas that
have regrown [35]. Ramirez et al. (2012) found positivity in 99% of the samples,
with no relation with invasiveness or hormonal expression [43]. In our study, we
observed positivity in more than 50% of the sample.

In relation to invasiveness, Jia et al. (2013), studying functioning and non-
functioning pituitary adenomas, found significantly higher indexes of PTTG in
invasive adenomas [21]. Meta-analyzes published by Xiao et al. (2014) and Li et
al. (2014), showed that patients with invasive adenomas have higher indexes of
PTTG than non-invasive ones, this data is similar to our findings [26,61].

The only studies that describe gender-specific analysis include functioning and
non-functioning adenomas, and, unlike our findings, found no PTTG and gender
relationship [11,28,39]. Analyzing the influence of age, studies involving
functioning and non-functioning adenomas found higher PTTG indexes in
younger patients [16,59], as observed here.

Angiogenesis is important for tumor growth and development, correlated with

metastasis, progression, and survival. Benign neoplasms are usually poorly
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vascularized, but with abnormal and fragile vessels [9]. The role of angiogenesis
in pituitary adenomas remains controversial.

Studies do not show uniformity in microvessel assessment methods. Some use
manual microvessel counting in hot spots, considering the highest value or
average of values found, and there are variations in microscopic magnifications.
The Chalkley method, in which a grid is attached to the lens in the magnification
of 200X, is considered the gold standard for microvessel counting [56]. Few
studies have evaluated the expression of CD105 through this method in pituitary
adenomas. Lee et al. (2011) and Miao et al. (2016), studying samples of
functioning and non-functioning adenomas, found a mean of 53.4+17.2 and
48.2+24.4 new vessels per field, respectively [23,32]. In our study with NFPA, the
median was 27.5 (16-44.2) new vessels per field. We found a statistically
significant relationship between MVD and gender, with higher MVD in men. The
study by Pizarro et al. (2009) found a similar result, but with a sample of
functioning and non-functioning adenomas [42].

Evaluating MVD through CD105, Miao et al. (2016) found a higher mean of new
vessels in the normal pituitary compared to tumor tissue, unlike Rotondo et al.
(2010) and Pizzaro et al. (2008) [32,42,46]. Our findings, with an exclusive
sample of NFPA, showed negative correlation between PTTG and MVD, being
of our knowledge the first study to relate these markers with MVD evaluated
through CD105, neoangiogenesis specific marker. Other works have studied
factors related to angiogenesis, such as CD34, FGF (basic fibroblast growth
factor) and VEGF (vascular endothelial growth factor) [3,21,31,33], being the

MVD higher since they are not exclusive markers of new vessels.
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In the current study, Ki-67 was positive in 100% of cases. In the literature, the
positivity of NFPA samples ranges from 95 to 100% [4,22,57]. The median was
0.7%, ranging from 0.1 to 7.6%. Previous studies with NFPA presented similar
results, with medians of 0.88; 1.49 and 2.15% [4,43,57].

Ki-67 indexes equal to or greater than 3% are associated with adenomas with
aggressive behavior and invasive potential, according to WHO data [6]. In our
study, 10.7% of the cases presented Ki-67 equal to or greater than 3%. Studies
with NFPA describe from 9.75 to 14.28% of samples with Ki-67 equal to or greater
than 3% [4,22]. We found statistically significant relationship between Ki-67 and
age, with a higher proliferation index in younger patients. When assessing the
influence of age on the Ki-67 index in NFPA, other studies also demonstrated
inverse relationship between Ki-67 and age [20,29,51,63].

We observed no statistically significant relationship between Ki-67 expression
and invasiveness, as well as most of the studies with NFPA [4,18,41,50,51]. Liu
et al. (2016) found higher Ki-67 in invasives NFPA [27].

Regarding the regrowth of the remaining lesion, no statistically significant
relationship was observed with the Ki-67 index, data also obtained by Yao et al.
(2017) [62]. In other studies with NFPA, regrowth was related to higher Ki-67
indexes [8,35].

We found no statistically significant relationship between Ki-67 and hormonal
expression. The Ramirez group (2012) found no statistically significant
relationship between Ki-67 and hormone negative and gonadotropic adenomas
[43]. Nishioka et al. (2012) observed a statistically significant relationship
between Ki-67 and hormone negative and silent corticotropic adenomas, with Ki-

67 indexes lower than the other NFPA [34].
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The present study demonstrated no statistically significant relationship between
Ki-67 and gender. Studies with NFPA patients showed no influence of gender on
the proliferation rates of Ki-67 [29,34].

We found no correlation between PTTG and Ki-67 in NFPA, similarly to Ramirez
et al. (2012) [43]. Minematsu et al. (2006) and Ozkaya et al. (2016), studying
functioning and non-functioning adenomas, also found no correlation between
PTTG and Ki-67 [33,39].

No correlation was found between Ki-67 and CD105 in NFPA. Pizarro et al.
(2008) studied the relationship between Ki-67 and CD105 in functioning and non-
functioning pituitary adenomas and, as in our results, found no correlation
between the markers [42]. This finding suggests the hypothesis that
microvascular density is not necessarily a modulator of pituitary cell proliferation,

although it may be indicative of antiapoptotic activity [53].

5. Conclusions

In an exclusive NFPA sample, we found PTTG expression in more than 50% of
the cases, with higher indexes in invasive adenomas and in younger women, with
no relation to regrowth. MVD was not related to invasiveness or tumor regrowth.
Ki-67 was found to be higher in younger patients, with a trend towards tumor
regrowth, with no relation to invasiveness. The PTTG presented a negative
correlation with MVD and showed no correlation with Ki-67. PTTG was related to
invasiveness, possibly due to its role as cell cycle regulator and transcriptional

activator, suggesting its use as a prognostic marker in NFPA.
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7. Tables

Table 1 Description of the antibodies used in the immunohistochemical analysis.

Antibdy Manufacturer + control Dilution
Anti-PTTG policlonal Abcam, Cambridge, UK Esophagus 1:200
Anti-CD105 NovoCastra Laboratories, Tonsil 1:80

Monoclonal (4G11) Newcastle, UK
Anti-Ki-67 policlonal Dako®, Carpinteria, CA, USA Tonsil 1:100




8. Figures

Fig. 1 Kaplan-Meyer curve showing the recurrence-free survival rate in NFPA.
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Fig. 2 a) Correlation between a) Ki-67 and age (r=-0,376, p=0,037). b) PTTG and

age (r=-0,44, p=0,001).
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Fig. 3 Correlation between PTTG and CD105 (r=0.434, p=0.001).
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4. Consideracdes finais

No presente estudo, avaliando uma série exclusiva de AHNF, o
oncogene PTTG mostrou-se expresso em mais de 50% dos casos, com indices
maiores nos adenomas invasivos e em mulheres mais jovens, sem relacdo com
0 recrescimento tumoral.

A DMV néo se mostrou relacionada a invasividade ou recrescimento
tumoral.

O Ki-67 mostrou-se mais elevado nos mais jovens, com tendéncia em
relacdo a recrescimento tumoral, sem relacdo com invasividade.

Evidenciamos correlagdo negativa entre PTTG e DMV e auséncia de
correlagdo com o Ki-67.

Acompanhando a evoluc¢ao da doenca, sem radioterapia apos a cirurgia,
62,2% apresentaram persisténcia de lesdo com taxa de recrescimento de 35,7%
em 17 meses. A taxa de sobrevida livre de recorréncia foi de 94,5% (1 ano),
75,4% (2 anos) e 69,1% (3 anos). Os pacientes sem persisténcia da lesdo néo
apresentaram recidiva no periodo de acompanhamento, mediana de 29 meses.

O PTTG mostrou-se relacionado a invasividade, possivelmente pelo
seu papel regulador do ciclo celular e ativador da transcri¢cdo, sugerindo-se sua
utilizacdo como marcador progndstico nos AHNF.

O grupo de Pesquisa em Neuroendocrinologia tem duas décadas de
experiéncia em avaliagéo tecidual em tumores hipofisarios. O presente estudo
permitiu aprofundar os conhecimentos referentes a expressao de marcadores de
tumorigénese, angiogénese e proliferagdo celular e sua influéncia na

invasividade, recidiva ou recrescimento tumoral nos AHNF operados e néo
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submetidos a radioterapia, ampliando e dando continuidade a uma linha de

pesquisa consolidada.
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5.2 Parecer do Comité de Etica da ISCMPA

IRMANDADE DA SANTA CASA P
DE MISERICORDIA DE PORTO ) [;]‘clr_{-"f-’_om ©
ALEGRE - ISCMPA g o

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Pesquisa de marcaderes preditores de recidiva e recrescimento em adenomas
hipofisarios ndo-funcionantes.

Pesquisador: Julia Fernanda Semmelmann Pereira Lima

Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 51848315.0.0000.5335

Instituigdo Proponente: Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.397.227

Apresentagio do Projeto:

Os adenomas hipofisidrios constituem 25% dos tumores cerebrais, e um terco dos adenomas & ndo-
funcionante. Apés a cirurgia & dificil acompanhar o recrescimento ou recidiva dos tumores ndo-funcioantes,
pois ndo secretam substancias a serem dosadas.

O estudo propde-se a determinar se na andlise histoquimica dao tecido retirado a presenca de tres fatores
poderia ser utilizada como preditora do comportamentro do tumor. estes fatores s&o um oncogene { PPTG),
a densidade microvascular determi nada a partir do CD 105 e a express]ao de KIGT (antigeno nuclear
expresso em célulasem proliferacdo).

O estudo & observacional. Os casos serdo origindrios das cirurgia realizadas no Hospital S30 josé de 2009 a
2017

Objetivo da Pesquisa:

A pesquisa tem por objetivo determinar a capacidade preditora de recidiva/recrescimento de adenomas
hipofisidrios removidos cirurgicamente, dos sequintes fatores; (1) oncogene PTTG; (2) KIGT; (3) CD 105
como medida da densidade microvascular.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
O estudo & observacional, tendo apenas os riscos relacionados & confidencialidade do participants.
Mo trard beneficios aos participantes, porém o conhecimento adquirido podera ajudar futuros

Enderego: F. Prof® Annes Dias, 285 Hosp. Dom Vicente Scherer
Bairrn: 6° andsr - Centro CEP: B00.020-080
UF: RS Municipip: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3214-3571 Fax: (51)2214-8571 E-mail: cepi@santacasa.tche. br
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pacientes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Estudo observacional. Utilizard o material obfido na resseccio dos adenomas hipofisidrios que tiveram
indicacdo médica de remocio. Utilizard dados de prontudrio e acompanhamento dos pacientes.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagéo obrigatdria:

O Termo de consentimento livie esclarecido estd adequado, bem como Cronograma e orcamento.
Apresenta Declaracdes de uso de dados e materiais; publicacdo de dados; isencdo de dnus ao hospital;
declaracio de confidencialidade e termo de compromisse de ufilizacfo dos dados.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

O presente projeto respeita as normas de pesquisa envolvendo participantes humanos. Tem relevancia para
0 estudo desta patologia e podera contribuir para ter melhor entendimento. Nosso parecer & favordvel a sua
aprovacio

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Apos avaliacido do protocolo acima descrito, o presente comité ndo encontrou oObices guanto ao
desenvolvimento do estudo em nossa Instituico e podera ser iniciado a pariir da data deste parecer.

Obs.: 1 - O pesquisador responsavel deve encaminhar & este CEP, Relatorios de Andamento dos Projetos
desenvolvidos na ISCMPA. Relatorios Parciais (pesquisas com duragdo superior 8 6 meses), Relatdrios

Finais (a0 término da pesquisa) e os Resultados Obtidos (copia da publicacdo).

2 - Para o inicio do projeto de pesquisa, o investigador devera apresentar a chefia do servigo {onde serd
realizada a pesquisa), o Parecer Consubstanciado de aprovacéo do protocolo pelo Comité de Efica.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enderego: F. Prof® Annes Dias, 285 Hosp. Dom Vicente Scherer
Bairrn: 6° andsr - Centro CEP: B00.020-080
UF: RS Municipip: PORTO ALEGRE

Telefone: (51)3214-3571 Fax: (51)2214-8571 E-mail: cepi@santacasa.tche. br
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fies Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 091272015 Aceito
do Eroj ROJETO_634290 pdi 09:42:19
Eolha de Rosto, FOLHA_DE_ROSTO.pdf 03!91 %;28% 5 | Geraldine Trott Aceito
Outros DECLARACAQ_DE_AUTORIZACAQ_D| 07122015 | Geraldine Trott Aceito
A_CHEFIA_RESPONSAVEL_ pdf 11:08:10
Qutros Formulario_de_inscricao_cep_SantaCas D:{r %.:52%1 5 | Geraldine Trott Areiio
Qutros Termo_compromisso_relatorio_final pdf 2:!31 31:52%5 5 | Geraldine Trott Areiio
Qutros Termo_compromisso_utlizacac_dados_ | 27/11/2015 | Geraldine Trott Aceito
prontuarios_pdf 13:02:14
Qutros Termo_anuencia_responsavel_setor_pal 27/11/2015 | Geraldine Trott Aceito
ologia_pdf 13:00:39
Qutros Termo_anuencia_responsavel_setor_big| 27/11/2015 | Geraldine Troit Areiio
mol.pdf 12:58:40
Qutros Declaracao_uso_publicacao_dados. pdi 2:!21 %1%2%1 5 | Geraldine Trott Areiio
Qutros Peclaracao_-:unﬂdencialidade_sujeitu. pd 2';'.’21 gltf}zgé 5 | Geraldine Trott Aceito
Qutros Declaracao_isencao_de_onus.pdf 2';'.’21 1%2% 5 | Geraldine Trott Aceito
Qutros Declaracao_de_uso_de_dados_materiai| 27/11/2015 | Geraldine Trott Areiio
5.pdf 12:44:42
Projeto Detalhado /| Projeto_Pesquisa_marcadores_preditorel  27/11/2015 | Geraldine Troft Aceito
Brochura s_recidiva_recrescimento_AHNF pdf 12:39:45
Inyestigador
Qrcamenia Orcamento_FPesquisa_marcadores_pred| 271172075 | Geraldine Troit Areio
itores_recidiva_recrescimenio_AHMNF pd 12:37:18
f
TCLE 7 Termos de | TCLE_Pesquisa_marcadores_preditores| 271172075 [ Geraldine Trot Areio
Assentimento / _recidiva_recrescimento_AHNF _pdf 12:36:24
Justificativa de
Auséncia
Cronograma Cronograma_Fesquisa_marcadores_pre| ZrT1172075 | Geraldine Troft Aceifo
ditores_de_recidiva_e_recrescimenio_e 12:30:04
m_adenomas_hipofisaarios_naofuncion
antes. pdi
Situacdg do Parecer:
Apravado
Mecessila Anreciagio da CONEP:
Nag,
Enderego: F. Prof® Annes Dias, 285 Hosp Dom VWicente Scherer
Bairro: §° andar - Centro CEP: 00.020-000
UF: RS Mupicipip: PORTO ALEGRE

Telefone: (5173214-8571

Fax: (51)3214-8571

E-mail: cepi@santacass. tche br
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5.3 Protocolo da técnica de imuno-histoquimica

TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA

1)

2)

3)

Desparafinar o tecido:
- Deixar as laminas na estufa a 60° C por 30min a 1 hora.

- Xilol 2x de 5 min.
- Passar nos alcoois absolutos. Deixar 5 min no UGltimo alcool.

- Lavar em &agua destilada por 5 min.

Recuperacgao antigénica:
-Aquecer em banho-maria a solucéo de citrato de sédio pH 6,0 (ou Tris/EDTA pH 9,0) até
92°C.

- Colocar as laminas e deixar por 40 min.
- Retirar do banho e deixar esfriar a temperatura ambiente por 20 min.

- Lavar em agua destilada.

Bloqueio da peroxidase enddgena:

- Metanol (95 ml) + agua oxigenada 30 V (5 ml) 2x de 10 min (protegido da luz). Adicionar a

agua oxigenada somente no momento do uso.

4)

5)

- Lavar 2x em agua destilada.

- Lavar em PBS por 5 min com agitacao.

Bloqueio das ligacfes inespecificas:
- Incubar com uma solucao de proteina in6cua a amostra (BSA 1%) por 30 min para mouse

e 1 hora para rabbit. Preparo: 200 ml PBS + 2 g albumina bovina.

Incubar com anticorpo primario:

- Deixar escorrer o excesso do soro.
- Aplicar £ 50pul do anticorpo primario em cada lamina (diluir em PBS ou BSA).

- Deixar de 30 min a 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, colocar a 4 °C (na

geladeira) overnight.
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- No outro dia, lavar em PBS 2x de 5 min.

Existem 2 maneiras de continuar a técnica: utilizar o polimero Envision (ndo necessita
avidina-biotina pois ja esta conjugado com a peroxidase) ou anticorpos secundario e terciario

(conjugado avidina-biotina + peroxidase).

Utilizando o polimero, deixar 40 min a temperatura ambiente e lavar em PBS 2x por 5 min.

Seguir para a etapa 8, revelagéo.
Utilizando a outra opcgéo:

6) Incubar com anticorpo secundario biotinilado:
- Aplicar o anticorpo secundario sobre cada lamina e deixar por 40 min a temp. ambiente.
Lavar em PBS 2x 5 min.

7) Incubar com complexo streptavidin—peroxidase:

- Aplicar o anticorpo terciario sobre cada lamina e deixar por 40 min a temp. ambiente. Lavar
em PBS 2x 5 min.

8) Revelacdo com substrato cromégeno (DAB):

- Misturar 1 ml de 4gua destilada + 1 gota do frasco 1 + 2 gotas do frasco 2 (Dab — kit pronto
para uso). Agitar em vortex e adicionar 1 gota do frasco 3. Pingar sobre as laminas e deixar 5

min.

- Lavar em 4gua corrente e destilada e descartar em frasco identificado.

9) Contracorar com Hematoxilina:
Somente se a técnica exigir. Deixar 30 segundos no corante hematoxilina e lavar em agua

corrente até clarificar a agua.

10) Desidratar:

- Passar nos alcoois absolutos. Deixar 5 min no ultimo alcool.

- Xilol 2x de 5 min.

11) Montar com Entellan.
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5.4 Expressao de PTTG em AHNF pela técnica de imuno-histoquimica

‘J". . ..:"': "':' o“; .';l.'
Negayvo;. L SR s

Expressao IH de PTTG em adenomas hipofisarios ndo funcionantes. Escala de
intensidade de marcagé&o. 400X.

Expressao IH de PTTG de intensidade forte em adenoma hipofisario nao
funcionante, com demostracdo de padrdo paranuclear de marcacao (setas).
400X.
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5.5 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Pesquisa de marcadores preditores de recidiva e recrescimento em adenomas
hipofisarios nao-funcionantes

Versao 1 (data: 27/11/2015)

(Nome completo do PACIENTE — preencher em letra de forma)

Adenomas hipofisarios sdo tumores benignos da glandula hipéfise. Dentre estes
tumores, os adenomas nao funcionantes sdo os mais dificeis de se tratar, uma vez que
ndo secretam hormonios no sangue. Sendo assim, sdo necessarios estudos que
investiguem fatores envolvidos na formacéo e progressdo desses tumores.

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada “Pesquisa de
marcadores preditores de recidiva e recrescimento em adenomas hipofisarios néo-
funcionates”, que objetiva ampliar os conhecimentos dos mecanismos relacionados a
evolucéo deste tipo de tumor. Uma parte do material retirado na cirurgia (o tumor) sera
encaminhada ao Laborat6rio de Biologia Molecular da Universidade Federal de Ciéncias
da Saude de Porto Alegre para realizarem-se analises. A outra parte do tumor sera
encaminhada ao Laboratério de Patologia da Santa Casa para identificagdo do tumor
(procedimento de rotina) e posteriormente, o material serd utilizado para o presente
estudo no Laboratério de Patologia da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de
Porto Alegre (UFCSPA). Os dados clinicos dos pacientes serdo obtidos através dos
prontuarios médicos. Ao participar desta pesquisa o voluntario ndo tera beneficio direto.
Entretanto, esperamos que este estudo traga informacdes importantes sobre os
adenomas hipofisarios, proporcionando uma investigacdo mais detalhada e ajudando
mais pacientes. Nao serd realizado nenhum procedimento além dos de rotina, ndo
havendo riscos médicos adicionais aos procedimentos. E garantido que todo o material
coletado serd analisado na Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
nao gerando 6nus ao paciente e a Santa Casa. Os gastos para a realizacao da pesquisa
serdo absorvidos pelo orcamento do estudo e vocé ndo receberd nenhuma
compensacao financeira por participar.

E dada & liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de
participar da pesquisa, sem que isso traga prejuizos. Ressaltamos que a concordancia
ou ndo em participar desse estudo ndo implica em qualquer modificacdo no tratamento
médico ja estabelecido, visto que se trata de uma participacdo voluntaria. E dada a
garantia da ndo identificacdo do paciente e de ser mantido o carater confidencial das
informacdes em todas as etapas da pesquisa. Os dados seréo utilizados apenas pela
equipe da pesquisa e autoridades regulatérias da area da salde. E assumido o
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compromisso de fornecer ao paciente informacdes atualizadas obtidas durante o
estudo, ainda que estas possam afetar a sua vontade em continuar participando.

Para casos de eventos adversos ou duvidas referentes a pesquisa deve ser
contatada a Dra. Julia Fernanda Semmelmann Pereira-Lima (investigador principal) pelo
telefone (51) 3303.8779. Para questbes sobre a pesquisa e sobre os direitos dos
pacientes envolvidos ou sobre problemas decorrentes da pesquisa deve ser contatado
o Comité de Etica em Pesquisa da Irmandade Santa Casa de Misericérdia de Porto
Alegre — sob coordenacdo Dr. Carlos Olea, telefone 3214.8571 e email
cep@santacasa.tche.br e/ou o Comité de ética em Pesquisa da Universidade Federal
de Ciéncias da Saude de Porto Alegre pelo telefone (51) 3303-8804.

Estou ciente que ndo serao violados os segredos profissionais obtidos durante a
pesquisa e autorizo a utilizacdo do material coletado para futuras pesquisas. Assino o
presente documento, em duas vias de igual teor, ficando uma em minha posse, ciente
de todos os beneficios e riscos descritos acima. A minha assinatura neste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido daréd autorizagdo ao coordenador do estudo, aos
Comités de Etica do hospital e da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre e a organizacdo governamental de saude para utilizacdo dos dados obtidos
guando necessario, incluindo a divulgacdo dos mesmos, sempre preservando minha
privacidade.

Nome do Sujeito de Pesquisa (letra de forma) Data

Assinatura do Sujeito de Pesquisa

Nome do Pesquisador responsavel (letra de forma) Data

Assinatura do Pesquisador responsavel
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5.6 Participacdo na Xl Jornada do Programa de P6s Graduacdo em de Patologia

UFCSPA, com apresentacéo oral.

REFUELICA FEDERATIVA DD BRASIL
MINISTERIO DA EDUCAGAD

UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM PATOLOGIA

CERTIFICADO

Certificamos, para os devidos fins, que Geraldine Trott participou da "X/
Jomada do FPrograma de FPos-Graduacgéo em Patologia”, nos dias 21 e 22 de agosto
de 2017, na cidade de Porto Alegre-RS, realizada pelo Programa de Pos-Graduacéo

em Patologia da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre.

Porto Alegre, 29 de setembro de 2017

A ...'|

e ki R
pld) Pasin —
thela liva
r:dua. UFCSPA
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5.7 Apresentacbes na lll Mostra de trabalhos de ensino, pesquisa e extensdo da

Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre

3 & ’(}‘ '?(“‘\_\( . ‘,K
./ A/

Ensino, i 3@
Pesquisa e
Extensao /&%)

DA UFCSPA
200

Certificamos que o trabalho intitulado " Pesquisa de marcadores preditores de
recidiva e recrescimento em adenomas hipofisarios nao-funcionantes" de autoria
de Gabriele Caroline Barbosa, Geraldine Trott, Barbara Roberta Ongaratti,

Camila Batista De Oliveira Silva, Carolina Garcia Soares Leaes Rech, Taiana

Haag, Nelson Pires Ferreira, Jilia Fernanda Semmelmann Pereira-Lima, Miriam Da
Costa Oliveira, foi apresentado por GABRIELE CAROLINE BARBOSA na categoria
Trabalhos Relacionados a Pesquisa, na Ill Mostra de Trabalhos de Ensino,

Pesquisa e Extensao da Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto

Alegre, ocorrida de 26 a 28 de setembro de 2017 na cidade de Porto Alegre - RS.

Prof.* Alelfea Gatto Barschak
C enadora Geral

SPA
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Ensino,
Pesquisa e
Extensao

DAUFCSPA
2007

Certificamos que o trabalho intitulado " Pesquisa de marcadores preditores de
recidiva e recrescimento em adenomas hipofisarios nao-funcionantes" de autoria
de Taina Mafalda Dos Santos, Geraldine Trott, Barbara Roberta Ongaratti,
Camila Batista De Oliveira Silva, Taiana Haag, Carolina Garcia Soares Leaes
Rech, Nelson Pires Ferreira, Miriam Da Costa Oliveira, Jilia Fernanda
Semmelmann Pereira-Lima, foi apresentado por TAINA MAFALDA DOS SANTOS na
categoria Trabalhos Relacionados a Pesquisa, na lll Mostra de Trabalhos de

Ensino, Pesquisa e Extensao da Universidade Federal de Ciéncias da Satde de

Porto Alegre, ocorrida de 26 a 28 de setembro de 2017 na cidade de Porto Alegre

-RS.

UFCSPA s B,

Prof." Aletifea Gatto Barschak
C al

da Ill Mostra de E: xtensao da UFCSPA




5.8 Comprovante de submisséao do artigo cientifico

Manuscript 18-0025 (Cancer Biomarkers) Entrada  x

cbm_peerreview@iospress.com por mstracker com

para mim |«

Dear Dr. Trott,

Thank you for your recent submission of the manuscript entitled "PTTG
overexpression in non-functioning pituitary adenomas: correlation with
invasiveness, female gender and younger age "

It has been assigned tracking number 18-0025.

To obtain the history and current status of your manuscript, visit the
address presented below and enter your last name as username and the
tracking number as password.

Cancer Biomarkers Editorial Office

hitps-#/msTracker com/history1.php?jc=cbm
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