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ERRATA
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Pégina 37, titulo da figura 10 o hifen da palavra antero-posterior foi colocado
em local errado.

Péagina 40, titulo da tabela 6 a palavra anatomo-patoldgico foi grafada sem
hifen.

Pagina 42 devera ser ignorada porque a tabela 6 estd em
duplicata, a mesma tabela foi impressa também
na pagina 40.

Péagina 44, titulo da tabela 7 a palavra imuno-histoquimica foi grafada sem
hifen.

Pé4gina 50. Tabela 14 letra “c” digitada em excesso no titulo da tabela

que deveria ser: “Coeficientes de correlagdo de
Spearman (r) do volume do tumor com QR bax,
QR bel-2 e QR caspase 3”

Péagina 50. Tabela 15 A palavra “associacdo” foi grafada com um “s”
apenas.
Pé4gina 52, primeira linha Faltou espacamento entre o nimero 18 e a

palavra estdo.
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Cescato VAS. Expressdo dos genes relacionados a apoptose, Bcl-2, bax, e caspase-3 nos
adenomas hipofisdrios clinicamente ndo funcionantes e seu potencial como marcador do
comportamento tumoral [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2010. 80p.

Adenomas hipofisdrios sdo tumores benignos, de crescimento lento, originados no interior da sela
tircica e constituem de 10% a 15% dos tumores intracranianos, Os adenomas clinicamente nio
funcionantes (ACNF), correspondem aproximadamente um ter¢co dos adenomas em geral. Por nao
apresentarem sindrome clinica hormonal sdo geralmente diagnosticados devido a sintomas
neurolégicos ou oftalmolégicos, como macroadenomas, com grandes dimensdes, invasdo de
estruturas circunvizinhas e hipopituitarismo. A cirurgia é o tratamento de escolha para estes
tumores e apesar de ser eficaz na resolu¢cdo do quadro compressivo, a possibilidade de cura
cirdrgica € reduzida principalmente em tumores invasivos. Seu acompanhamento pds-operatdrio é
efetuado por exame de imagem, preferencialmente ressoniancia magnética, devido a
indisponibilidade de marcadores séricos. Nesta pesquisa avaliou-se a relacdo da expressdo dos
genes relacionados a apoptose, Bcl-2, Bax e Caspase-3 e sua relacdo com o comportamento dos
ACNF. Na Divisao de Neurocirurgia Funcional do Instituto de Psiquiatria do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo foram operados 119 doentes com tumores
hipofisarios, de 28/05/08 a 07/04/09, 50 deles com ACNF, 30 deles foram estudados. A ressonancia
magnética da regido selar pré-operatéria possibilitou a medida dos trés maiores didmetros do
tumor, ou seja, antero-posterior (AP), cranio-caudal (CC), latero-lateral (LL) e avaliar a invasdo do
seios cavernoso e esfenoidal. O tamanho dos tumores foi avaliado pela soma dos trés didmetros,
pelo maior didmetro e pelo cilculo do volume, efetuado pela féormula AP x CC x LL x 0,5. No
intraoperatério foram avaliados, a consisténcia e invasdo tumoral. A andlise histolégica por
hematoxilina-eosina, foi efetuada em todos os tumores, assim como a andlise imuno-histoquimica
(IHQ) dos hormonios hipofisarios, Ki-67, p53 e Bcl-2. Foi realizada a andlise molecular dos genes
Bcl-2, Bax e Caspase-3 por RT-PCR. Dados demogréficos: 17 do sexo masculino, 13 do sexo
feminino, mediana da idade foi de 54,5 anos e mediana da durac@o dos sintomas de 31 meses.
Todos apresentavam macroadenoma, 87% deles com perda visual, 53% com cefaléia, 17% com
outras alteragdes neuroldgicas e um assintomdtico diagnosticado incidentalmente. Avaliagdo
hormonal, disponivel em 26 doentes, confirmou deficiéncia em 92% deles, com mais de dois eixos
acometidos em 50% dos casos. A mediana do volume dos tumores foi de 11,6 cm’, do maior
didmetro de 3,8cm e da soma dos trés didmetros de 8,6cm, observou estreita correlacio
significativa estatisticamente entre as trés medidas. Quarenta porcento dos tumores eram gigantes
(didmetro maior ou igual a 4 cm). Consisténcia amolecida e invas@o tumoral foram observadas em
87% e 67% dos tumores, respectivamente. Todos doentes foram operados pela via transesfenoidal,
exceto um operado por craniotomia pterional. Complicacles cirdrgicas ocorreram em cinco
pacientes, trés com fistula liquérica, dois com meningite e dois 6bitos. A andlise histoldgica
confirmou o diagndstico de adenoma hipofisdrio em todos os casos. A THQ foi negativa para todos
hormonios em 18 e positiva em 12 tumores (TSH, FSH, LH, GH ou ACTH). A IHQ para proteina
P-53 foi negativa em todos os casos. A IHQ para KI-67 revelou auséncia da proteina em 11,
positividade em menos de 3% das células em 15 e em mais de 3% em 4 tumores. A IHQ para Bcl-2
foi positiva em apenas trés pacientes. A andlise molecular dos genes Bcl-2, Bax e Caspase-3
revelou expressdo muito inferior nos tumores em relacdo a observada para um pool de hipdfise
normal. Observou-se correlagdo positiva estatisticamente significante entre os trés genes porém niao
foi observada correlacdo entre os niveis destes trés genes e nenhum fator de progndstico tumoral
estudado, quais sejam, idade, positividade para hormonios na IHQ, tamanho ou invasao tumoral.

Descritores: hipdfise; adenoma hipofisario; apoptose; genes bcl-2; proteina X associada a bcl-2;
caspase 3; antigeno Ki-67



Cescato VAS. Bcl-2, bax and caspase-3 apoptosis related genes expression in non-
functioning pituitary adenoma and their role as potential markers of tumor behavior
[thesis]. Faculty of Medicine, University of Sao Paulo, SP (Brazil); 2010. 80p.

Pituitary adenomas are benign, slow-growing tumors that arise in the sella turcica and account for
10% to 15% of all intracranial tumors. Non-functioning pituitary adenomas (NFPA) account for
around one third of all pituitary adenomas. NFPA do not clinically present as hormonal syndromes
and are generally diagnosed as macroadenomas due to marked neurological and ophthalmologic
symptoms and invasion of surrounding structures, beside hypopituitarism. Surgery is the gold
standard to treat these tumors. It effectively relieves compressive symptoms but cure is uncommon.
Despite benign in nature, NFPA usually show aggressive behavior. There are no hormonal markers
and the follow-up usually is made only by magnetic resonance imaging. Apoptosis-related genes,
Bcl-2, Bax, and caspase-3, were here studied in NFPA to assess their role as potential markers of
tumor behavior. Out of 119 patients with pituitary adenomas treated by surgery, 30 patients (17
men, 13 women, median age 54.5 years old) harboring NFPA who underwent surgery in the
Department of Functional Neurosurgery at Hospital das Clinicas Psychiatric Institute, University of
S. Paulo Medical School, from August 2008 to July 2009, were studied. Information on gender,
age, pituitary function, symptoms and their length was collected. Tumor dimensions were
measured using magnetic resonance imaging of the sella turcica. The tumor volume was calculated
by the following equation: anterior-posterior diameter x cranial-caudal diameter x lateral-lateral
diameter x 0.5. Intra-operative information such as tumor invasion and consistence was recorded.
Histological examination by hematoxylin-eosin staining and immunohistochemistry analysis of
pituitary hormones, Ki-67, p53, and Bcl-2 were performed. The molecular analysis of Bcl-2, Bax,
and caspase-3 genes was performed by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) in all tumor
specimens collected during surgery and compared to a poll of normal pituitary gland. All patients
had macroadenomas diagnosed due to visual loss (87%), headache (53%) and other neurological
symptoms (17%) and one case was incidentally found. Hormonal deficits were seen in 92% of 26
cases; more than two axes were involved in half of these patients. There was found good
correlation between tumor volume, largest diameter and the sum of the 3 diameters, and tumor
volume was used to assess the correlations with other parameters. The median volume was 11.6
cm3. Giant tumors (>4 cm) were diagnosed in 40% of the patients. Soft tumors and tumor invasion
were observed in 87% and 67% of cases, respectively. A transsphenoidal approach was used in all
patients, except one who had pterional craniotomy. Five patients presented post-operative
complications: three had CSF leakage, two meningitis and two died. The histological examination
confirmed pituitary adenoma in all cases, 18 of them were “null cell” and 12 showed a positive
immunohistochemistry analysis for one or more hormones, mainly TSH. Immunohistochemistry
analysis results for p-53 was negative in all cases; for Ki-67 was negative in 11, positive in less
than 3% of the cells in 15 and positive in more than 3% of the cells in 4 cases; and for Bcl-2 was
positive only in three patients. Bcl-2, Bax and caspase-3 molecular analysis revealed very low
expression compared to normal pituitary values. There was found a positive correlation between
these three genes but no correlation between them and age, tumor volume or invasion. The Bcl-2,
Bax, and caspase-3 gene analysis by RT-PCR in NFPA did not evidence their potential as markers
of tumor behavior.

Descriptors: pituitary; pituitary tumors; apoptosis; genes, bcl-2; bcl-2-associated X protein; caspase
3; ki-67 antigen



1. INTRODUCAO

Na Divisdo de Neurocirurgia Funcional do Instituto de Psiquiatria do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP)
sdo operados anualmente, em média, 120 doentes com afec¢des do eixo hipotdlamo-
hipofisario, das quais, os adenomas hipofisdrios constituem a grande maioria. Os
pacientes operados nesta Divisdo sdo provenientes do Ambulatério de
Neuroendocrinologia da prépria Divisdo de Neurocirurgia Funcional do Instituto de
Psiquiatria do HCFMUSP ou do Servico de Endocrinologia e Metabologia da
Divisdo de Clinica Médica I do HCFMUSP, numa propor¢ao aproximada de 60% e
40%, respectivamente. O maior contingente dos doentes oriundos da Divisdo de
Neurocirurgia Funcional apresenta adenoma hipofisdrio clinicamente nao
funcionante (ACNF).

A maioria dos doentes com ACNF apresenta grandes tumores ao diagndstico,
frequentemente invasivos, com baixa probabilidade de cura cirdrgica. Por nao
apresentarem marcadores séricos efetivos, a indicacdo de cirurgia, a decisdao de
reoperagdo, a indicacdo de terapia adjuvante pds-operatéria, como radioterapia ou
tratamento medicamentoso, depende principalmente da avaliacio do exame de
imagem, preferencialmente a ressonincia magnética (RM). Apesar de, atualmente,
estarem disponiveis tanto aparelhos de RM de alta resolucdo como avaliadores
experientes, a aferi¢do € subjetiva e sujeita a erros de interpretacao.

Virias pesquisas tém sido efetuadas a procura de marcador confidvel nos

ACNF. Trabalhos baseados em biologia molecular, recentemente publicados,



demonstraram a participacdo de genes e proteinas ligadas a apoptose na génese e/ou
crescimento dos tumores em geral.
O presente estudo avaliou a expressdo dos genes relacionados a apoptose, Bcl-

2, Bax e caspase-3 nos ACNF e seu potencial marcador de comportamento tumoral.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A hipébfise

A glandula hipofisiria mede em média 13 mm em seu maior didmetro,
localiza-se no interior da sela turca, ocupa aproximadamente 75% de seu volume
total e pode ser dividida em dois lobos, cada um com origem embriol6gica distinta: o
anterior ou a adeno-hip6fise e o posterior ou a neuro-hip6fise. Gragas ao uso de THQ
e microscopia eletronica, foi possivel identificar cinco tipos celulares diferentes na
adeno-hipofise, quais sejam: células secretoras de prolactina (PRL), células
secretoras de hormonio do crescimento (GH), células gonadotréficas secretoras do
hormoénio luteinizante (LH) e hormoénio foliculo-estimulante (FSH), células
corticotroficas secretoras do hormonio adrenocorticotréfico (ACTH) e células
secretoras do hormonio tireotréfico (TSH).1 Foi também identificado um sexto tipo
celular, que embora contenha granulos secretores, ndo foi corado por nenhum dos
anticorpos cldssicos utilizados.”

O hipotdlamo exerce func¢ao reguladora na glandula hipofisaria € mantém com
ela trés conexdes principais: 1. fasciculo supra-Optico hipofisdrio 2. fasciculo
paraventricular hipofisario 3. fasciculo tuberoinfundibular.

As funcgdes da glandula hipofiséria estdo diretamente associadas aos hormonios
por ela secretados. Estes atuam de modo enddcrino tanto nas glandulas alvo, como

sistemicamente, além de exercerem retrocontrole hipofisario e hipotalamico.



2.2. Tumorigénese Hipofisaria

Com o intuito de correlacionar as caracteristicas anatdmicas e funcionais entre
os tumores hipofisdrios e a hipéfise fetal humana, foram desenvolvidos modelos de
citodiferenciacdo da glandula hipofisdria que podem ser tteis no esclarecimento dos
mecanismos envolvidos na génese dos tumores hipofisarios. O modelo representado
na figura 1, proposto por Asa e Ezzat'” admite a acdo de fatores de transcricdo
implicados no desenvolvimento dos diferentes tipos celulares que, possivelmente,
desempenhem papel relevante na determinagdo da atividade hormonal, bem como na

citodiferenciacdo dos adenomas hipofisdrios.

célula tronco

adeno-hipofisaria
(origem na bolsa de Rathke)

Tpit
NeuroD1/p2
(CUTE)

corticotrofo

Lhx-4
GATA-2
SF-1

ERa

gonadotrofo
ERa
-~ somatotrofo

Pit-1B I repressor de GH

Pit-1

célula tronco
somatotrofo
TEF

lactotrofo

Figura 1. Modelo da citodiferenciacio da adeno-hipodfise. Pit-1:fator de
transcricao hipofisiario 1, CUTE: "corticotroph upstream transcriptin-binding
element", SF: fator esteroidogénico, TEF: fator tirotroéfico embrionario, ER:
receptor estrogénico



O modelo proposto envolve a determinacdo da linhagem corticotréfica pelo
“corticotroph upstream transcription-binding element” (CUTE) antes da 6* semana
de gestacdo. Em seguida, na auséncia de outros fatores de transcricdo, a expressao do
fator de transcrigc@o especifico para a hip6fise anterior (PIT 1) determina que a célula
tronco somatotréfica retenha funcdo e morfologia préprias. A presenca de receptores
estrogénicos permite a expressado da PRL nos mamossomatotrofos que se
desenvolvem a partir da 12* semana de gestacdo. Um provavel repressor de GH
poderia estar implicado no silenciamento da transcricdo do GH e permitiria a
emergéncia dos lactotrofos maduros. Outras células da linhagem PIT 1 expressam o
fator embriolégico tireotr6fico (TEF) e ddo origem aos tireotrofos em que um
provdvel repressor de GH poderia estar envolvido. O mamosomatotrofo encontra-se
no centro de trés possiveis vias, porquanto é capaz de se transdiferenciar durante a

vida, por exemplo durante a gravidez.

2.3. Tumores hipofisarios

Os adenomas hipofisarios sdo tumores epiteliais que se originam de células
adeno-hipofisdrias. Habitualmente benignos tém crescimento lento e originam-se no
interior da sela turcica. Constituem a mais freqiiente das lesdes selares e
correspondem a aproximadamente 10 a 15% dos tumores intracranianos em
casuisticas cirurgicas e sdo evidenciados em 3 a 27% em autopsia de casos ndo
selecionados,“’5 % sendo multiplos em 0,9%7.

Apesar de serem considerados benignos porque ndo causam metdstases®, os
adenomas hipofisdrios podem ter “comportamento maligno”, seja pela agressividade

manifestada através do seu crescimento ripido e efeito de massa resultando em



sintomas de hipertensdo intracraniana, anormalidades visuais e/ou hipopituitarismo;
seja pela invasdo de estruturas circunvizinhas como os seios cavernosos (SC)
lateralmente, os seios aéreos paranasais inferiormente, as cisternas, as cavidades e o
tecido encefalico superiormente ou pela destruicdo do arcabouco dsseo adjacente.

De acordo com a classificacdo da Organizacio Mundial de Saide de 2004, os
tumores hipofisarios sdo divididos em adenomas tipicos, adenomas atipicos e
carcinomas. Os adenomas sdo tipicos em sua grande maioria. Os atipicos sdo
diagnosticados pelo indice de proliferacao celular medido pelo Ki-67 igual ou
superior a 3% e correspondem a aproximadamente 5% dos adenomas. Sdo chamados
de carcinoma, apenas os tumores hipofisdrios que causem metéstases’

Diversos outros modos de classificacdo dos adenomas hipofisdrios sdo também
utilizados: morfolégico, funcional, histolégico, por IHQ, ultraestrutural e clinico-
patolégico'.

De acordo com seu tamanho, podem ser divididos em microadenomas quando
o maior didmetro ndo ultrapassa 10 mm e macroadenomas, quando o maior didmetro
for superior a 10 mm. Podem ainda ser circunscritos ou invasivos.

De acordo com a sua atividade secretora podem ser divididos em adenomas
funcionantes, quando apresentam sindromes clinicas caracteristicas e em ACNF.

Todas as células adeno-hipofisdrias podem originar adenomas, podem portanto
ocorrer: somatotrofinomas ou tumores produtores de GH que causam quadro clinico
de gigantoacromegalia observado em 10 a 15% dos adenomas; adenomas
lactotréficos ou que produzem PRL e causam hipogonadismo associadamente ou ndo
a galactorréia, sendo os mais freqiientes; corticotrofinomas ou adenomas produtores

de ACTH que causam doenca de Cushing e correspondem de 10 a 15% dos



adenomas; tireotrofinomas ou tumores produtores de TSH que causam quadro clinico
de hipertireoidismo, sendo os mais raros; gonadotrofinomas ou tumores produtores
de LH, FSH ou ambos os hormodnios, mas geralmente sem desencadearem
manifestacdo clinica, constituindo parte dos ACNF ou mais raramente causando
aumento das gdénadas. Os adenomas pluri-hormonais produzem mais de um
hormdnio e podem ser classificados em monomdrficos quando apenas um tipo
celular produz mais de um hormdnio ou plurimérficos quando apresentam dois ou
mais tipos celulares cada um produzindo um tnico horménio.

Alguns adenomas hipofisdrios produzem apenas a subunidade alfa (sub-a) dos
hormonios glicoproteicos (LH, FSH e TSH) e ndo produzem nenhuma alteracdo
clinica caracteristica e constituem parte dos ACNF.

Aproximadamente 1/3 dos adenomas hipofisdrios nao geram sindromes
clinicas de hipersecre¢cdo hormonal, sendo denominados de ACNF, embora muito
fregentemente possa-se demonstrar, com o uso de técnicas imunorreativas, a
presenca de granulos de secrecio’. A auséncia de manifestacio clinica ndo é
inteiramente esclarecida. Pode resultar de falta de atividade biolégica do hormdnio
ou de falha de sua secre¢io®. Alguns adenomas ndo manifestam producio de nenhum
hormdnio com as técnicas de imunorreacdo disponiveis e sdo chamados de adenomas
“null cell”; correspondem a mais de um ter¢co dos ACNF'!, ocorrem principalmente
em homens e mulheres idosos e manifestam-se devido a compressao de estruturas
vizinhas a sela turca ou a instalacio de hipopituitarismo.

Os adenomas hipofisarios podem ocorrer em todas as faixas etdrias, mas sao
mais raros na infancia, 3,5 a 8,5% s@o diagnosticadas antes dos 20 anos. Nao ha

distincdo entre os sexos quanto a sua freqiiéncia quando sdo analisados como um



todo. Os produtores de ACTH que causam doenca de Cushing e os prolactinomas sao
mais comuns em mulheres, enquanto que os ACNF, incluindo-se os “null cell”, os
oncocitomas e os adenomas gonadotréficos sdo mais comuns em homens com mais
de 40 anos de idade’.

Os tumores oncociticos caracterizam-se pela abundante quantidade de
mitocOndrias no citoplasma de suas células, que ocupam mais de 50% da area
quando habitualmente a drea ocupada € cerca de 8%. Alteragdes oncociticas podem
aparecer em varios tipos de tumores como “null cell” gonadotrofinomas,
somatotrofinomas, etc’.

O diagnéstico de carcinoma hipofisdrio s6 € fundamentado quando se
diagnosticam metdstases a distancia. Achados histolégicos convencionais de
malignidade que ocorrem em outros carcinomas, como pleomorfismo celular e
nuclear, hipercromatismo nuclear, aumento da razdo nuclear-citoplasma, mitoses,
necrose e invasividade das estruturas vizinhas podem ou ndo ocorrer nos carcinomas

hipofisarios®.

2.4. Adenomas hipofisarios clinicamente nao funcionantes

Os ACNF constituem um ter¢co dos adenomas hipofisdrios. Como o préprio
nome sugere, ndo produzem sindrome clinica de hipersecrecdo hormonal, embora até
quase dois tercos deles apresentem através de técnicas histomorfolégicas ou de
biologia molecular, capacidade de produ¢do hormonal, principalmente de
gonadotrofinas intactas ou de subunidades dos hormdnios glicoproteicos.

Devida a ndo apresentacdo de sindrome clinica hormonal, estes tumores sao

geralmente diagnosticados como macroadenomas, através de sintomas neurolégicos



ou neuro-oftalmolégicos, muitas vezes de grandes dimensdes, com invasdo e/ou
destruicao de estruturas circunvizinhas. Além disso, o hipopituitarismo é comum no
diagnéstico, sendo o eixo somatotréfico o mais freqiientemente acometido'> O
hipopituitarismo pode ser causado pela interrup¢do do afluxo sanguineo, pela
compressdo das células adeno-hipofisdrias normais pelo tumor ou pela lesdo do
hipotdlamo causando diminui¢cdo dos hormonios estimuladores para a hipdfise.

A cirurgia € o tratamento de escolha para estes tumores, geralmente pela via
transesfenoidal'®. O tratamento cirirgico é eficaz quanto 2 resolucio do quadro
compressivo na maioria dos casos. Entretanto, quando ha invasdo a possibilidade de
“cura” cirdrgica é reduzida. Como ndo hd marcador sérico confidvel para o
seguimento dos pacientes com ACNF, a avaliacdo do resultado cirtrgico deve ser
realizada com exame de imagem, preferencialmente a RM da sela turca.

Uma das controvérsias encontradas no tratamento destes tumores refere-
se a indicacdo pds-operatéria da radioterapia. Embora seja tratamento eficaz na
prevencao de recidivas, resulta em piora da func¢ao hipofisaria na maioria dos casos
tratados e ndo € isenta de outros riscos. Desse modo, a maioria dos autores indica a
radioterapia apenas para casos em que hd restos tumorais identificdveis nos exames
de imagem ou, mais ainda, apenas quando o residuo tumoral apresenta sinais de
crescimento' +'*1?

O prognéstico dos adenomas hipofisarios depende do seu comportamento
biolégico'®. Hé indimeros fatores a serem considerados quando se avaliam os
indicadores progndsticos dos adenomas hipofisarios. A remog¢do cirdrgica total é
ainda o mais importante fator progndstico, principalmente nos ACNF. O grau de

invasdo destes tumores que dificulta ou impede sua ressec¢do completa € sem ddvida
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o pior fator progndstico. Tendo em vista que a “cura” cirdrgica € limitada por
diversos fatores, incluindo-se a experiéncia do cirurgido, o estudo de fatores
progndsticos torna-se muito importante para o acompanhamento destes pacientes.

O critério de invasdo baseado nos achados de imagem, RM ou tomografia
computadorizada, é motivo de controvérsias, uma vez que a comprovagao cirirgica
da invasao s6 € possivel nos casos com invasdo extensa das estruturas vizinhas e a
comprovacdo histoldgica ndo necessariamente corresponde aos achados de imagem.

Trabalho publicado pelo grupo da Universidade de Virginia'’ revela que ocorre
invasdo dural confirmada microscopicamente em 45,5% dos adenomas hipofisarios.
O grau de invasibilidade dural foi maior quanto maior o didmetro do tumor e quanto
maior a idade do paciente; também foi maior em casos de re-operacdes e nos ACNF
quando comparados com os adenomas secretores. Tumores residuais foram
observados mais frequentemente em pacientes com invasdo dural, entretanto, a taxa
de recorréncia ndo se correlacionou de maneira inequivoca com a invasao dural.

Alguns tipos de adenomas apresentam comportamento mais agressivo que
outros como, por exemplo, os tireotropinomas e os “acidofilic stem cell”, tumores
mistos que produzem preferencialmente PRL, que sdo mais agressivos € menos
responsivos a bromocriptina que os prolactinomas. Entre os adenomas produtores de
GH, os granulados densamente, respondem menos a octreotida em comparacdo aos
granulados esparsamente. Os ACNF do tipo ACTH “silent”, exibem comportamento
mais agressivo'®.

Dentre outros vdrios fatores que influenciam o progndstico citam-se: proto-
oncogenes, genes de supressdo tumoral, apoptose celular, angiogénese, fatores de

crescimento, receptores hormonais, etc. As proteinas Ki-67 e p53, conhecidos
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marcadores de proliferacdo celular, também tém sido utilizados no progndstico dos
adenomas hipofisarios. Entretanto, nenhum destes fatores isoladamente, pode ser
considerado como indicador progndstico. Ainda ndo se sabe porque alguns
microadenomas permanecem com seu tamanho inalterado e circunscrito enquanto
que outros apresentam comportamento agressivo € invasivo, mesmo quando o
crescimento do tumor é pequeno e lento, e outros ainda apresentam crescimento
como macroadenomas que podem ser apenas expansivos ou ainda invasivos.

A definicdo de cura nos adenomas funcionantes, embora controversa, estd
firmada por critérios bem definidos estabelecidos em congressos ou consensos € é
baseada na dosagem sérica dos hormonios produzidos e secretados pelos tumores.
Em casos de ACNF a dnica maneira de se avaliar o resultado do tratamento € através
de exames de imagem, preferencialmente por RM e, portanto, sujeito a andlise

interpretativa subjetiva de quem avalia o paciente.

2.5. Bases moleculares da oncogénese hipofisaria

Todos os tumores hipofisarios sdo, virtualmente, monoclonais em sua origem.
Admite-se que ocorra um defeito intrinseco em uma unica célula hipofisdria como
evento primdrio na patogénese destes tumores'®. Entretanto, é provdvel que
hormonios hipotaldmicos, fatores locais de crescimento e hormodnios periféricos
propiciem ambiente permissivo para mutacdes celulares e expansdo subsequente da
célula que sofreu mutagao.

Durante a transformacdo das células pituitdrias sdo observadas disfun¢des na

proliferacdo celular, diferenciacdo e producdo de hormdnios especificos, em que
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estdio  envolvidos eventos moleculares multiplos que se acumulam

independentemente de sua ordem temporal para dar origem ao fenétipo tumoral'’.

2.5.1. Proto-oncogenes

Proto-oncogenes sdo genes normalmente envolvidos no controle da
proliferacio e diferenciacdo celular. Estes genes, quando tém sua expressdo
aumentada, seja por mutacdo ou por translocacdo cromossdmica, entre outros
mecanismos, passam a ser denominados oncogenes e podem contribuir para a
transformacdo neopldsica.

Ao contrério dos genes supressores tumorais que precisam ter dois alelos com
mutacdo para induzir transformacao celular, um tnico alelo mutante € suficiente para
alterar o fendtipo de uma célula de normal para neopldsica e participar na

tumorigénese.

2.5.2. Genes de supressao tumoral
Os genes supressores tumorais geralmente codificam proteinas que inibem a
proliferacdo celular. A perda de um ou mais desses genes reguladores contribui para
o desenvolvimento de diversos tumores malignos. Cinco classes de proteinas sdo
usualmente reconhecidas por serem codificadas por genes supressores tumorais. Sao
elas:
e Proteinas intracelulares como o inibidor da ciclina-cinase p16, que regula ou
inibe a progressio para um estagio especifico do ciclo celular;
e Receptores para hormonios secretores, como, por exemplo, o fator de

crescimento derivado de tumor 3, que age inibindo proliferacdo celular;
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e Proteinas de controle que interrompem o ciclo celular quando o DNA ¢
danificado ou quando a estrutura cromossomica € anormal;

o Proteinas que promovem apoptose;

e Enzimas que participam dos mecanismos reparadores do DNA.

Embora as enzimas de reparo de DNA nao atuem diretamente inibindo a
proliferacdo celular, células que perderam a habilidade de reparar erros, falhas ou
alteracdes terminais na cadeia do DNA, acumulam mutacdes em muitos genes,
incluindo aqueles que sdo criticos no controle do crescimento e proliferacdo celular.
Assim, mutagdes com perda de funcdo em genes que codificam enzimas de reparo de
DNA promovem inativacdo de outros genes supressores tumorais bem como a
ativacao de oncogenes.

Em geral, uma c6pia de um gene supressor tumoral € suficiente para controlar a
proliferacdo celular. Desta maneira, ambos os alelos de um gene supressor tumoral
devem ser perdidos ou inativados para promover o desenvolvimento neoplésico,
hipétese elegantemente demonstrada por Knudson em retinoblastomas®. Pode-se
concluir, portanto, que mutacdes oncogénicas tipo perda da funcdo deste gene agem
recessivamente. Podem ser encontradas delecdes ou mutagdes pontuais em genes
supressores que inibem a producdo de determinada proteina ou induzem a producao

de uma proteina sem fun¢ao em diversos tumores malignos.

2.5.3. Angiogénese
Em alguns tumores, incluindo-se alguns adenomas hipofisarios, foi

demonstrado que a angiogénese ¢é diretamente relacionada ao comportamento
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biolégico, incluindo-se o desenvolvimento de metdstases, a pior progndstico, a
menor taxa de sobrevida e a maior ocorréncia de invasdo e recorréncia®" %,

A angiogénese € regulada por fatores de crescimento do endotelio vascular. O
VEGF® (“vascular endotelial growth factor”) ou o seu receptor VEGFR-2**, as
MMPs***%  (“matrix” metalloprotreinases da familia das endopeptidases que
degradam a matriz extracelular e permitem a angiogénese), o PTTG® (gene
hipofisdrio de transformacdo tumoral, proteina multifuncional implicada no
surgimento e perpetuacdo do crescimento dos adenomas hipofiséarios, que interrompe
a divisdo celular e estimula o fator de crescimento fibroblastico FGF-2, mediador da
angiogénese), assim como a MVD?® (“microvessel density”, habitualmente medida
por IHQ do CD-34 — anticorpo monoclonal seletivo para células endoteliais) sdo
utilizados como marcadores de angiogénese e foram relacionados a invasiao tumoral.
Entretanto, até o presente momento, os resultados dos estudos ndo possibilitam

conclusdes definitivas quanto ao papel da angiogénese no comportamento biolégico

dos adenomas hipofisarios.

2.5.4. Apoptose e genes envolvidos em mecanismos apoptéticos

O termo apoptose foi introduzido por Kerr e colaboradores™ no inicio dos anos
70 para definir um tipo de morte celular, distinto da necrose. Apoptose ou morte
celular fisiol6gica ou programada é caracterizada como um conjunto distinto de
alteracdoes morfoldgicas e bioquimicas que incluem a condensacdo da cromatina, a
fragmentacdo do DNA internucleossomal e, talvez o mais importante, as alteracdes

na superficie celular que possibilitam o rdpido reconhecimento e englobamento das
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células apoptéticas pelas células fagocitdrias vizinhas, evitando-se a inducdo de
reacdes patolégicas™.

A apoptose € importante contraponto a mitose na regulacdo do nimero de
células durante o desenvolvimento, na renovagdo celular homeostética do individuo
adulto e em muitas outras situacdes como a eliminacdo de células com danos
gendmicos ou celulares. A morte celular programada é evento estereotipado que
ocorre desde os organismos primitivos multicelulares até os vertebrados, e que
sugere que o mecanismo molecular que controla este processo foi preservado durante
a evolugﬁo3l. Foram também descritos mecanismos de morte celular, semelhantes a
apoptose, em organismos unicelulares.*

A apoptose € processo ativo que pode ser deflagrado por amplo espectro de
estimulos, tanto intra como extracelulares. E controlada por genes especificos que

podem participar de cinco passos sequenciais e distintos, dentre outros:

e adecisdo da célula individual de morrer ou viver;

ativacdo dos mecanismos de morte celular;

execuc¢do do processo de morte;

fagocitose da célula moribunda;

degradacdo da célula morta.>

Os genes que atuam no primeiro passo afetam somente células especificas. Em
contraste, genes que atuam nos outros quatro passos afetam todas as células em
33
processo de morte™".
Nos mamiferos, a morte celular programada, apresenta duas grandes vias:
. via do receptor da morte

° via mitocondrial®*
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Os receptores da morte sdo localizados na superficie celular e sao
caracterizados como dominios extracelulares ricos em cisteina e pertencem a familia
das proteinas dos fatores de necrose tumoral (TNF). Eles transmitem sinais
apoptéticos iniciados por ligantes de morte especificos™.

Alguns genes foram estudados por estarem envolvidos nos mecanismos de
apoptose, seja como protetores ou como promotores . A via mitocondrial da
apoptose € controlada pela familia das proteinas Bcl-2 (“B-cell lymphoma protein
2”) que também controla a via extrinseca do receptor da morte. O Bcl-2 é um proto-
oncogene descoberto nos linfomas ndo Hodgkin humanos que produz a proteina Bcl-
2 (BCL-2), cuja funcdo biologica é a de suprimir a morte celular programada,

. . 2. . 40,41,42
(apoptose) induzida por vérios estimulos’®?"-3%3%4041-

. Sua eficdcia é proporcional
ao nivel de expressdo protéica. Acredita-se que a prevencdo decorre da supressdo da
peroxidacdo lipidica®’.

A expressao da BCL-2 apresenta relacdo inversa ao grau de malignidade em
casos de glioma (os gliomas de baixo grau expressam mais a proteina que oS
astrocitomas anapldsicos e glioblastomas)**. O proto-oncogene Bcl-2 que codifica a
proteina BCL-2 inibidora da apoptose poderia estar implicado tanto na tumorigénese
como na progressdo e sobrevida das células tumorais. Foram identificadas mais de
duas duzias de proteinas da familia Bcl-2. Estas podem ser divididas, baseando-se na
funcdo e similaridade de seqiiéncia de aminodcidos em trés subfamilias: a subfamilia
anti-apoptose, representada pelo Bcl-2/Bcl-xLL que inibe a morte celular programada
por distintos mecanismos, como prevencdo da liberacdo de proteinas mitocondriais e

as duas subfamilias pré-apoptéticas representadas pela Bax/Bak (Bcl-2 “associated

protein” X) e Bid/Bim™.
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Praticamente todos os estimulos desencadeiam a apoptose via acdo das
caspases, grupo de enzimas proteoliticas (‘“cystenil aspartate specific proteases’”)
sintetizadas como pré-enzimas inativas®’. Foram descritas 11 caspases humanas, até
o momento. As caspases dos mamiferos podem ser divididas em duas grandes
familias:

e com papel central na apoptose (caspases 2, 3,6,7,8,9,10e 12)

e relacionadas a caspase 1 no processamento das citoquinas (caspases 1, 4, 5 e
11).

As caspases envolvidas na apoptose podem ser subdivididas em via ascendente
— iniciadoras e via descendentes — efetoras, de acordo com o comprimento dos seus
predominios. Caspases longas (2, 8, 9 e 10) atuam mais como iniciadoras e caspases
curtas (3, 6 e 7) sdo efetoras™® .

A ativacdo e o controle da cascata das caspases sdo essenciais para diversos
processos celulares envolvidos na homeostasia e diferenciacdo celular.
Consequentemente, o controle da atividade das caspases apresenta grande potencial
terapéutico. Na figura 2 representam-se, de modo esquemadtico, as possiveis vias e os

mecanismos apoptoticos.
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Figura 2. Viséo geral esquemdtica das vias de apoptose celular
(Figura obtida no site: http://www.cellsignal.com/pathways/apoptosis-signaling.jsp)

As proteinas inibidoras da apoptose sdo proteinas celulares que atuam
regulando a cascata das caspases. Inibem as caspases iniciadoras e as efetoras e
influenciam a morte celular. A primeira proteina inibidora da apoptose dos
mamiferos a ser identificada foi a proteina inibidora da apoptose neuronal.

O processo de apoptose € influenciado por proteinas pré e anti-apoptéticas nos
seus multiplos passos. O equilibrio entre a cascata das caspases, indutoras da morte
celular, e as proteinas inibidoras da apoptose constituem ponto fundamental neste

processo.
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A apoptose foi pouco estudada nos adenomas hipofisdrios em geral. Alguns
autores avaliaram as proteinas Bcl-2 (BCL-2) e Bax relacionadas a apoptose com o
uso de técnicas de imuno-histoquimica (IHQ) e observaram expressdo diferenciada
destas proteinas nos ACNF em relacdo aos adenomas funcionantes e concluiram que
estas proteinas podem estar relacionadas a funcdo hormonal e ao controle do
crescimento do tumor*®*.

O estudo dos genes envolvidos na apoptose destes tumores pode fornecer um
marcador de comportamento tumoral confidvel e, por sua vez, utilizdvel para
estabelecer o progndstico dos pacientes. Intimeros genes e proteinas estdo envolvidos
nas vias da apoptose. Optou-se pelo estudo da caspase 3, uma vez que € a via final
comum de quase todas vias apoptdticas, além do Bcl-2 e do Bax que atuam como
anti e pré-apoptdticos, respectivamente, pois participam da via mitocondrial da
apoptose. Algumas publicacdes baseadas na ITHQ sugeriram sua atuacdo na evolucao
dos tumores hipofisarios*®*’.

Estes dados relatados e comentados acima justificam o estudo dos genes Bcl-2,

Bax e caspase 3, envolvidos no processo apoptético, nos ACNFs para avaliar-se seu

potencial como marcador de comportamento tumoral.



20

3. OBJETIVOS

Foram objetivos do presente estudo:

1. Analisar a expressio dos genes relacionados a apoptose, Bcl-2, Bax e
caspase-3 nos ACNF

2. Avaliar a potencialidade destes genes de atuar como marcadores do

comportamento tumoral.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Casuistica

O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do HCFMUSP.

No periodo de 28/05/2008 a 07/04/2009 foram operados na Divisdo de
Neurocirurgia Funcional do Instituto de Psiquiatria do HCFMUSP, 119 dos pacientes
com tumor da regido selar, assim representados: 21 com acromegalia, 16 com
prolactinoma, 16 com doenca de Cushing, cinco com cordoma, cinco com
craniofaringeoma, um com carcinoma metastatico e 50 com ACNF.

Foram avaliados prospectivamente 30 dos pacientes com ACNF originarios da
propria Divisdo de Neurocirurgia Funcional do Instituto de Psiquiatria do
HCFMUSP.

Todos os pacientes selecionados ou seus representantes legais assinaram o
termo de consentimento pds-informado apds terem sido devidamente instruidos
quanto as finalidades da pesquisa, os riscos envolvidos e os conseqiientes beneficios

cientificos dela resultantes.

4.2. Metodologia
4.2.1. Andlise clinica
Caracteristicas demogréficas, func@o hipofisaria no momento do diagndstico,

sinais e sintomas e sua duragdo foram descritos.
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4.2.2. Avaliacao por Imagem

Todos pacientes realizaram RM da regido hipofiséria e suas vizinhangas e do
encéfalo e seus envoltérios, com imagens ponderadas em T1, antes e apds a
administracdo de contraste paramagnético gadolineo e em T2, com cortes coronais e
sagitais. As dimensdes do tumor foram avaliadas de acordo com as medidas miximas
no eixo antero-posterior (AP), cranio-caudal (CC), latero-lateral (LL) e no maior
diametro (diagonal ou ndo), sendo o volume do tumor calculado de acordo com a
féormula: (AP x CC x LL) x 0,5%. Expansao do tumor foi avaliada de acordo com a
sua extensdo, quando presente, para o SC, seio esfenoidal, regido suprasselar, fossa
média, tanto na linha média como fora dela.

A avaliagdo de invasdo de SC foi realizada com a andlise das imagens coronais
da RM apés infusdo intravenosa de contraste. Considerou-se como invasdao de SC
quando: mais de 67% do diametro da artéria cardtida interna estava envolvido pelo
tumor ou quando o envolvimento era maior que 50% e havia apagamento do sulco

venoso carotideo e/ou expansdo até linha carotidea lateral*”*" (figura 3).

(A) as linhas intercarotideas: 1-interna ou medial, 2-mediana, 3-lateral. A direita (B)
as linhas dividem o seio cavernoso em 5 compartimentos venosos: medial (1),
superior (2), lateral (3), inferolateral (4) e sulcocarotideo (5).
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4.2.3. Avaliacao intra-operatoria

Todos os pacientes foram operados pelos mesmos cirurgioes.

O acesso transesfenoidal, ou “via baixa”, é a via mais utilizada para os tumores
hipofisarios. Foi realizado por técnica microcirirgica submucosa, endonasal,
conforme detalhamento descrito a seguir. Os doentes sdo operados sob anestesia
geral, com a canula de entubagdo orotraqueal fixada no canto esquerdo da boca,
acesso venoso central de triplo Iimen, monitorizacdo invasiva da pressdo arterial,
conforme normas da Associagdo Americana de Anestesia. O decubito dos doentes
durante o ato operatério € dorsal horizontal, com a cabeceira elevada em angulo de
15 graus, aproximadamente. A cabeca € mantida em posicdo ortogonal, porém
lateralizada para a esquerda, de tal maneira que facilite o acesso a narina direita pelo
cirurgido. Apds a assepsia das narinas e cavidade nasal com liquido degermante é
efetuada infiltracdo da mucosa a direita do septo nasal que a seguir € seccionada e
descolada do mesmo. O septo nasal € entdo fraturado préximo a sua base para a
esquerda; em seguida é introduzido o espéculo autostdtico, envolto por fragmento
tubular de dreno de Penrose, sob visdo radioscdpica para que o mesmo seja locado na
altura adequada que facilite o acesso ao seio esfenoidal. O espéculo € aberto de tal
forma que as pas do mesmo afastem a mucosa direita do septo para um lado e o septo
para o lado contralateral, o que permite que a quilha do vomer fique no centro do
campo de visdo. Os 6stios do seio esfenoidal sdo expostos e em seguida € efetuada a
abertura do soalho do seio esfenoidal. Neste momento € de fundamental importancia
a avaliacdo da existéncia de septos horizontais ou verticais, que devem ser removidos

para que toda extensdo da sela turca seja exposta. A mucosa do seio esfenoidal é
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removida, lavada com soro fisioldgico e conservada em 4gua oxigenada para ser
utilizada na reconstru¢do do soalho selar. Antes da abertura do soalho selar, feita
com auxilio de “drill” e "Kerrison™ procede-se a lavagem do seio esfenoidal com dgua
oxigenada e soro fisioldgico para degermacao e hemostasia. Apds abertura do soalho

7z

selar que permita exposicdo ampla da duramater da sela, a mesma € coagulada e
aberta em Xxis ou em janela. A remocdo do tumor é efetuada com curetas e
fragmentos do mesmo sdo colocados, em condicdes estéreis, em frasco com formol
para andlise histoldgica e em tubo de polipropileno estéril para congelamento em
nitrogénio liquido e ulterior andlise molecular. Apds remocdo do tumor e hemostasia
adequada ¢ efetuada inspecdo com endoscépio rigido com lentes de 0 e 30 graus para
avaliagdo da persisténcia de residuos tumorais. O soalho selar é refeito com proétese
porosa, quando disponivel, fixada com cola bioldgica. Nos doentes com débito
liquérico intra-operatdrio, € realizada a oclusio da abertura dural com fragmento de
mucosa do seio esfenoidal ou com retalho da mucosa lateral direita do septo rodado
para o interior da sela (retalho pediculado), em ambas situa¢des a mucosa é aderida a
dura méter com cola biolégica. Apds a retirada do espéculo a mucosa nasal é
suturada com um ou dois pontos de fio reabsorvivel e ambas as narinas sdo
tamponadas por 24 horas por cornetos.

O acesso por craniotomia pterional, ou ‘“via alta” é excecdo para os doentes
com adenomas hipofisarios e € realizado do modo classicamente descrito em livros
de texto de neurocirurgia. O acesso € realizado pelo lado que o doente apresente
maior comprometimento visual. Quando a visdo é simétrica, o acesso é feito
preferencialmente pelo lado direito do doente ou pelo lado de maior expansao lateral

do tumor.
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N

A impressdo do cirurgido quanto a presenca de lesdo intrasselar e/ou

extrasselar, destruicdo dssea e consisténcia do tumor foi relatada.

4.2.4. Analise histolégica diagnostica
O exame andtomo-patolégico de todos os tumores foi realizado
rotineiramente pelo mesmo patologista no Divisdo de Anatomia Patolégica do
HCEMUSP. O tecido foi corado com hematoxilina-eosina para diagnosticar o tumor
e foram realizadas andlise de IHQ para avaliar-se a presenca dos hormodnios

hipofisarios GH, PRL, LH, FSH, TSH e ACTH.

4.2.5. Analise imuno-histoquimica das proteinas Ki-67, p53 e Bcl-2

As proteinas Ki-67, p53 e Bcl-2 foram estudadas por IHQ utilizando-se a
reacdo de imunoperoxidase, pelo mesmo patologista na Divisdo de Anatomia
Patolégica do HCFMUSP. Foi seguido o seguinte protocolo de procedimentos: a)
desparafinizacdo (a quente) em xilol a 60°C durante 30 minutos; b) desparafinizacio
(a frio) em xilol a temperatura ambiente durante 10 minutos; ¢) hidratacdo dos cortes
em alcool absoluto (duas vezes); dlcool a 95%(duas vezes); dlcool a 75%; seguida de
lavagem em dgua corrente e destilada; d) cinco banhos com 4gua oxigenada a 6% (20
volumes), com duracdo de cinco minutos cada um para bloqueio da peroxidase
endogena; e) pré-tratamento com solu¢do 0,01M de 4cido citrico, pH 6,0 em panela
de pressd@o com duragdo de cinco minutos, lavagem em dgua corrente/destilada e em
tampao PBS (tres vezes) para recuperaciao dos antigenos por calor; f) incubagdo com

anticorpo primdrio (especifico para o antigeno) diluido em solu¢do de albumina a 1%
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e em PBS em cdmara umida durante 18 horas (“overnight”) a 4°C, seguindo-se
lavagem em tampao PBS (trés vezes); g)lncubacdo com o anticorpo secunddrio
conjugado com polimero (Novolink - Novocastra) durante 30 minutos a 37°C,
seguindo-se lavagem com tampao PBS (trés vezes); h)Revelacdo com substrato
cromogénico (diaminobenzidina a 60 mg% em PBS + 1,5 ml de 4gua oxigenada a 20
vol) durante cinco minutos (a 37°C), seguindo-se lavagem em &4gua corrente e
destilada; i) contracoloracdo (leve) em hematoxilina (Harrys), seguindo-se lavagem
em 4gua corrente e destilada; j) desidratacdo dos cortes em dlcool a 75%; élcool a
95% (duas vezes); dlcool absoluto (duas vezes) e Xilol (tres vezes); k) montagem em

laminula e Entellan e identificacdo das laminas.

4.2.6. Analise molecular

Os tumores foram coletados a fresco em condi¢des estéreis durante o ato
operatério e colocados imediatamente em tubo de polipropileno estéril para
congelamento. Os tumores ficaram congelados em nitrogénio liquido e armazenados
para uso posterior.

A andlise molecular foi processada no Laboratério de Patologia Cardiovascular

da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, LIM-22.

4.2.6.1. Extracao e quantificacao do acido ribonucléico (RNA)

O RNA total foi isolado utilizando-se o reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad,
CA), seguindo-se as recomendacdes do fabricante. Resumidamente, os tecidos
tumorais foram homogeneizados (Tissue Tearor, model 985-370, Biospec Products,

Inc, Racine, WI) na propor¢do de 50-100 mg de tecido para 1000 ul de Trizol em
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tubos pldsticos, onde permaneceram durante cinco minutos, a temperatura ambiente,
para permitir a dissociacdo completa dos complexos de nucleoproteinas. Foram
adicionados a seguir 200uL. de cloroférmio (Merck S.A. Inddstrias Quimicas) e os
tubos foram homogeneizados por inversdao e deixados a temperatura ambiente
durante dois minutos seguindo-se de centrifugacdo durante 15 minutos a 12.000 x g a
4°C. Este procedimento resultou em trés fases: a fase aquosa onde estaria 0 RNA, a
interface que conteria proteinas e DNA e por fim a fase com o fenol/cloroférmio.
Ap6s a transferéncia da fase aquosa para um tubo novo, foram adicionados 500 pL
de dlcool isopropilico (Merck S.A. Industrias Quimicas) para a precipitacdo do RNA.
Este foi incubado durante 10 minutos a temperatura ambiente. A seguir os tubos
foram centrifugados a 12000 x g durante 10 minutos a 4°C. O RNA precipitado foi
entdo lavado com etanol 75% (Merck S.A. Industrias Quimicas) e centrifugado a
7500 x g durante cinco minutos a 4°C. Ap6s a completa evaporacdo do dlcool o RNA
foi dissolvido em 50 ul de DEPC “treated water” (Invitrogen, Carlsbad, CA) e
incubados durante 10 minutos a 60°C para completa dissolu¢cdo do RNA. A seguir o
material foi estocado a - 80°C.

A concentrac@o e o grau de pureza do material foram estimados com a leitura
em espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Delaware,
EUA). A integridade dessas amostras foi analisada utilizando-se o RNA 6000 Nano
LabChip Kit e Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). O
grau de pureza foi avaliado de acordo com a relagdo 260/280 nM, que deve ser

préxima de dois para 4cidos nucléicos.
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4.2.6.2. Sintese de acido desoxirribonucléico complementar (cDNA)

Foi utilizado o equivalente a Iug do RNA total na reacdo de transcri¢do
reversa, aos quais acrescentaram-se 1uL de Oligo dT 500 pg/mL (Invitrogen,
Carlsbad, CA), 1 uL. de ANTP mix 10 mM (Invitrogen, Carlsbad, CA) e dgua DEPC
(volume final igual a 12uL). A mistura foi aquecida a 65°C durante cinco minutos e
rapidamente esfriada em gelo. Apds breve centrifugacdo, adicionaram-se 4 pl. do
tampao “first-strand” (Invitrogen, Carlsbad, CA), 2 uL de DTT 0,1M e 1uL de
RNaseOUT (Recombinant RNase Inhibitor, Invitrogen, Carlsbad, CA). Essa solucao
foi cuidadosamente homogeneizada. A seguir foi adicionado 1 plL da enzima
Superscript I RT (200 U/uL, Invitrogen, Carlsbad, CA) sendo realizada incubagdo
do material durante 50 minutos a 42°C. A reacdo foi inativada a 70°C durante 15

minutos e armazenada a - 20°C até o momento do uso.

4.2.6.3. Andlise da expressao

A avaliacdo da expressdao do RNAm dos genes de interesse foi mensurado por
RT-PCR em tempo real com o uso de ensaios TagMan (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) que contem “primers” e sondas especificos para cada gene (Anexo
A) e realizado em aparelho StepOne Plus (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA). Para a reacdo foram utilizados 10uL. de Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA), 1uL de cada ensaio (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA), 2uL. de cDNA e 7uL. de dgua. As amostras foram amplificadas com uma
desnaturacdo inicial de 95°C durante 10 minutos e 40 ciclos a 95°C durante 15

segundos e 60°C durante um minuto.
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A quantificacio de cada amostra foi realizada em triplicatas, sendo que a
expressao de cada RNAm foi normalizada em relacdo a expressdo do gene endégeno
GAPDH (Human GAPD Endogenous Control, Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA).

Foi utilizado um “pool” comercial de RNA de hipéfise normal (Clontech, Palo
Alto, CA) como calibrador. Este consiste da mistura de RNA poli A proveniente de
20 individuos adultos. A quantificacdo relativa foi realizada com o método
“threshold cycle” (Cr), conforme descrita por Livak e Schmittgen’' que resumimos
seguir.

Para comparar a efici€éncia de amplificacdo dos genes, subtraiu-se os valores de
Cr do gene alvo dos valores de Cr do gene GAPDH. A diferenca foi plotada contra o
logaritmo da quantidade da amostra inicialmente colocada. Sendo a inclinacdo da
reta ou o “slope” menor que 0,1, a eficiéncia de amplificacdo foi considerada
comparédvel. Assim, pode-se utilizar 0 método comparativo 24", Método 24T
Calculou-se inicialmente o ACt de cada amostra, inclusive o do gene referéncia ou
calibrador (hipéfise normal, no nosso caso) subtraindo-se os valores de Cr do gene
alvo dos valores de Cr do gene controle (GAPDH). Em seguida, determinou-se o
AACr, com o uso da seguinte formula: [ACy (amostra) — ACr (tecido normal)]. Para
o tecido normal este valor torna-se igual a zero. Uma vez determinado o AACr,

: z -AA 1
aplicou-se a férmula 247>

. A partir dela obteve-se a quantificacdo relativa (QR).
4.2.7. Andlise estatistica
Foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Spearman como medida da

correlacdo entre varidveis quantitativas. A avaliacdo da existéncia de associacdo
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entre as varidveis quantitativas (volume e QR) e os marcadores qualitativos foi feita
por meio do teste de Kruskal-Wallis e pelo Mann-Whitney. A avaliacdo da
associacdo das varidveis categoricas foi feita com o uso do teste exato de Fisher.

Nos testes de hipétese foi fixado nivel de significancia de 0,05.

A andlise foi realizada com o auxilio dos aplicativos SPSS e Minitab.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao clinica da amostra dos pacientes

A amostra foi composta de 30 individuos sendo 17 (56,7%) do sexo masculino
e 13 (43,3%) do feminino. Estatisticas descritivas para a idade, nimero de eixos
hipofisarios com producdo hormonal deficiente e duracdo dos sintomas estdao
apresentadas na tabela 1. As caracteristicas individuais para cada paciente estdo
apresentadas na tabela 2.

Tabela 1. Estatisticas descritivas para a idade, tempo dos sintomas e nimero de
defici€éncias

n média desviopadrio minimo mediana mAiximo

idade (anos) 30 53 14,5 16 54,5 82
duracdo dos sintomas 73 40,6 47.4 0 3] 216
(meses)

ndmero de eixos com 2% 2.5 1.4 0 2.5 4

deficiéncias hormonais
n= nimero de pacientes avaliados

A distribuicao das idades dos pacientes estd apresentada graficamente na figura

4. O valor de 16 anos € discrepante em relagdo aos demais.
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80 4

70

60

50

Idade (anos)

40 1

30

20

10 -

Figura 4. “Box-plots” para a idade (intervalo interquartil:50% dos pacientes
estdo contidos na caixa)
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Todos pacientes apresentavam macroadenoma. O diagnéstico foi realizado
porque apresentavam sintomas relacionados ao efeito compressivo do tumor exceto
para o caso #22) em que o achado foi incidental. Havia déficit visual por compressao
de quiasma e/ou vias Opticas em 26 dos pacientes (87%), cefaléia em 16 (53%),
sintomas relativos ao hipogonadismo em 10 (33%) e sintomas neuroldgicos
especificos como convulsdo e alteracao do estado da consci€ncia em cinco (17%).

Havia deficiéncia dos hormdnios hipofisdrios, em graus varidveis, em 24 de 26
pacientes (92%) em que a avaliagcdo hormonal foi acessivel. Na figura 5 apresenta-se
a distribuicdo dos pacientes em relacio ao nimero de eixos hipofisdrios com

deficiéncia hormonal.

40 38,5%

30,8%

30

20

15,4%

11,5%

104

Pacientes (porcentagem)

3,8%

oL 1

0 1 2 3 4
Numero de eixos hormonais deficientes

Figura 5. Distribuicdo dos pacientes (percentual) em relacdo ao
nimero de eixos hipofisarios com deficiéncia hormonal.

Embora assintomdaticos clinicamente, foi constatado nivel sérico
inapropriadamente normal ou elevado em quatro pacientes, sendo trés com FSH
alterado e um com TSH normal e concentracdo sérica de T4 livre aumentada (tabela

2).

5.2. Achados dos Exames de Imagem

A tabela 3 apresenta as caracteristicas do tumor identificadas no exame de RM.
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Na tabela 4 sdo apresentados os valores das estatisticas descritivas para os
marcadores quantitativos: volume do tumor, seu maior didmetro e a soma dos seus
diametros (AP+CC+LL). Na tabela 5 apresentam-se as freqii€ncias de invasdo e
expansdao do tumor para o SC, seio esfenoidal ou osso. As figuras 6 e 7 ilustram
medidas dos didmetros do tumor de dois pacientes. As figuras 8 e 9 demonstram a
avaliacdo de invasdo do SC por RM exemplificada em dois pacientes, no pré-
operatério, com invasdo confirmada de SC (fig.8A) ou duvidosa que ndo foi
confirmada pela cirurgia (fig. 9A).

Tabela 4. Estatisticas descritivas das medidas do tumor

medida n média  desvio padrdo minimo mediana maximo
Volume (cm3) 29 29,9 48,9 2,7 11,6 255,6
Maior didmetro (cm) 29 4,2 1,8 1,9 3,8 9,6
AP+CC+LL (cm) 29 10,1 4,2 5,3 8,6 24,1

n= nimero de pacientes avaliados

Tabela 5- Numero de casos e percentagens de ocorréncia ou ndo de invasdo e
expansdao do tumor, constatados pelo exame de RM e consisténcia do tumor
observada durante a cirurgia

Marcador Nao Sim duvidosa
n % n % n %
Seio cavernoso 12 40 12 40 6 20
Seio esfenoidal 18 60 12 40 0 0
Expansdo suprasselar 1 3 29 97 0 0
Invasio Ossea 18 60 11 37 1 3
Tumor mole 4 13 26 87 0 0

| V' ' 7> e

Figura 6. I;nagem do paciente #17 com as medidas do tumor
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Figura8. Imagens de RM (a esquerda) em cortes coronais com contraste do paciente
#9 mostrando no pré-operatério (A) tumor selar e suprasselar com compressao de
vias Opticas (hemianopsia bitemporal nas imagens de campos visuais a direita da
figura) e invasdo do seio cavernoso esquerdo. No pds-operatério (B) restos tumorais
no seio cavernoso esquerdo, com quiasma livre compativel com a melhora observada
na campimetria (imagens inferiores a direita da figura).
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Figura 9. Imagens de RM em cortes coronais e sagitais
com contraste da paciente #5 mostrando no pré-
operatério (superior) tumor selar e suprasselar com
compressdo de vias Opticas e duvidosa invasdo do seio
cavernoso esquerdo. No pds- operatorio (inferior)
ressec¢ao completa sem tumor residual visivel.

Na figura 10 apresenta-se os “box-plots” para as varidveis relacionadas as
dimensdes dos tumores. Percebe-se que existem valores discrepantes de dois tumores

para o volume e para um tumor no maior didmetro e na soma dos diametros.

Volume Maior didmetro
* *

240+

180+

1204

®
60 4
0 21 !
AP+CC+HLL
®

20

15+ |

10+

5

Figura 10. “Box-plots” para as dimensdes do tumor: volume
(cm3), maior diametro (cm) e soma dos didmetros, anterop-
osterior, cranio-caudal e latero-lateral (cm)
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5.3. Achados intra e pés-operatorios

Todas as cirurgias foram realizadas utilizando-se a via transesfenoidal, exceto
em uma paciente (caso #6) que apresentava convulsdo tonico-clonica generalizada,
devido a tumor com grande expansdo sélido cistica para a regido temporal esquerda
que foi operada por via fronto-temporal esquerda. Na tabela 6 apresentam-se os
dados operatérios de cada paciente.

Foi constatado tumor mole e aspirdvel em 26 dos 30 casos (87%).

Ocorreram complicagdes cirdrgicas pds-operatorias em cinco dos casos: trés
fistulas de liquido cefalorraquidiano (10%), dois casos de meningite (6,7%) e dois
6bitos (6,7%). Um 6bito decorreu de meningite (#4) e outro em paciente (#29)
internada com histdrico de duas cirurgias realizadas previamente em outro servico,
cega em olho esquerdo, apresentando convulsdes, sonoléncia, bloqueio
atrioventricular de primeiro grau e purpura e apresentou complicacdes clinicas
graves no periodo pds-operatério que culminaram em choque séptico e morte.

5.4. Resultados do exame histolégico diagnéstico

O adenoma hipofisario foi confirmado no exame histolégico em todos os
pacientes. Na tabela 6 apresentam-se os resultados dos exame pela IHQ para
pesquisa dos hormonios hipofisdrios nos tumores em cada doente. Em 18 destes
(60%) a THQ foi negativa (“null cell”) para todos antigenos estudados (GH, ACTH,
LH, FSH, TSH e PRL). Nos demais 12 casos (40%) havia células positivas de um ou
mais hormdnios. O TSH foi o mais prevalente, estando presente isoladamente ou
associadamente a outros hormdnios glicoproteicos (LH e FSH). Em um caso
constatou-se positividade para o GH e, em outro, para o ACTH, ambos sem

manifestacdo clinica ou sérica de hiperfunc¢do. Foi observada THQ negativa em um
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paciente com nivel inapropriadamente elevado de FSH. Nos outros dois casos em
que o FSH estava alterado e no caso com o TSH elevado inapropriadamente, a THQ

confirmou a presencga destes hormdnios embora focal em menos de 10% das células.

5.5. Resultado da imuno-histoquimica

5.5.1. Imuno-histoquimica para Ki-67

A pesquisa por THQ revelou auséncia da proteina Ki-67 em 11 dos doentes
(37%), positividade em menos de 3% das células em 15 (50%) e positividade em
mais de 3% das células em apenas quatro (13%) (tabela 6).

A figura 11 exemplifica a positividade por IHQ da proteina Ki-67 em dois

doentes, em menos de 3% (A) ou em mais de 3% das células tumorais (B).

das celulas, paciente #11 (A) e em mais de 3% das celulas, paciente #21 (B).
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5.5.2. imuno-histoquimica para p-53

A pesquisa por IHQ foi negativa para p-53 em todos doentes.

5.5.3. Imuno-histoquimica para BCL-2
A pesquisa por IHQ revelou positividade para a proteina BCL-2 em apenas 3

doentes (tabela 6).

5.6. Resultados da analise molecular

A extracdo do RNA foi obtida satisfatoriamente em todos os casos. Os valores
relativos a concentracdo e o grau de pureza obtidos com a leitura no
espectrofotometro estdo apresentados no anexo B.

Os resultados individuais da andlise por transcricdo reversa da reacdo de
polimeriza¢do em cadeia (RT-PCR) dos genes estudados, Bcl-2, Bax e Caspase 3,
descritos como CT, delta CT e delta-delta CT estdo apresentados individualmente no
anexo C.

A avaliacdo da expressdo destes genes em comparacio aos resultados obtidos
para os casos do grupo e hipéfise normal estd listada na tabela 7, onde o resultado
para hip6fise normal é um. A figura 12 apresenta grafico em barras dos valores
obtidos na expressdo génica para o Bcl-2, Bax e caspase 3 (QR) em relacdo a

hip6fise normal (que tem valor de um).
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Figura 12. Comparagdo entre a expressdo génica, representada pela quantificacio
relativa (QR) obtidos para Bax, Bcl-2 e caspase 3 nos pacientes em comparaciao a
hipéfise normal (grafico superior) ou apenas entre os pacientes (gréafico inferior)
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Tabela 7. Resultados relativos da expressdo dos genes estudados (Bcl-2, Bax e
caspase 3) em comparacao aos resultados obtidos para o controle (hipéfise normal) e
resultado da imunohistoquimica (IHQ) para BCL-2.

... R R R IH
no. ticiais Bclg like B?sx Castase 3 3032
1 AMJ 0,0193 0,0262 0,0314 negativo
2 ALM 0,0172 0,0190 0,0457 negativo
3 ASN 0,0070 0,0145 0,0164 negativo
4 ACB 0,0233 0,0255 0,0582 negativo
5 EML 0,0176 0,0126 0,0300 negativo
6 ERS 0,0200 0,0559 0,0462 negativo
7 GAP 0,0194 0,0857 0,0234 negativo
8 GJS 0,0175 0,0293 0,0482 negativo
9 JAA 0,0082 0,0096 0,0154 negativo
10 JAS 0,0395 0,0595 0,0433 negativo
11 JBA 0,0051 0,0124 0,0133 negativo
12 JGS 0,0196 0,0270 0,0546 negativo
13 JPS 0,0214 0,0240 0,0319 negativo
14 JPL 0,0172 0,0325 0,0463 negativo
15 JF 0,0189 0,0193 0,0632 negativo
16 MAS 0,0211 0,0237 0,0306 negativo
17 MBS 0,0186 0,0218 0,0509 negativo
18 MIA 0,0093 0,0141 0,0181 negativo
19 MLC 0,0318 0,0332 0,0605 negativo
20 MPS 0,0168 0,0256 0,0213 negativo
21 MTN 0,0124 0,0262 0,0207 negativo
22 MVG 0,0529 0,0356 0,0698 positivo
23 MA 0,0280 0,0239 0,0419 neagtivo
24 PCO 0,0107 0,0185 0,0182 negativo
25 RDL 0,0596 0,0576 0,0996 negativo
26 SFO 0,0212 0,0163 0,0335 negativo
27 SFJ 0,0074 0,0104 0,0179 negativo
28 SLS 0,0368 0,0325 0,0241 positivo
29 TMS 0,0203 0,0122 0,0427 positivo
30 ZML 0,0271 0,0153 0,0619 negativo

hipdéfise normal

1

1

1




5.7. Resultados da analise estatistica
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5.7.1. Resultados da correlacio do tamanho do tumor com achados

clinicos

De acordo com os dados apresentado na tabela 8 houve forte correlacdo entre

as trés medidas de dimensao do tumor, pois os valores observados dos coeficientes

de correlagdo de Spearman (r) foram maiores ou iguais a 0,85. Portanto, uma dessas

medidas € suficiente para representar o tamanho do tumor. No restante da andlise, o

volume sera utilizado com essa finalidade.

Tabela 8. Coeficientes de correlacio de Spearman entre as dimensdes do

tumor
maior didmetro AP+CC+LL
0,85 0,91
Volume 0,000 0,000
29 29
0,96
maior didmetro 0,000
29

Na figura 13 demonstra-se graficamente

medidas.
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a forte correlagdo observada entre as

Figura 13. Diagramas de dispersdo do maior didmetro do tumor (cm) x a
soma dos seus trés didmetros (cm), do maior didmetro (cm) x volume do
tumor (cm3) e da soma dos trés didmetros (cm) X volume do tumor (cm3).
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Considerando-se como marcadores de agressividade, o volume do tumor, o
nimero de deficiéncias hormonais, o grau de invasdo do tumor e a duracdo da
histdria clinica, foram testadas hipéteses de correlacao.

Na figura 14 sdo apresentados diagramas de dispersio do volume e idade,

volume e duracdo dos sintomas e volume e nimero de deficiéncias hormonais.
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Figura 14. Diagramas de dispersdao do volume (cm3) x idade (anos), volume
(cm3) x duracdo dos sintomas (meses) e volume (cm3) X ndmero de
deficiéncias hormonais.

Para medir-se a correlacdo entre as varidveis foi considerado o coeficiente de
correlacdo de Spearman, cujos valores sdo apresentados na tabela 9. Observa-se
nessa tabela que ndo houve correlacdo entre o volume das lesdes com a idade

(p=0,737), do volume com a durag@o dos sintomas (p=0,380) ou do volume com o

ndmero de deficiéncias (p=0,111).
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Tabela 9. Coeficientes de correlacdo de Spearman (r) do volume
com a idade, durag¢do dos sintomas e niimero de deficiéncias

Volume idade tempo dos sintomas deficiéncias
-0,066 0,176 0,320

p 0,737 0,380 0,111

n 29 27 26

5.7.2. Resultados da correlacio da dimensao do tumor e imuno-
histoquimica para hormonios hipofisarios

Para verificar-se a existéncia ou nao da associacdo entre o volume do tumor e
os resultados da IHQ para os hormdnios hipofisarios, os pacientes foram divididos
em dois grupos de acordo com IHQ negativa ou positiva para qualquer hormdnio. Na

tabela 10 demonstra-se os valores das estatisticas descritivas.

Tabela 10. Estatisticas descritivas para os volume dos tumores em cada
categoria de imuno-histoquimica (IHQ)

Média desvio padrao Minimo Mediana Maximo

IHQ cm3 cm3 cm3 cm3 cm3
negativo 18 36,7 60,2 2,9 11,3 255,6
positivo 11 18,8 16,7 3,0 11,8 64,9

n= nimero de pacientes

Como se observa na tabela 10, a média e o desvio padrio do volume nos
doentes com IHQ negativa sdo superiores a media e ao desvio padrao dos do grupo
com IHQ positiva. Isto pode decorrer da existéncia de um tumor com volume de
255,6 cnr’, considerado discrepante em relacdo aos volumes dos demais tumores. As
medianas do volume nos dois grupos foram similares. Para testar a existéncia de
associacdo foi adotado o teste de Kruskal-Wallis, que atribui “ranks” as observacoes;

a hipétese testada foi a da igualdade das médias dos “ranks” nos dois grupos. Nao
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houve diferenca entre as médias nos dois grupos (p=0,916), e concluiu-se que nao ha

associagdo entre o volume e a positividade a IHQ.

Na figura 15 apresenta-se graficamente os valores individuais do volume em

cada categoria de IHQ.
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Figura 15. Valores individuais e medianos do volume (cm3) em cada
categoria de doentes de acordo com o exames imuno-histoquimico (ICQ)

5.7.3. Resultados das correlacoes considerando-se a expressao génica

Na tabela 11 demonstram-se os valores das estatisticas descritivas para os

resultados de QR (quantificacdo relativa do gene, normalizada para o padrio

enddgeno, em relacdo a hip6fise normal, considerada como valor de 1) dos genes

bax, bcl-2 e caspase 3 pesquisados.

Tabela 11- Estatisticas descritivas para as QR Bax, QR Bcl-2 e QR caspase 3

QR n média desvio padrao minimo  mediana maximo
Bax 30 10,0273 0,0171 0,0096 0,0240 0,0857
Bcl-2 30 10,0215 0,0125 0,0051 0,0193 0,0596
Caspase 3 30 10,0393 0,0201 0,0133 0,0377 0,0996

n: nimero de pacientes estudados
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Nos “box-plots” da figura 16 observa-se a ocorréncia de alguns valores

discrepantes das QRs.

0,10

0,08

0,06

RQ

0,04

0,02

0,00

BAX

Bcl-2 like

Caspase 3

Figura 16. “Box-plots” para os valores de QR Bax, QR Bcl-2 e QR Caspase 3

Para avaliar-se a relacdo existente entre as QRs foram calculados os

coeficientes de correlacdo de Spearman entre as QRs. Observou-se correlacido

positiva entre as QR (tabela 12).

Tabela 12- Coeficientes de correlagdo de Spearman (r) entre QR BAX,
QR Bcl-2 e QR Caspase 3

Bax Bcl-2 like Caspase 3
Bax 1 0,573 0,494
0,001 0,006
30 30 30
Bcl-2 0,573 1 0,687
0,001 <0,001
30 30 30

Foram calculados os valores do coeficiente de correlacdo de Spearman (r) para

avaliar-se a correlacdo das expressdes QR com a idade. Nao se observou correlacio

dos QRs com a idade (tabela 13).
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Tabela 13. Coeficientes de correlacdo de Spearman (r) da idade
com QR bax, QR bcl-2 e QR caspase 3

1{(:11(3; QR bax QR bcl-2 QR caspase
r 0,11 0,21 0,33

p 0,555 0,256 0,074

n 30 30 30

n: nimero de pacientes QR: quantificacio relativa

Também nao houve correlacdo do volume do tumor com a QR Bax, QR Bcl-2
ou QR Caspase 3 calculados pelo coeficiente de correlagao de Spearman (tabelal4).

Tabela 14. Coeficientes de correlacio de Spearman (r) do
volume do tumor com QR bax, QR bcl-2 e QR caspase 3

Volume

do QR bax QR bcl-2 QR caspase
tumor

r 0,17 0,11 0,13

p 0,378 0,556 0,509

n 29 29 29

n: nimero de pacientes QR: quantificacio relativa

Na tabela 15 apresenta-se os resultados obtidos e a aplicagdo do teste de
Kruskal-Wallis, com objetivo de se avaliar a existéncia ou nao de associacdo entre as
QR e os marcadores qualitativos dos tumores, ou seja, a IHQ positiva, a consisténcia
e a invasdo tumoral. Foram considerados tumores invasivos aqueles que
apresentavam invasio do SC, do seio esfenoidal e/ou dura-méter.

Tabela 15. valores de p obtidos no teste de Kruskal-Wallis para testar a
asociacdo de duas varidveis

marcador QR Bax QR Bcl-2 QR Caspase 3
IHQ positiva 0,095 0,087 0,172
Tumor mole 0,220 0,746 0,461
Tumor invasivo 0,465 0,692 0,917

THQ: imuno-histoquimica QR: quantificagdo relativa
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Embora ndo tenha sido observada associacdo entre as QR de Bax, Bcl-2 e
caspase 3 e os marcadores do tumor (tabela 15), os valores de p obtidos na
comparacdo das médias dos “ranks” de QR Bax e QR Bcl-2 na categoria THQ
positiva foram menores que 0,10, mas sem significancia estatistica. A falta de poder
estatistico pode, neste caso, ser atribuida ao pequeno tamanho da amostra. Os valores
individuais e as medianas da QR Bax e QR Bcl-2 nas duas categorias da IHQ estdo
representados na figura 17. Observa-se na figura 17 e na tabela 16, que os valores de

QR BAX e QR Bcl-2 tendem a ser maiores na categoria IHQ positiva.

RQ BAX RQ Bcl-2 like
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0,08+
[ ]
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Figura 17. Valores individuais e medianas de QR Bax e QR Bcl-2
em cada categoria de imuno-histoquimica (ICQ) positiva ou
negativa para qualquer hormdnio hipofisario

Tabelal6. Nimero de casos, média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo
para QR bax e QR bcl-2 em cada grupo de imuno-histoquimica (IHQ) positiva ou

negativa
QR IHQ N Meédia Desvio padrao Minimo Mediana Maximo
QR bax Negativo 18 0,0263 0,0202 0,0096 0,0188 0,0857
Positivo 12 0,0289 0,0118 0,0104 0,0266 0,0595
QR bcl-2 Negativo 18 0,0190 0,0120 0,0051 0,0181 0,0596

Positivo 12 0,0252 0,0128 0,0074 0,0212 0,0529
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Na figura 18estdo apresentadas em “box-plots” a distribuicdo das QRs para

Bax, Bcl-2 e caspase 3 nos doentes com (sim) ou sem (ndo) tumor invasivo.

ne}o silm
RQ BAX RQ Bcl-2 like
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Figura 18. Box-plots para QR Bax, QR Bcl-2 e QR caspase 3 nos doentes com (sim)
ou sem (ndo) tumores invasivos.

5.7.4. Comparacao dos dados obtidos do exame de imuno-histoquimica
para a proteina BCL-2 com os resultados da analise molecular para o gene Bcl-2
(QR Bcl-2)

Nao foi possivel analisar estatisticamente os dados obtidos da QR Bcl-2 e
a positividade para a proteina correspondente, j4 que em apenas trés pacientes havia
positividade para a BCL-2 na IHQ. A andlise da distribui¢cdo das QRs apresentadas
na figura 19 sugere que os doentes com positividade para BCL-2 na IHQ
apresentaram valores de QR Bcl-2 semelhantes aos com achado negativo para a

proteina.
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Figura 19. Distribuicdao dos valores de quantificacdo relativa (QR) do
gene bcl-2 obtidos para cada paciente em relacdo a positividade da
proteina BCL-2 a imuno-histoquimica (NEG=negativo, POS=positivo).
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5.7.5. Resultados da analise considerando-se a relaciao entre a expressao do

Bcl-2 e do Bax

Considerando-se que o Bcl-2 € um gene anti-apoptético e o Bax, pré-

apoptotico, analisou-se a relacdo entre eles, via diferenca dos valores de QR de

ambos.

Com a aplicacdo do teste de Mann-Whitney ndo se observou diferenca

significativa entre a média dos “ranks” da QR Bcl-2 — QR Bax nos doentes com ou

sem tumores invasivos (p=0,602). Na tabela 17 apresentam-se os resultados

estatisticos descritivos para os valores da diferenca: QR Bcl-2 — QR Bax nos casos

com ou sem invasao.

Tabela 17. Estatisticas descritivas para diferenga QR Bcl-2 - QR Bax nos
doentes com (sim) ou sem (ndo) tumor invasivo
invasivo n média desvio padrao minimo mediana maximo
nio 12 -0.0039 0.0086 -0.0153 -0.0051 0.0174
sim 18 -0.0071 0.0184 -0.0663 -0.0022 0.0118
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Nao houve também correlagdo estatisticamente significante, avaliada com o
coeficiente de correlacdo de Spearman entre o volume do tumor e a diferenca QR
Bcl-2 — QR Bax (r=-0,285; p=0,135).

No entanto quando se analisou o grupo de pacientes com QR Bcl-2 maior ou
menor que QR Bax (diferenca positiva, predominio do Bcl-2 ou negativa,
predominio do Bax) observou-se que a média e a mediana do volume do tumor foi
maior no grupo com predominio do Bax. Por outro lado, seis dos oito pacientes em
que havia predominio do QR Bcl-2 apresentaram tumor invasivo, o mesmo
ocorrendo em apenas 12 dos 22 doentes do grupo com predominio do QR Bax,
embora sem diferenca estatisticamente significante (p=0,419). Os trés pacientes com

IHQ positiva para Bcl-2 apresentaram maior QR bcl-2 do que para o QR Bax.

5.7.6. Analise estatistica das correlacoes com o Ki-67
Nao houve associacdo estatisticamente significativa entre invasdo e
positividade do Ki-67, de acordo com o teste exato de Fisher (tabela 18).

Tabela 18. Distribuicdo dos doentes com (sim) ou sem
(n20) tumor invasivo em relacdo a positividade do Ki-67.

Ki-67 tumor invasivo total
Sim (n) Nao (n) (n)
Negativo 9 2 11
<3% 7 8 15
>3% 2 2 4

n=numero de doentes

Na tabela 19 apresentam-se as medidas descritivas do volume tumoral e da
idade nos trés grupos classificados conforme resultado obtido na IHQ para Ki-67, ou
seja, negativo, positivo em menos de 3% das células ou positivo em mais de 3% das

células. O volume tumoral foi estatisticamente maior no grupo negativo para o Ki-67
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em relacdo ao grupo positivo para o Ki-67 em menos de 3% das células (p=0,043),
mas ndo para os quatro doentes com Ki-67 positivo em mais de 3% das células (fig.
20). Nao houve diferencga estatisticamente significante entre as medianas das idades
para Ki-67 negativo ou positivo (fig. 20).

Tabela 19. Medidas descritivas para volume tumoral e idade para cada

grupo de doentes classificados segundo a positividade para o Ki-67 na
imuno-histoquimica.

variavel Ki-67 n média DP minimo mediana maximo
volume negativo 11 52,00 72,90 5,76 33,90 255,60
tumoral <3% 15 16,57 19,25 2,65 6,90 64,86
>3% 3 15,68 3,59 11,60 17,09 18,36
idade negativo 11 50,64 14,12 16,00 53,00 66,00
<3% 15 55,87 15,06 33,00 56,00 82,00
>3% 4 48,75 14,57 37,00 45,50 67,00

n: nimero de pacientes DP: desvio padrao

Ki-67 <3% >3% 0
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volume idade
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Figura 20. Box-plots para volume tumoral (cm) e idade (anos) em
cada grupo de doentes classificados segundo a positividade para o Ki-
67analisada na imuno-histoquimica: negativo (0), positivo em menos
de 3% das células (<3%) ou positivo em mais de 3% das células
(>3%).
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6 . DISCUSSAO

6.1. Caracterizacao da casuistica

Foram confirmados na presente pesquisa que envolveu 30 doentes com ACNF
os achados dos trabalhos ja publicados referentes a distribuicdo por género, faixa
etdria, duracdo dos sintomas e nimero de deficiéncias hormonais e neuroldgicas, ou
seja, que os ACNF ocorrem com freqiiéncia discretamente superior no sexo
masculino, no individuo adulto e que causam como manifestacdes mais importantes
sinais e sintomas relacionados a compressao de estruturas encefélicas (déficit visual,

.. . e 12,3,52
cefaléia) e/ou hipopituitarismo. >~

. Todos doentes analisados no presente estudo,
exceto um, eram sintomdticos sob o ponto de vista neurolégico e/ou oftalmolégico e
a maioria apresentava defici€ncia hormonal por ocasido do diagnéstico.

O primeiro questionamento no estudo dos ACNF refere-se a avaliacio
do tamanho ou do volume tumoral. As férmulas para medida de volume ndo sdo
precisas quando a lesdo é muito irregular ou ndo apresenta forma geométrica
definida. Como nas publica¢des sdo utilizadas diferentes maneiras para avaliar o
tamanho dos tumores, optou-se pela avaliagdo do didmetro maior, a soma dos trés
diametros (antero-posterior, cranio-caudal e latero-lateral) e cédlculo do volume
tumoral com a formula: AP x CC x LL x 0,5.48 Estatisticamente, os trés modos de se
avaliar o tamanho tumoral se equivaleram e houve forte correlacdo entre eles.
Portanto, qualquer uma destas medidas pode ser adotada para representar o tamanho

do tumor. Optamos, entretanto, pela utilizacdio do volume tumoral calculado de

2 . . 4
acordo com a férmula descrita previamente.*®
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Ocorre invasdo do SC em seis a 10% dos doentes com adenoma.’® No entanto,
ha controvérsias quanto aos critérios de invasao baseados nos métodos de imagem.
Na classificagdo de invasao do SC fundamentada nos achados de RM proposta por
Knosp e Steiner” que é a mais utilizada e baseada na localizacio das linhas
intercarotideas, na percentagem do envolvimento da artéria carétida interna (ACI) e
na visibilizacdo dos compartimentos venosos do SC, as lesdes sdo divididas em cinco
graus de zero a IV, ou seja, zero quando o adenoma ndo ultrapassa a linha
intercarotidea medial, I quando ndo ultrapassa a linha mediana, I quando ndo
ultrapassa a linha lateral, III quando ultrapassa a linha lateral, IV quando a ACI é
totalmente envolvida pelo tumor. Estes autores evidenciaram invasdo do SC em
todos os doentes com graus III e IV e em nenhum com graus zero e 1.

Vieira Jr. e colaboradores™ observaram que a existéncia de tecido hipofisdrio
entre o tumor e o SC, presenca de compartimento venoso medial intacto,
percentagem de envolvimento da ACI inferior a 25% e linha intercarotidea medial
ndo ultrapassada pelo tumor indicam auséncia de invasdo do SC; o envolvimento da
ACI superior a 45% de sua circunferéncia, oclusdo de trés ou mais compartimentos e
oclusdo do compartimento venoso lateral do SC indicam invasdo do SC. A invasio é
sugestiva com probabilidade superior a 90% quando o compartimento venoso
inferior ndo € visibilizado, a linha intercarotidea lateral € ultrapassada ou quando a
parede lateral do SC € abaulada.

Cottier e colaboradores™ sugeriram que hé invasio do SC quando a ACI é
envolvida mais de 67% pelo tumor; a ocorréncia de invasdo é muito sugestiva
quando o compartimento do sulco venoso carotideo nio € visibilizado e quando a

linha carotidea lateral é ultrapassada pelo tumor e que ndo ha invasio quando o



58

envolvimento da ACI € inferior a 25% e o tumor ndo ultrapassa a linha carotidea
medial.

No presente trabalho considerou-se que havia invasdao do SC quando mais de
67% do diametro da ACI estava envolvido pelo tumor ou quando havia
envolvimento maior que 50% associadamente ao apagamento do sulco venoso
carotideo e/ou expansdo até linha carotidea lateral. Utilizando-se estes critérios, a
invasdo foi sugerida pela imagem em 12 pacientes, estava ausente em 12 e era
duvidosa em 6. A cirurgia confirmou a invasao em apenas um dos casos duvidosos, o
que ndo invalida a suspeita pois, apenas grandes invasdes podem ser confirmadas
cirurgicamente.

A andlise dos dados de imagem mostrou ainda que todas as lesdes eram

macroadenomas e apresentavam volume médio de 29,9 cm3, média do maior
diametro de 4,2 cm e que 48% eram adenomas gigantes (didmetro > 4cm).

12,1
De acordo com outros autores = 3

e na experiéncia da Divisao de Neurocirurgia
Funcional do Instituto de Psiquiatria do HCFMUSP, tumores grandes, funcionantes
ou ndo, tém menor probabilidade de cura cirirgica. Muitos necessitam mais de um
procedimento pela mesma via ou ndo para obtencao de resultado satisfatorio, seja ele
a cura ou a citorreducdo para tratamento complementar ulterior ou descompressao
das estruturas encefalicas, notadamente das vias (’)pticas.Sz’55 Oito dos 30 doentes
incluidos no presente estudo ji haviam sido submetidos a uma ou mais cirurgias
prévias no tratamento do adenoma hipofisario.

A craniectomia transesfenoidal é boa via para o acesso cirirgico, mesmo em

casos de tumores muito grandes.'*'*”> Foi a primeira op¢do adotada em todos os

doentes exceto em um que apresentava manifestacdo clinica inicial de alteracdo de
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memoria e crise convulsiva, sem alteracdo visual (caso #6), que foi submetido
inicialmente a craniotomia pterional tendo em vista apresentar grande expansao para
o lobo temporal esquerdo e SC. A consisténcia do tumor foi amolecida em 26 dos
casos o que reforca a preferéncia pelo uso da via transesfenoidal na maioria dos
casos como acesso a lesdo.

A elevada ocorréncia de complicacdes pds-operatdrias observado no presente
estudo ndo significa que tal se manifeste na maioria das cirurgias hipofisarias da
Divisdo de Neurocirurgia Funcional do Instituto de Psiquiatria do HCFMUSP. Nos
doentes incluidos no presente estudo os tumores eram grandes, invadiam e destruiam
as estruturas anatdmicas circunvizinhas. Além disso, em cinco deles haviam
sintomas neurolégicos como convulsdo e alteracdo da consciéncia, manifestacdes
pouco freqiientes no repertério dos sinais e sintomas observados nos tumores
hipofisarios. Todos estes achados aumentam os riscos da cirurgia'>">.

A pesquisa dos hormodnios hipofisdrios com a IHQ revelou granulos em apenas
12 tumores, ou seja, foram diagnosticados adenomas sem nenhum granulo de
secrecao ou “null cell” em 60 % dos casos, percentagem superior ao relatado por
outros autores'>''”®. Entretanto, deve-se salientar que a pesquisa de subunidade alfa
dos hormonios glicoproteicos por IHQ nao € realizada rotineiramente para o estudo
andtomo-patolégico dos adenomas. Isto pode ser um dos fatores que explicam a

maior freqii€ncia dos tumores tipo “null cell”.

6.2. Relacao dos marcadores com agressividade tumoral
O Ki-67 é um antigeno nuclear detectado pelo anticorpo monoclonal MIB-1

que reage com proteinas nucleares expressas nas fases G1, G2, S, M do ciclo celular.
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E o marcador de proliferacdo celular mais utilizado para avaliar-se os adenomas
hipofisérios, relacionando-se a taxa de crescimento, poder de invasdo e progndstico
destes tumores’’. Thapar e colaboradores estabeleceram que 3% do indice de
proliferacdo celular medido pelo Ki-67 era o limite para a distingdo entre adenomas
invasivos e ndo invasivos’. Este indice foi adotado na atual classificacio dos
tumores publicada pela Organizacdo Mundial de Sadde’.

Os estudos que relacionaram a agressividade tumoral com o indice
proliferativo do Ki-67 revelaram resultados, as vezes, conflitantes conforme foi
relatado em revisdo publicada recentemente por Salehi e colaboradores. >

Vérios autores demonstraram que indice de Ki-67 elevado € indicativo de
maior agressividade tumoral, estd associado a invasdo e tem valor

1,62 4 1 . e
60.61,62,63.64.65.66.67.68.69.70.71 " \y, entanto, a maioria destes trabalhos estudou

progndstico
adenomas em geral e ndo apenas os casos de ACNF. Foi observada correlacdo
positiva do Ki-67 com a velocidade de crescimento em ACNF’? e recorréncia
tumoral tanto em adenomas em geral>’*">"""78" como em ACNF*™*!. Tanaka e
colaboradores estudaram a velocidade de recrescimento dos ACNF com a avaliacdo
do tempo necessdrio para duplicacdo do volume tumoral residual e concluiram que
este se correlacionou positivamente com a idade do paciente e negativamente com o
Ki-67 e ndo foi influenciado pelo género ou invasio tumoral.'’

Outros, porém, ndo encontraram relagio entre o indice do Ki-67 e tamanho®,

) - 4,85,86,87,88
8 ou invasio tumoral, tanto em casos de ACNP3*+% como em

recorréncia
10,72,75,78 - .
adenomas em geral . Jaffrain-Rea e colaboradores observaram que havia

relacdo do Ki-67 com invasdo tumoral apenas nos tumores funcionantes, mas ndo

notaram nenhuma correlacdo deste marcador com invasao, idade ou tamanho dos
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ACNF®. Losa e colaboradores também ndo observaram relacio do Ki-67 com o
progndstico, estes autores concluiram que a invasdo tumoral observada nas imagens
de RM previamente a cirurgia foi o fator preditivo mais forte de recorréncia dos
ACNFY. De acordo com Dubois e colaboradores o Ki-67 também ndo tem valor
preditivo para recorréncia ou progressdao dos adenomas gonadotréficos; o didmetro
antero-posterior e a idade do doente foram os fatores de risco com significado
estatistico em sua casuistica’. A maioria dos autores observou positividade mais

Fﬁl ,64,67,70,89

elevada do Ki-67 nos tumores funcionantes do que nos ACN entretanto,

.o . .
esta conclusdo ndo foi considerada por outros autores.®®’"*78
Alguns autores observaram que hd relacdo inversa entre o indice proliferativo

. . . 2 :_Erro! Indi a finido.
dos tumores medido pelo Ki-67 e a faixa etdria® ' Mdicador ndo definido.70.86.87.90,

enquanto outros ndo observaram esta correlagdo. %7881

No presente estudo o indice do Ki-67 pela IHQ foi maior que 3% em
apenas quatro doentes (13%). Percentual semelhante ao observado por outros
autores®. Estatisticamente nio houve relacdo entre o Ki-67 maior que 3% e a
invasdo tumoral, tamanho do tumor ou idade do doente, o que talvez possa decorrer
da dimensdo da amostragem do grupo. O volume dos tumores foi maior no grupo em
que o Ki-67 era negativo, o que talvez possa significar crescimento mais lento do
tumor e quadro clinico insidioso retardando o diagndstico.

Muitos autores observaram relacdo do Ki-67 com a invasdo tumoral em
grupo heterogéneo de doentes que incluiu tumores funcionantes e ACNFs; para
grupos de doentes apenas com ACNFs a relacdo do Ki-67 foi maior com a

velocidade de recrescimento e/ou recidiva pds-operatéria, que nao foram avaliadas

no presente estudo.
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O gene supressor tumoral P53 produz uma fosfoproteina que pode ser
indicativa de progndstico desfavordvel em vérias neoplasias humanas em que ha
elevado indice de proliferacdo. A expressdo da proteina P53 também foi utilizada
como marcador de proliferacdo celular e, portanto, de progndstico dos adenomas
hipofisdrios. Suliman e colaboradores’” observaram associacdo entre a expressdo da
proteina P53 e o estado proliferativo dos adenomas hipofisdrios. Thapar e
colaboradores demonstraram que positividade para a proteina P53 em 100% dos
carcinomas, em 15% os adenomas invasivos € em nenhum adenoma nio invasivo, €
concluiram que esta proteina indica que o tumor tem comportamento mais agressivo,
ou seja, que ela pode ser considerada marcador progndstico, tanto em tumores
funcionantes como em ACNF”’. Estes autores também observaram indice de Ki-67
mais elevado nos tumores positivos para P53. Ferreira e colaboradores observaram
correlacdo inversa entre a proteina P53 e o tamanho do tumor em ACNF®,

Na presente casuistica a pesquisa da proteina p53 por IHQ foi negativa em
todos os tumores o que nao permitiu andlise da sua correlacdo com os fatores de
agressividade tumoral ou idade dos doentes.

A BCL-2 prolonga a vida celular ao suprimir a apoptose em varios tecidos.
Também previne a apoptose de células neopldsicas induzidas por vdrias modalidades
terapéuticas como irradiacio e quimioterapia.”**>*® Nakasu e colaboradores
estudaram a expressao da proteina BCL-2 com a IHQ em 140 tumores intracranianos
e espinais, incluindo-se 31 adenomas hipofisdrios. Estes autores classificaram estes
tumores em quatro graus de acordo com a reacdo IHQ, como negativo ou trés graus
de positividade (%, +, ++). Dos seus 31 adenomas, 11 foram negativos, sete +, um + e

12 ++. A maioria dos tumores difusamente positivos (++) eram funcionantes, ou seja,
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oito dos 11 adenomas funcionantes e quatro dos 20 ACNF. Entretanto, este marcador
ndo foi relacionado com a agressividade do adenoma. Adicionalmente os mesmos
autores observaram relagdo inversa da proteina com o grau de malignidade dos
gliomas44.

Contrariamente, Faria e colaboradores observaram que a relacio BCI-2 (anti-
apoptética) — Bax (pré-apoptodtica) aumentava de acordo com a progressao maligna
nos tumores astrociticos humanos o que indicou que ha predominio da acdo anti-
apoptética (super-expressdo do BCI-2) nos fenGtipos mais agressivos’ .

Por outro lado, Das e colaboradores nao observaram correlacao entre os indices
de BCI-2 com subtipos histopatolégicos do meduloblastoma®®.

Zhu e colaboradores” e Jiang e colaboradores'” demonstraram que havia
considerdvel inibicdo do crescimento tumoral e aumento da sensibilidade aos
quimioterdpicos em culturas de gliomas malignos apds o bloqueio “antisense” da
proteina BCI-2.

Sambaziotis e colaboradores correlacionaram a presenca das proteinas BCL-2 e
Bax com técnica de IHQ em 81 adenomas hipofisdrios com o indice de apoptose®. A
proteina BCL-2 foi detectada tanto em tumores funcionantes como nos ACNF, mas
apresentou valor mais elevado nestes dltimos. Estes achados diferem dos de Nakasu
e colaboradores®, enquanto que a Bax foi mais detectada nos adenomas
funcionantes. Adicionalmente, a relacdo BCL-2/Bax foi maior nos ACNF e nos
microadenomas em relacio aos funcionantes e macroadenomas. Os autores
concluiram que estes genes podem ter papel na regulagdo dos mecanismos

24t . ., . 4
apoptéticos dos adenomas hipofisarios*’.
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Huang e colaboradores estudaram a expressao da Galetina 3, BCI-2 e Bax com
RT-PCR e IHQ nos adenomas hipofisarios demonstraram aumento da expressdao dos
dois primeiros nos tumores invasivos em relacao aos nao invasivos e que a expressao
da Bax era semelhante nos dois grupos. A Galetina 3 correlacionou-se positivamente
com o BCL-2, mas ndo com o Bax, que apresentou relacdo inversa ao Bcl-2. Os
autores concluiram que a Galectina possa inibir a apoptose através da proteina BCIl-2
e ter papel importante na proliferacio dos adenomas, mas ndo relataram se os
tumores avaliados eram funcionantes ou ndo funcionantes.'"’

Ozer e colaboradores avaliaram com técnica IHQ a expressdo das proteinas
Bcl-2 e Bax e o fator de proliferacio Ki-67 nos fragmentos de 41 adenomas
hipofisarios embebidos em parafina, sendo 15 deles ACNF que apresentaram
expressio diminuida da Bcl-2 em relagdo aos tumores funcionantes’’. Observaram
que houve maior expressio do Bax nos tumores sem recidiva em relacdo aos
recidivantes. Os autores concluiram que estas proteinas podem relacionar-se a funcao
hormonal e ao controle do tumor*’.

No presente estudo, observou-se que havia expressao acentuadamente reduzida
do RNAm dos genes, Bcl-2, Bax e caspase-3, em todos os tumores analisados, em
relacdo aos encontrados no “pool” de hip6fise normais. A pesquisa da proteina Bcl-2
por IHQ também foi positiva em apenas trés doentes, o que ndo permitiu andlise
estatistica de sua correlacdo com a agressividade dos tumores. No presente estudo,
embora ndo tenha sido observada associacdo estatisticamente significativa entre a
expressio de Bax ou Bcl-2 e a positividade da IHQ para qualquer hormonio, os

valores de p foram menores que 0,10, talvez devido ao pequeno tamanho da amostra.
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Esse achado concorda com a evidéncia de maior expressdo destas proteinas nos
tumores funcionantes em outros trabalhos.*’

Adicionalmente observou-se correlagdo positiva entre os trés genes,
contrariamente ao observado por Huang e colaboradores que constataram rela¢ao

. 101
inversa entre o Bcl-2 e o Bax.'

Também ndo se observou correlacdo entre
expressdo génica e idade dos doentes e volume ou invasdo tumoral, conclusdo que
difere dos achados de Huang e colaboradores.'"’

Foi também analisada a relacdo da expressio do Bcl-2 / Bax nos mesmos
tumores. Nao se observou relagdo desta razdo com a agressividade do tumor medida
pela invasdo ou volume tumoral. Apenas constatou-se que seis, dos oito doentes com
predominio do Bcl-2, apresentavam tumor invasivo contra 12 (54%) dos 22 com
predominio do Bax.

Apesar de nao ter sido demonstrada relagdo direta ou inversa dos genes Bcl-2,
Bax e caspase 3 com as caracteristicas clinicas e morfologicas sugestivas de
agressividade nos ACNF, a significativa menor expressdo dos genes encontrada nos
ACNF em relacdo a hip6fise normal sugere que a apoptose exerce papel central na
tumorigénese ou na progressio tumoral. E possivel que esta menor expressio em
relacdo a hipéfise normal reflita que o fendmeno apoptético € muito menos eficiente
na célula tumoral do que na hip6fise normal.

De acordo com resultados da pesquisa apresentada recentemente por Pinto e
colaboradores'™ sobre tumores hipofisérios, da qual participou o grupo da Divisdo
de Neurocirurgia Funcional do Instituto de Psiquiatria do HCFMUSP, ha

participacdo de outro gene (1IASPP) na cascata da apoptose.
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A andlise molecular dos genes estudados permite discussio extensa e ainda nao
encerrada que justifica a continuidade das pesquisas nesta drea como tentativa de
esclarecer o envolvimento da cascata apoptdtica no resultado das intervengdes
terapéuticas. Foram realizados ensaios em que se utilizou técnicas de “microarray”
para analisar milhares de genes do genoma humano que revelaram resultados

N

interessantes e promissores quanto 2 andlise dos adenomas hipofisarios'**'*,
Shereen Ezzat, endocrinologista canadense, observou, de maneira elegante e didatica
a um jovem pesquisador, durante o Congresso da Sociedade Internacional de
Patologia Hipofisaria, no Japao, em outubro de 2009, que o ‘microarray” é util
quando ndo se sabe onde procurar o defeito génico; quando se procura a expressao de
um gene especifico, outras técnicas devem ser empregadas. Isto significa que, uma
vez que a apoptose parece estar implicada no desenvolvimento ou progressdao dos

ACNF, como indicam os resultados do presente trabalho, é provavel que estudos por

“microarray” poderdo auxiliar.

6.3. Consideracoes finais

Até a presente data, o modo mais eficaz e seguro de se tratar os doentes com
ACNF ¢ a cirurgia, utilizando-se a via mais adequada. Em muitos pacientes ha
necessidade de mais de um procedimento operatério.

Frequentemente os achados dos exames de imagem pds-operatéria, mesmo
realizados trés a quatro meses apds a cirurgia, para minimizar as alteragdes causadas
pelo procedimento operatdrio, sdo duvidosos em relagdo a presenca de residuos do
tumor o que torna o acompanhamento pds-operatério com exames de imagem

seriados por vdarios anos obrigatério, uma que a recidiva ou recrescimento dos
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adenomas hipofisarios € comum e para muitos deles nio hd marcadores séricos
conhecidos e confidveis.

Os adenomas hipofisarios residuais podem ser acompanhados quando estaveis
ou quando presentes em pacientes mais idosos ou re-operados quando causam
manifestacdes clinicas ou sofrem re-crescimento e forem aborddveis cirurgicamente
ou irradiados quando jd apresentarem caracteristicas invasivas pré-operatorias € nao
houver possibilidade de cura. Dentre os ACNF, os tumores residuais, com
localizag@o niao factivel de cura cirdrgica e que apresentem IHQ positiva para ACTH
devem ser irradiados apds a cirurgia.

O tratamento dos adenomas hipofisarios deve, preferencialmente, ser efetuado
por grupo multidisciplinar composto por neurocirurgido, anestesista,
endocrinologista, radiologista, patologista e radioterapeuta, entre outros,
especialmente dedicados a esta drea de atuacdo, para obtencdo dos melhores

resultados.
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7. CONCLUSOES

e Qualquer dos trés métodos: maior didmetro, soma das medidas maximas ou
cilculo do volume sdo equivalentes para avaliar-se o tamanho tumoral dos
adenomas hipofisérios.

e A pesquisa do Ki-67 por IHQ ndo se correlacionou com idade ou
agressividade dos ACNF.

e A pesquisa do P53 nio foi util na avaliagdo de agressividade dos ACNF.

e Houve baixa positividade da proteina Bcl-2 por IHQ nos ACNF.

e Ocorreu expressao muito inferior dos genes Bcl-2, Bax e caspase 3 nos
ACNF em relagdo a expressdo do tecido hipofisdrio normal. Houve correlacio
positiva entre os genes Bcl-2, Bax e caspase 3, mas nenhum deles se
correlacionou com os fatores de agressividade: idade, tamanho e invasdao do

tumor.
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Anexo B.

Concentracdo e grau de pureza do RNA extraido obtidos
através de leitura em espectrofotometro.

RNA Relacao
Paciente iniciais conc:gll‘l/n‘lagao 260/280 e 260/230
1 AN 4463,3 155/1,53
> ALM 241,1 1,99/ 0,79
3 ASN 4625,6 1,14/1,16
4 ACB 4592,4 1,29/1,14
5 EML 4601,6 1,23/1,23
5 ERS 81,4 1,48 /0,73
2 GAP 407,5 1,92/1,38
8 GJS 1420 1,74 /1,65
9 JAA 1749,9 2,04 /0,61
10 JAS 4642,5 1,21/1,24
11 JBA 1456,8 1,89 /0,85
12 JGS 4213,1 1,76 /1,77
13 JPS 4060,1 1,83/1,70
14 JPL 844,8 2,01/1,34
15 JF 4630,2 122/1,18
16 MAS 175,1 1,93/1,18
17 MBS 2760,5 1,99/1,22
18 MIA 4496,7 1,46 /1,44
19 MLC 472 1,93/0,69
20 MPS 1688,9 2,01/0,98
21 MTN 2877,3 1,94 /1,74
20 MVG 4636,5 1,16/ 1,21
53 MA 143,3 2,01/0,26
o PCO 3984,3 1,80 /1,91
25 RDL 1382,1 1,99/ 1,45
26  SFO 4042, 1 1,81/1,66
o7 SFJ 1484,5 2,01/0,75
28 SLS 4638 1,09/1,10
29 TMS 4652,6 1,04/1,09
30 ZML 502,2 1,97 /0,41
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