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RESUMO

Os adenomas hipdfisarios representam cerca de 10 a 15% das neoplasias
intracranianas e sdo geralmente benignos e compostos por uma populagéo celular
de origem monoclonal. Sao classificados conforme aspectos macroscépicos e
radiologicos, status funcional, tintoriais, imuno-histoquimica e microscopicas. Cerca
de 70% dos canceres humanos possuem principalmente uma deficiéncia na funcao
do gene. O gene p53 é extensivamente estudado nas neoplasias mostrando que
pacientes com mutac6es apresentam um pior prognéstico, assim, a proteina p53 é
fundamental na prevengao do desenvolvimento de tumores exercendo a fungao de
detecgdo de alteragbes no DNA e, consequentemente, correcdo ou apoptose. E
possivel que o aumento na expressdo desta proteina seja decorrente de uma
tentativa de frear o ciclo celular como resposta a desregulagdo por um estimulo de
outra origem. Dessa forma, o estudo busca avaliar a imunoexpressao da proteina
p53 em adenomas hipofisarios. Foi realizado um estudo analitico com delineamento
do tipo transversal, no qual foram incluidos 62 pacientes com idade superior 16 anos
de ambos os sexos, que apresentaram diagnéstico de adenoma hipofisario no
periodo de 2008 a 2016, oriundos do Servico de Endocrinologia do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdao — HUUFMA. Esses pacientes
foram submetidos a ressecc¢éo cirargica do tumor, com obtencdo das amostras do
tecido tumoral. Ap6s diagnéstico histopatol6gico convencional, foram emblocadas
em parafina, para realizagcdo do estudo imuno-histoqumico com o objetivo de
identificar a imunoexpressao para proteina p53 e implicacbes correlacionadas ao
comportamento biolégico dos adenomas hipofisarios. A analise para expressdo da
proteina p53 em adenomas hipofisarios foi obtida através da reacgéo
imunoenzimatica da streptoavidina-biotina-peroxidase ou imuno-histoquimica. A
imunoexpressdo da proteina p53 nado revelou correlacdo estatisticamente
significante, quanto aos achados clinicos e caracteristicas demograficas, tais como
sexo, idade, imunoexpressdo da p53 para os subtipos tumorais e volume tumoral.
Torna-se necessario obter nimeros mais expressivos de pacientes para que a
imunoexpressao da p53 seja efetiva, quanto ao real valor prognostico em adenomas
hipofisarios.

Palavras-chave: Adenoma hipofisario. Proteina p53. Imuno-histoquimica.



ABSTRACT

The pituitary adenomas represent about 10 to 15% of intracranial tumors and are
usually benign, comprising a cell population of monoclonal origin. They are classified
as macroscopic and radiological aspects, functional status, dyeing,
immunohistochemistry and microscopic. About 70% of human cancers have mainly a
deficiency in the function gene. The p53 gene is extensively studied in tumors,
showing that patients with mutations have a worse prognosis, as well, the p53 protein
is critical in preventing tumor development performing change detection function in
DNA and thereby fix or apoptosis. It is possible that the increase in expression of this
protein is the result of an attempt to stop the cell cycle in response to deregulation by
a stimulus from another source. This way, the study seeks to determine the
expression of p53 protein in pituitary adenomas. an analytical study, with cross-
sectional was held in which were included 62 patients older than 16 years of both
sexes, who were diagnosed with pituitary adenoma, from 2008 to 2016, arising from
the Endocrinology Service University hospital of the Federal University of Maranhao -
HUUFMA. These patients underwent surgical resection of the tumor, obtaining the
samples of tumor tissue. After conventional histopathology, they were embedded in
paraffin, for carrying out the immuno-histoqumico study aimed to identify the
expression of p53 protein and implications correlated with biological behavior of
pituitary adenomas. The analysis for p53 protein expression in adenomas was
obtained by immunoenzymatic of streptoavidin-biotin or immunohistochemistry. The
p53 protein immunostaining revealed no statistically significant correlation, as the
clinical and demographic characteristics such as gender, age, p53 expression in
tumor subtypes and tumor volume. It is necessary to obtain greater numbers of
patients, so that p53 expression is effective when the real prognostic value in
pituitary adenomas.

Key words: Pituitary adenoma. p53 protein. Immunohistochemistry
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1 INTRODUCAO

Os adenomas hipdfisarios representam cerca de 10% a 15% das neoplasias
intracranianas, sendo geralmente benignos e compostos por uma populagéo celular
de origem monoclonal (MELMED et al., 2010; AFLOREI e KORBONITS, 2014).
Apesar de relativamente comuns na populacao geral, apenas uma pequena fracao
destes adenomas leva a manifestagdes clinicas, seja pela presenga de compressao
de estruturas vizinhas (hipopituitarismo, sintomas visuais, cefaleia) ou devido a
outros disturbios enddcrinos causados por hipersecrecao hormonal (CLAYTON;
FARELL, 2009).

Sao classificados conforme aspectos morfométricos e radiolégicos
(microadenomas com diametro <1 cm e macroadenoma com didmetro =21 cm, ou
ainda, adenoma gigante com diametro > 4,0 cm; invasivos ou ndo invasivos); status
(funcionantes e nao-funcionantes); tintoriais (acidéfilo, baséfilos e cromoéfobos),
imuno-histoquimica (IHQ) e ou microscopia eletrbnica (somatotropinomas,
prolactinomas, corticotropinomas, tireotropinomas e gonado-tropinomas) (ASA;
EZZAT, 2009; ZADA et al., 2011).

Os adenomas hipofisarios podem apresentar-se com evolugdo e
manifestacdes clinicas variaveis. Variantes agressivas e nao agressivas podem
exibir aspecto histolégico semelhante, motivando a investigagdo imuno-histoquimica,
genética e de biologia molecular, com o propdsito de relacionar mecanismos de
tumorigénese com o comportamento biolégico desses tumores, tais como invasao,
recorréncia e persisténcia, a despeito das diferentes modalidades de tratamento
(HIMES; RAETZMANR, 2009; CHAHAL et al., 2010).

Do ponto de vista funcional, os adenomas hipofisarios funcionantes estédo
divididos em produtores de prolactina (PRL); horménio do crescimento ou
somatotropico (GH); horménio adrenocorticotrofico (ACTH); horménio tireotréfico
(TSH); horménio luteinizante (LH) e hormonio foliculo-estimulante (FSH), podendo
co-secretar dois ou mais horménios; ja os adenomas clinicamente nao funcionantes
(ACNF), ndo secretam quantidades apreciaveis de horménios adenohipofisarios,
mas podem expressa-los imuno-histoquimicamente (OSAMURA et al., 2008; PINTO;
BRONS-TEIN, 2011).

A incidéncia relativa dos diferentes adenomas mostra que os funcionantes

representam cerca de 70% dos casos, sendo o prolactinoma o mais frequente,
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seguido dos produtores de somatotrofinas, que causam acromegalia e gigantismo;
corticotropinomas, que manifestam doenca de Cushing e os tumores néao
funcionantes (30%), que podem ter caracteristicas oncociticas por apresentarem
histologicamente citoplasma granular acidéfilo, com grande acumulo de mitocdndrias
e, até 60% de ocupagao do citoplasma; ou ndo oncociticas (null cell), quando nao
apresentam imunorreatividade (IHQ) e sinais clinicos (GREENMAN; STERN, 2009;
NISHIOKA et al., 2012).

A progressdo dos adenomas hipofisarios pode ocorrer por ativacdo de
oncogénese, inativacdo de genes supressores tumorais e alteragcdes de genes
envolvidos com o ciclo celular. Cerca de 70% dos tumores humanos possuem
principalmente uma deficiéncia na funcao do gene TP53, que codifica a proteina p53
(fosfoproteina53), e possui um papel importante relacionado ao bloqueio do ciclo
celular sinalizando corre¢cdes a mutacoes (ASA; EZZAT, 2009; VANDEVA et al.,
2010; PERTUIT et al., 2011).

O gene TP53 é exaustivamente estudado nas neoplasias, mostrando que
pacientes com mutagdes apresentam um pior progndstico. Tais achados apoiam a
hipétese do defeito intrinseco de uma célula levando a expansdo monoclonal, e
provavelmente os horménios hipotalamicos e outros fatores locais tém um papel
permissivo na promocao do crescimento e na evolugdo do comportamento invasivo
(ASA et al., 2010). A proteina p53 exerce importante fungdo de sensor de alteragdes
no DNA e, consequentemente, corregdo ou apoptose, exercendo um papel
fundamental na prevencdo do desenvolvimento de tumores. E possivel que o
aumento na expressao dessa proteina seja decorrente de uma tentativa de frear o
ciclo celular como resposta a desregulagdo. (FASSNACHT; LIBE et al., 2011).

O ciclo celular exerce papel fundamental no processo de duplicagéo e divisdo
celular. Esse mecanismo € coordenado por uma rede de atividades bioquimicas que
regulam o andamento e as passagens entre fases do ciclo (G1, S, G2 e M) de forma
que garanta replicacdo génica, segregacdo dos cromossomos, regulacdo dos
processos de diferenciacdo, senescéncia e morte celular (Figural) (SIDDIK et al.
2005; QUEREDA; MALUMBERS, 2009).

Ha duas importantes fases do ciclo celular; a fase de interfase ou mitose e a
fase M. A interfase subdivide-se em trés: fase G1 que permite o crescimento e a
replicagcdo dos cromossomos, nela a p53 ativa genes que determinam a checagem
do seu ciclo até que ocorram correcoes ao DNA; fase S cujo periodo € marcado pela
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sintese ou replicacdo de DNA e G2 que prepara a célula para divisdo mitética; ja na
fase M, ocorre separacao das cromatides com a formacdo de dois nucleos nao
idénticos (SIDDIK et al. 2005; QUEREDA; MALUMBERS, 2009; DE LIMA et al.,
2012).

O ciclo celular é regulado pela interacdo de um conjunto de proteinas que
induzem e coordenam a progressao do ciclo de forma controlada (VANDEVA et al.,
2010). Esse evento envolve as ciclinas (A, B, C, D e E), as quinases dependentes de
ciclinas (CDKs 1, 2, 4 e 6) e seus inibidores (CDKI p27 e p21), que induzem a p53
na regulacdo do ciclo celular (QUEREDA; MALUMBERS, 2009; DE LIMA et al.,
2012).

M (Mitose)

Ponto de restricdo: para
fases da Mitose

Ponto de restrigéo: g ]
G2 paraM S Crescimento em massa.

Duplicacao dos centrossomos.

M Apoptose

G2

G1

p53

Duplicacao
cromossomica

Ponto de restricao:
G1 para S

Figura 1. Ciclo celular. G1 para S - checagem do tamanho celular e condi¢cdes favoraveis do
ambiente; G2 para M - Checagem do DNA danificado ou ndo duplicado e checagem por
cromossomo nao duplicado; M - Checagem da ligagdo dos cromossomos ao fuso mitético.
Fonte. http://labs.icb.ufmg.br/. Com adapta¢des. Acesso em: 06/2016.

Assim, a proteina p53 tem como fungdo o bloqueio da divisdo de células
geneticamente modificadas e, portanto, a perda da sua funcdo propicia o
crescimento tumoral. Atua como um sensor de danos no DNA e auxilia o sistema de
reparo, utilizando os momentos de checkpoints (sitio de inspe¢ado) para paralisar o
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ciclo celular ou induzir a apoptose, prevenindo, assim, que ocorra a proliferacéo de
células com o DNA mutado sendo produto de transcricdo do gene TP53 (LEVINE;
MOMAND; FINALY, 2009).

As células que apresentam o gene TP53 mutado com a inativacdo da p53
comprometem o ciclo celular de tal forma que interferem no reparo do DNA. Em
consequéncia dessas modificacbes celulares, ocorrem mutacdes e rearranjos
cromossdmicos adicionais, levando a uma rapida proliferacao de clones de células
com DNA mutado e transformacgao neoplasica (RAVEROT et al., 2010).

Apesar de amplamente estudado, os mecanismos da tumorigénese hipofisario
ainda sao pouco compreendidos. A importancia deste estudo é identificar a presenca
da expressao da proteina p53 e suas implicacbes com o0s aspectos invasivos e
agressivos do adenoma hipofisario, bem como buscar fatores preditores desta
agressividade, progressao e recidivas.

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 Eixo Hipotalamico — Hipofisario

A hipofise, também chamada de pituitaria, € uma glandula dinamica,
heterogénea que mede em média 13 x 9 x 6 mm nos didmetros transversal,
anteroposterior e vertical, respectivamente, oval, com peso cerca de 0,6 g,
exercendo um papel fundamental na integracéo de varios sistemas regulatérios, por
meio da producdo de horménios especificos, proporcionando o funcionamento de
diversas glandulas do corpo. Localiza-se na base do encéfalo no interior da sela
turcica relacionando-se pela por¢cado superior com o quiasma éptico e pela porcédo
inferior com o seio intercavernoso e parte do teto do seio esfenoidal. Lateralmente
tem contato com os seios cavernosos e as estruturas neles contidas. Os seios
cavernosos anterior e posteriormente a hipéfise, comunicam-se entre si, formando o
seio cavernoso (WILLIN et al., 2010; ASA, 2011; AMATO, 2014).

A glandula pituitaria divide-se em duas regides distintas denominadas lobo
anterior (adeno-hipéfise), que equivale a 80% da glandula, constituida pela parte
tuberal, parte intermédia e parte distal; lobo posterior (neuro-hipéfise) formada pela
parte nervosa e pelo infundibulo hipofisario (Figura 2) (MILANO et al., 2010).
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A adeno-hipéfise é constituida por seis tipos celulares secretoras de
hormonios que liberam seus produtos na corrente sanguinea através do sistema
porta-hipofisario, sendo responsavel pela producdo de LH, FSH, HGH, TSH, PRL e
ACTH. A neuro-hipéfise contém fibras nervosas amielinicas e axdnios de neurdnios
hipotalamicos secretores que conduzem e promovem a secrecédo de ADH (Horménio
Antidiurético) e OCT (Ocitocina). Desta forma, os eixos hipotadlamo-hipofisario
realizam uma conexao entre o sistema nervoso central (SNC) e o sistema enddcrino,
mantendo o equilibrio da funcdo das glandulas enddcrinas e do sistema fisioldgico a
estes relacionados (ASA et al., 2009).

Figura 2. llustracdo anatdmica da glandula pituitaria e sua localizacdo. A. 1. Terceiro nervo; 2.
Quarto nervo; 3.Sexto nervo; 4. Quinto nervo (primeira divisao); 5. Quinto nervo (segundo divisdo); 6.
Terceiro ventriculo; 7. Quiasma 6ptico; 8. Hipdfise (regido de sela tdrcica); 9. Seio esfenoidal; 10.
Artéria carétida interna; 11. Diafragma sellar; 12. Seio cavernoso; B. 13. Quiasma optico; 14. Hipdfise
anterior; 15. Hipofise posterior; 16. Terceiro ventriculo; 17. Seio esfenoidal; 18. Osso esfenoidal.
Fonte: DI IEVA et al., 2014.

O hipotalamo realiza impulsos conduzidos por seus nucleos, proporcionando
o controle da fungéo hipofisaria. Essa atividade é regulada por sinais induzidos por
horménios ou por aferéncias neurais, que tem sua origem no talamo, o sistema
reticular ascendente neural, o sistema limbico, na retina e no neocortex. Anatémica e
funcionalmente o hipotalamo é organizado em duas porgdes, anterior e posterior,
sendo cada uma delas compostas das areas medial e lateral. A area medial é
constituida por grupos de células nervosas, organizada em trés grandes grupos
nucleares: anterior (supra-optico), tuberal e posterior (mamilar) (ALHOSEINI;
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MOVAGHAR, 2012). A area hipotalamica lateral, regido que forma a borda lateral do
complexo nuclear hipotalamico medial, constitui-se de trés grandes grupos
neuronais, € a maior via pela qual os nucleos hipotalamicos comunicam-se com o
restante do cérebro. A regido hipotalamico anterior inclui os ndcleos magnocelulares
(supra-éptico e paraventricular) que sintetizam os horménios da neuro-hipofise. A
regiao posterior contém os complexos mamilares, supramamilar e tabero mamilar.
Os nucleos ventromedial, dorso medial e arqueado compdéem a regidao tuberal
(NOSE, 2010).

Os hormoénios do hipotalamo, envolvendo fatores liberadores ou inibidores,
atuam na adeno-hipéfise (glandula pituitaria anterior) controlando a secrecao dos
horménios desta regido da glandula (Tabela 1). A secrecdo dos dois principais
horménios da adeno-hipdfise, a prolactina e o horménio do crescimento, estao
sujeitos a controle hipotalamico e outros fatores liberadores e inibidores (DUARTE,
2009; SALGADO et al., 2013).

Todos os horménios hipotalamicos liberadores correspondem aos hormonios
da adeno-hipéfise, porém nao existem inibidores que correspondam a todos os
outros hormonios tais como, TSH, ACTH, FSH e LH. Esses hormobnios controlam
respectivamente as funcbes da tireoide, cértex suprarrenal, ovarios e testiculos.
Para tais horménios que nado possuem fatores inibidores hipotalamicos, a inibicao
acontece por resposta (feedback) dos oOrgaos-alvo para cessar sua atuacao
(MUSAT et al., 2010). O hipotalamo pode ser considerado como um centro comum,
onde sinais com origem em multiplos sistemas sao integrados e processados para a
hipofise anterior (COLAO et al., 2011).

Tabela 1. Hormdnios liberados e inibidos pelo hipotalamo.

Fator hipotalamico Efeito Hormoénio
correspondente
Dopamina Inibitorio Prolactina
Hormonio liberador de tireotrofina (TRH) Estimulatério TSH e prolactina
Hormonio liberador de corticotrofina (CRH) Estimulatério ACTH
Horménio liberador de GHRH Estimulatério HGH
Somatostatina Inibitério HGH
Hormaénio liberador de gonadotrofinas (GnRH) Estimulatério LH e FSH

Fonte: SALGADO et al., 2013.
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2.2 Agressividade e invasao

Os adenomas hipofisarios exibem varios comportamentos biol6gicos; alguns
do ponto de vista hormonal sdo considerados secretores ou nao secretores, outros,
exibem crescimento lento ou rapido, infiltrando tecidos adjacentes, com caracteristi-
cas invasivas e agressivas (Tabela 2) (ASA, 2011). Adenomas hipofisarios séo,
geralmente, considerados agressivos a partir do ponto de vista clinico, com
caracteristica para invasdo macica de tecidos adjacentes, velocidade de
crescimento, tamanho tumoral expressivo, tendéncia a recidiva, com resisténcia as
modalidades terapéuticas (LLOYD et al., 2004; TROUILLAS et al., 2013).

Cerca de 15% dos adenomas hipofisarios, com ressecg¢ao cirurgica, possuem
caracteristicas de adenomas hipofisarios agressivos, quanto a localizagédo, exibindo
variabilidade de crescimento, comportamento hormonal e dificuldade de serem
controlados clinicamente, o que aponta para um mau prognéstico. Assim, a
identificacdo precoce desses adenomas pode contribuir com melhor resultado
terapéutico (RAVEROT et al., 2010; COLAO; SAVASTANO; 2011).

Para invaséo, a frequéncia de tumores hipofisarios invasivos é definida como
uma infiltracdo do tecido circundante, com cerca de 25 a 55% dos adenomas
hipofisarios para o seio esfenoidal, osso e seio cavernoso. A invasdo tumoral
compreende, inicialmente, infiltracdo na dura-mater envolvendo a sela e o assoalho
selar, diafragma ou na parede medial do seio cavernoso selar. A ressonancia
nuclear magnética (RNM) é uma abordagem comum, considerada eficaz para critério
de invasao, adotando o sistema de classificacdo de Knosp (KNOSP et al., 1993). De
acordo com a classificacdo de Knosp, apenas o grau 3 e 4 sao considerados
adenomas verdadeiramente invasivos, quando ha invasdo parasselar dos seios
cavernosos (KNOSP et al., 1993). Essa classificacdo ndo considera a extensao
suprasselar como critério de invasdo (MEIJ et al., 2002; FAHLBUSCH; BUSLEI,
2006; CUSIMANO et al., 2012).
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2.3 Invasao de seio cavernoso de acordo com a classificacao de classificacao

de Knosp

A extensdo parasselar, avaliada por Knosp, permite identificar através dos
exames de RNM, invasdo para o seio cavernoso, comparando achados cirurgicos
com base na localizagdo tumoral através das linhas intercarotideas. E classificado
com grau 0, quando nao envolve seio cavernoso; nos tipos 1 e 2, o tumor comprime
a parede medial do seio cavernoso, mas nao excede uma linha imaginéria, que se
estende entre os centros dos dois segmentos da artéria carétida interna, ou ainda
nao excede as margens laterais da prépria artéria; no grau 3, o tumor estende-se
lateralmente para a artéria carétida interna para dentro do seio cavernoso; ja no grau
4, a artéria cardtida interna é completamente envolvida pelo adenoma (Figura 3)
(KNOSP et al., 2009; TROUILLAS et al., 2013).

Figura 3. Sistema de classificagdo de Knosp, para quantificar a invasao do adenoma hipofisario em
seio cavernoso. Grau 0, condi¢do normal do espago do seio cavernoso; Grau 1 e 2, a extensao do
tumor ndo passa de uma linha entre os centros da secg¢ao transversal das artérias carétidas; Grau 3,
tumor se estende lateralmente a tangente lateral intra e supracavernosa; Grau 4, envolve totalmente
a artéria carétida intracavernosa. Fonte: http://oncolex.org/ Acesso em: 06/2016.
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Tabela 2. Definicoes para adenoma hipofisario invasivo e agressivo

MORFOMETRIA
Microadenoma (volume tumoral <10 mm)
Macroadenoma (volume tumoral 210 mm)
Adenoma gigante (tamanho > 40 mm ou volume > 10 cm3)

INVASAO

AGRESSIVIDADE

Invasao de estruturas vizinhas com base de
exames radiologicos e histopatoldgicos.

A agressividade tem como base o comportamento
clinico.

Invasdo do seio esfenoidal e, ou seio
cavernoso (25-55% dos tumores da hipdfise).

Com percentual indefinido

Extensdo suprasselar do tumor nao é um
critério de invasao.

Exposicdo de resultados atipicos, como alta
atividade mitética, Ki-67 23%, ou imu-
nopositividade p53.

Knosp, grau 3 e grau 4 define a invasado do
tumor dentro do seio cavernoso.

Geralmente sdao adenomas invasivos, macro ou
gigantes com extensao selar ou invasdo ossea.

Macroadenomas pode ser invasivo, mas
muitas vezes nao sao clinicamente agressivos.

Algumas excecbes foram descritos para
microadenomas secretores de ACTH com
agressividade e ou tumores caracterizados por
uma elevada taxa de recorréncia ou a falta de
resposta a terapéutica.

Nao metastatico, mas compartiiham histo-
logicamente  caracteristicas comuns  com
carcinomas da hipdfise.

Fonte: DI LEVA et al., 2014.

2.4 Classificacao

Os adenomas hipdfisarios sado classificados de acordo com volume
(radiologicamente), atividade funcional, aspectos histolégicos, a técnica de imuno-
histoquimica (IHQ) e microscopia eletronica (Tabela 3). Importante ressaltar que
embora haja varias classificagbes, na pratica, consideram-se dois critérios
importantes: a ocorréncia ou ndo de modificagdes hormonais (funcionantes e nao
funcionantes) (Tabela 4) e o tamanho e a extensado do tumor obtido por imagem.

Quando excedem de forma expansiva os limites da sela turcica sao subclassificados
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em suprasselar (com compressao de nervo 6ptico), parasselar (com invasao de seio

cavernoso), infrasselar (para seio esfenoidal) ou inter-relacées entre estas (ASA et

al., 2009; ALVES et al., 2011).

Tabela 3. Classificacdo dos adenomas hipofisarios de acordo com a Organizacdo Mundial da Salde,

2004 (OMS, 2004).

Classificacao com base em caracteristicas histoldgicas, imuno-histoquimicas e microscopia
eletronica.

Adenomas tipicos (ICD8272/0)

Podem ser invasivos e delimitados com
crescimento para varias regides anatdmicas
adjacentes.

Adenoma produtor de ACTH
Adenomas Corticotropinomas
Densamente granulado
Esparsamente granulado

Adenomas atipicos (ICD8272/1)

Sao invasivos; indice para Ki-67 =2 3%, e
imunorreatividade nuclear intensa para a
proteina p53.

Adenoma produtor de PRL
Adenomas prolactinomas
Densamente granulado
Esparsamente granulado

Carcinomas (ICD8272/3)
Comportamento metastatico.

Adenoma produtor de gonadotrofina
Adenomas gonadotropinomas ou ade-noma nao
funcionte (FSH/LH)

Adenomas produtores de GH
Adenoma Somatotroéfico

Densamente granulado

Esparsamente granulado

Adenoma misto ou
Somatomamotropinomas.

Adenoma Mamosomatotréfico ou
Mamosomatotropinomas.

Adenomas somatotropinomas silenciosos

Adenoma de células nulas
Adenomas de hormonios imunonegativos
Oncocitomas

Adenomas Pluri- hormonais

Fonte: AL-SHRAIM et al., 2006; HEANEY, 2011.
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2.5 Adenomas hipofisarios: manifestacao clinicas e modalidades terapéuticas

Tabela 4. Os adenomas hipofisarios sao classificados de acordo com seu comportamento hormonal,
traduzindo uma diversidade de manifestagdes clinicas.

Adenomas Hipofisarios Manifestagoes Clinicas

Gigantismo em criancgas;

Somatotropinoma (HGH) Acromegalia em adultos;
Infiltrativos e agressivos.
Modalidades terapéuticas Farmacoldgica, radioldgica e cirdrgica.

Hiperprolactinemia;

Prolactinoma (PRL) Hipogonadismo: Galactorreia e Amenorreia em mulheres,
infertilidade, disfungdes sexuais, osteoporose, acne,
Modalidades terapéuticas hirustismo e ganho de peso.

Disfungao erétil e diminuigao de libido em homens.
Farmacoldgica e cirurgica

Corticotropinoma (ACTH) 90% dos casos sao de adenomas hipofisarios para
microadenoma;
Modalidades terapéuticas Produgéo elevada de ACTH;

Hipercortisolismo ou Sindrome de Cushing (SC);
Farmacoldgica, radiol6gica e cirdrgica.

Adenomas Hipofisarios 15% dos casos sdo de macroadenomas;
Clinicamente Nao Funcionastes Hipopituitarismo;
(ACNF) Na imuno-histoquimica sdo imunopositivos para FSH, LH e
subunidades;
Modalidades terapéuticas Imunonegativos para null cell e oncocitomas.

Farmacoldgica, radiol6gica e cirurgica.

Fonte: COLAO, 2009; LUGO et al., 2012; MELMED; JAMESON, 2013; SZCZESNIAK et al., 2015.

2.6 Epidemiologia

Os adenomas hipofisarios sdo a causa de aproximadamente 25% de todas as
resseccgoes cirurgicas para tumores do sistema nervoso central (SNC) (ASA; EZZAT,
2009; MELMED, 2011). Os sintomaticos podem ocorrer 1 em 1064 individuos, com
uma prevaléncia na populacdo global com cerca de 80 a 90 por 100.000 da
populacdo (RAAPPANA et al., 2010; MELMED, 2011). Muitos estudos revelaram
que a incidéncia tem aumentado com a idade variando em 3 a 9%, na qual sao
diagnosticados antes de completar 20 anos, quanto que cerca de 30% dos
individuos com idades entre 50 a 60 anos sao oficializados com diagnostico para
incidentalomas, ACNF diagnosticados acidentalmente (ASA; METE, 2014).

Os prolactinomas sdo os mais frequentes com incidéncia de 50 a 60%,
seguido dos ACNF de 20 a 30%, somatotropinomas de 10 a 15%, corticotropino-mas
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de 5 a 10% e tireotropinomas de 1 a 2% (ARAFAH; NASRALLAH, 2001; DALY et al.,
2004; METE; ASA, 2012).

2.7 Imuno-histoquimica (IHQ)

A imuno-histoquimica tem como objetivo estudar as neoplasias, doencas
infecciosas e doencas degenerativas, podendo ser aplicada em estudos e na
investigacao de outras doencas. Apresenta-se como uma técnica padrao-ouro, como
meio de investigacdo de varias estruturas celulares e teciduais que estédo
relacionadas as diversas patologias de possivel diagnéstico pela mesma
(TORLAKOVIC et al., 2010). Existem algumas particularidades quanto ao
desenvolvimento da técnica de IHQ; esta merece cuidado desde a fixacdo da
amostra, escolha dos anticorpos, manuseio das reagdes durante o procedimento até
a interpretacdo dos resultados. Tal técnica permite um grau de confiabilidade e
otimizacao, contribuindo para uma melhor acuracia diagnostica (BLOCH, 2012;
BRATTHAUER et al., 2013).

2.8 Proteina p53

O gene que codifica a proteina p53 (fosfoproteina53) € denominado gene
TP53 (tumor proteina 53), considerado um gene de supressédo tumoral, localiza-se
no cromossomo 17 (17p13. 1), possui 20 Kb e é composto por 11 éxons. O referido
gene exerce o0 controle de regular a integridade do genoma diante de danos
celulares, como interferéncias de rearranjo cromossémico, assim como deplecdo de
metabdlitos, choque térmico, hipdxia, oncoproteinas virais e ativacdo de oncogenes
celulares (ALMEIDA et al. 1999; FERREIRA; ROCHA, 2010; PASKULIN et al., 2012;
SHAHBAZI et al., 2013). O gene realiza a transcricdo da proteina p53, que exerce
um papel importante no controle do ciclo celular de forma que conduz a prevencao
do surgimento de neoplasias, pois a p53 realiza o bloqueio na divisdo celular
parando o ciclo em G1, prevenindo assim, danos ao DNA, realizando checagens de
reparo ou levando a célula a apoptose (FASSNACHT et al., 2011; LIBE et al. 2011).

A p53 é constituida por 393 aminodcidos com peso molecular de
53kilodaltons (kDa), denominada proteina p53 em referéncia a seu peso molecular;
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esta estruturada em quatro importantes regidées ou dominios: (i) a regidao N-terminal,
primeira regido, constituida de um dominio de transativagdo e interagdo com varios
fatores de transcricao; (i) um dominio central, segunda regido, onde se liga ao DNA
para que ocorra a transcricdo em sequéncia especifica, no qual controla de forma
positiva ou negativa a ativacao de diversos genes-alvos; (iii e iv), a regido C-terminal
€ uma regido de oligomerizagdo que estabelece uma ligacdo especifica sendo
fundamental para que ocorra a transativacdo de sequéncias especificas, com um
dominio regulatério e um dominio de tretramerizagdo. Todo esse arranjo envolvendo
as atividades da p53 ocorre sistematicamente no ciclo celular (Figura 4) (SUZUKI et
al., 2011).

Amino-terminal (N- Regido Central Carboxi-terminal (C-terminal)

terminal)

| —
L J %_‘
Dominio de transativagao Dominio de ligagdo ao DNA Dominio regulatério
Ativagao da transcrigao (Raios laranja sinalizam a regido de Dominio de Tretramerizag&o
Fosforilacao mutacoes). Oligomerizagao

Figura 4. Estrutura Linear da proteina p53. Dominios funcionais da proteina p53. Fonte. VOUSDEN;
LANE, 2007.

Caracteriza-se por um tempo de vida muito curto, cerca de 20 minutos em
situagdes fisiologicas normais, tornando assim, muitas vezes dificil a sua
interpretagdo, podendo ser identificado e quantificado por meio de técnicas
laboratoriais como imuno-histoquimica, western blot, ou por citometria de fluxo
(GONZALEZ et al., 2008; KLOPFLEISCH et al., 2010).

Quando as células sofrem injuria, a p53 se acumula no nucleo, possibilitando
a regulagdo dos alvos de transcricdo para induzir os eventos como apoptose e
parada do ciclo celular (ZHANG; XIONG, 2001). Com gene mutado e proteina p53
inativa, o ciclo celular continua sua atividade mitética sem o reparo no DNA,
produzindo células geneticamente instaveis com resultados de mutacbes e
consequentemente proliferacdo de células neoplasicas. Dessa forma, a proteina p53
funciona como “guardid do DNA”, devido a sua atividade de monitoramento em
garantir a integridade do genoma. A p53 revela-se como um sensor de lesées no
DNA (RIBEIRO et al., 2009). Relata-se que 15% a 25% dos adenomas hipofisérios
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invasivos expressam de forma aumentada a p53, e quase 100% em carcinomas
(FLAGIA; SPADA, 2001; HENTS-CHEL et al., 2003).

As alteragbes moleculares podem induzir o desenvolvimento de tumores
contribuindo para inicio da patogénese, cujo evento inicial ocorre na glandula
hipofisaria, com mutacbes cromossémicas e a expressdao de proto-oncogenes
especificos da hipofise, resultando em adenomas hipofisarios (PAMPALONA et al.,
2012). A tumorigénese hipofisaria pode iniciar com uma mutacdo espontanea,
através de fatores tréficos, intrinsecos ou extrinsecos, que traduzem a progressao
do tumor. Tal mecanismo resulta em proliferacdo celular, transcricdo génica e
secrecdao hormonal alterada, induzindo a um comportamento clinico e biolégico
variavel (VANDEVA, et al., 2010 ).

Adenomas hipofisarios gigantes e macroadenomas exibem comportamento
para invasivo, agressivo, com recorréncias multiplas, tendendo a expressar intensa
imunopositividade para p53 (METE et al., 2012). O comportamento do tumor esta
associado com a expressao da p53, apresentando niveis variados de reatividade
quanto a aplicagdo da imuno-histoquimica, com 0% de imunoreatividade em
adenomas hipofisarios nao invasivos, 15,2% em adenomas invasivos e de 100%

para carcinomas (SALEHI et al., 2010).

Tabela 5. Vantagens e desvantagens da proteina p53 como biomarcador de supressao
tumoral.

Vantagens Desvantagens
Os elevados niveis de p53 estdo associados | Falta de padronizacdo de um método de
com a agressividade clinica; quantificacdo para a sua expressao;

Os valores mais elevados sao encontrados | Critérios diferentes protocolos de
em carcinomas da hipéfise; quantificacdo para definir a amostra como
p53 positivo ou negativo.

A positividade para p53 estd incluso nos
critérios para a definigho de adenomas
hipofisarios atipicos (OMS, 2004).

Fonte: METE et al., 2012.

O estudo da p53 em adenomas hipofisarios por meio da IHQ é importante,
primeiro, porque a deteccdo da expressdo pode contribuir para o prognéstico,
segundo, porque é um elemento importante para abordagens das diversas
modalidades terapéuticas, como terapia medicamentosa, cirdrgico e radioterapia.
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL
Avaliar a imunoexpressao da proteina p53 em adenomas hipofisarios.

3.2 ESPECIFICOS

v Relacionar a imunoexpressao da p53 com achados clinicos e caracteristicas

demograficas, tais como idade, sexo e volume tumoral;

v Correlacionar a expressao imuno-histoquimica da proteina p53 aos diversos

tipos histolégicos de adenomas hipofisarios;

v Correlacionar a imunoexpressao da proteina p53 em relagcao a invasividade.
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4 METODOLOGIA
4.1Tipo de estudo

Foi realizado um estudo analitico com delineamento do tipo transversal.
4.2 Periodo e local de estudo

O estudo foi desenvolvido no periodo de outubro de 2015 a agosto de 2016,
no Servigco de Endocrinologia, na Unidade de Anatomia Patol6gica, no Laboratério
de Imunofluorescéncia e Microscopia Eletronica (LIME) e Centro de Pesquisa Clinica
(CEPEC) do Hospital Universitario da Unidade Presidente Dutra, da Universidade
Federal do Maranhao (HUUFMA).

4.3 Aspectos éticos

Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo Cientifica
COMIC/HUUFMA com o parecer n® 006/2015 e Comité de Etica em pesquisa
CEP/HUUFMA, em atendimento a Resolugdo CNS n® 466/12, com parecer de
aprovacao de numero: 1.293.972 e CAAE: 45445815.1.0000.5086.

4.4 Amostragem

Foi incluida, neste estudo, uma série de 98 pacientes com idade entre 16 a 73
anos, de ambos os sexos, que apresentaram diagndstico de adenoma hipofisario,
submetidos a procedimento cirdrgico pelo Servico de Neurocirurgia, no periodo de
2008 a 2016, oriundos do Servico de Endocrinologia do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranhdo — HUUFMA. Foram excluidos pacientes cujas
amostras tumorais apresentaram artefato técnico, necrose tumoral, amostra
insuficiente, amostras extraviadas, tecido normal e recidivas que impossibilitassem a
realizacdo da técnica (Figura 5).
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Figura 5. Fluxograma

Extravio
n=14

Hipofise normal
n=2

Amostra insuficiente
n=8

SERIE Necrose tumoral
n=98 n=2

EXCLUSOES | | Artefato técnico
n=36 n=3

Recidivas
n=7

SERIE
n=62

Fonte: HUUFMA — Dados trabalhados pelos autores, 2016.

4.5 Coleta da amostra

As amostras sdo tecidos tumorais, emblocados em parafina pelo Servigo de
Patologia da Unidade de Anatomia Patoldégica do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranhao - Hospital Presidente Dutra — HUUFMA. Estas
foram resgatadas do arquivo da Unidade de Anatomia Patolégica para realizacdo da

imuno-histoquimica.

4.6 Procedimento imuno-histoquimico

A andlise da expressdo da proteina p53 foi obtida através da reacao
imunoenzimatica da streptoavidina-biotina-peroxidase. Este procedimento obedeceu
ao seguinte protocolo: primeiramente foram obtidos cortes histolégicos de 3um do
material emblocado em parafina, utilizando-se laminas silanizadas. Em seguida, este
material € acondicionado em estufa a 60°C para a retirada da parafina. No passo
seguinte, realizou-se banho de xilol para remogao da parafina residual. Seguido da



32

hidratacdo do material com etanol absoluto, banhos em agua corrente e agua
destilada.

A fase seguinte foi a recuperagdo antigénica com a incubacao das laminas
em solugcdo de TRIS-EDTA 10mM/1mM pH 9,0 ou Tampao de recuperagcédo de
antigeno 4 (Tampao TRIS-EDTA, pH 9.0, 100x concentrado) marca Spring
Bioscience cod. PMB4®, em panela a vapor, seguido de resfriamento a temperatura
ambiente e lavagens em agua corrente e dgua destilada.

Em seguida realizou-se bloqueio da peroxidase enddgena com agua
oxigenada (H20.) a 6% diluida v/v em metanol. Seguidos de lavagens em agua
corrente e agua destilada e lavagem com solucao salina tamponada com fosfatos
(PBS) 10 mM pH 7,4.

Realizou-se posteriormente a etapa do bloqueio de ligagdes inespecificas
com Cas Block™ (Invitrogen, EUA), com as laminas acondicionadas em bandeja de
incubacdo. Apdés o tempo concluido da incubacdo, escorreu-se a proteina de
bloqueio e aplicou-se com o anticorpo (Ac) primario. A incubagédo das laminas com
anticorpo primario (especifico para o antigeno) foi diluida (1:100) em solucao de
albumina bovina (BSA) (SIGMA, E.U.A.) a 1,0% e azida sddica NaNs (Inlab, Sao
Paulo) 0,1% em PBS, em camara Umida por 18 horas (overnight) a 4° C. Utilizou-se
0 anticorpo primario contra a p53, o anticorpo monoclonal de camundongo anti -
proteina p53 humana, clone DO-7®, DAKO, cod. M7001.

Os controles utilizados na reagdo imuno-histoquimica compreendem, um
controle positivo sabidamente positivo para o Ac em estudo e um controle negativo
com incubagdo em PBS com a eliminacao do anticorpo primario, sendo efetuados
todos os demais procedimentos imuno-histoquimicos.

Apés a incubacéo over night, foram executadas lavagens em tampao PBS.
Realizou-se a incubacdo com o Polimero HRP EP-12-20502 do Kit Easy Link One,
Easy Path®, fabricado por Immunobioscience Corp. Em seguida a etapa
denominada revelacédo, esta se realizou com solucdo de substrato cromogénico
contendo diaminobenzidina (Sigma®, E.U.A.) a 0,06%, perdxido de hidrogénio a
0,06%, dimetil sulféxido (Labsynth®) a 1% em PBS a 37 °C. Apds imunomarcacéo,
as laminas foram lavadas em agua corrente e agua destilada.

A etapa apos revelacao constitui-se da contra coloracdo com Hematoxilina de
Harris, e, em seguida, lavagens em agua corrente e agua destilada. Imersao rapida
em agua amoniacal (sol. de hidréxido de aménia 0,5%) seguido novamente de
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lavagens em agua corrente e agua destilada. Segue-se com a desidratacdo dos
cortes em banhos de etanol a 50%, 80%, 95% e etanol absoluto e a diafanizagcdo em
banhos de xilol e montagem em meio permanente (Entellan Merck®) com laminula.
(BARTEK et al., 1991; VOJTESEK et al., 1992; RAMAEL et al., 1992; COOPER et
al., 1997; KONTOGEORGOS et al., 1999; NIEDER et al., 2001; adaptado).

4.7 Anadlise quantitativa da imunoexpressao da p53

Os cortes histolégicos foram devidamente selecionados para a técnica imuno-
histoquimica a partir de preparagdes coradas pela hematoxilia e eosina (HE), de
modo que fosse identificada a presenca do adenoma, com a auséncia de artefatos
técnicos.

Alguns cortes (pacientes) foram excluidos por apresentar areas em necrose
tumoral, diminutos cortes que dificultaram a quantificacdo e tecido normal. Com a
possibilidade de traduzir vieses na analise da imuno-histoquimica. Toda casuistica
submetida a técnica de IHQ foi realizada pelo mesmo pesquisador e analisadas por
um unico patologista.

A obtencao das imagens para a quantificacdo dos nucleos positivos fez-se
através da captura em microscopia de luz acoplado a um sistema de camara (Micro
Axion Cam MRC - Zeiss®), nos quais os campos foram fotografados com objetiva
de grande aumento para 40X (ampliacdo 40 vezes), em areas de maior positividade.
Estas foram transferidas para um sistema de computacdo que nos viabilizou o
arquivamento das imagens, para a possivel quantificacdo dos nudcleos
imunorreativos para p53. A imunorreatividade foi quantificada considerando 10
nuacleos fortemente positivo por 10 campos de grande aumento de acordo com
Trouillas et al. (2013).

4.8 Analise estatistica

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel 2013® e a analise estatistica
dos resultados foi realizada no programa estatistico Stata 14.0. As associacdes
entre a p53 e demais variaveis foram aplicadas o teste Qui-Quadrado. Na verificagao
da relacéo entre a média da idade e p53 foi aplicado o teste T de student. O teste de
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normalidade foi realizado através do Shapiro Wilk. Todas as associacdes e
comparacOes foram consideradas como estatisticamente significativas quando alfa

foi inferior a 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao da casuistica

Foi analisada uma série de 62 pacientes portadores de adenomas
hipofisarios, dos quais 31 sdo do sexo feminino (50%), com a média de idade de 46,
20x13,3 anos, na data de intervencgao cirurgica, com faixa etaria variando entre 16 a
73 anos.

Quanto aos subtipos tumorais obtivemos 32 (51,6%) com ACNF, 22 (35,4%)
pacientes com somatotropinoma, 6 (9,6%) pacientes com corticotropinoma e em
menor numero pacientes com prolactinoma 2 (3,23%).

Na avaliacdo morfométrica observou-se achados em maior numero para
adenomas gigantes 23 (37,1%) pacientes com predominancia de macroadenomas
em 34 (54,8%) pacientes e com 5 (8,06%) com microadenomas.

A imunoexpressao para proteina p53 foi observada em 8 (12,9%) pacientes.

O critério de invasdo Knosp (grau 3 e 4) foi identificado em 16 (32%)
pacientes e 34 (68%) nao apresentaram invasdo (grau 0 a 2) (Tabela 6 e 7).

Tabela 6. Caracterizacdo demografica da série de 62 pacientes com adenomas hipofisarios. Sao
Luis, Maranhao, 2016.

Variaveis N %
Sexo

Feminino 31 50

Masculino 31 50
Idade (anos)

Até 30 6 9,6

Entre 31 e 40 17 27,4

Entre 41 e 49 14 22,5

Entre 50 e 59 14 22,5

60 ou mais 11 17,7

Xxdp 46,20+13,03
Diagnostico

ACNF 32 51,6

Somatotropinoma 22 354

Corticotropinoma 6 9,6

Prolactinoma 2 3,2
Morfometria

Microadenoma 5 8,0

Macroadenoma 34 54,8

Adenoma Gigante 23 37,1
p53

Positivo 8 12,9

Negativo 54 87,1
Invasado*/ Knosp

Sim 16 32

Nao 34 68
TOTAL 62 100

*Perda de dados. Fonte. HUUFMA — Dados trabalhados pelos autores, 2016.
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Tabela 7. Perfil imuno-histoquimico de pacientes positivos para proteina p53 com adenoma
hipofisarios ndo invasivo de acordo com os critérios de classificagdo de Knosp (grau 0-2).

Ne PACIENTES SEXO |IDADE DIAGNOSTICO MORFOMETRIA KNOSP
1 AH33 F 43 ACNF Adenoma Gigante 1
2 AH61 M 35 Somatotropinoma Adenoma Gigante 2
3 AH63 F 54 ACNF Macroadenoma 1
4 AHB5 F 74 ACNF Adenoma Gigante 1
5 AH72 M 46 ACNF Adenoma Gigante 1
6 AH75 M 27 ACNF Macroadenoma 2
7 AH97 M 46 Somatotropinoma Macroadenoma 1
8 AH102 F 40 Somatotropinoma Macroadenoma 2

Fonte. HUUFMA — Dados trabalhados pelos autores, 2016.
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5.2 Perfil imuno-histoquimico da proteina p53 em adenomas hipofisarios.

Em nossa série de adenomas hipofisarios obtivemos imunoexpressao para

p53 em 8 (12,9 %) pacientes. Dos quais 5 (15,6%) pacientes sao portadores de
ACNF e 3 (13,6%) somatotropinoma.

A morfometria apresentou-se em macroadenomas (11,7%) e adenomas

gigantes (17,39%).

A classificacdo de Knosp para critério de invasdo mostrou-se ausente em

todos os 8 (12,9%) pacientes com imunoexpressao para a proteina p53, com

variantes para grau 0 a 2 (Tabela 8 e 9).

Tabela 8. Perfil imuno-histoquimico da proteina p53, na série de 62 pacientes com adenomas

hipofisarios. Sdo Luis, Maranh&o, 2016.

p53
Variaveis Positivo Negativo Valor de p
n (%) n (%)
Sexo
Feminino 4 (50) 27 (50) 1000
Masculino 4 (50) 27 (50)
Idade (anos)
Até 30 1 (12,5) 5(9,2) 0,817
Entre 31 e 40 2 (25) 15 (27,7)
Entre 41 e 49 3(37,5) 11 (20,3)
Entre 50 e 59 1(12,5) 13 (24)
60 ou mais 1(12,5) 10 (18,5)
Xtdp 45,2413,9 45,6112,6 0,4971 %
Diagnostico
ACNF 5 (62,5) 27 (50)
Somatotropinoma 3 (37,5) 19 (35,1) 0,704
Corticotropinoma 0 (0) 6 (11,1)
Prolactinoma 0 (0) 2 (3,7)
Morfometria
Microadenoma 0 (0) 5(9,2) 0,551
Macroadenoma 4 (50) 30 (55)
Adenoma Gigante 4 (50) 19 (35)
Invasao*/Knosp
Sim (Grau 3 e 4) 0 (0) 16 (38,1) 0,034
Nao (Grau 0 a 2) 8 (100) 26 (61,9)
TOTAL 8 (12,90) 54 (87,10)

T Teste T de Student; *Perda de dados.



Tabela 9. Relagao de pacientes negativos para p53, com invasao de acordo com os critérios de

classificagdo de Knosp (grau 3 e 4).

N2 PACIENTES IDADE  DIAGNOSTICO MORFOMETRIA KNOSP
1 AHO3 32 Somatotropinoma Adenoma Gigante 3
2 AH14 62 ACNF Adenoma Gigante 3
3 AH16 40 ACNF Macroadenoma 4
4 AH41 17 Somatotropinoma Adenoma Gigante 4
5 AH51 59 ACNF Adenoma Gigante 3
6 AH59 40 Somatotropinoma Macroadenoma 3
7 AH66 51 Somatotropinoma Macroadenoma 3
8 AH68 50 ACNF Macroadenoma 3
9 AH78 58 ACNF Macroadenoma 3
10 AH86 53 Somatotropinoma Microadenoma 3
11 AH87 68 ACNF Macroadenoma 3
12 AH89 43 Prolactinoma Adenoma Gigante 4
13 AH91 30 Somatotropinoma Adenoma Gigante 4
14  AH92 54 ACNF Adenoma Giagante 3
15  AH94 69 ACNF Macroadenoma 3
16  AH95 35 ACNF Adenoma gigante 3

Fonte. HUUFMA — Dados trabalhados pelos autores, 2016.
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5.3 Caracterizacao demografica de pacientes com adenomas hipofisarios
clinicamente nao funcionantes (ACNF) e sua relacao com o perfil imuno-
histoquimico para proteina p53.

Analisamos uma série de 32 pacientes com ACNF, 14 (43,75%) eram do sexo
feminino e 18 (56,25%) pacientes do sexo masculino com a meédia de idade de
50,20%£12,9 anos.

Entre os ACNF obtivemos imunoexpresséo para proteina p53 em 5 (15,6%)
pacientes. Quanto a avaliagcdo morfométrica observou-se adenomas gigantes e em
macroadenomas respectivamente em 16 (50%) pacientes.

Os adenomas invasivos (Knosp 3 e 4) foram observados em 9 (34,6%)
pacientes ACNF, no entanto 17 (65,38%) ndo apresentaram invasao (Tabela 10).

Tabela 10. Caracteristicas demogréficas e a imunoexpressdo da p53 em pacientes com adenomas
hipofisarios clinicamente nao funcionantes (ACNF). Sao Luis, Maranh&o, 2016.

Variaveis N %

Sexo

Feminino 14 43,7

Masculino 18 56,2
Idade (anos)

Até 30 2 6,2

Entre 31 e 40 6 18,7

Entre 41 e 49 5 15,6

Entre 50 e 59 9 28,1

60 ou mais 10 31,2

Xtdp 50,6+12,9
p53

Positivo 5 15,6

Negativo 27 84,3
Morfometria

Macroadenoma 16 50

Adenoma Gigante 16 50
Invasao*/ Knosp

Sim (Grau 3 e 4) 9 34.6

Nao (Grau 0 a 2) 17 65.3
TOTAL 32 100

*Perda de dados.
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Figura 6. Fotomicrografia de adenoma hipofisario clinicamente ndo funcionante — AH65. A. Coloragéao
em HE, ampliagdo 400X. B. Técnica para fibras reticulinicas, ampliagdo 200X; C. Procedimento
imuno-histoquimico: controle positivo: carcinoma coldon humano com marcagao para anti - p53,
ampliacdo 400X; D. AH65 - ACFN forte imunoexpressao da p53, ampliacdo 400X.
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Fonte: Dados trabalhados pelos autores, 2016.
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5.4 Perfil imuno-histoquimico da p53 em pacientes com adenomas hipofisarios
clinicamente nao funcionantes (ACNF)

A imunoexpressdo para proteina p53 em adenomas clinicamente n&o
funcionantes foram identificados em 3 (21,4%) pacientes do sexo feminino e 2
(8,3%) do sexo masculino, com a média de idade de 49,2+17,0 anos.

Nesta série de 5 pacientes positivos para p53, os achados morfométricos
identificados foram 2 (12,5%) pacientes com macroadenoma, 3 (18,7%) pacientes
com adenomas gigante.

Nao houve invasao para os pacientes com ACFN positivos para p53 (Tabela
11).

Tabela 11. Perfil imuno-histoquimico da proteina p53, na série de 5 pacientes imunorreativos para o
subtipo ACNFs . Sao Luis, Maranhao, 2016.

p53
Variaveis Positivo Negativo Valor de p
n (%) n (%)
Sexo
Feminino 3 (60) 11 (40,7) 0,425
Masculino 2 (40) 16 (59,2)
Idade (anos)
Até 30 1 (20,00) 1(3,7) 0,237
Entre 31 e 40 0 (0) 6 (22,2)
Entre 41 e 49 2 (40) 3(11,1)
Entre 50 e 59 1 (20) 8 (29,6)
60 ou mais 1 (20) 9 (33,3)
Xtdp 49,00+17,08 51,90+12,65 0,3277 ¥
Morfometria
Macroadenoma 2 (40) 4 (51,8) 0,626
Adenoma Gigante 3 (60) 13 (48,1)
Invasao*/Knosp
Sim (Grau 3 e 4) 0(0) 9 (33,3) 0,778
Nao (Grau 0 a 2) 5 (100) 13 (66,6)
TOTAL 5 (16,6) 27 (84,3)

T Teste T de Student; *Perda de dados.
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5.5 Caracterizacao demografica de pacientes com somatotropinoma

Na série de 22 pacientes acromegalicos o estudo obteve 12 (54,5%)
pacientes do sexo feminino e 10 (45,4%) pacientes do sexo masculino. Com
morfometria para microadenoma em 3 (13,6%) pacientes, 14 (63,6%) pacientes com
macroadenoma e 5 (22,7%) pacientes com adenoma gigante.

A imunoexpressao para a proteina p53 revelou-se em 3 (13,6%) pacientes. A
invasao revelou-se em 6 (30%) pacientes obedecendo ao critério de Knosp (grau 3 e
4); Para Knosp 0 a 2, obtivemos 14 (70%) pacientes (Tabela 12).

Tabela 12. Caracteristicas demograficas de pacientes portadores de somatrotopinoma. Sao Luis,
Maranhé&o, 2016.

Variaveis N %

Sexo

Feminino 12 54,5

Masculino 10 454
Idade (anos)

Até 30 2 9,0

Entre 31 e 40 8 36,3

Entre 41 e 49 7 31,8

Entre 50 e 59 4 18,1

60 ou mais 1 4.5

Morfometria
Microadenoma 3 13,6
Macroadenoma 14 63,6

5

Adenoma Gigante 22,7
p53

Positivo 3 13,6

Negativo 19 86,3
Invasao*/Knosp

Sim (Grau 3 e 4) 6 30

Nao (Grau 0 a 2) 14 70
TOTAL 22 100

*Perda de dados.
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5.6 Perfil imuno-histoquimico da proteina p53 em somatotropinoma e sua

relacdo com as caracteristicas demograficas

A imunoexpressdo para proteina p53 em pacientes acromegalicos foi
observada em 1 (8,3%) paciente do sexo feminino e 2 (16,6%) pacientes do sexo
masculino, com a média de idade de 40,3+5,5 anos. Nesta série de 3 pacientes
positivos para p53, 2 (14,2%) eram macroadenomas e 1 (20%) adenoma gigante.
N&ao houve evidencias de invasao (Knosp 0 a 2) (Tabela 13).

Tabela 13. Perfil imuno-histoquimico na série de 3 pacientes acromegadlicos imunorreativos para
proteina p53. Sao Luis, Maranh&o, 2016.

P-53
Variaveis Positivo Negativo Valor de p
n (%) n (%)
Sexo
Feminino 1 (33,3) 11 (57,8) 0,427
Masculino 2 (66,6) 8 (42,1)
Idade (anos)
Até 30 0 (0) 2(10,5) 0,739
Entre 31 e 40 2 (66,6) 6 (31,5)
Entre 41 e 49 1(33,3) 6 (31,5)
Entre 50 e 59 0 (0) 4 (21)
60 ou mais 0(0) 1(5,2)
Xzdp 40,35,5 42,4+10,4 0,6292 ¥
Morfometria
Microadenoma 0(0) 3(15,7) 0,722
Macroadenoma 2 (66,6) 12 (63,1)
Adenoma Gigante 1 (33,3) 4 (21)
Invasido*/Knosp
Sim (Grau 3 e 4) 0 (0) 6 (35,2) 0,219
Nao (Grau 0 a 2) 3 (100) 11 (64,7)
TOTAL 3(13,64) 19 (86,36)

T Teste T de Student; *Perda de dados.

A imunoexpressdo da proteina p53 n&o revelou correlagdo estatisticamente
significante, quanto aos achados clinicos e caracteristicas demograficas, tais como
sexo (p=1000; p=0,425; p=0,427), idade (p=0,817; 0,237; p=0,739), diagndstico da
p53 para os subtipos tumorais (p=0,704) e volume tumoral (p=0,551; p=0,626;
p=0,722) (Tabelas 8,11 e 13) respectivamente. Houve significAncia em 16 (38,1%,
p=0,034) pacientes negativos para p53 com comportamento invasivo de acordo com

o sistema de classificagdo de Knosp (Tabela 8).
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Figura 7. Fotomicrografias de adenomas hipofisarios de paciente acromegdlico — AH97.A. Coloracao
em HE, ampliagdo 400X. B. Técnica para fibras reticulinicas, ampliagdo 400X; C. Procedimento
imuno-histoquimico: controle positivo: carcinoma colon humano com marcagao para anti - p53,
ampliacdo 400X; D. AH97 - ACFN forte imunoexpressao da p53, ampliacao 400X.
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45

6 DISCUSSAO

Mutagdes no gene p53 sao anormalidades ou inativacbes génicas mais
frequentes no desenvolvimento de tumor humano, com evidéncias em mais de 50%
dos tumores investigados. O gene p53 codifica a proteina p53, sendo considerado
um gene de supressao tumoral fundamental no evento de apoptose e defesa contra
injuria tumoral, de modo que regula a transcricdo do DNA permitindo que a proteina
p53 realize 0 mecanismo de checagem dos erros espontaneos ou induzidos do DNA
(LEVINE et al., 1991; MOLL et al., 2001).

Adenomas hipofisarios sdo neoplasias geralmente benignas e indolentes,
esses tumores sdo classificados clinicamente em funcionantes e n&o funcionantes.
Muitos desses tumores comportam-se de forma invasiva, com alguns clinicamente
agressivos (SCHEITHAUER et al., 1986; MEIJ et al., 2002; MCCORMACK et al.,
2011; RAVEROT et al., 2012)

No presente estudo buscamos relacionar a imunoexpressao da proteina p53
com os achados clinicos e caracteristicas demograficas dos adenomas hipofisarios.
Assim, a incidéncia dos adenomas hipofisarios em nosso estudo, quanto a variavel
sexo, ocorreu de forma igual em ambos os sexos (n=31/62, 50%), estando de
acordo com varias publicagdes (KOVACS et al., 2001; EZZAT et al., 2004).

Os adenomas hipofisarios quanto a idade ocorrem entre a terceira e sexta
década; tais achados assemelham-se ao nosso estudo com maior incidéncia na
terceira década de vida (SHAMIM et al ., 2008).

O comportamento invasivo em adenomas hipofisarios é definido como
invasdo de estruturas adjacentes a hipofise, como seios cavernosos e esfenoidais,
confirmados por exames de imagens como tomografia computadorizada (TC) e em
especial a RNM (DI LEVA et al., 2014).

No presente estudo, a técnica de imuno-histoquimica viabilizou achados para
imunoexpressdo da proteina p53 em 8 de 62 (12,9%) pacientes com adenoma
hipofisario. Os resultados nesse estudo foram predominante em ACNF (n=5/32,
15,6%) e em somatotropinomas (n=3/22, 13,6%). Tais adenomas hipofisarios nao
apresentaram invasao, de acordo com o critério de classificagdo de Knosp. Esses
achados compreendem macroadenomas e adenomas gigantes.

Thapar et al. (1996) ndo encontraram expressao da p53 em adenomas nao

invasivos, contudo registraram imunoexpressdo da p53 em 15% de adenomas
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invasivos e 100% em carcinomas hipofisarios metastaticos, em uma série de 70
pacientes com adenoma hipofisario.

Analogo ao nosso trabalho, Lloyd et al. (2004) obtiveram resultados negativos
para p53 em adenomas nao invasivos, mas a p53 foi expressa em cerca de 15%
dos adenomas considerados invasivos.

Ja o trabalho de Schreiber et al. (1999) diferentemente dos nossos achados,
encontraram positividade da p53 em ACNF, com comportamento invasivo em torno
de 20%, em uma série de 160 pacientes. Esses autores ressaltam que resultados
negativos ndo excluem a possibilidade clinica do carater invasivo. Diante desses
dados, os autores sugerem ainda, a p53 como um marcador util para validar
comportamento agressivo em ACNF.

De modo semelhante aos nossos achados, Yarman et al. (2010) observaram
que o comportamento invasivo dos ACNF, nao estabelece qualquer correlacdo a
imunoexpressao da p53.

No presente estudo o tamanho tumoral, demostrou resultados para
macroadenomas (n=34/62 54,8%) e adenomas gigantes (n=23/62 37,1%) com alta
predominancia para ACNF (50%). De acordo com dados epidemiolégicos, os ACNF
apresentam-se com um terco (1/3) dentre os varios subtipos tumorais, segundo Asa
et al. (2001).

Ferreira et al. (2005), ndo obtiveram relagédo significativa da p53 e o volume
tumoral em ACNF (n=39/117, 33,3%) pacientes. Esse estudo corrobora com os
nossos achados em ACNF com p53 positivo (15,6%), sem nenhuma relacdo com o
carater invasivo, a despeito de serem macroadenomas.

A predominédncia dos ACNF com dimensdes para macroadenomas Sao
confirmados em outros trabalhos. Apesar de nao evidenciarem clinica de
hipersecrecdo hormonal, os mesmos séao diagnosticados incidentalmente em cerca
de 20% dos casos (MOLITCH, 2008; CARON, 2009).

Quanto aos achados para somatotropinomas, obtivemos resultados positivos
para p53 (n=3/22, 13,6%), em consonancia com os nossos resultados, Botelho et al.
(2006) encontraram expresséo da p53 em seu trabalho (n=3, 7,8%).

Os achados de Alimohamadi et al. (2014) identificaram que houve diferenca
significativa quanto a imunoexpressdo da p53 em macroadenomas produtores de
GH e pacientes do sexo masculino em uma série de 47 pacientes. No presente
estudo nao houve relacdo significativa nessa populacéao.
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Nossos resultados para prolactinomas foram todos negativos para p53, com
cinquenta por cento (n=1/2, 50%) de achados para comportamento invasivo.
Importante ressaltar que a nossa amostra para este tipo tumoral revelou-se diminuta
(n=2/62, 3,2%) com 100% dos casos, que eram do sexo masculino.

Contrario ao presente estudo Botelho et al. (2006) obtiveram imunoexpressao
da p53 em prolactinomas (n=9/38 23,7%). Ainda para esse tipo tumoral, os estudos
realizados por Wierinckx et al. (2007) obtiveram resultados positivos para a
expressdo da p53 em prolactinomas com carater invasivo e agressivo (n=4/25,
16%).

Ja, Mdller et al. (1999) estudaram pacientes com somatotropinoma,
adenomas pluri-hormonais e adenomas produtores de PRL, obtendo
imunoexpressdo negativa para p53 em todos os casos, o que difere dos nossos
resultados.

Quanto aos corticotropinomas, Buckley et al. (1994) obtiveram a imuno-
expressdo da p53 em 16% de sua amostra em corticotropinomas (doenca de
Cushing) (n=2/4) e ACNF (n=4/15). Outro achado importante foi o de Levy et
al.(1994) no qual observaram a imunoexpressdao da p53 (n=4/29), também em
corticotropinomas, com evidéncias de adenomas nao invasivos.

No presente estudo n&o encontramos imunoexpressdo da p5S3 em
corticotropinomas (11,1%), assim como nenhuma evidéncia de comportamento
invasivo. J4, Gejman et al. (2008) relataram achados para imunoexpressdo da p53
em microadenoma produtor de ACTH em 1 paciente, em 1999, Suhardja et al
encontraram imunoexpressao positiva para p53 em mais de 60% de corticotropino-
mas, revelando uma incidéncia elevada em comparag¢ao aos nossos achados.

Os achados de Suliman et al. (2000) de forma semelhante ao presente
estudo, avaliaram a imunoexpressdao da p53 em 40 adenomas hipofisarios, dos
quais 24 amostras foram positivas, mas sem evidéncias de invasao de acordo com
os critérios de classificagdo de Knosp.

Em nosso trabalho 16 (38%) pacientes apresentaram invasédo (n=9, 21,4%
ACNF; n=6, 14,3% GH e n=1, 2,3% PRL), de acordo com os critérios de
classificacdo de Knosp, com base em RNM, mas negativos para proteina p53.
Bassarova et al. (1998) ressaltam que resultados negativos para p53, nao

impossibilitam achados de comportamento invasivo e agressivo.
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Contudo, a expressdo da p53, no presente estudo, considerada uma
amostragem pequena, nao evidenciou relacdo estatisticamente significativa, mas os

nossos resultados corroboram com varios achados relatados na literatura.
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7 CONCLUSAO

A imunoexpressao da proteina p53 mostrou-se em 8 (12,9%) pacientes, uma
frequéncia que esta de acordo com as descritas na literatura;

Nao houve associacdo estatisticamente significativa da imunoexpressao da
p53, quanto as variaveis sexo, idade, tamanho do tumor e comportamento invasivo;

Houve diferenca estatisticamente significativa (p=0,034) em relagdo aos
adenomas hipofisarios negativos para p53 e invasivos;

Assim, podemos ainda concluir que casos invasivos poderiam ser
classificados equivocadamente como nao invasivos, o que seria justificado pelas
limitagc6es da classificacao;

Resultados negativos para p53 nao invalidam achados para o comportamento
invasivo do tumor;

Os achados do presente estudo corroboram com publicacées anteriores para
baixa imunoexpressdao da p53, assim como para os achados clinicos e
caracteristicas demograficas;

Faz-se necessario a continuidade do estudo a fim de obter numeros mais
expressivos, de forma que a andlise da imunoexpressao da p53 seja efetiva quanto

ao real valor prognéstico em adenomas hipofisarios.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA: ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA DA P53 EM
ADENOMAS HIPOFISARIOS

NOME DA PESQUISADORA: Nadja Cruz Gaido
NOME DO ORIENTADOR: Dr. Manuel dos Santos Faria

1. Natureza da Pesquisa: O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar deste
trabalho de pesquisa com a finalidade de analisar a presenga de uma proteina
chamada p53, por meio de um método chamado imuno-histoquimico. Essa proteina
sera estudada nos adenomas (tumores) de hipdfise, visando identificar a sua
ocorréncia nesses tumores. A p53 € importante porque, dependendo da sua
presencga, pode-se entender melhor como esse tumor cresce e o seu tratamento.
Este estudo sera feito no material do tumor que foi obtido quando o Sr. (a) foi
operado e que se encontra arquivado no setor de Anatomia Patolégica do Hospital
Universitario Presidente Dutra — HUUFMA.

2. Envolvimento na pesquisa: O senhor (a) tem liberdade de se recusar a
participar do estudo e caso aceite participar, mesmo assim, o (a) senhor (a) podera
se recusar em qualquer momento da pesquisa, sem qualquer prejuizo ao seu
tratamento ou as suas consultas. Sempre que quiser podera pedir mais informacdes
sobre a pesquisa através do telefone do (a) pesquisador (a) do projeto e, se
necessario através do telefone do Comité de ética do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranhdo — HUUFMA (98 2109 1250).

3. Confidencialidade: Os seus dados serao coletados de forma anénima e
confidencial, isto €, em nenhum momento sera divulgado o seu nhome em qualquer
fase do estudo. Os seus dados serdao coletados através da consulta do seu
prontuario, dos seus exames ja realizados no decorrer do seu acompanhamento

neste servigo. Seus dados serdo mantidos em segredo durante toda a pesquisa.
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4. Riscos: Este estudo oferece para o Sr. (a) risco minimos, indiretos relacionados
as dimensdes psiquica, moral, que serdo minimizados com a garantia da
confidencialidade e sigilo dos seus dados., pois se trata de material que ja foi
coletado para o diagnéstico do seu tumor e que se encontra arquivado no setor de
Anatomia Patoldgica do Hospital Universitario Presidente Dutra — HUUFMA.

5. Beneficios: Esperamos que este estudo possa contribuir com o conhecimento
sobre a proteina p53 e sua associacdo com tumores de hipdfise. O estudo é
importante, porque pode contribuir para o emprego mais precoce de tratamentos
mais eficazes para o controle de sua doenca. Assim, outros pacientes poderéao ser
beneficiados por um tratamento mais eficiente, a partir dos resultados dessa
pesquisa.

6. Pagamento: O senhor (a) ndo tera nenhum tipo de despesa para participar desta
pesquisa, bem como nada sera pago por sua participacao.

7. Ressarcimentos: Nao haverd despesas adicionais ao paciente ou a pesquisa
quanto ao transporte, alimentagcdo e outras necessidades do estudo, bem como
outras despesas relacionadas a necessidade do acompanhante, pois todos os dados
necessarios para o estudo serdo coletados nas consultas ao seu prontuario.

8. Indenizacoes: A participacdo nesta pesquisa nao gera 6nus ou bbénus ao
paciente e ao acompanhante. Nao gera nenhuma espécie de indenizacdo. Todo
atendimento ao paciente tera seguimento ao seu retorno nas consultas ambulatoriais
com assisténcia integral e gratuita para quaisquer necessidades advindas do
paciente e de seu acompanhante.

Apés estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre
para participar desta pesquisa. Vocé devera assinar este documento, em duas vias,
na qual em seguida seré rubricada em todas as suas paginas. Uma das vias ficara
com vocé e a outra via permanecera com o pesquisador responsavel. Portanto
preencha, por favor, os itens que seguem:

Confirmo que recebi cépia deste termo de consentimento, e autorizo a execuc¢ao do

trabalho de pesquisa e a divulgacao dos dados obtidos neste estudo.

Nota.: Nao assine esse termo se ainda tiver duvida a respeito do mesmo.

Em caso de duvida em relagdo a esse documento, vocé podera procurar o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranhdo (HUUFMA). O Comité de Etica em Pesquisa é composto por um grupo de
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diferentes profissionais e membros da sociedade que avaliam um estudo para julgar
se ele é ético e atende as exigéncias da Resolugdo N° 466 de 12 de dezembro de
2012 para garantir a protecao dos participantes. O enderegco do CEP do HUUFMA é
Rua Barao de ltapary, 227, 4° andar, Centro, Sao Luis-MA, CEP: 65020-070, tel:
(98) 2109-1250 E-mail: cep@huufma.br

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida,

manifesto meu consentimento em participar da pesquisa.

Sao Luis, / /

Assinatura do Participante ou Responsavel

Responsavel pela pesquisa: Dr. Manuel dos Santos Faria
Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranh&o
Rua Barao de Itapary, 227, Centro Tel: (98) 2109-1095

Pesquisador: Nadja Cruz Gaido
Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao
Rua Barao de Itapary, 227, Centro
Cel: (98) 983256279 E-mail: nadjagaido@hotmail.com
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Centro de Pesquisa Clinica (CEPEC)

Endereco: Rua Almirante Tamandaré, n® 01, Centro — Sao Luis/MA.
Fone: (98) 2109 1294

Comité de Etica e Pesquisa ( CEP)

Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao

Rua Barao de ltapary, 227, 4° andar, Centro - Sao Luis-MA

CEP: 65020-070

Tel: (98) 2109-1250 / E-mail: cep@huufma.br
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HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
,&1 PO UNIVERSIDADE FEDERAL DO W“"
Y, MARANHAO/HU/UFMA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

CADDE DO FROJETD DE FESQUIEA

THulo da Pecguisa: AMALISE DAS MUTACOES DO GEME P53 E SUA G-I}H.REL.'I.I;qI;.l} SOl O2
ADENCMAZ HIPCFIZSARIDE

Pecgulcador: Marmuel dos Janios Farks

Arma Temitoa:

Verndo: £

CAAE: £5545815.1.0000. 5085

Institulgdo Proponamnts: Hosplal Universtiric da Universidade Federal do Maremh3o/HUUSMA

Patroolreador Prinolpal: Hospital UnlversEdro da Universidads Federal do Maranhdo

DADDE DO FPARECER

MNimero do Pareaer: 1393972

fprecantagdo do Projeto:

Oz ademomas hipdfsarics represantam csnca de 15% das neoplaslas Infracranlanas & sdo geraments
berignos. o :hsﬂl‘li:ad-:-:- conforrme aspechs macroscipioos &= mdicldgicos & divididos =™ sdenomas
secretores ou Sundoranies e ndo secretores ou adenomas ciricamenis ndo-funclionantes. Estas ateracles
conskb=m na ul:l'q'a;in d& DNCoQ=nNEs = na :naﬂ'n-;!nd-: ganes supressones de fumor na quals ambas %o
necessarias para um fendlipo neoplasico compiesio. Cenca de T0% dos cAnceres humanos possusm
principalmeEnks uma defcidmncih na I'l..lnil'.!l:- do geme p=3. O geme pE3, & prbensivaments sciudado nas
necplasias, mosirando gue paclentes com ml..ﬂ:-;h!-ﬁ apreseniam we phor prognistico. Trata-se de uam
eshido observaclonal transversal A ImpornchE deste sctudo & derfficar 3 presenca das muhp!-u: Fed
gEmE ps3 B ST hplb:a-;ﬂe:- oom of aspecios Invashos & agresshvos do adenoma Bipofisdrio, bem como
buscar fatores preditores desta agresshidade = progressSo desses tumores. 3erfo mcuddos 50 paclentes
com dade supericr a 18 amos, de ambos oF sEX0s, Ques apresentam diagnidstios de sdemoma plbaBano,
oriundos dos Servigos de Endocrinoiogla do Hospial Universiars da Unversidade Federal dio WMarankda
—HUUFMA. 05 resultsdos obbdos s=rio analizados willizando o5 programas Slgma Stal v.2.0 (2FES
Inic_ Chicago, ELUA)Y = EP33 15 (EP28 Inc., Chicago, EUA). Fara -:lzl:err".hul;iu do ipo de simetria das
varidvels guaniEabvas continuas serd realzado o i=shs de simetia de Kolmogonow-
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Connassle 3 Pasmear: 1.30.572

Smimoy. Para a5 vanavels com disTibuldo assimedica serdo ullllzados testes nao paraméinicos, o tasie
Ude uiccoon-Marn -Whitney para comparar as tendéncias centrals de duas amostras € o teste de Kruskal-
walls para poputagdes quanto 3 tendendia central dos daoos. O nivel e signitcanca estabelecido sera e
p 0L05. Serdo Incluldos na pesquisa participanies malores de 16 anos, de ambos 05 GEX0S @ COM
diagnostico para adenoma hipofisano hiperfuncioname (acromegalla, doenca de Cushing, prolactinoma,
TSHoma) & atenomas dinkamente ndo funcionantes; pacientes SUDMENos 3 ratamento crorgics. Como
critérios de exclesdo mendres de 13 anos; paclentss gue ndo agresentem diagndstico para adenoma
hipofisano; pacentes ndo submetides a ratamento drirgico. A pesquisa terd apolo financain do Fundo de
Pasguisa do Sendco de Endocrinoingla do Hospital Unleersitanio da Univessidade Federal dio Maranhido -
HLUILFRLA

Objetivo da Pesgulsa;
Cibjetvo Primano;

Aalar 3 prevalenda das muiagdes do gens pE3 nos adenomas hipofisanos.

Objeivo Secundaro:

Anaisar cinicaments 3 populacio 08 pacienies com adenoma hipansana sUbMeNtos 3 procagimento
cirarglco; Investigar as mutagdss para o gene pS3 coTelacionando com o5 SUblpds de adendmas
hlpofisarios: Somatotropinomas, Prolactinomas, Corlcotropinomas e Adenomas clinicamenis
rdofuncionantes; Comeiadonar 36 mutaghes 00 g2ne pS3 coim O COMportamento HoIGgD 406 adencmas
hipoflsarks.

Avallagao dos Rliscos 6 Beneficlos:

Sequndo o pesquisacon, 3 pesquisa apTesentara riscos minimos 306 paridpantss, No qual esles exames
s=rdo realizados em suas consultzs ambulaborials com 3 retfirada de amosiras de sangue, Mas com
possivals desconfortos: sangramento, manchas ronas, fontura,desmalg, Infecgio no local do furo da aguiha
0% riscos serSo minimizados com awclio de profissionals de sadde reinados e capacados para realizagio
da coleta viabiizando uma coleta 3s58pica & a0eqUada, 355EgURENI0 MAkr CoNforo 30 senhar (3] durants
a coleta para relrada e amosira de sangue. ASSIm como onentar quanto acs culdados apos coleta par
g N30 DoTa sangramento & Infeccdo. O pesquisador dard asslsténcia as comploacdes & ao rsso
minimos Secomentes. Importants ressaltar que ¢ Fatamento cnrgico Taz parte 0o protocoio de ratamento
oo paciems & que ofragmento de adsnoma remowico sera ulizado para Investigagio na pesquisa, Ja que o
mesmio tambem & ulllzado na mtina de anallss patologlca do Hospial Universitano - HULFMA. &
recuperagio da cirurgia & muito rapida, cerca de 46h, no entanto, o padiente precisa ficar Intemado no
hospital

Endaregs: Fia Barks da Dapary 7~ 227

Balsre: CEWTRO CEP: &5 [T
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por @guns Bi3s para observago do funcionamento dos hormdnios Npofisarios no pos-ooeratonia. O
agencma hipofisans & consiterato de alto Msco cnirgico, pois pode INvadir @ COMDIMIr 35 SstRLras
vizinhas, a0 exiravasar 3 saia tncica, Incusive of nenias dtlcos. Mo emtanto prosefgimento dningico &
Indicado para remocdo do adenoma hipolsano o gue se faz necessdno, quando o fatamento dinlco ndo for
eficaz Imporianie ressaltar que o ratamesnto crirglen faz parte do protocolo de ratamento do paclente e 0
fragmentn de A0eN0ma FemMoVits 5213 LRIZa00 para Investigapdo na pesquisa, [4 Que o MESMo lamDem &
WRILZA00 N3 MOna 0 anallse patnlogica do Hospital Universitano - HUUFMA. Os dados dos padentes serio
coietados de forma andnima & comfidencial, ksto &, &m nenhum momenio serd dhviukgado 0 nome do padents
&M qualguer fase do estudo. Os dados do pacients serko coletados atraves da consulta do promtuano, dos
EXAMEE |& reallzados no acompanhaments oo s=vigo & dos exames coketados duranie 3 pesquisa. Seus
dados serao mantidos em segredo duranie 0da a pesquisa.

Cuanto aces Deneficios, SEQUNGD O pesgUIsator, esta pesquisa contrioulra com 0 malor conhagmento 5obie
0 que aconiece com O bumor de hipoflss para as abordagens de terapla medica como terapla
medicameniosa, crirgica @ radioterapl L ABSIM eremos uma ma@lor chance de Investigagio & os packentes
serS0 benaficlados pelo diagnostico mals cedo e ratamento mais eficlents, contribuindo para gue oubros
pacientes sajam benedaiados £OM OS5 resultados dests astudn.

Comentarios & Considsragtes s00Me a Peaquisa-

A pesquisa possul relevanda clentifica & soclal, pols o estiudo permitira ainda o esEbalecimentn de NoVas
FIFDP-DFIEE e gtemativas com Imp-urtanles reflexps no culdado J0s FIBE|E-|'T|:EE- pem como subsidlar
Instrumentos para o delineamento das abordagens de terapia medca.

Consideraghos s0bre 08 TerMos 08 apressntagao obrigatara:

O profocoio cumpre 36 exigancias documentos referente aos “Tenmos de Apresentagio Obngatoria™ Folha
de rosto, Declarapio de COMProMISS0 &M anexar 06 Tesultados na Platatorma Brasi garantindo o sigik,
Ovcamentn financeirs detaihado, Cronograma com etapas detalhada, Termo de Consentimentn LViE &

Esciarecido (TCLE) € Projeto de Pesquisa Original na imtagra em Word.

RECOMBNENEE
ApCs 0 f2mmino da pesquisa o CEP-HUUFMA Sugere que 05 resuitados do estudo s2jam devoividos aos
participanies da pesquisa ou a Insthulgio que aulonzou a coleta de dados de forma anonimizada,

Endarecn: Fua Barkc da Rapary 7 257
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Conciusdees oU Penddnclss & Liata de Inadequagias:

2 PROTOCOLO alende acs requisiios fundamentals da Resolugdo CHSMS n® 46612 & suas
complementares, s2ndo conslderadso APROVADD.

Conslderagias Finala a critdrio do CEP:
 Comite de Stica em Pesquisa—CER-HUILFME, Se acomio com as arisulges definkdas ra Resolugdn CHE
re.466/2012 & Noma Operadional n®, 001 de 2013 do CNS, manifesta-ce pela APROVACAD do projeto de

pesquisa proposto.
Eventuais modificagiies 30 protocoio devem s&f Insandss 3 platafonma por melo de amendas de fonma das

& sucinia, identificando a parte @0 profocmo 3 521 modificads & suas |usificaivas. Relattrios panial e final
devem s apresaniados 30 CEP, Inkiaimente apts 3 colefa de dados @ a0 baming oo eshiko.

Eatepanmrl‘nl & aborads basaado nog documsnios abalwo relacionados:

Tipo Documento AMquivg Pretagem ALROr S0
TnTormaches aacas| Fo_INFORMALCE S BAGICAS DO P | T0i0ens ErEin
do Projetn ROJETO 257606 pol 16:07-20
CuTs Cana_Resposta par 1002015 | Manuel dos Samos | AcHD

175823 | Fana
TCLE T Terme 08 [=_Assengmento.pdt TIIL20TS | Manusl 0o armos | ACSD
BEgerTIments | 175619 |Fana
Justificatha ge
Ausancia
etn Detalnac | 1002015 | Manuel dos Samoe | Aceio
Pm!Em::l‘ua R 16:4543 |Fara
I Declamgao
Cutros de Responsablidace 10072015 Aceitn
Finaceira PB - pE3.pdf 120315
Folha de Rosto Foiha de Rosio PS3.pd0 DamS2015 Aceltn
11:15:56
de Declaragio de Vinculo.pdr 12042015 Aceltn
Inst g 18:35.56
[ ur3
Cutros Termo de Compromisso.pdr 12042015 Aeltn
153106
CuTos Ficha Cadastral.pd 12042015 Aceltn
16:28:46
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Cuos Declaragan de Anuinca pd 120420 S Ao
181805

Fanecer Amenior Farecer. [pg TS A=
) T

Slfuaga0 oo Parscer:
Aprovado

Mecassita Aprociagio da CONEP:
=]

SAD LIS, 23 de Capubro de 2015

Azsinacs por;
Dioriama Maria Candoso da Aquing
(| Cooondisna oy
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