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Resumo

Introducdo: Os tumores da glandula hipofisdria e da regido selar representam cerca de 15% dos tumores
do sistema nervoso central, sendo os PitNETs a neoplasia mais comum. Estes tumores sao benignos,
mais frequentes no sexo feminino e com um pico de incidéncia entre os 30 e os 60 anos de idade. Até
2017, os adenomas eram classificados segundo a imunorreatividade as hormonas hipofisarias e/ou das
elevagdes dos niveis séricos das mesmas. A Organizacdo Mundial de Saude, em 2017, introduziu a
utilizacdo dos fatores de transcricdo hipofisdrios como complemento a imunohistoquimica das
hormonas hipofisarias.

O presente trabalho apresenta como objetivos a caracterizacdo demografica, clinico-radiolégica e
anatomo-patoldgica dos casos de PitNETs submetidos a intervengdo cirdrgica no Centro Hospital
Universitdrio de Santo Antdnio, no periodo de 2005 a 2022; e a identificacdo dos adenomas null cell ou
ndo secretores, sua caracterizacdao histopatoldgica e reclassificacdo com recurso aos fatores de
transcricdo Pit-1, SF-1 e Tpit, segundo a nova classificagdo da Organizagdao Mundial de Saude.
Métodos: Estudo retrospetivo e descritivo dos casos de PitNETs submetidos a intervengdo cirurgica, no
periodo de 2005 a 2022, para realizar a caracterizagao sociodemografica, informacao clinica, avaliagao
anatomo-patoldgica e imagioldgica. Apds a identificagdo dos casos de adenomas da hipdfise null cell, foi
realizada a revisdo histopatolégica a luz da classificagdo dos adenomas da hipéfise da Organizagao
Mundial de Saude de 2017.

Resultados: No periodo de 2005 a 2022, foram identificados 249 casos de PitNETs que foram
submetidos a intervengdo cirurgica, existindo uma ligeira maioria de individuos do sexo masculino
(51,8%), com a média de idade ao diagndstico de 52,16 anos. 14,9% (n=37) dos casos apresentaram
recidiva tumoral. A maioria dos casos (58,2%) apresentou manifestagdes clinicas de compressdo de
estruturas nervosas e 71,9% dos casos apresentava alteracées analiticas de disfungdo endocrinolégica.
Radiologicamente, a maioria dos PitNETs sdo macroadenomas (68,3%). A reclassificagdo dos adenomas
da hipdéfise hormono-negativos, a luz da classificacdo de 2017 da Organizagdao Mundial de Salde, com
recurso aos fatores de transcri¢ao hipofisarios permitiu a identificacdo de 2 casos de adenomas null cell,
correspondendo a 0,8% de todos os casos de adenomas estudados.

Conclusdo: As caracteristicas clinico-radiolégicas, da nossa coorte, sdo similares as descritas nos
diversos estudos. Para além disso, a utilizagdo dos fatores de transcrigao pituitarios permitiu reconhecer
que os adenomas previamente classificados como hormono-negativos podem ser categorizados em
diferentes subtipos histoldgicos. Desta forma, suporta a no¢do que os tumores null cell sdo na verdade

tumores raros.

Palavras-chave: Adenoma da hipdfise, PitNET, Fator de transcri¢dao hipofisario



Abstract

Introduction: Tumors of the pituitary gland and sellar region represent about 15% of central
nervous system tumors and PitNETs are the most common tumor. These tumors are benign and
more common in females, with a peak incidence between 30 and 60 years old. Until 2017, pituitary
adenomas were classified according to immunoreactivity to pituitary hormones and/or elevations
in their serum levels. In 2017, the World Health Organization introduced the use of pituitary
transcription factors as a complement to the immunohistochemistry of pituitary hormones. With
the present study we aim to characterize of the cases of PitNETS that were surgically resected at
Centro Hospitalar Universitario de Santo Antonio, from 2005 to 2022, and identification of null cell
or non-functioning adenomas, their histopathological characterization and then, procced to their
reclassification using the transcription factors PIT1, SF-1 and TPIT, according to the new
classification of the World Health Organization.

Methods: Retrospective and descriptive study of cases of PitNETs surgery resected, from 2005 to
2022, to carry out demographic characterization, clinical information, histopathology and imaging
evaluation. After identifying the cases of null cell pituitary adenoma, a histopathological review was
perfomed considering the 2017 World Health Organization classification.

Results: From 2005 to 2022, 249 cases of PitNETs were identified that underwent surgical
intervention, with a slight majority of male cases (51,8%), with a mean age at diagnosis of 52,16
years. 14,9% (n=37) of the cases had tumor recurrence. Most cases (58,2%) presented clinical
manifestation of compression of nervous structures and 71,9% of cases presented analytical
alterations of endocrinological dysfunction. Radiologically, most PitNETs are macroadenomas
(68,3%). The reclassification of hormone-negative adenomas using pituitary transcription factors,
allowed the identification of 2 cases of null cell adenomas, corresponding to 0,8% of all cases of
adenomas studied.

Conclusion: The clinical and radiological characteristics of our cohort are similar to those described
in similar studies. Furthermore, the use of pituitary transcription factors allowed recognition that
adenomas previously classified as hormone-negative can be categorized into different histological

subtypes. In this way, it supports the notion that null cell tumors are indeed rare tumors.

Keywords: Pituitary adenoma, PitNET, Pituitary transcription factor



Lista de Abreviag¢oes

FT - Fatores de Transcricao

PitNETs - Tumores Neuroenddcrinos Hipofisarios
PIT1 - Fator de transcricdo especifico da hipdfise 1
SF-1 - Fator esteroidogénio 1

TPIT - Fator de transcricdo t-box



indice

Agradecimentos i

Resumo ii

Abstract iii

Lista de Abreviagoes iv

Lista de Tabelas Vi

Lista de Figuras vii

1. Introdugdo 1

2. Material e Métodos

2.1 Identifica¢do de individuos e Colheita de dados

2.2 Revisdo histopatoldgica e estudo imunohistoquimico

2.3 Andlise estatistica

th 1 A N »

2.4 Etica

3. Resultados 6

3.1 Caracterizagdo demogrdfica e clinico-radioldgica dos casos de PitNETs entre 2005 e 2022 _ 6

3.2 Caracterizagdo histopatoldgica dos casos de PitNET entre 2005 e 2022 6

3.3 Revisdo das caracteristicas histopatoldgicas apds reclassificacGo dos adenomas hormono-
negativos 7

3.4 Comparacgdo das caracteristicas demogrdficas, clinicas e radioldgicas entre os adenomas

gonadotroficos e os gonadotrdficos reclassificados 8
4. Discussdo 9
5. Conclusdo 13
Referéncias Bibliograficas 14
Anexos 23




Lista de Tabelas

Tabela | — Caracterizagdo demogréfica e clinico-radioldgica dos casos de PitNETs submetidos a
excisdo cirurgica no periodo de 2005 a 2022 16

Tabela Il — Caracterizagdo demografica e clinico-radioldgica dos subtipos histolégicos de PitNETs de

acordo com a classificacdo de 2004 da Organiza¢do Mundial da Saude 17
Tabela Ill — Caracterizacdo demografica e clinico-radioldgica dos casos de PitNETs reclassificados
segundo a nova classificagdo da Organizagdao Mundial de Saude 18

Tabela IV — Caracterizacdo demografica e clinico-radioldgica dos subtipos histologicos de PitNETs
de acordo com a classificacdo de 2017 da Organizacao Mundial da Saude 19

Tabela V — Comparacdo das caracteristicas demografica e clinico-radiolédgicas dos casos de PitNETs
entre os PiNETs gonadotréfico e os PitNETs reclassificados ao subtipo gonadotréfico segundo a

nova classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude 20
Tabela Suplementar | — Caracterizagdo demogréafica e dos casos de macroadenoma e de
microadenoma 23

Tabela Suplementar Il — Caracterizacdo demografica, clinica e radiolégica dos adenomas da hipéfise
hormono-negativo e hormono-positivo 24

Vi



Lista de Figuras

Figura 1 — Adenoma Gonadotréfico da Hipofise. A) Células cromofdbicas evidenciadas pela
coloragdo de Hematoxicilina-Eosina (x40). B) Células tumorais com imunorreatividade fraca e focal
da hormona FSH (x10). C) Células tumorais com imunorreatividade intermédia e heterogénea da
hormona FSH (x10). 21

Figura 2 — Utilizacdo dos factores de transcricao pituitarios nos adenomas hormono-negativos.
Células tumorais coradas com hematoxilina-eosina (H&E), a imunorreatividade dos fatores de
transcricdo hipofisarios PIT1, TPIT e SF-1 e respetiva classificacdo histoldgica. Todas as imagens tém
uma ampliacao de x40. 22

Vii



1. Introdugdo

Os tumores da glandula hipofisaria e da regido selar representam cerca de 15% dos tumores do
sistema nervoso central, sendo o adenoma da hipdfise a neoplasia mais comum. Os adenomas da
hipéfise sdo tumores neuroenddcrinos benignos localizados no lobo anterior da hipodfise, sendo
atualmente definidos por tumores neuroenddcrinos pituitarios ou PitNETs. A sua classificagdo como
PitNETs resulta do facto de pertencerem a familia das neoplasias neuroendécrinas, bem como
serem compostos por células secretoras de hormonas adenohipofisarias®®. Em caso de
malignizacdo, definida pela presenca de metastases, que ocorrem nomeadamente para os ganglios
linfaticos cervicais, para o pulmao, figado, osso e/ou disseminacdo para o liquido cefalorraquidiano,
a sua terminologia serd de carcinoma.

Os PitNETs sdo tumores raros que recentemente tém apresentado um aumento da sua incidéncia
devido ao aumento do uso de técnicas de imagem e melhores modalidade de diagndstico. A maioria
dos casos sdo detetados de forma incidental nos exames de imagem ou na autdpsia®?®. Os estudos
epidemioldgicos referem que os PitNETs com manifestagdes clinicas apresentam uma incidéncia
anual entre os 3,9 e os 7,4 casos/1000.000 e uma prevaléncia entre os 76 e os 116 casos/100.000
habitantes, ou seja, 1 caso por 1.000 pessoas®. O pico de incidéncia ocorre entre os 30 e 0s 60 anos
de idade® e a maioria dos casos de PitNETS (56%) necessita de tratamento cirtrgico®. Em alguns
casos, a ressecdo cirurgica pode ser subtotal, o que pressupde a presenca de residuo tumoral e
conseguentemente uma maior probabilidade da necessidade de uma reabordagem cirurgica,
definida por recidiva tumoral. Neste sentido, a recidiva dependerd n3do s da extensdo da sua
ressecdo, mas também do tamanho do adenoma e da sua invasdo, variando a sua taxa entre 0 e
40% durante periodos de follow-up com 5 ou mais anos de acompanhamento®>),
Tradicionalmente, a sua classificacdo clinica é baseada na secre¢do das hormonas hipofisarias
(prolactina, hormona de crescimento, hormona adrenocorticotréfica, subunidades ou hormonas
glicoproteicas gonadotréficas ou hormona tiro-estimulante) em neoplasias funcionantes ou nao
funcionantes, conforme a presenca ou auséncia de manifestacGes clinicas endocrinoldgicas
especificas resultantes da atividade de cada hormona. A maioria dos adenomas ndo funcionantes
clinicamente sao achados incidentais, apesar de poder haver hipopituitarismo devido a compressao
da haste hipofisaria®. A maioria dos adenomas ndo funcionantes s3o do tipo gonadotréfico ou
tumores null cell, correspondendo a cerca de 20 a 50% dos tumores pituitarios. Destes, apenas 5 a
30% dos adenomas s3o null cell®®.

Os PitNETs podem ainda ser classificados radiologicamente em macro ou microadenomas,

dependendo do tamanho que é observado nas técnicas de imagem, nomeadamente na



Ressonancia Magnética que é a modalidade diagndstica de eleicdo. Os microadenomas sdo os
tumores com menos de 10 mm de didametro e encontram-se, normalmente, restritos a sela turca
sem compressdo significativa do tecido circundante. Por outro lado, os macroadenomas sao
tumores com mais de 10 mm de didmetro e podem comprimir estruturas adjacentes,
nomeadamente o quiasma 6ptico, a haste hipofisaria ou invadir o seio cavernoso'®.

Do ponto de vista histopatoldgico, os adenomas da hipdfise eram tradicionalmente classificados de
acordo com a coloracgdo citoplasmatica das células tumorais com o corante hematoxilina-eosina,
em adenomas de células acidofilas, basdfilas ou cromofdbicas. Dada a subjetividade e
inespecificidade desta classificacao, foi implementada uma outra classificacdo que se baseia na
imunorreatividade das hormonas hipofisarias, com ou sem correspondente clinico de elevagdo dos
niveis séricos das hormonas hipofisarias. Na auséncia de imunorreatividade na amostra para
qualquer das hormonas pituitarias, os adenomas da hipdfise eram classificados como null cell ou
n3do secretores”. A Organizacio Mundial da Saude classificava assim os adenomas da hipdfise
através da combinacdo das caracteristicas histopatoldgicas, da imunorreatividade ao conteudo
hormonal das células tumorais por imunohistoquimica e da anadlise ultraestrutural das células
tumorais. Contudo, atualmente, o recurso a esta ultima andlise somente é realizado em raras
situagdes.

Recentemente, a Organizacdo Mundial da Saude substituiu a nomenclatura de adenomas da
hipdfise para tumores neuroenddcrinos pituitarios, bem como colocou o seu foco na introdugéo
dos fatores de transcricdo hipofisarios como complemento diagndstico aos métodos
histopatoldgicos previamente referidos®?).

Os fatores de transcricdo pituitarios sdo considerados um marcador de diagndstico visto que
apresentam um papel na determinacao da citodiferenciacdo, bem como na producdo das
hormonas hipofisarias pelas células da adenohipdfise. Estes fatores determinam a diferenciagdo e
a maturacdo das células neuroenddcrinas da bolsa de Rathke em trés principais linhagens celulares:
a linhagem acidofilica (somato-lacto-tirotréfica), a linhagem gonadotréfica e a linhagem
corticotrdfica. Desta forma, os fatores de transcricdo permitem identificar a linhagem celular dos
adenomas, sem que haja expressao hormonal. O uso desta metodologia permite assim que seja
possivel uma classificacdo mais detalhada dos adenomas com imunorreatividade negativa
(adenomas ndo secretores), visto que identifica a linhagem celular através da expressdo do fator
de transcrigdo, permitindo dessa forma a classificacdo do adenoma'*®79, Os principais fatores de
transcricdo com interesse para o neuropatologista sdo o PIT-1 (fator de transcricio do
homeodominio da classe POU especifico da hipdfise) que tem um papel principal na diferenciacdo
das células somatotroficas, lactotroéficas e tirotréficas; o SF1 (fator esteroidogénio 1) que tem um

papel na regulacdo da diferenciacdo das células gonadotroéficas e o fator de transcricdo TPIT
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(membro da familia T-box TBX19) que conduz a diferencia¢do das células corticotréficas através da

linhagem de pro-opiomelanocortina™?.

Desta forma, baseados na classificacdo da Organizacao
Mundial de Saude de 2017, alguns estudos procederam a reclassificacdo de adenomas previamente
considerados null cell em outros subtipos histolégicos, sendo os subtipos gonadotréfico (80% dos
adenomas n3o funcionantes) e corticotréfico (15-20% destes) os mais comuns 1112),

Adicionalmente, ao contrdrio da pratica neuropatoldgica tradicional, a nova classificacdo da
Organiza¢do Mundial de Saude reconhece que o diagndstico dos adenomas, em particular dos
adenomas gonadotroéficos, pode ser estabelecido com base numa imunorreatividade fraca e focal

(1)) Estes fatores tém condicionado uma reducdo da frequéncia de

para as respetivas hormonas
novos adenomas null cell na literatura mais recente.

O presente trabalho tem como objetivos a caracterizacdo demografica, clinica, anatomo-patoldgica
e imagioldgica dos casos de PitNETs submetidos a excisdo cirurgica no Centro Hospitalar
Universitario de Santo Antdnio, no periodo de 2005 a 2022. Para além disso, pretende-se também
a identificacdo dos adenomas previamente classificados como null cell ou nao secretores, revisao
das caracteristicas histopatoldgicas e sua reclassificagdo, quando possivel, baseada na revisdo
imunohistoquimica ou (quando necessario) com recurso aos fatores de transcri¢cdo PIT1, SF1 e TPIT.

Posteriormente pretende-se proceder a comparac¢do das caracteristicas clinico-patoldgicas deste

subgrupo com os restantes adenomas.



2. Material e Métodos

2.1 Identificacdo de individuos e Colheita de dados

Estudo retrospetivo e observacional realizado no Centro Hospitalar Universitario de Santo Anténio,
tendo sido incluidos os doentes submetidos a excisdo de adenoma da hipdfise no periodo
compreendido entre 2005 e 2022. Os dados clinicos foram extraidos através do processo clinico de
cada doente com recurso ao sistema informatico SClinico®.

A revisdo do processo clinico de cada doente permitiu a colheita de informacédo relacionada com
dados epidemioldgicos (sexo, idade ao diagndstico, tempo de follow-up e recidiva tumoral), dados
clinicos (nomeadamente manifestaces clinicas de disfuncdo endocrinoldgica ou sugestivas de
compressdao de estruturas nervosas), resultados analiticos, estudos radioldgicos (tamanho do
tumor, invasdo do seio cavernoso e compressao do quiasma 6ptico) e classificacdo histopatoldgica.
Foram considerados recidivas tumorais, os casos submetidos a reintervencdo cirurgica devido a
recrescimento do residuo tumoral com ou sem manifestagdes clinicas de disfun¢do endocrinolégica

ou compressivas de estruturas nervosas.

2.2 Revisdo histopatoldgica e estudo imunohistoguimico

Ap0s a identificacdo dos adenomas da hipofise classificados como hormono-negativos, foi realizada
uma revisdao morfoldgica destes adenomas no microscépio éptico Leica DM 4000B, com base na
nova classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude, procedendo-se a sua reclassificacdo, quando
possivel, baseado no estudo imunohistoquimico previamente disponivel. No caso de davida no
diagndstico histoldgico ou verificacdo da verdadeira auséncia de marcagdo para qualquer marcador
imunohistoquimico hormonal, estes casos foram submetidos a estudo imunohistoquimico
adicional com recurso aos fatores de transcricdao. Para este objetivo, foram apenas considerados os
casos operados entre 2011 e 2022 dada a impossibilidade de reavaliacao fidedigna dos estudos
imunohistoquimicos anteriores a essa data e dada a perda de qualidade do material para novos
estudos. O estudo imunohistoquimico adicional foi realizado no tecido previamente fixado em
formol e incluido em blocos de parafina no equipamento Dako OMNIS Automated IHQ and ISH
solutions (Agilent®), dirigido aos anticorpos PIT1 (anti-PIT1, clone sc393947, 1:100, Santa Cruz
Biotechnology®), TPIT (anti-TBX19, clone CL6251, 1:500, SIGMA®) e SF1 (anti-SF1, mAb clone
N1665, 1:100, Invitrogen®).



2.3 Analise estatistica

Os dados obtidos da consulta do processo clinico dos doentes foram tratados estaticamente com
recurso ao software IBM SPSS’ statistics 29.

A andlise descritiva da variavel quantitativa foi descrita pela sua média e desvio-padrdo, ao passo
gue as varidveis qualitativas através da contagem absoluta e percentagem.

Os testes estatisticos utilizados para analisar a correlagdo estatistica entre as variaveis qualitativas
foram os testes do qui-quadrado e teste de Fisher, e para as andlises quantitativas o teste de Mann-

Whitney, com um nivel de significancia de 5%.

2.4 Etica

O estudo e a revisdo da informacdo clinica foram aprovados pela Comissdo de Etica do Centro

Hospitalar Universitario de Santo Anténio [2022.274(217-DEFI/234-CE)].



3. Resultados

3.1 Caracterizacdo demografica e clinico-radioldgica dos casos de PitNETs entre 2005 e 2022

No periodo de 2005 a 2022, foram identificadas 296 amostras de adenomas da hipéfise submetidos
a excisao cirurgica, no Centro Hospitalar Universitario de Santo Antdnio, correspondentes a 249
individuos, com uma maioria de casos do sexo masculino (51,8%; n=129) (Tabela I). No que
concerne a idade ao diagndstico, a média de idades foi de 52 (+ 14) anos, variando entre os 19 e os
81 anos. O tempo de follow-up dos individuos foi em média de 62 (+ 54) meses, sendo que em 8
casos ndo houve follow-up disponivel. Durante este periodo de follow-up foram observados 37
(14,9%) casos que necessitaram de reintervencdo cirdrgica por recidiva tumoral, sendo a maioria
dos casos ocorridos nos primeiros 5 anos. As recidivas ocorreram mais no sexo feminino do que no
sexo masculino (21 vs 16, p=0.288), ndo sendo esta diferenca estatisticamente significativa.

A maioria dos adenomas analisados (68,3%; n=170) foram classificados como macroadenomas,
sendo que 32,1% (n=80) apresentavam invasdo do seio cavernoso e 36,9% (n=92) compressdo do
quiasma optico. Os microadenomas apresentavam manifestacées clinicas de disfuncdo
endocrinolégica em 84,6% dos casos (n=33) e alteragbes analiticas de disfungdo endocrinoldgica
em 89,7% (n=35), mas apenas 20,5% (n=8) dos casos apresentavam manifesta¢des clinicas de
compressao de estruturas nervosas (Tabela Suplementar I). Quanto aos macroadenomas, verificou-
se que 31,2% (n=53) apresentaram manifestagdes clinicas de disfun¢cdo endocrinoldgica, 68,8%
(n=117) alteragdes analiticas de disfuncdo endocrinoldgica e compressao de estruturas adjacentes
em 71,2% (n=121) dos casos. As alteragGes endocrinoldgicas (clinicas ou laboratoriais) foram mais
prevalentes nos microadenomas (p<0.001 e p=0.004, respetivamente) e os sintomas compressivos
mais frequentes em macroadenomas (p<0.001). Ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas na idade ao diagndstico ou na frequéncia de recidivas entre macro e

microadenomas.

3.2 Caracterizacdo histopatoldgica dos casos de PitNET entre 2005 e 2022

Relativamente ao diagndstico histoldgico dos adenomas, observou-se que a maioria (71,5%; n=178)
dos adenomas da hipdfise correspondiam a adenomas da hipdfise hormono-positivos (Tabela Il,
Figura 1). Contudo, na analise de subtipos histoldgicos, o grupo mais frequente, de acordo com a
classificagdo estabelecida a data do diagndstico, foi o hormono-negativo (28,5%; n=71), seguido
pelo somatotréfico (26,1%; n=65), pelo corticotréfico (19,3%; n=48), pelo gonadotréfico (17,3%;

n=43), pelo lactotréfico (6,4%; n=16) e, por fim, pelos adenomas plurihormonais (1,6%; n=4). O



subtipo histolégico com menor prevaléncia foi o tirotroéfico (0,8%; n=2). O sexo mais frequente em
todos os subtipos histoldgicos foi o sexo masculino, exceto nos adenomas corticotréfico (27,1%;
n=13) e somatotrofico (41,5%; n=27). Os casos classificados como hormono-negativos (21,1%;
n=15) foram os que apresentaram maior recidiva, seguidos pelos corticotréficos (16,7%; n=8), pelos
somatotroficos (12,3%; n=8) e pelos gonadotrdéficos (11,6%; n=5).

As manifestacbes clinicas de disfun¢cdo endocrinolégica foram mais frequentes nos adenomas
corticotrdfico (56,8%; n= 25) e somatotréfico (82,8%; n=53) e, na globalidade, foram
significativamente mais comuns nos adenomas hormono-positivos do que nos adenomas
hormono-negativos (54,8% vs 10,0%, p<0.001), assim como as alteracGes analiticas de disfuncdo
endocrinoldgicas (81,2% vs 66,2%, p=0.003) (Tabela Suplementar Il). As manifestag¢des clinicas de
compressao de estruturas nervosas foram mais comuns nos adenomas hormono-negativos (82,9%,

n=58) e gonadotroéficos (76,2%, n=32), ndo tendo sido encontradas nos adenomas tirotroficos.

3.3 Revisdo das caracteristicas histopatoldgicas apds reclassificacdo dos adenomas hormono-

negativos

Dos 71 tumores considerados hormono-negativos na antiga classificacdo, 44 foram elegiveis para
uma re-analise histopatoldgica, de acordo com o horizonte temporal definido para este objetivo, a
luz da classificagdo de 2017 da Organizacdo Mundial da Saude. Com base no estudo
imunohistoquimico pré-existente, esta revisdo permitiu a reclassificagio de 38 (84,4%) casos
(Tabela lll), sendo o subtipo histolégico mais frequente o gonadotréfico (75%; n=33), seguido pelos
corticotréficos (6,8%; n=3) e pelos plurihormonais (4,5%; n=2). A maioria dos casos reclassificados
basearam-se numa imunorreatividade hormonal, que apesar de tecnicamente consistente e
suficiente para o diagndstico a luz da nova classificacdo, era frequentemente de intensidade fraca
a intermédia e expressdo focal (Figura 1). Nos restantes 6 casos (13,6%) foi necessario recorrer aos
fatores de transcricdo hipofisarios para a sua reclassificacao.

A reclassificacdo dos 6 adenomas da hipofise com base nos fatores de transcricdo hipofisarios
(Figura 2) permitiu identificar apenas 2 adenomas null cell que cumpriram os critérios de
diagndstico da classificagdo de 2017 da Organizagdo Mundial da Saude, correspondendo a 0,8% da
totalidade dos casos de PitNETs. Os restantes quatro adenomas foram reclassificados em 2 casos
gonadotroficos e 2 casos PIT1 positivos. Observou-se assim um aumento do numero total de casos
nos subtipos histolégicos gonadotrofico (43 para 78), corticotréfico (48 para 51) e plurihormonal (4

para 8) (Tabela IV). No entanto, ndo se observaram diferencas nas caracteristicas demograficas e



clinico-radioldgicas dos PitNETs com a reclassificagdo segundo a classificagdo de 2017 da
Organiza¢do Mundial da Saude.

Quanto aos dois adenomas verdadeiramente null cell identificados, estes eram do sexo masculino,
com uma média de idade a apresenta¢do de 63 anos, sendo superior a média dos restantes
subtipos, e ndo apresentaram recidiva tumoral. Ambos os casos apresentaram-se com
manifestac¢des clinicas de compressdo de estruturas encefalicas, nomeadamente cefaleias, e com
hipoprolactinemia no estudo analitico. No estudo de imagem, os casos foram classificados como

macroadenomas com invasao do seio cavernoso.

3.4 Comparacdo das caracteristicas demograficas, clinicas e radioldgicas entre os adenomas

gonadotroficos e os gonadotroficos reclassificados

Sendo o subtipo gonadotréfico o mais significativamente alterado pela reclassificacdo, foi
estabelecida uma comparacdo da composicdo deste subtipo antes e ap0ds a reclassificacdo (Tabela
V). Contudo, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas diferentes
variaveis entre os adenomas gonadotroficos previamente diagnosticados e os gonadotroficos
reclassificados, nomeadamente na idade (57 vs 60), recidiva (5 vs 7), manifestacGes clinicas
endocrinoldgicas (8 vs 5), manifestacées compressivas (32 vs 26) ou invasdo do seio cavernoso (18

vs 13).



4. Discussao

Os PitNETs correspondem a uma das neoplasias intracranianas mais comuns a seguir ao
glioblastoma e ao meningioma™®. Esta neoplasia apresenta um comportamento bioldgico
amplamente variavel e diverso com um impacto bastante variado na saude dos doentes, sendo por
esse motivo complexo prever a sua historia natural sem recurso a estudos laboratoriais,
radiolégicos e patolégicos®™. Desta forma, o nosso estudo pretende conhecer as caracteristicas
clinicas, neurorradioldgicas e anatomo-patoldgicas dos doentes submetidos a ressecdo cirurgica
com o diagndstico de PitNET.

Alguns estudos analisaram as caracteristicas demograficas em diferentes regides do globo. No que
diz respeito ao sexo, na generalidade, o diagndstico de adenoma é mais frequente no sexo
feminino*>*®, porém o nosso estudo observou o sexo masculino como o mais frequente, muito
embora por uma diferenca marginal. Esta observacdo pode ser explicada pelo facto da nossa
amostra ser composta exclusivamente por uma coorte pos-cirurgica. No que concerne a idade de
diagndstico, os resultados obtidos no nosso estudo foram similares ao que se observa na

literatura!t14.16)

, cerca dos 50 anos de idade.

A recidiva dos PitNETs é definida pelo crescimento do remanescente tumoral ou a presenca de
remanescente tumoral apds a cirurgia com a necessidade de reintervencdo cirurgica ou tratamento
alternativo com radioterapia*®). A necessidade de reinterven¢3o cirtrgica, no nosso estudo, foi de
15% e o tempo de follow-up foi variavel ao longo do periodo em estudo desde individuos sem
seguimento até 204 meses de follow-up. Na literatura, a frequéncia da recidiva foi diferente
conforme o tempo de follow-up. Num estudo com um follow-up de 5 anos, as recidivas ocorreram
em até 12% nos casos de ressec3o cirurgica total e até 46% se ressecgdo cirtrgica subtotal™. No
caso do estudo de Jimenez-Canizales e seus colaboradores™, num periodo de follow-up de 12
meses, a necessidade de reintervengdo cirurgica foi de 27,86%. No estudo de Liu e seus
colaboradores™, a recidiva foi mais baixa, apresentando uma taxa de recidiva de 9,2% durante os
6 meses de follow-up. A nossa taxa de recidiva pode ser comparativamente mais baixa sobretudo
pela perda de follow-up em alguns casos e decisdo de tratamento ndo cirdrgico em alguns
individuos (nomeadamente utilizacdo de radioterapia). Na literatura, ha estudos que evidenciam
uma correlacdo entre a recidiva e o indice Ki-67, nomeadamente aumento da recidiva quando o
indice Ki-67 se encontra entre 1.3% e os 10% e aumento do risco de comportamento maligno
quando o indice ultrapassa os 10%!1*2%, Seria, nesse sentido, clinicamente relevante analisar o
indice Ki-67 dos nossos casos de PitNETs, algo que sé se encontrava pontualmente disponivel, para

avaliar uma relacdo direta com a recorréncia do tumor.



Os PitNETs podem ser identificados através da presenca de manifestacGes clinicas ou de forma
incidental, através da realizacdo de exames de imagem. Estes adenomas manifestam-se por se
tornarem funcionais ou se tornam grandes o suficiente para se estenderem além da sela turca, para

21 0 nosso estudo,

a regido suprasselar ou parasselar, comprimindo estruturas adjacentes'
composto por uma coorte pds-cirirgica, observou que a maioria dos PitNETs estudados
apresentaram-se com manifestagées clinicas de compressao de estruturas nervosas, o que constitui
justamente uma indicagdo cirurgica, e com alteragbes analiticas de disfungcdo endocrinoldgica,
enquadraveis sobretudo na disfuncdo analitica explicada por compressdo tumoral da haste
hipofisaria. Contudo, na literatura, as manifestagGes clinicas ao diagndstico foram diferentes
conforme os estudos. No caso do estudo de Graffeo e seus colaboradores™®, as manifesta¢des
clinicas de disfun¢do endocrinolégica foram as mais comuns, mas noutros, como os estudos de Liu
e seus colaboradores™ e de Jimenez-Canizales e seus colaboradores®, as manifestacdes clinicas
de compressao de estruturas nervosas foram as mais frequentes. A diferenca encontrada entre os
diferentes estudos resulta essencialmente dos diferentes tipos de amostra recrutada. No caso dos
estudos com coortes pés-cirurgicas****, as manifestacdes clinicas de compressdo de estruturas
nervosas sao mais frequentes como foi observado no nosso estudo. De entre as diversas
manifestacdes clinicas de compressdo de estruturas nervosas, as cefaleias e as altera¢ées no campo
da visdo sdo as principais a serem mencionadas como apresentacao inicial. No caso do estudo de
Graffeo e seus colaboradores*, os casos de adenomas da hipéfise analisados foram submetidos a
diversos tipos de abordagens terapéutica, nomeadamente terapéutica médica conservadora,
sendo a hiperprolactinemia a manifestacdo clinica de disfuncdo endocrinoldgica a mais comum.
Nos PitNETs ndo funcionantes, geralmente associados a tumores de maiores dimensdes, € comum
a existéncia de hipopituitarismo devido a compressdo da haste hipofisaria, da hipofise anterior ou
envolvimento do hipotadlamo™?. A compressdo da haste hipofisaria afeta o sistema portal
hipofisario, resultando na altera¢do da fungdo da hipéfise?® e originando dessa forma alteracdes
analiticas.

No que diz respeito a componente radioldgica, os adenomas da hipdfise podem ser identificados
com recurso a estudos de imagem de forma incidental. A ressondncia magnética é amplamente
utilizada desde o final da década de 80 e inicio da década de 90, o que permitiu aumentar a
sensibilidade diagndstica®?® e caracterizar os adenomas de acordo com o seu tamanho e
caracteristicas de agressividade radiolégica?”. A maioria dos casos de PitNETs observados no nosso
estudo sdo macroadenomas, algo que é também reportado pelo estudo realizado por Jimenez-
Canizales e seus colaboradores'*®. No entanto, no estudo de Graffeo e seus colaboradores'*), a
maioria dos PitNETs sdao microadenomas, diferenca esta que pode ser justificada pela

heterogeneidade das coortes, como mencionado previamente. Neste ultimo estudo, a
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apresentacdo clinica ocorreu através de manifestagGes clinicas de disfun¢do endocrinoldgica
(nomeadamente hiperprolactinemia) e o tratamento inicial mais utlizado foi o tratamento médico
(37%) em comparagdo com o tratamento cirdrgico (27%). No entanto, no caso do estudo em que a
maioria dos casos eram macroadenomas, as manifestac¢des clinicas de compressao de estruturas
nervosas foram as mais comuns. O nosso estudo verificou também esta associacdo entre
microadenomas e a presenca de manifestacdes clinicas endocrinoldgicas, assim como entre
macroadenoma e compressdo de estruturas nervosas adjacentes.

A classificacdo dos PitNETs pode ser feita conforme haja ou ndo sintomas sistémicos devido a
secrecdo excessiva de hormonas da hipéfise, respetivamente, em adenomas da hipdfise hormono-

2% No nosso estudo, a andlise dos diferentes tipos histolégicos

positivos ou hormono-negativos
permitiu revelar alguns aspetos sociodemograficos particulares. Nos casos de adenomas hormono-
positivos, o sexo mais frequente é o sexo feminino, associados a manifestacdes clinicas de
disfuncdo endocrinoldgica e a maioria sdo macroadenomas sem compressdo do quiasma dptico.
Por outro lado, os casos de adenomas hormono-negativos sdo mais frequentes no sexo masculino
e a totalidade dos casos sdo macroadenomas com compressao do quiasma dptico e associados a
manifestac¢des clinicas de compressdo de estruturas nervosas. Estas observagdes corroboram as
conclusdes que se encontram esplanadas no estudo de Qin e seus colaboradores??.

Em termos histopatoldgicos, a Organizacdo Mundial de Salude, em 2017, apresentou uma nova
classificagcdo dos PitNETs baseada na diferenciacdao da linhagem celular do tumor. Esta abordagem
permite uma melhor clarificagdo da linhagem das células tumorais através da combinacdo da
expressao das hormonas hipofisarias com os fatores de transcricdo, nomeadamente para o subtipo
de adenoma da hipdfise ndo funcionante. Com a implementacdo desta alteracdo na caracterizagdo
histopatoldgica, esperava-se uma contracdo da frequéncia do subtipo histolégico null cell ou
adenoma hormono-negativo(1). Alguns estudos que realizaram a reclassificacdo dos adenomas da
hipéfise nas suas coortes verificaram, de facto, uma reducdo da frequéncia dos verdadeiros
adenomas null cell como estaria previsto(1). A reclassificacdo dos adenomas da nossa coorte seguiu
também essa tendéncia, com uma diminuigdo significativa da frequéncia de 28,5% para 0,8% dos
casos de adenomas null cell. Para além disso, a reclassificacdo demonstrou um aumento do nimero
de casos de adenomas gonadotroficos e de corticotroficos previamente considerados hormono-
negativos. As caracteristicas dos adenomas gonadotroéficos da hipdfise inicialmente identificados e
dos adenomas gonadotroficos reclassificados sdo similares entre estes grupos, suportando assim a
nocdo de que estes tumores constituem um grupo homogéneo e, muito embora difiram na

intensidade e focalidade da expressdo imunohistoquimica das hormonas gonadotréficas, ndo se

distinguem clinica, laboratorial ou radiologicamente. No estudo de Chatrath e seus
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colaboradores*™ também se observou uma diminuic3o de 30% para 10% dos casos de adenomas
da hipdfise null cell com a implementacdo da nova classificacdo. Associada a esta diminuicdo, a
maioria dos adenomas reclassificados sdo gonadotréficos, seguidos dos corticotréficos, como

também observado na nossa coorte. No estudo de Liu e colaboradores™

, em que 0s casos de
PitNETs foram classificados a priori segundo as diretrizes da classificagdo da Organizagao Mundial
de Saude de 2017 observaram que apenas 6% dos casos sdo verdadeiros null cell. Alguns dos
estudos mais antigos sugerem um comportamento biolégico mais agressivo dos tumores null-cell,
algo que é também reportado, ainda que ndo estatisticamente significativo, nos estudos de
reclassificacdo mais recentes. Apesar do nimero reduzido, no nosso estudo, os casos de adenomas
null-cell ndo apresentaram recidivas apesar de um tempo de follow-up similar aos restantes
subtipos, distinguindo-se apenas pela idade mais avancada a data do diagndstico.

O presente estudo apresenta algumas limitagdes metodoldgicas, essencialmente por ser um estudo
de natureza retrospetiva, a auséncia de acesso a informacdo clinica completa e registos
sistematizados dos doentes, assim como a amostra ser composta por uma coorte exclusivamente
pos-cirurgica. Por ultimo, a reanalise dos casos de adenomas hormono-negativos baseou-se na
interpretacdo de laminas histologicas pré-existentes no laboratdrio, provenientes de tecidos
sujeitos a processamentos e técnicas de estudos que variaram durante os anos.

A ressecdo cirurgica dos PitNETs nem sempre é total, como evidenciado no nosso estudo, havendo
algumas situacdes de crescimento do residuo tumoral. Por isso, é importante compreender o
comportamento bioldgico de cada tumor com o intuito de prever a sua agressividade. Desta forma,
a andlise do indice Ki-67 correlacionada com a invasdo das estruturas adjacentes na ressonancia
magnética, bem como a avaliacdo de possiveis biomarcadores (reguladores do ciclo celular, ESM-
1, neuroimunologia) associados a progressao tumoral, permitiria a identificagcdo precoce de PitNETs
com probabilidade alta de recidivar e, dessa forma, possibilitar a otimizacdo do programa de
follow-up destes individuos. Para melhor compreensao destes tumores no futuro, seria igualmente
atrativo complementar o estudo com a utilizacdo dos fatores de transcricdo pituitarios em todos os
adenomas hormono-negativos encontrados, assim como a sua reanalise através de novo estudo
imunohistoquimico hormonal.

Portanto, a utilizacdo dos fatores de transcricdo pode permitir o diagndstico de um maior nimero
de adenomas de forma complementar ao processo diagndstico, o que previsivelmente permitird o
aumento do reconhecimento de tumores gonadotréficos e corticotroficos previamente nao

identificados.
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5. Conclusao

A pertinéncia do nosso estudo assenta no fato de permitir caracterizar uma grande coorte de
individuos que foram submetidos a intervencdo cirurgica com diagndstico de PitNETs na nossa
populacdo. A descricdo das caracteristicas clinico-radioldgicas permitiu identificar uma similaridade
entre a nossa populacdo e os restantes estudos da literatura. Para além disso, a classificacdo da
Organizagcdo Mundial de Saude de 2017 permitiu olhar para os PitNETs de forma diferente, com
recurso aos fatores de transcri¢do hipofisarios e a compreensdo das caracteristicas histopatoldgicas
dos diversos subtipos de adenomas da hipdfise. Desta forma, conseguimos perceber que com a
implementacdo desta abordagem, a frequéncia dos verdadeiros casos de adenomas null cell é

infima.
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Tabela | — Caracterizagdo demografica e clinico-radiolégica dos casos de PitNETs submetidos a
excisdo cirdrgica no periodo de 2005 a 2022

249

52+14

129 (51,8%)

62 +54

18(7,2%)

48 (19,3%)

142 (57,0%)

196 (78,7%)

8 (3,2%)

37 (14,9%)

3(8,1%)

12 (32,4%)

30(81,0%)

34 (91,8%)

99 (39,8%)

145 (58,2%)

179 (71,9%)

170 (68,3%)
39 (15,7%)

80(32,1%)

92 (36,69%)
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Tabela Il — Caracterizagdo demografica e clinico-radioldgica dos casos de PitNETs reclassificados
segundo a nova classificacdo da Organiza¢do Mundial de Saude

Gonadotréfico Corticotréfico Plurihormonal Se‘m "
reclassificagdo
Nimero de casos (%) 33 (75%) 3(6,8%) 2(4,5%) 6(13,6%)
Idade ao Diagnostico (anos + DP) 59+11 48 +2 52+19 58+14
Dados demograficos Masculino 24 (72,7%) 0(0,0%) 1(50,0%) 6 (100%)
Tempo de Follow-up (meses * DP) 53+32 28+24 19+1 58 +37
Recidiva Sim 7(21,2%) 1(33,3%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Manlfesta(E:o:sCI!ncha’stiie Disfungdo Sim 5 (15,2%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
ndocrinolégica
Manifestacoes Clinicas de sim 25 (75,8%) 3(100%) 2(100%) 4(66,7%)
Compressdo de Estruturas Nervosas
A'te'ac‘;eZA"f"'t':,as,D"ﬁ‘"ga° sim 23 (71,9%) 1(33,3%) 0(0,0%) 5 (83,3%)
ndocrinolégica
T ] Macroadenoma 32 (100%) 3 (100%) 2 (100%) 6 (100%)
amanho do Adenoma T EE—
Microadenoma 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Invas3o do Seio Cavernoso Sim 11 (34,4%) 2 (66,7%) 1(50,0%) 5(83,3%)
Compressdo do Quiasma Optico Sim 16(50,0%) 3(100%) 1(50,0%) 3(50,0%)

18



-radioldgica dos subtipos histoldgicos de PitNETs
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Tabela V — Comparagdo das caracteristicas demografica e clinico-radioldgicas dos casos de PitNETs
entre os PiNETs gonadotréfico e os PitNETs reclassificados ao subtipo gonadotréfico segundo a

nova classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude

, Gonadotréficos
Gonadotréfico . p
Reclassificados
Numero de casos (%) 43 (17,3%) 35(14,1%)
Idade ao Diagnostico (anos £ DP) 57 +15 60+11 0.929
Dados demograficos Masculino 28 (65,1%) 26 (74,3%) 0,62
Tempo de Follow-up (meses £ DP) 50+55 52+32 0.223
Recidiva Sim 5(11,6%) 7 (20%) 0.193
Manifi lini Disfun¢a
anifestacoes C !nlca’S(.ie isfuncao Sim 8 (19,0%) 5 (14,3%) 0.866
Endocrinoldgica
Manifi lini
an|~estacoesc inicasde Sim 32 (76,2%) 26 (74,3%) 1.000
Compressao de Estruturas Nervosas
AlteracoesAna.lltlc'a\s.Dlsfungao Sim 23 (62,2%) 24 (70,6%) 0412
Endocrinoldgica
Macroadenoma 30(93,8%) 34 (100%)
Tamanho do Adenoma -
Microadenoma 2(6,3%) 0 (0%)
Invasdo do Seio Cavernoso Sim 18 (47,4%) 13 (38,2%) 0.191
Compressao do Quiasma Optico Sim 23 (60,5%) 17 (50%) 0.294
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Figura 1 — Adenoma Gonadotréfico da Hipdfise. A) Células cromofdbicas evidenciadas pela
coloragdo de Hematoxicilina-Eosina (x40). B) Células tumorais com imunorreatividade fraca e focal
da hormona FSH (x10). C) Células tumorais com imunorreatividade intermédia e heterogénea da
hormona FSH (x10).
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Figura 2 — Utilizagdo dos factores de transcri¢do pituitarios nos adenomas hormono-negativos.
Células tumorais coradas com hematoxilina-eosina (H&E), a imunorreatividade dos fatores de
transcri¢do hipofisarios PIT1, TPIT e SF-1 e respetiva classificagdo histolégica. Todas as imagens tém
uma amplia¢do de x40.
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Anexos

Tabela Suplementar | — Caracterizagdo demografica e dos casos de macroadenoma e de
microadenoma

39 (15,7%)

170 (68,3%)

53+14 45113 0.364
99 (58,2%) 12 (30,8%) 0.006
27 (15,9%) 3(7,7%) 0.401
53 (31,2%) 33(84,6%) <0.001
121 (71,2%) 8 (20,5%) <0.001
117 (68,8%) 35(89,7%) 0.004
73 (42,9%) 3(7,7%) <0.001
85 (50,0%) 1(2,6%) <0.001
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Tabela Suplementar Il — Caracterizagdo demografica, clinica e radiolégica dos adenomas da

hipofise hormono-negativo e hormono-positivo

Adenoma Hipéfise

Adenoma Hipéfise

Hormono-negativo Hormono-positivo g
Numero de casos (%) 71(28,5%) 178 (71,5%)
Idade ao Diagnostico (anos + DP) 59+12 49+14 0.023
Dados demograficos Masculino 46 (64,8%) 83 (46,6%) 0.011
Tempo de Follow-up (meses + DP) 65 +49 61+56 0.046
Recidiva Sim 15 (21,1%) 22 (12,4%) 0.113
r . . Di =
Mamfesta:o:s lenlcla’st.:le isfungdo sim 7(10,0%) 92 (54,8%) <0.001
ndocrinoldgica
ManlfestacoesCImlcasde sim 58 (82,9%) 87 (51,8%) <0.001
Compressao de Estruturas Nervosas
iticas Di =
AIterac:e:Anal\lltllc’:;\s. isfungdo Sim 45 (66,2%) 134 (81,2%) 0.033
ndocrinoldgica
Macroadenoma 63 (100%) 107 (72,3%)
Tamanho do Adenoma <0.001
Microadenoma 0(0,0%) 39(26,7%)
Invasdo do Seio Cavernoso Sim 28 (44,4%) 52 (33,5%) 0.323
Compressdo do Quiasma Optico Sim 41 (65,1%) 51(32,9%) <0.001
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