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INTRODUCAO

O adenoma hipofisario (AH) é uma neoplasia originada das células epiteliais glandulares da hipofise.
Corresponde a 15% dos tumores intracranianos e ¢ mais frequente em mulheres de 30 a 60 anos, segundo a
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) [1]. Os AHs podem ser classificados de diferentes formas, com base em
dados de neuroimagem, clinicos, laboratoriais e histolégicos.

Dentre as classificagdes de AHs, considerando-se imagens de ressonancia magnética de cranio (RMC),
as lesdes sdo categorizadas de acordo com o seu tamanho [2]. Outra classificacdo baseia-se na apresentacédo
clinica do AH, ou seja, funcionante ou ndo-funcionante. Na forma ndo-funcionante, as células tumorais nédo
secretam hormdnios ou os horménios secretados ndo determinam manifestacédo clinica. Ja& na forma funcionante,
as células neoplasicas secretam hormdnios que determinam um quadro clinico conforme o tipo de horménio
produzido

Em 2017, a OMS atualizou os critérios de classificacdo dos AHSs, adicionando a informacdo sobre a
linhagem celular do tumor como um guia para sua categorizacdo [3,4]. Desse modo, os fatores de transcri¢éo
assumiram uma posicdo relevante para o diagnostico dos AHs [5]. Os principais sdo: fator de transcricdo pituitario
- especifico positivo (PIT-1); fator de transcricdo da familia T-box (T-PIT), e o fator esteroidogénico 1 (SF-1).
Assim, atualmente a classificacdo do tipo de AH se baseia no hormdnio sintetizado pelo tumor e na expressdo do
fator de transcricdo da linhagem celular neoplasica [5,6].

O grau de crescimento e de invasdo tumoral podem ser determinados por meio de RMC e tomando por
base as classificacdes de Knosp e de Hardy [7,8]. Particularmente, os maiores graus na classificacdo de Knosp
(grau 3 ou 4) estariam associados a maior agressividade tumoral. Assim, um maior grau nesta classificacéo
implicaria maior chance de ocorréncia de lesdo residual, e consequentemente, favoreceria a recidiva neoplasica
[7,9,10,11]. J& a classificacdo de Hardy avalia a invasdo tumoral selar e supra selar. Especificamente, tumores
invasivos na classificacdo de Hardy sdo considerados como grau Il ou IV [7,8].

Independentemente do comportamento/agressividade do AH, observa-se perda do padrdo arquitetural
normal da glandula. De fato, tal perda, evidenciada a partir da analise das fibras de reticulina, € critério para se
estabelecer o diagnostico histologico da lesdo. Particularmente, o arranjo destas fibras confere a glandula sua
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estrutura acinar normal. Por sua vez, o desenvolvimento do AH esté associado ao desarranjo, afinamento e perda
de fibras do arcabougo reticulinico [12,13,14].

Além das fibras de reticulina, pode-se analisar a estrutura do AH por meio do estudo das fibras colagenas.
Estas ultimas contribuem com a consisténcia tumoral, sendo que les6es fibroelésticas apresentaram mais fibras
colagenas que adenomas amolecidos [15,16]. A consisténcia tumoral tem influéncia sobre sua resseccao
cirrgica.
No presente estudo, serdo investigadas eventuais associa¢fes entre achados macroscopicos de neuroimagem,
microscopicos e de imunomarcacgdo em AHs tratados em centro de referéncia brasileiro e classificados conforme
0s critérios propostos pela OMS em 2017. A escassez de dados na literatura nacional e internacional sobre AHs
classificados em funcao de tais critérios, bem como sobre as associa¢des patoldgicas, radioldgicas e clinicas que
serdo investigadas, justificam a presente investigacdo. Especificamente, serdo considerados (i) os graus conforme
as classificaces de Knosp e Hardy e (ii) dados microscdpicos relacionados a consisténcia tumoral (percentual de
fibras reticulinicas e fibras colagenas), os quais podem influenciar na extensdo de resseccao cirdrgica da lesao e,
portanto, em sua recidiva. A hipotese é de que AHs com maiores graus nas classificacbes de Knosp e Hardy
apresentam caracteristicas microscopicas que se associam com consisténcia tumoral mais endurecida
(principalmente maior percentual de fibras colagenas), comportamento local mais agressivo e pior prognostico.

METODOLOGIA

Foram estudados 27 individuos (n=27) divididos em dois grupos: (i) controle, composto por 6 individuos
(n=6) e (ii) casos de adenomas hipofisarios, composto por 21 individuos (n=21). Como controle, foram utilizadas
amostras da hipofise de individuos adultos submetidos a necropsia no HC/Unicamp e sem historico de AHs. O
material dos AHs foi obtido a partir de casos de individuos tratados no HC/Unicamp, tendo sido submetidos a
cirurgia e ressecgdo do material tumoral. Os cortes histologicos obtidos foram corados pelas técnicas de
hematoxilina e eosina (HE), tricrémico de Masson (TM) e reticulina.

Em relacdo ao grupo de AHs, foram avaliados os prontuarios médicos de pacientes de ambos 0s sexos
com esse diagnostico que foram operados no HC/Unicamp no periodo de janeiro de 2012 a marco de 2022. Foram
tabelados os dados clinicos (sexo, idade ao ser realizada a abordagem operatdria), classificacbes de Knosp e
Hardy, em funcéo dos dados radioldgicos, e achados histopatolégicos (incluindo as classificacdes da OMS de
2017 e 2021).

A partir disso, foram separados espécimes representativos de material dos pacientes selecionados. As
laminas advindas do arquivo do Departamento de Patologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp foram
processadas por protocolos padronizados. Posteriormente a isso, foi realizada a identificacdo dos tipos de AH por
meio de imunomarcacéo, de acordo com as classificacbes da OMS de 2017 e de 2021.

Na etapa seguinte, essas laminas foram escaneadas e digitalizadas. Usamos o software ImageJ® para
realizar a captura de imagens representativas de 10 campos histoldgicos aleatérios nas laminas digitais.
Capturamos campos histoldgicos correspondentes em amostras de coloragdes diferentes pertencentes ao mesmo
individuo. Nas laminas de Tricromico de Masson foi feita a deconvolucdo das cores para evidenciar as fibras
colagenas e nas laminas de Reticulina foi feita uma filtragem de canal de cores para destacar as fibras almejadas.
O processamento dessas imagens foi feito por meio do plugin IHC Profiler, que gera um contraste binario
(Thresholding) em preto e branco a partir das imagens coloridas. Nesse processo, 0 operador € responsavel por
calibrar as marcacGes do programa de modo que fiqguem mais fiéis as imagens coloridas. A partir disso, €
calculado um quociente de coloracdo que corresponde aos pixels positivos em relacdo ao total presente na
imagem, que contempla a distribuicdo de positividade da amostra em porcentagem.

Os dados obtidos na etapa anterior foram tabelados e processados por meio de analise estatistica. As
varidveis categoricas, como dados clinicos, foram submetidas a uma analise descritiva com apresentacdo em
tabelas de frequéncias, enquanto as variaveis continuas foram analisadas segundo medidas de posi¢do (como
média e mediana) e dispersdo. Para comparacdo de medidas continuas entre 2 grupos, foi aplicado o teste de
Mann-Whitney e, para 3 grupos, o teste de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia adotado para os testes
estatisticos foi de 5%.
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Flgura 1: Campos hlstologlcos representatlvos do processamento digital para analise das coloragoes por TM ou RET. Em A corte
corado pelo TM, no qual as fibras colagenas sdo destacadas em azul. Em B, imagem gerada a partir da deconvolucao das cores observadas
em A, com destaque para tons de azul. Em C, imagem obtida apds o processamento (thresholding) a partir da imagem apresentada em B. A
avaliacdo da marcacdo para RET segui 0s mesmos passos, com destaque para a cor preta, nas etapas ilustradas em B e C. Barra de escala:
100 pm.

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo CEP / Unicamp (CAAE: 58665322.2.0000.5404;
namero do parecer: 5.573.683).

RESULTADOS

Com relagdo aos dados clinicos, a maioria dos individuos na presente casuistica foi do sexo
masculino (63% do total). Considerando as idades nas quais 0s pacientes passaram pela cirurgia de
resseccdo tumoral, a média é de 49 anos (49.8 = 14.4) (média £ desvio-padréo).

Foram investigadas eventuais associacdes entre as classificacdes radiologicas (Knosp e Hardy) e
dados histologicos dos AHs. Especificamente, ao comparar o percentil de fibras coldgenas presentes nos
diferentes graus de invasividade tumoral (alto e baixo grau) segundo a classificacdo de Knosp, ndo foi
verificada diferenca estatistica (p=0,4384). O mesmo foi observado com relacdo aos graus de invasdo na
classificacdo de Knosp e o percentual de fibras reticulinicas (p=0,9719).

Na comparacdo entre os graus de invasdo segundo a classificacdo de Hardy com o percentual de
distribuicdo de positividade de fibras colagenas, também ndo se obteve significAncia estatistica
(p=0,6127). Isso também foi observado realizando a mesma analise com as fibras reticulinicas (p=0,8016),
mostrando, portanto, que ndo existem diferencas entre a presenca dessas fibras quando comparados
diferentes graus de invasao tumoral.

Ao se analisar a percentagem de fibras colagenas, ndo foi observada diferenca estatistica entre 0s
grupos controle e AH (p=0,0662). Por outro lado, a analise do percentual de fibras reticulinicas evidenciou
diferenca entre os dois grupos. Especificamente, foi observado valor médio maior no grupo controle (0.152
+ 0.015) (média £ desvio-padrdo) e menor no grupo AH (0.074 £ 0.018; p=0,0003)(média + desvio-
padrdo).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

No presente estudo, a casuistica foi constituida predominantemente por homens (63%). Este
achado diverge de dados prévios da literatura, segundo os quais 0s AHs predominam em individuos do
sexo feminino [1]. Uma possivel explicacdo para tal divergéncia seria que a maioria dos AHs sdo do tipo
lactotrofico, os quais tém como primeira escolha de tratamento a abordagem medicamentosa [17]. Como
o material utilizado para a analise histologica do presente estudo é proveniente de espécimes obtidos em
procedimentos cirdrgicos, 0s casos com tratamentos diferentes desta abordagem ndo integram a casuistica
aqui apresentada.

A média de idade da casuistica do presente estudo entre os individuos com AHs foi de 49,8 anos.
Essa média pode ser considerada elevada em relacdo a outras pesquisas feitas previamente sobre a
epidemiologia dos AHs, que mostraram que a maioria desses tumores sdo diagnosticados mais
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precocemente em mulheres jovens do que em homens, devido a alta prevaléncia de AHs lactotréficos
(antes chamado de prolactinoma) em individuos do sexo feminino em idade fértil [18]. Esse fato
justificaria a idade elevada relacionada a prevaléncia de individuos do sexo masculino.

Com relacdo as analises dos dados referentes a comparagdo da distribuicdo de positividade de
fibras colagenas, ndo foi verificada diferenga considerando-se os graus segundo as classifica¢cdes de Knosp
e Hardy. Isso também foi verificado em relagdo a distribuicdo de positividade das fibras reticulinicas em
comparagdo com os graus de invasdo das escalas citadas. Dessa forma, na presente casuistica ndo foi
verificada diferenca estatistica entre os grupos caracterizados por achados radiolégicos indicativos de alto
ou baixo grau de invasao local com relacdo aos dados microscopicos de constituicdo estrutural das lesdes
(percentual de fibras colagenas e reticulinicas).

Na literatura analisada, existem diversos estudos que buscam relacionar dados de Ressonancia
Magnética com a consisténcia tumoral a fim de estabelecer relacGes entre esses e usar 0 exame de imagem
pré-operatério na previsdo da firmeza do tumor, melhorando o planejamento cirurgico. Entretanto, esses
estudos avaliam as relagdes de variadas sequéncias de RM com a consisténcia tumoral determinada pelo
cirurgido na retirada do tumor. O presente estudo se destaca por buscar relacionar classificacGes
padronizadas de imagem com dados histopatoldgicos obtidos por métodos também padronizados,
diminuindo assim o grau de subjetividade da avaliacdo da constitui¢do tecidual da lesdo. No entanto,
diferentemente de dados encontrados que descreveram uma associacdo entre o percentual de distribuicdo
de fibras colagenas e a tendéncia do tumor de se estender para o espaco supra selar [19], os resultados do
presente estudo diferem disso. Uma possibilidade para tal € que o tamanho amostral utilizado é reduzido
em relacdo ao numero de individuos presentes no estudo supracitado.

No que tange a distribuicéo de positividade de fibras reticulinicas, foi notada diferenca significativa
entre os grupos AHs e controle. Considerando que o desenvolvimento do AH esta associado ao desarranjo,
afinamento e perda de fibras do arcabouco reticulinico [12,13,14], o presente estudo apresentou uma
abordagem metodologica original para avaliagdo de fibras reticulinicas que evidencia de forma objetiva
achados estruturais (arcabouco reticulinico) que caracterizam o AH, visto que ndo ha na literatura médica
outros estudos que descrevam essa relacao.

Neste trabalho, foram comparados amostras de hipofise normal e AHs para avaliagdo de
parametros estruturais dos tecidos e graus de invasdo local das lesdes conforme avaliacdo radioldgica. Os
resultados mostraram diminuicdo do percentual de fibras reticulinicas nos AHs em relacdo ao grupo
controle (hipofise normal). No entanto, ndo foram verificadas diferencas entre as leses com alto ou baixo
grau de invasdo local. A comunidade médica e cientifica especializada apresenta uma busca extensa por
maneiras de obter dados estruturais dos AHs a partir de analise macroscopica radiologica. Dessa maneira,
a presente pesquisa corrobora com esta busca, apresentando um método objetivo e original para a obtengédo
de dados de distribuicdo de positividade nas coloracdes histologicas e correlacdo radiologica.
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