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1. INTRODUCAO

A carcinogénese resulta da perda progressiva dos mecanismos de controle do ciclo
celular e ¢ influenciada por aspectos genéticos, ambientais, dietéticos e hormonais. Apesar
dos hormonios nao funcionarem como carcindgenos, eles podem promover o crescimento
das células que sofreram mutagdo interagindo com fatores de crescimento € oncogenes, €
atuar na transformacao maligna, na proliferagdo e na progressao tumorais (Ben-Jonathan et
al., 2002).

O papel dos hormodnios esterdides sexuais nos canceres de tecido reprodutivo esta
bem estabelecido (McGuire ef al., 1992; Miller & Langdon, 1997; Balfe ef al., 2004), mas a
contribui¢do da prolactina (PRL) ainda ¢ controversa. A PRL ¢ um hormonio
neuroendocrinoldgico versatil que também age localmente via producdo de citocinas. Ela
acumula diversas fungdes, incluindo iniciacdo ¢ manutencdo da lactacdo, desenvolvimento
da glandula mamaria, imunomodulagdo, osmorregulacdo e alteracdes de comportamento
parental e reprodutivo (Ben-Jonathan et al., 2002). Em relagdo a fungdo celular, a PRL
altera as atividades secretorias, mitogénicas e morfogénicas. A diversidade das agdes da
PRL reflete seu polimorfismo estrutural, producao e processamento locais, suas distintas
isoformas de receptor, inimeros genes-alvo e vias de sinalizagdo intracelulares (Ben-
Jonathan et al., 2002).

Desde a primeira descri¢do de um caso de glioma, em meados do século 19, obteve-
se um grande progresso sobre a fisiopatogenia dos tumores do sistema nervoso central
(SNC), mas apenas discreta melhora na sobrevida desses pacientes. Essa discrepancia, ao
lado de avancos significativos no tratamento de muitos outros canceres, inspira a

reavaliacdo da génese das células gliais e dos mecanismos associados a carcinogénese glial.



Com efeito, a expressdo tumoral de receptores hormonais representa um novo alvo
molecular no entendimento da etiologia e no tratamento das neoplasias em geral.

Quanto a PRL, observa-se que a literatura que a associa com tumores do SNC ¢
escassa ¢ baseada essencialmente em dados experimentais e relatos de casos. Existem
evidéncias sugerindo que o aumento da PRL, observado em alguns desses tumores, esteja
relacionado com a génese tumoral e ndo resulte apenas de efeito compressivo local
provocado pelos tumores cerebrais. A presenca de receptores de PRL nessas neoplasias,
bem como a mitogénese provocada pela PRL nos estudos experimentais, estimulam a
investigagdo sobre a relevancia clinica e eventual potencial terapéutico dessa associagao,
sendo necessarios, para o melhor entendimento dessa inter-relagao, novos estudos de séries
clinicas e imunoistoquimicas.

Neste contexto, o atual estudo objetivou a avaliagdo da PRL, quer a partir de seus
niveis séricos, quer a partir de sua presenga intracelular e da expressividade de seu receptor,
em tecido tumoral do SNC. Para tanto, o tema sera desenvolvido em dois blocos: no
primeiro, descreve-se o conhecimento bdsico atual sobre cada varidvel contemplada no
trabalho; no segundo, relata-se a inter-relagdo entre a PRL, os receptores de PRL e o indice

Ki-67 especificamente no ambiente do SNC.



2. REVISAO DA LITERATURA

PARTE I - CONHECIMENTO ATUAL SOBRE AS VARIAVEIS EM ESTUDO

3.1. Prolactina: da fisiologia a doenca

3.1.1 Estrutura da PRL

A PRL ¢ um hormdnio polipeptidico sintetizado e secretado pelas células
lactotroficas da hipofise anterior (Nogueira, 2002). Shome e Parlow definiram a seqiiéncia
completa de 198 aminoacidos da PRL humana em 1977 (Shome & Parlow, 1977).

O gene da PRL, localizado no cromossomo 6, integra a superfamilia de genes de
hormonios polipeptidicos, juntamente com o horménio do crescimento € o hormoénio
lactogénico placentério (Nogueira, 2002). O gene da PRL apresenta 10Kb e ¢ composto por
5 éxons e 4 introns. Sua transcri¢do ¢ regulada por duas regides independentes, uma
proximal, responsavel pela expressdo hipofisaria especifica, e uma terminal, responsavel
pela expressao extra-hipofisaria (Freeman et al., 2000).

Existem diversas formas de PRL circulantes. A forma monomérica da PRL, de peso
molecular de 23 kilodaltons (KDa), representa a maior parte da PRL circulante (80-90%) e
¢ biologicamente ativa. As outras isoformas de alto peso molecular, Big PRL (50-60KDa) e
Big-Big PRL (150-170KDa), compreendem 10-20% da PRL circulante, sdo compostas de
PRL ligada a imunoglobulinas a apresentam pouca ou nenhuma bioatividade (Nogueira,
2002). Big-big prolactina ¢ também denominada de macroprolactina e, apesar de ser

considerada biologicamente inativa, ela apresenta imunorreatividade nos ensaios



comerciais disponiveis para mensuracdo de PRL por anticorpos imunoglobulina G (IgG)

(Suliman et al., 2003).

3.1.2 Lactotrofos

Os lactotrofos, células responséaveis pela produ¢do de PRL, representam 15% das
células da adeno-hipofise e sao o ultimo tipo celular a se diferenciar na hipofise fetal, com
doze semanas de gestacdo (Asa et al., 1986; Asa et al., 1988). Estas células estdo
distribuidas nas por¢des postero-medial e postero-lateral do lobo anterior. Por métodos
convencionais, os lactotrofos sdo células acidofilas, indistingiiiveis dos somatotrofos. A
imunoistoquimica revela duas formas distintas deste tipo celular: as células densamente
granuladas e as esparsamente granuladas. Postula-se que as densamente granuladas sdo as
que armazenam o hormonio e as esparsamente granuladas as formas ativamente secretoras
(Asa et al., 1995). Os lactotrofos variam com a idade, sexo e, na mulher, com o nimero de
gestacdes. Em homens e mulheres nuliparas, o nimero de lactotrofos varia de 8,6 a 31,3%
do total das células constituintes da hipofise, com média de 16,9% (Asa et al., 1982). No
feto e recém-nascido, como na gravidez e na lactagdo, ha uma hiperplasia dos lactotrofos
atribuida a exposi¢do aos estrogenos, ocasionando um aumento da glandula hipofisaria
composto predominantemente de pequenas células esparsamente granuladas (Scheithauer et
al., 1990). A PRL ¢ também sintetizada em menor grau em diversos sitios extra-
hipofisarios, incluindo decidua placentaria, miométrio, mama, prostata e células

imunolégicas, como linfocitos T e B e macrofagos (Ben-Jonathan et al., 1996).



3.1.3 Regulacio da secrecio de PRL

Dezenas de fatores inibidores e ativadores tém sido descritos na regulagdo da sintese
e secrecdo da PRL, em sua maioria hipotalamicos (Tabelas 1 e 2) (Zhang et al., 1999;
Molitch, 2002). Ao contrario dos demais hormdnios hipofisarios, o controle hipotalamico
da secrecdao de PRL ¢ predominantemente inibitorio. A dopamina ¢ o fator mais importante
neste processo. Além de inibir a secrecao de PRL, a dopamina suprime a expressao do gene
da PRL e a proliferagao de lactotrofos. Ela ¢ sintetizada primariamente no SNC, e em

menor propor¢ao na medula adrenal.

Tabela 1. Fatores inibidores da PRL

Dopamina

GABA

Somatostatina

Acetilcolina

Calcitonina

Neuropeptideo Y (NPY)

Peptideo atrial natriurético (PAN)

Neurotensina

Receptores dopaminérgicos D2 de alta afinidade estdo presentes nas membranas dos
lactotrofos. Apds a ligacdo da dopamina com seu receptor, ocorre inibi¢do da adenilciclase
e diminui¢do da producdo de AMP ciclico e da liberacdo da PRL (George et al., 1985;
Fischberg & Bancroft, 1995). A dopamina também age diretamente inibindo a sintese de

PRL, via transcricdo de RNA. A maioria das medicagdes que causam liberagdo de PRL age



bloqueando os receptores dopaminérgicos (haloperidol e fenotiazinas) ou depletando as
reservas de dopamina nos neuronios tubero-infundibulares (reserpina, metildopa) (Ben-

Jonathan et al., 2001).

Tabela 2. Fatores liberadores da PRL

Hormonio estimulador da tireotrofina (TRH)
Hormonio estimulador de gonadotrofinas (GnRH)
Peptideo intestinal vasoativo (VIP)

Opidides

Polipeptideo ativador da adenilciclase hipofisaria (PACAP)
Serotonina

Estrogenos

Peptideo histidina-isoleucina

Peptideo liberador de PRL (PrRP)

Angiotensina II

Ocitocina

Substancia P

Galanina

Interleucinas

Histamina

Bombesina

Vasopressina (AVP)

A PRL regula sua propria liberacao agindo no sistema hipotalamico dopaminérgico
por meio de retroalimentacdo negativa de algca curta, via estimulacdo dopaminérgica,
contribuindo para a manutenc¢ao de sua homeostase (Cooper et al., 1982; Devost & Boutin,

1999; Ben-Jonathan et al., 2001; Wand, 2003). Ainda, a PRL ¢ capaz de inibir sua secre¢ao



agindo diretamente nos lactotrofos, ligando-se a receptores de membrana especificos
(regulagdo pardcrina) (Freeman et al., 2000).

Fatores estimulatérios também regulam a secrecdo de PRL. Essas substincias
podem agir diretamente na hipofise ou indiretamente via bloqueio dopaminérgico.
Estrogenos sdo importantes estimuladores fisioldgicos da liberagdo de PRL, via estimulo
direto nos lactotrofos. A exposicao cronica dos lactotrofos ao estrogeno leva ao aumento do
volume e do numero celulares, e sua administracdo aguda aumenta a secrecdo de PRL
dentro de horas. Estrogenos podem agir indiretamente alterando o tonus dopaminérgico ou
aumentando a responsividade da PRL a outros neuromoduladores, causando uma elevacao
da PRL dose-dependente. Quantidades fisiologicas de estrogeno na mulher aumentam
minimamente as concentracdes de PRL, mas levam a uma maior resposta das mulheres a
estimulos fisiologicos da secre¢do da PRL (Frantz, 1978). Experimentalmente, a exposi¢ao
de ratos neonatos a estrogenos se associou com hiperprolactinemia sustentada e alteragao
da expressividade de receptores de estrogeno na hipofise e no hipotdlamo (Khurana et al.,
2000). O mecanismo pelo qual o estrogeno interfere na secrecdo de prolactina envolve a
ligagdo do complexo receptor de estrégeno-estrogeno com o elemento de resposta ao
estrogeno no gene da prolactina nas células lactotroficas (Malayer & Gorski, 1995;
Murdoch et al., 1995). A observagdo de niveis mais elevados de PRL hipotalamica em
ratas, aliada a redugdo dos mesmos apods hipofisectomia apenas em fémeas (DeVito, 1988),
levou o estrogeno a ser reconhecido como regulador da PRL hipotalamica em animais.
Aproximadamente um ter¢o dos neurdnios que contém PRL acumulam estradiol, indicando
a presenca de RE intracelulares (Shivers et al., 1989). Recentemente, em estudos de cultura

celular, demonstrou-se que o estrogeno estimula a secrecdo e a sintese de prolactina por



ativagdo da via MAPK (Mitogen-activated Protein Kinase), interagindo com receptores de
estrogeno e de IGF-I (Insulin-like Growth Factor-1) (Arroba et al., 2005).

Os fatores inibidores e estimuladores provenientes dos neuronios regulam os
lactotrofos, conectado ao lobo anterior da hipofise pelos vasos portais curtos. Também
podem ser provenientes de células vizinhas (regulagdo paracrina) ou dos proprios

lactotrofos (regulagdo autdcrina) (Freeman et al., 2000).

3.1.4 Fisiologia da secrecao da PRL

A secregao da PRL ¢ pulsatil, com aumento da concentracao sérica associada com o
sono. Ocorrem em média 4-14 pulsos por dia, 60% deles iniciados em 60 a 90 minutos apos
a indu¢do do sono (Veldhuis & Johson, 1988). Pulsos diurnos podem ser induzidos por
refeigdes, estresse ou exercicio. Com efeito, o contetido protéico da refeicdo parece ser o
principal estimulador da secrecao de PRL (Carlson et al., 1989).

Antes da puberdade, a concentragdo sérica de PRL ¢ similar em homens e mulheres.
Ap6s o inicio da puberdade, ocorre um aumento dos niveis de PRL em resposta a secre¢ao
estrogénica (Wand, 2003). A amplitude dos pulsos de PRL ¢ significativamente maior em
mulheres pré-menopausicas que em homens e mulheres pés-menopausicas, refletindo papel

do estrogeno endogeno nessa diferenca (Katznelson et al., 1998).

3.1.5 Ac¢odes da PRL

A PRL ¢é uma molécula versatil, acumulando mais de 100 fungdes endocrinas e
autocrinas descritas na literatura, incluindo iniciagdo e manuten¢do da lactagdo,
desenvolvimento da glandula mamaria (Kelly et al., 2002), imunomodulacao,

osmorregulacdo e alteragdes de comportamento parental e reprodutivo (Ben-Jonathan &



Hnasko, 2001; Ben-Jonathan et al., 2002; Yu-Lee, 2002). Ela ¢ o hormonio luteotréfico
primario durante a gravidez e desempenha papel fundamental na manutengdo da lactagdo.
Para tanto, receptores de PRL estdo presentes no sistema enddcrino (hipofise, supra-renal,
ovario e testiculo), SNC, pele (Ben-Jonathan et al., 1996), mama, ttero, prostata, glandulas
lacrimais e submandibulares (Bem-Jonathan et al., 2002; Yu-Lee, 2002), linfécitos B e T
(Gutiérrez et al., 1995), e trato gastrointestinal (Garcia-Caballero et al., 1996).

Evidéncias atuais demonstram que a PRL tem implicagdes em mecanismos
patologicos de diversos orgdos e tipos celulares, como na regulacdo da proliferacdo de
diferentes tipos celulares, incluindo epitélio mamario, células beta-pancreaticas, astrdcitos,
células da hipofise anterior, adipdcitos e linfocitos T (Schrell ef al., 1990; Yu-Lee, 2002;
Goffin et al., 2005).

A PRL altera as atividades secretorias, mitogénicas e morfogénicas celulares. Como
citado na introdugdo, a diversidade das acdes da PRL reflete seu polimorfismo estrutural,
producdo e processamento locais, isoformas de receptor e diferentes genes-alvo e vias de

sinalizagdo intracelular (Ben-Jonathan ef al., 2002).

Nas ultimas trés décadas, estudos tém sugerido associacdo da PRL com proliferagao
tumoral (Ben-Jonathan et al., 2002). Com efeito, evidéncias sugerem que a PRL pode agir
como fator anti-apoptdtico ou mitogénico. Sabe-se que a PRL prolonga a sobrevida das
células 16bulo-alveolares na glandula mamaria de lactantes, inibindo sua apoptose (Ben-
Jonathan et al., 2002), e estimula a proliferacdo celular de diversos tecidos aumentando a
probabilidade de abertura de canais de potéssio, € sua conseqiiente ativacao, de forma ATP-

dependente (Coppenolle et al., 2004). Ainda, diversos estudos in vitro com varias linhagens



celulares de tumores mamarios epiteliais comprovaram a atividade proliferativa da PRL
(Vonderhaar, 1999; Llovera et al., 2000). Recentemente, evidenciou-se o estimulo
mitogénico da PRL no aumento da expressao da proteina anti-apoptdtica Bcl-2 nas células
gliais e de cancer de mama (Ben-Jonathan et al., 2002). Também se observou agdo
mitogénica da PRL em culturas de linfécitos T normais (Viselli ef al., 1991) e em células
de linfoma Nb2 (Shiu ef al, 1983), na sintese de proteoglicanos e na modulacdo da
diferenciacdo celular de condrocitos a partir de células mesenquimais pluripotenciais
derivadas da medula 6ssea (Ogueta et al., 2002).

Em estudos em animais, a hiperprolactinemia se correlacionou positivamente com o
aumento da tumorigénese mamaria (Nandi et al., 1995; Wennbo ef al., 1997; Vonderhaar,
1999) e prostatica (Costello & Franklin, 2002). Em seres humanos, a positividade de R-
PRL também foi demonstrada em tecidos de cancer de mama (Bonneterre et al., 1982;
Vonderhaar et al., 1999), prostata (Peirce & Chen, 2001) e tumores de coélon e reto
(Bhatavdekar et al., 1994). Ainda, detectou-se a expressdo em maior concentracao de R-
PRL em 80-90% dos tecidos de carcinoma mamario (Zinger et al., 2003), correlacionando-
se de forma linear com a expressao dos receptores de estrogeno e progesterona (Ormandy et
al., 1997). Bhatavdekar e colaboradores demonstraram ocorréncia de hiperprolactinemia
(PRL >20ng/mL) em 58% das pacientes com cancer de mama, correlacionando-se
significativamente com tamanho tumoral, estagio avancado da doenga e comprometimento
linfonodal metastatico (Bhatavdekar et al., 2000). Desse mesmo modo, a
hiperprolactinemia (PRL > 20ng/mL) esteve associada a um prognéstico mais sombrio em
pacientes com cancer de colon e reto (Bhatavdekar et al., 1995). Entretanto, o uso de

bromocriptina para a normalizacdo da PRL sérica ndo demonstrou beneficio na sobrevida



de pacientes com cancer de mama (Bonneterre ef al., 1988) ¢ de prostata (Horti et al.,
1998).

Em suma, apesar da literatura sugerir que os niveis de PRL possam influenciar na
carcinogénese, nao ha, at¢ o momento, uma correlagdo clara entre hiperprolactinemia e
etiologia ou progndstico de cancer em seres humanos (Vonderhaar, 1999; Colao et al.,

2004; Goffin et al., 2005).

3.1.6 Epidemiologia da hiperprolactinemia

Por definicao, hiperprolactinemia corresponde a qualquer aumento dos niveis de
PRL acima dos valores de referéncia do método empregado. Os valores normais de
referéncia para prolactina sérica variam, geralmente, de 3 a 28ng/mL em mulheres e de 3-
17ng/mL em homens (Verhelst & Abs, 2003).

Hiperprolactinemia ¢ um distarbio enddcrino comum, ocorrendo em 15-20% das
mulheres com irregularidade menstrual (Greer et al., 1980), em 20% das mulheres com
amenorréia secundaria (Katznelson & Klibanski, 2001), em 43-87% das mulheres com
galactorréia e amenorréia (Wand, 2003) e em 30-40% das mulheres inférteis (Prathibha et
al., 1994). Apenas 1 a 2% dos homens com disfungdo erétil e/ou diminui¢cdo da libido

apresentam hiperprolactinemia (Akpunonu et al., 1994).

3.1.7 Causas fisiologicas de hiperprolactinemia

A Tabela 3 apresenta as causas fisioldgicas de hiperprolactinemia.



A PRL aumenta em resposta ao estresse, incluindo exercicios fisicos (Dohi et al.,
2003), cirurgias, relacdes sexuais, hipoglicemia e crises convulsivas (Wand, 2003).
Todavia, esse aumento ¢ geralmente pequeno, com valores ndo ultrapassando 40ng/mL.

Os niveis de PRL em mulheres em idade fértil sdo ligeiramente maiores que em
homens, provavelmente devido a agdo estrogénica direta. Observa-se um declinio
progressivo nos niveis de PRL em mulheres com a idade, principalmente apds a
menopausa, bem como da responsividade da PRL a estimulos farmacolégicos (TRH)

(Nunley et al., 1991).

Tabela 3. Causas fisioldgicas de hiperprolactinemia

Gravidez

Lactagao

Neonatal

Terapia estrogénica
Sono

Estresse
Hipoglicemia
Relacdo sexual
Estimulagdo mamilar
Exercicio fisico
Refeicdo

Dor




A prolactina aumenta fisiologicamente durante a gestagdo, atingindo um pico no
final da gestacdo em torno de 200ng/mL (variando de 25-600ng/mL) (Tyson et al., 1972,
Nunley et al., 1991), sendo o estrogeno o principal responsavel.

A lactagdo se inicia no periodo poés-parto, apdés a queda abrupta dos niveis
estrogénicos. Durante as primeiras 4-6 semanas de puerpério, os niveis de PRL aumentam
em 10-60 vezes o valor basal 30 a 60 minutos apdés cada mamada, sendo esse pico
associado com aumento da amplitude dos pulsos (Diaz et al., 1989; Verhelst & Abs, 2003).
Com a continuidade da amamentacdo a estimulacio mamilar exerce progressivamente
menor efeito na secrecdo da prolactina, e, dentro de 4-6 meses apos o parto, os niveis de

PRL normalizam (Nunley et al., 1991; Verhelst & Abs, 2003).

3.1.8 Causas patologicas de hiperprolactinemia

As causas patologicas de hiperprolactinemia estdo na Tabela 4, sendo a mais
comum os adenomas hipofisarios secretores de PRL (Wand, 2003), denominados
prolactinomas. Elevagdes substanciais da PRL (>150ng/mL) em estado nao gravidico-
puerperal geralmente indicam um tumor hipofisario. Prolactinomas sdo relativamente
comuns, correspondendo a 30-40% dos tumores hipofisarios (Molitch, 2001). Eles sao
classificados, assim como os demais adenomas hipofisarios, de acordo com o tamanho
tumoral em microprolactinomas (<I0mm de diametro) e macroprolactinomas (> ou =
10mm de diametro). Macroprolactinomas representam 1/3 de todos os prolactinomas em
mulheres e mais de 2/3 dos prolactinomas em homens (Delgrange et al., 1997). Com efeito,
a secrecdo de PRL ¢ geralmente caracterizada pela sua eficiéncia e proporcionalidade entre

a populagdo de lactotrofos e os niveis de PRL sérica. Assim, mesmo pequenos adenomas



sdo capazes de causar hiperprolactinemia, e ha uma boa correlagao entre o tamanho tumoral

nos exames de neuroimagem e os niveis de PRL sérica, sendo grandes tumores associados a

altos niveis de PRL. Os prolactinomas derivam da expansao monoclonal de uma tnica

célula que sofreu mutacdo somatica (Herman et al., 1990). Em sua maioria, observa-se

hiperexpressao do gene transformador de tumor hipofisario — PTTG1 (Zhang et al., 1999;

Horwitz et al., 2003). Em aproximadamente 10% dos casos os adenomas sdo co-secretores

de hormonio de crescimento (Molitch, 2001).

Tabela 4. Causas patoldgicas de hiperprolactinemia

Doenga Hipofisaria
Tumores secretores de PRL
Acromegalia
Doenga de Cushing
Sindrome da Sela Vazia

Seccao/ Compressao da Haste Hipofisaria
Tumores hipofisarios
Trauma

Doencas Hipotalamicas Infiltrativas
Craniofaringiomas
Meningiomas
Germinomas, linfomas
Tuberculose
Sarcoidose
Irradiagao
Granuloma eosinofilico
Tumores metastaticos

Estimulacao Periférica

Trauma de parede tordcica
Lesao de parede toracica
Herpes zoster
Estimulagdo mamilar

Medicagdes

Fenotiazinas, cocaina, cimetidina
Antidepressivos triciclicos
Cocaina, metoclopramida
Metildopa, reserpina, verapamil

QOutras

Insuficiéncia renal

Insuficiéncia hepatica
Insuficiéncia adrenal

Produg@o hormonal ectopica
Crises convulsivas

Sindrome dos ovarios policisticos
Hipotireoidismo primario

Elevagdes modestas da PRL (25-100ng/mL) podem estar associadas a diversas

causas. Inimeras condi¢des levam a diminui¢do da inibi¢do dopaminérgica da secre¢do de

PRL, como dano aos neuronios dopaminérgicos hipotalamicos (tumores e doencas



infiltrativas), seccdo ou compressdo da haste hipofisaria (trauma cranio-encefalico e

tumores hipofisarios), drogas que bloqueiam os rece



dopamina hipotalamica a hipofise anterior via circulagdo portal hipofisaria (Verhelst &
Abs, 2003).

Como descrito anteriormente, o TRH estimula a sintese e secrecdo de PRL dos
lactotrofos normais e neoplasicos. O hipotireoidismo primario leva a aumento da secrecao
de TRH e da resposta da PRL ao TRH, podendo acarretar hiperprolactinemia. Geralmente
os valores de PRL sdo inferiores a 100 ng/mL e retornam ao normal com a compensagao do
hipotireoidismo (Grubb et al., 1987; Wand, 2003).

A insuficiéncia renal cronica (IRC) leva a um aumento da secrecdo na ordem de 3
vezes e a uma diminuic¢do do clearance (em 30%) da PRL. Como resultado, pacientes com
IRC apresentam niveis elevados de PRL, que geralmente se normalizam apds transplante
renal (Sievertsen et al., 1980).

Hiperprolactinemia também pode ser observada em pacientes com insuficiéncia
hepatica (Wernze & Schmitz, 1997), sindrome de ovarios policisticos (Isik ez al., 1997),
lesdes ou trauma de parede toracica (Wand, 2003), crises convulsivas (Willert et al, 2004)
sindrome paraneoplasica de carcinoma renal e pulmonar (Ozarda, 1983).

Em um nimero substancial de pacientes com PRL sérica entre 20-100ng/mL,
nenhuma causa ¢ encontrada, sendo esta condicdo denominada “hiperprolactinemia
idiopatica”. Esta geralmente corresponde a 10-20% das hiperprolactinemias, excluindo o
uso de drogas (Verhelst & Abs, 2003), conforme listagem na Tabela 5. Muitos desses
pacientes podem ter microadenomas ndo visiveis em estudos de imagem, e, na maioria, 0s
niveis de PRL permanecem estaveis por varios anos (Martin et al., 1989; Sluijmer &

Lapp6hn, 1992).



Tabela 5. Drogas associadas a hiperprolactinemia

Verapamil
Antagonistas dos receptores histaminicos H2 (cimetidina)
Estrogenos
Hormdnio estimulador da tireotrofina (TRH)
Opidides
Antagonistas dos Receptores Dopaminérgicos
Fenotiazinas, haloperidol, risperidona, metoclopramida, sulpirida, domperidona
Inibidores das catecolaminas
Reserpina, metildopa
Outros *
Antidepressivos triciclicos
Inibidores da recaptagdo de serotonina (fluoxetina e paroxetina)

Inibidores da enzima conversora de angiotensina

* geralmente associados a hiperprolactinemia clinicamente nao significativa

Aproximadamente 10-26% dos pacientes com hiperprolactinemia apresentam uma
condicdo chamada de “macroprolactinemia” (Fahie-Wilson & Soule, 1997, Smith &
McKenna, 1999). Sdo pacientes geralmente assintomaticos que apresentam exame de
imagem hipofisaria normal. Macroprolactinemia, ou pseudo-hiperprolactinemia, tem
carater benigno, ocorrendo quando a isoforma Big-big da PRL, de alto peso molecular,
corresponde a maior parte da prolactina circulante. Ela pode ser distinguida da

hiperprolactinemia de outras causas utilizando-se o exame de filtracio em gel ou



precipitacdo em polietilenoglicol (PEG) (Olukoga & Kane, 1999; Leslie et al., 2001;
Vallete-Kasic et al., 2002; Suliman et al., 2003). Convencionalmente, o diagnodstico da
macroprolactinemia ¢ baseado no achado de mais de 30-60% de macroprolactina na
cromatografia por filtro em gel ou uma recuperagcao menor que 30-40% ap0s precipitagdo

do soro em polietilenoglicol (Olukoga & Kane, 1999).

3.1.9 Manifestacoes clinicas da hiperprolactinemia

A sindrome galacto-amenorréica ¢ a descri¢ao cldssica das manifestagdes clinicas da
hiperprolactinemia.

Em mulheres, infertilidade, distirbios menstruais (oligo-amenorréia), galactorréia e
diminui¢do da libido refletem o hipogonadismo hiperprolactinémico. O mecanismo desse
hipogonadismo hipogonadotroéfico envolve a inibi¢do da secrecdo dos hormodnios
luteinizante (LH) e foliculo-estimulante (FSH), via inibi¢ao direta da libera¢ao de hormoénio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) (Gomez et al., 1977). Os sintomas de
hiperprolactinemia em mulheres pré-menopdausicas se correlacionam com os niveis de
prolactina, sendo hipogonadismo completo tipicamente associado a elevagdes superiores a
100ng/mL. Graus moderados de hiperprolactinemia (50-100ng/mL) podem levar a
amenorréia ou oligomenorréia. Graus mais leves (20-40ng/dl) podem causar apenas
producdo insuficiente de progesterona com encurtamento da fase lutea do ciclo menstrual
(Corenblum, 1976). Mesmo na auséncia de alteracao do ciclo menstrual pode-se observar
infertilidade associada a hiperprolactinemia.

Nas mulheres pds-menopausicas, o unico sinal de hiperprolactinemia pode ser o

desaparecimento dos fogachos devido a supressdo da secregdo de LH e FSH. Nessas



pacientes o hipogonadismo ja esta presente e raramente se observa galactorréia devido ao
hipoestrogenismo (Verhelst & Abs, 2003).

Em homens, o hipogonadismo hipogonadotréfico associado a hiperprolactinemia se
caracteriza por diminui¢do da libido, impoténcia e infertilidade. Ginecomastia e
galactorréia s3o menos freqiientemente observados devido aos baixos niveis de estrogenos
circulantes (Walsh & Pullan, 1997).

Osteopenia e osteoporose podem ser observadas em pacientes com
hiperprolactinemia cronica. Estudos demonstraram que a densidade mineral 6ssea ¢ 20-
25% menor em mulheres com hiperprolactinemia, quando comparadas a controles pareados

para a idade (Schlechte et al., 1987; Biller et al., 1992), e correlaciona-se positivamente



tratamento deve ser voltado para a doenca de base. Em caso de aumento de prolactina
associada ao uso de medicamentos, deve-se individualizar cada caso antes de optar por
suspender e/ou trocar a medicagdo por outra que sabidamente ndo interfira com o eixo
lactotréfico. Em prolactinomas, bem como em hiperprolactinemia idiopatica sintomdtica os
agonistas dopaminérgicos sao considerados tratamento de primeira linha, sendo a
bromocriptina, a quinagolida e a cabergolina os principais representantes dessa classe.
Niveis normais de prolactina sdo atingidos em 83% e 59% das pacientes tratadas com
cabergolina e bromocriptina, respectivamente. Além da normoprolactinemia, sabe-se que os
agonistas dopaminérgicos também levam a reducdo tumoral em grande parte dos pacientes

tratados (Cook, 2005).

3.2. Receptor de PRL (R-PRL)

3.2.1 Generalidades

Em 1988, os R-PRLs foram seqlienciados ¢ clonados, sendo reconhecidos como
proteinas transmembrana de cadeia Unica, compostos de um dominio extracelular, um
dominio transmembrana ¢ um dominio intracelular (Boutin et al., 1988). Juntamente com
os receptores do hormonio do crescimento, os R-PRL fazem parte da superfamilia de
receptores da citocina, compartilhando inimeras caracteristicas estruturais e funcionais,
apesar da baixa homologia da seqiiencia (Freeman et al., 2000).

As agdes da PRL sdo mediadas pela ligacdo com receptores de membrana celular,

formando o complexo hormonio-receptor. A relacdo da PRL com seu receptor ¢



representada por uma curva em U invertido, € ndo uma resposta linear progressiva. Desse
modo, em altas doses, a ligacdo da PRL com o R-PRL tende a ser menos efetiva do que em

niveis normais (Ben-Jonathan et al., 2002).

3.2.2 Gene responsavel pelo R-PRL

O gene que codifica o R-PRL esta localizado no cromossomo 5 e contém, ao menos,
dez exons. A regulagdo transcricional do gene do R-PRL ¢ realizada por trés diferentes
regides promotoras especificas para cada tecido. O promotor 1 € especifico para o tecido
gonadal, o promotor 2 para figado, e o promotor 3 ¢ genérico, estando presente em tecido
gonadal e extra-gonadal (Hu e al., 1996). Diversas isoformas do R-PRL sdo descritas em
varios tecidos, resultando da transcrigdo mediada por diferentes sitios de iniciagdo desses

tré€s promotores dos R-PRL (Freeman et al., 2000).

3.2.3 Descricio do R-PRL e de suas isoformas

Como descrito previamente, os R-PRL sdo proteinas transmembrana de cadeia
unica, compostos de um dominio extracelular, um dominio transmembrana ¢ um dominio
intracelular. Diversas isoformas do R-PRL sdo descritas em diferentes tecidos (Freeman et
al, 2000), variando no tamanho e composi¢do dos dominios citoplasmaticos, mas com
dominios extracelulares idénticos (Kelly et al., 1991; Goffin & Kelly, 1996). O dominio
extracelular das isoformas do R-PRL consiste em 210 aminoécidos e apresenta semelhanga
seqliencial com outros receptores de citocina. Este se divide em um subdominio terminal

NH2 - D1 e um subdominio de membrana proximal — D2, ambos com homologia a



molécula da fibronectina tipo III, responsavel pela interagdo receptor-ligante da maioria dos

receptores de citocina (Goffin & Kelly, 1996; Freeman et al., 2000).

3.2.4 Mecanismo de acao e sinalizacao do R-PRL

Cada molécula de PRL contém dois sitios de ligagdo. O sitio 1 envolve as hélices 1
e 4, e o sitio 2, as hélices 1 e 3. Primeiramente, o sitio 1 da molécula de PRL interage com
o R-PRL. A formagado desse complexo receptor-PRL inicial € pré-requisito para a interacao
do sitio 2 da mesma molécula de PRL com um segundo R-PRL. Desse modo, a ativacao do
R-PRL s6 pode ser iniciada quando o complexo trimérico (2 receptores + 1 hormonio/PRL)
¢ formado (Freeman et al., 2000), desencadeando seus efeitos moleculares com ativagao de

cinases e sinalizando seqiiéncias (Figura 1).

Inicio da
seqliéncia
intracelular

Figura 1. Formacao do trimero para inicio da seqiiéncia intracelular
PRL: prolactina; R-PRL: receptor de prolactina

Os dominios intracelulares das isoformas dos R-PRL apresentam composi¢do e

tamanhos diferentes e guardam pouca similaridade com os outros receptores de citocinas.



Todavia, existem duas regides relativamente conservadas, denominadas Box-/ e Box-2.
Box-1 ¢ proximal, enriquecida com prolina e essencial para o reconhecimento das
moléculas transdutoras (Freeman et al., 2000).

O dominio intracelular do R-PRL ¢ desprovido de atividade tirosina quinase
intrinseca (Goffin & Kelly, 1996). A estimulagdo hormonal leva a fosforilagdo de diversas
proteinas celulares, incluindo os proprios receptores, utilizando a via Jak-Stat como cascata
de sinalizagdo principal. Proteina integrante da familia Janus tirosina quinase, a Janus
quinase 2 (Jak2), ¢ rapidamente fosforilada com a dimerizagdo do receptor e induz a
fosforilacdo do receptor e das proteinas Stat (signal transducers and activators of
transcription). Dois pré-requisitos sao necessarios para a ativacdo da via Jak-2: a presenga
do Box-1 enriquecido com prolina no dominio intracelular do R-PRL, e a estequiometria
homodimérica da dimerizacdo do R-PRL induzida pelo ligante (Freeman et al., 2000). A
ativacdo da Jak-2 ocorre, entdo, por transfosforilacdo através da dimerizagdao do R-PRL.
Ela induz a fosforilagcao dos residuos de tirosinas do proprio R-PRL. Apesar da fosforilagao
da Jak-2 ocorrer em todas as isoformas ativas de R-PRL, a fosforilagdo da tirosina do
proprio receptor nao ocorre com a ativagao da forma curta do R-PRL, responsavel por
fungdes na proliferacao celular (Goupille et al., 1997; Goupille et al., 2000).

As proteinas Stat integram a familia de fatores de transcri¢do citoplasmaticos
latentes, sendo consideradas um dos principais transdutores da sinalizacdo dos receptores
de citocinas. Sao oito membros da familia Stat, dos quais quatro, Stat 1, 3, 5a e 5b, sdo
ativados pelo R-PRL. Consideram-se Stat 5a e 5b como os principais mediadores. As
proteinas Stat sdo constituidas por 5 elementos: um dominio de ligagdo com DNA, um
dominio SH3-/ike, um dominio SH2-/ike, um dominio terminal de transativacdo NH2 e

COOH (Finidory & Kelly, 1995). O residuo de tirosina fosforilada do receptor de citocina



ativado interage com o dominio SH2 das Stat. Desse modo, a Stat ¢ fosforilada pela jak-
quinase associada ao receptor (Bole-Feysot et al., 1998). As proteinas Stat ativadas sofrem
dimerizagdo e se translocam para o nucleo da célula ligando-se a seqiiéncias especificas do
DNA de genes-alvo (Goffin & Kelly, 1996; Ben-Jonathan et al., 2002).

Outras seqiiéncias quinases sao ativadas paralelamente pela PRL, como Fyn, Src,
Ras, Raf, serina/treonina quinases, Akt, proteina quinase ativadora de mitogenos (MAPK) e
proteina quinase C (Freeman et al., 2000; Goupille et al., 2000; Yu-Lee, 2002). A
coordenacdo entre essas seqliéncias paralelas secundérias determina a ocorréncia de
diferentes padrdes de expressao de genes-alvo, e o pleiotropismo das agdes da PRL na

proliferacao, diferenciagdo, sobrevida e apoptose celulares.

3.2.5 Distribuicao tecidual dos R-PRL

Receptores de PRL estdo presentes em praticamente todos os tecidos, incluindo
sistema endocrino (hipofise, supra-renal, ovario e testiculo), sistema nervoso central,
musculo esquelético, pele (Ben-Jonathan et al., 1996), mama, endométrio (Jones et al.,
1998), prostata, glandulas lacrimais e submandibulares, coracao, timo, bago (Ben-Jonathan
et al., 2002; Yu-Lee, 2002), linfocitos B e T (Gutiérrez et al, 1995), condrdcitos (Ogueta et
al., 2002) e trato gastrointestinal (Garcia-Caballero et al., 1996). Os locais de maior
densidade de R-PRL sdo figado, plexo coroide, ovario e mama (Freeman et al., 2000; Ben-

Jonathan et al., 2001).



2.2.6 Deteccao do R-PRL

Desde 1988, quando foram seqiienciados e clonados os R-PRLs (Boutin et al.,
1988), inumeros trabalhos foram desenvolvidos avaliando a sua expressdo nos mais
diferentes tecidos. As técnicas mais comumente utilizadas para tal sdo imunoistoquimica
(IT) e reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

O estudo imunoistoquimico se baseia na utilizacdo de anticorpos mono ou
policlonais especificos para determinados epitopos de um determinado receptor, no caso, o
R-PRL. Ele apresenta a vantagem de poder ser aplicado mesmo em amostras teciduais com
pequena quantidade de células. Com efeito, a II permite avaliar a presenga e a percentagem
de células imunorreativas, bem como a intensidade de coloracdo dessas células
individualmente.

Outro método também utilizado ¢ a quantificagdo do RNA mensageiro (RNAm) do
R-PRL através de PCR em tempo real (Chiu et al., 1992; Carroll et al., 1996; Castillo et al.,
2004). Bhatavdekar e colaboradores, em 2000, sugeriram uma classificagdo em cruzes
conforme a percentagem de células positivas, variando de negativo (nenhuma célula
positiva), 1+ (< de 5% das células positivas), 2+ (5-50% das células positivas) e 3+ (>50%
das células positivas). Entretanto, em relacdo ao R-PRL, ndo hé consenso na literatura atual
sobre sua quantificacdo ou sobre os valores limites mais adequados para avaliacdo da sua
positividade nas diferentes técnicas, sendo a presenca de uma célula corada ja considerada

positiva (Bhatavdekar et al., 2000; Peirce & Chen, 2001).



3.3 Marcador de Replicagao Celular: MIB-1

Considerando-se a proliferacdo celular, acredita-se que quanto maior a atividade
proliferativa de um tumor, pior sera seu comportamento bioldgico. Como conseqiiéncia,
muito esfor¢o tem sido feito no desenvolvimento de métodos objetivos para avaliar a

proliferagdo celular e o significado destes métodos, mais do que a atividade proliferativa



se preparando para o inicio da sintese de DNA e caracterizado por pronunciada sintese de
RNA; fase S, na qual ha a sintese de DNA propriamente dita e fase G2, entre o final da fase
S e o inicio da mitose, quando a célula apresenta contetido duplicado de material genético.
Ainda temos as células na fase GO, dita quiescente, usualmente encarregadas de executar a
funcdo do tecido em questdo e que estdo fora do ciclo celular propriamente dito. O ciclo

celular esta representado na figura 2.

.

PCNA
Ki-67

u Mitoses

Figura 2: Representagdo esquematica do ciclo celular, do antigeno nuclear de proliferagao

celular (PCNA) e do Ki-67. Adaptado de Murray e colaboradores, 1994.

Durante o ciclo celular, as células tém trés rotas possiveis a percorrer: permanecer
no ciclo e, portanto, seguir para a proxima divisdo; permanecer viva sem divisdes
adicionais, usualmente entrando em GO ou sofrendo diferenciagdo, ou morrer por apoptose.

As decisdes sobre que rota seguir acontecem em dois pontos cardinais: o ponto no qual ha






E um método classico de avaliagdo da proliferagio celular, no qual um andlogo
radioativo da timidina ¢ fornecido para uma cultura de células ou inoculado em animal
vivo, sendo incorporado pelas células em fase S e posteriormente visibilizado através de
autorradiografia (Quinn & Whright, 1990). O total de células que incorpora a T[H;] reflete
a fragdo de fase S daquela populagdo celular. Apesar de ser um método bastante
interessante, tem a desvantagem de ser usado somente em células vivas. Tanto a T[Hj]
quanto a bromodeoxiuridina sdo usados como parametro de comparac¢ao na avaliagdo dos

métodos II por serem métodos muito bem estabelecidos.

! " #$%
As regides organizadoras de nucléolo (NORs) sdo alcas de DNA que transcrevem o
RNA ribossomal. As NORs podem ser demonstradas através do método de impregnacao
pela prata (Ag), devido a argirofilia das proteinas a ela associadas. Este método mede o
grau de dispersdo das NORs, que reflete a atividade proliferativa de uma populagdo celular
e a velocidade com que as células percorrem o ciclo celular. O uso da AgNOR tem um
valor adicional, podendo ser associado aos demais métodos que avaliam a fracdo de

crescimento, para se ter uma visao mais precisa da atividade proliferativa do tumor (Brugal,

1995).

&
A citometria de fluxo ¢ uma técnica automatizada que permite a quantificacdo do
conteudo de DNA celular ¢ a analise da distribuicao das células dentro do ciclo celular. De

acordo com o conteudo de DNA, conhecido como ploidia, pode-se determinar as células



que estdo em fase GO/G1 (diploides), células em fase G2 (tetraploides) e células em S
(conteudo intermediario de DNA). A principal vantagem estd na enorme quantidade de
células que podem ser avaliadas em um curto espago de tempo e a principal desvantagem
esta na impossibilidade de correlagdo direta com a morfologia das mesmas, tornando dificil
a separagao dos dados provenientes de células tumorais das outras células do tecido
(fibroblastos, linfoécitos, etc.). Sistemas mais modernos, incluindo anélise de multiplos
marcadores e o uso de filtros segundo caracteristicas morfoldgicas das células, aumentam

consideravelmente o potencial deste método (De Mello & Alves, 1999).

3.3.3 Deteccao da replicagiao celular: métodos imunoistoquimicos

Os métodos II baseiam-se na detec¢do de antigenos, cuja expressdo tenha relagdo
quantitativa ou qualitativa com uma ou mais fases do ciclo celular. Kreipe e colaboradores,
em 1995, propdem o agrupamento destes antigenos em duas categorias: enzimas e cofatores
envolvidos na sintese de DNA durante a fase S do ciclo celular, nos quais enquadra-se o
antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA), mas também outros, como a DNA
polimerase alfa e a topoisomerase Il alfa, e proteinas de fungdo desconhecida, com

destaque para o Ki-67.

# $#

Historicamente, foi descrito como um auto-anticorpo, presente em pacientes com
lupus eritematoso sistémico, que identificava um antigeno presente nas células em
proliferacdo (Miyachi et al., 1978; Takasaki et al., 1981). Este antigeno foi identificado

como PCNA, uma proteina nuclear ndo histonica de 36 kD, envolvida na sintese do DNA



(Mathews et al., 1984). O PCNA ¢ necessario para a replicagdo do DNA in vivo e in vitro e,
pelo menos in vitro, também € necessario no processo de reparo do DNA (Ghnassia, 1996).
Tem sido empregado como marcador operacional de proliferacao celular, de uma maneira
mais ampla, com o desenvolvimento de anticorpos que funcionam em material fixado em
formol e incluido em parafina (Wassen & Lane, 1990). No estudo de tumores, alguns
autores tém encontrado uma boa correlagdo com outros parametros de medida da
proliferacdo celular, como o proprio Ki-67 (Dervan et al, 1992), enquanto outros,
paradoxalmente, ndo (Visakorpi, 1992). O PCNA tem uma meia-vida muito longa, cerca de
20 horas, o que permite que células que hd muito tempo deixaram o ciclo celular persistam
apresentando o antigeno (Scott ef al., 1991), resultando em uma proporcao de positividade
imunoistoquimica maior do que a esperada quando sdo avaliados outros marcadores de
proliferagdo celular. O PCNA aparece em todas as fases do ciclo celular e o que realmente

varia € a sua quantidade ao longo do ciclo, o que dificulta muito a sua interpretacao.

# O+

Em 1983, Gerdes e colaboradores descreveram a preparagdo de um anticorpo
monoclonal de camundongo, dirigido a um antigeno presente em células em proliferacao
que foi chamado de Ki-67 (Gerdes et al., 1983). Este anticorpo foi denominado de Ki-67
por ter sido produzido em Kiel, na Alemanha e porque o clone produzido cresceu na
sexagésima sétima placa de cultura. Foi obtido em estudos que tinham como objetivo a
producdo de anticorpos monoclonais para antigenos nucleares especificos das células de
Hodgkin e Reed-Sternberg, através da imunizagdo de camundongos com extrato nuclear da
linhagem celular L428. Os produtos dos hibridomas, que reagiam com nucleos das células

neoplasicas do linfoma de Hodgkin, foram retestados em seccoes de tecido congelado de



linfonodo parcialmente envolvido pela doenca de Hodgkin. O anticorpo designado Ki-67,
além de reagir com nucleos de células de Hodgkin e Reed-Sternberg, também o fez com
nucleos de células presentes em centros germinativos. J4 a grande maioria das células
linféides, presentes fora dos centros germinativos e outras células, como plasmocitos, €
fibroblastos eram negativas para o Ki-67. Como as células do centro germinativo sdo
sabidamente células com alta taxa de proliferacdo, foi levantada a hipotese de que o
antigeno identificado pelo Ki-67 estava relacionado a proliferagcdo celular. Testou-se esta
hipdtese utilizando-se o Ki-67 em tecidos com padrao de proliferacio conhecido. Os
resultados foram altamente compardveis com os obtidos em estudos de captacdo de
timidina [H3] nos mesmos tecidos. A relagdo do Ki-67 com a proliferagdo celular estava
evidenciada.

A relacdo entre o Ki-67 e a proliferagdo celular também foi demonstrada pela
estimulagdo de culturas de células em repouso com fito-hemaglutinina (PHA), fazendo com
que estas células se transformassem em células proliferativas ¢ passassem a expressar Ki-67
em seus nucleos. Estes experimentos iniciais ainda ndo esclareciam se o Ki-67 estava
presente em apenas algumas ou em todas as fases do ciclo celular, mas estudos posteriores
demonstraram a expressao do Ki-67 nas diferentes fases do ciclo celular (Gerdes et al.,
1984).

Em 1988 e 1989, Verheijen e colaboradores publicaram suas observagdes sobre a
localizacao do antigeno Ki-67, primeiramente no nicleo em interfase e depois no nucleo

em mitose. No nucleo em interfase, o Ki-67 reage co



Além disso, o antigeno Ki-67 parece estar preservado na matriz nuclear de preparagdes
obtidas depois do fracionamento in sifu de células MR65 em interfase.

No nucleo em mitose, o nucléolo gradualmente se desintegra e acaba desaparecendo
quando os cromossomas se condensam. Usando-se imunofluorescéncia com Ki-67, os
seguintes padrdes foram identificados nas diferentes fases da mitose: na profase, o padrao
nuclear do Ki-67 transforma-se em uma rede através do nucleoplasma, aparentemente
associada a cromatina; na metafase, foi observado um reticulo de fibrilas fluorescentes
interconectadas, alterando-se para um padrdo mais granular durante a anafase e telofase;
durante a teldfase tardia, o Ki-67 apresenta um padrao pontilhado, que segue-se por uma
agregacao destes pontos, restaurando finalmente o padrao nucleolar tipico da interfase nas
células filhas.

A caracterizagdo biologica do antigeno Ki-67 comegou a tomar consisténcia com
uma nova publicacdo de Gerdes e colaboradores em 1991. Além de confirmar que o
antigeno tratava-se de uma proteina ndo histonica, foi demonstrada sua alta sensibilidade ao
tratamento com proteases. Usando métodos de tipo immunoblot, nos quais o tempo de
preparagdo dos lisados era encurtado para minimizar o problema da suscetibilidade a
protedlise, estes autores obtiveram sucesso em caracterizar o antigeno Ki-67 como um
complexo bimolecular com peso molecular de 345 e 395 kD. O gene que codifica o
antigeno Ki-67 também foi clonado e seqiienciado, localizando-se no cromossoma 10
(10g25) (Schonk et al., 1989).

Em 1992, publicou-se o avanco que foi provavelmente o mais importante em tornar
a determinacdo do Ki-67 a principal arma de avaliacdo da proliferagdo celular em
neoplasias. Foi descrita a producao de dois novos anticorpos (MIB-1 e MIB-3), capazes de

detectar a expressao da proteina Ki-67 em material incluido em parafina (Cattoretti et al.,



1992; Gerdes et al., 1992). Quando foi utilizado o método de recuperacdo de epitopos no
forno de microondas, o padrao de reacdo do MIB-1 e MIB-3 tornou-se similar ao que se
obtinha com o anticorpo Ki-67 em material congelado. Isto tornava possivel a avaliacdo da
fragdo de crescimento em material de arquivo, mesmo em blocos de parafina estocados por
muitos anos.

Uma vantagem adicional do Ki-67 como marcador de celulas em proliferacao ¢ a
sua meia-vida curta, com o antigeno sendo degradado uma hora ou menos apds a mitose
(Bruno & Dazynkiewicz, 1992). Isto garante que células que ja tenham saido do ciclo
celular ndo apresentem o antigeno. O fato das células em fase G1 precoce, que acabam de
sair de GO, ndo apresentarem o antigeno faz com que freqlientemente se argumente que a
marcacao do Ki-67 levaria a alguma subestimacao da fragdo de crescimento de um tecido;
outros, no entanto, t€ém demonstrado justamente o contrario (Scott ez al., 1991).

De qualquer forma, tendo em vista todos estes dados, parece-nos claro que a
marcacao do Ki-67 resulta numa avaliagdo bastante aproximada da fra¢do de crescimento
de uma populagdo celular. A marca¢do, mesmo que ténue, pode ser considerada positiva,
ou seja, a célula, mesmo minimamente marcada encontra-se dentro do ciclo celular. Em
adicdo, tem-se disponivel um anticorpo monoclonal, o MIB-1, que apresenta resultados
homogéneos e de facil interpretacdo em material parafinado. Desse modo, acredita-se que o
Ki-67, na forma do MIB-1, ¢ o melhor marcador operacional da proliferagdo celular, o que
¢ corroborado pelo crescente nimero de trabalhos na literatura (Bruno & Dazynkiewicz,
1992; Cattoretti et al., 1992; Gerdes et al., 1992; McCormicke et al., 1993; Schwarting,
1993; De Mello & Alves, 1999).

O Ki-67 ¢ um marcador nuclear, portanto, apenas a positividade nuclear, mesmo

que ténue, deve ser considerada. Em relagdao ao Ki-67/MIB-1, t€ém-se observado constancia



dos resultados, mesmo quando tempos tao longos quanto 10 dias de fixacdo em formalina
sao aplicados (De Mello & Alves, 1999). Em relagdo ao retardo no inicio da fixagdo, ndo se
tem dados na literatura a este respeito. Um outro aspecto importante e que favorece o uso
do Ki-67/MIB-1 ¢ a influéncia da diluicdo dos anticorpos nos resultados da marcagao II.
Com o Ki-67/MIB-1, grandes variacdes na diluigdo produzem resultados similares
(McCormick et al., 1993).

O aspecto metodologico da avaliagdo destes marcadores também ¢ muito
importante. A forma como ele ¢ avaliado nas publicacdes cientificas ¢ bastante variada,
mas usualmente predominam os métodos quantitativos, nos quais os nucleos sao contados
visualmente ou através de sistemas computadorizados de analise de imagens. Estudos
comparativos recentes entre os métodos de contagem e método de estimativa (semi-
quantificacdo) para o Ki-67/MIB-1 obtiveram resultados similares, levando a crer que a
semi-quantificagdo, por dar resultados semelhantes a contagem e por consumir menor
tempo, € suficiente para fins praticos (De Mello & Alves, 1999).

O ponto de corte a partir do qual um tumor € considerado altamente proliferativo
também ¢ muito variavel. No caso do carcinoma de mama, usualmente, quando o tumor
tem menos do que 10% dos nucleos marcados para Ki-67/MIB-1, ¢ considerado como
tendo um baixo indice de proliferagdo, sendo mais do que 25% um alto indice. Valores
entre 10-25% poderiam ser considerados moderados.

A atividade proliferativa de um tumor ¢ o resultado de sua fragdo de crescimento e
também da velocidade com que o tumor completa o ciclo celular (tempo de geracao). O Ki-
67 marca de forma muito aproximada a fracdo de crescimento de uma populacao de células.
A avaliagdo da fracdo de crescimento através da marcagdo imunoistoquimica do Ki-67

parece ser o método mais promissor para uso em patologia, devido a relagao bioldgica bem



definida desta proteina com o ciclo celular, a facilidade com que o método pode ser
aplicado e a confiabilidade dos resultados em um laboratério II bem estabelecido

(Schwarting, 1993).

3.4 Tumores primarios do SNC

3.4.1 Conceito e epidemiologia

Tumores primdrios do SNC sdo neoplasias originadas de diferentes tipos celulares
do SNC, incluindo parénquima cerebral, meninges, nervos cranianos, hipofise e pineal.
Apesar de serem considerados raros, sua incidéncia vem aumentando nos ultimos 50 anos.
Desde 1970, a incidéncia de tumores cerebrais primarios aumentou em sete vezes na
populagdo acima de 70 anos de idade (Flowers, 2000). Especula-se que este aumento esteja
associado, em parte, a maior sobrevida da populagdo idosa e a melhor qualidade dos
exames de imagem (Polednak, 1996).

A prevaléncia geral de tumores no SNC varia de 10 a 17 por 100.000 pessoas para
tumores intracraniais ¢ 1 a 2 por 100.000 pessoas para os espinais (Girolami et al., 1999).
Neoplasias secundarias metastaticas (pulmdo, coélon, melanoma, etc) correspondem a
aproximadamente 50% de todos os tumores do SNC.

A incidéncia estimada de tumores primarios do SNC, a partir de dados
populacionais dos EUA, ¢ de 7,7 e 5,7 casos novos por 100.000 pessoas—ano para tumores
malignos e benignos, respectivamente (Surawicz et al., 1999).

As neoplasias de SNC apresentam algumas particularidades em relacao as de outros

sitios: a distingdo entre a benignidade e malignidade ¢ menos evidente, sendo descritos



tumores com caracteristicas celulares de benignidade (uniformidade celular e baixo indice
de proliferacdo) e comportamento invasivo. Além disso, a ressecabilidade depende da
regido anatomica afetada.

Apesar de representarem apenas 2% de todos os canceres, os tumores malignos
primarios de SNC apresentam uma taxa de mortalidade desproporcionalmente elevada, de
6,6/100.000 pessoas-ano. A sobrevida geral desses tumores em 5 anos, incluindo todas as
idades e todos os tipos histologicos, fica em torno de 17-33% (Berrino ef al., 1995; Sant et
al., 1998; Surawicz et al., 1999; Johannesen et al., 2003). Nos subtipos histoldogicos mais
comuns, astrocitoma e glioblastoma multiforme, a sobrevida em 5 anos ¢ de 30% e 3,3%,
respectivamente (Davis et al., 1998). Nos ultimos anos, observou-se uma melhora na
sobrevida limitada a determinados subtipos histologicos, como meduloblastomas, com
novos protocolos de quimioterapia e radioterapia disponiveis. Para os subtipos mais
freqiientes, entretanto, especialmente os glioblastomas, ndo houve mudanga na taxa de
sobrevida (Sant et al., 1998).

Dentre os fatores progndsticos favoraveis para os tumores primarios do SNC,
encontram-se menor grau patoldgico e idade jovem, auséncia de alteracdo mental no
momento do diagndstico, localizacdo cerebelar do tumor, menor tamanho tumoral no pré-
operatorio e ressec¢ao cirurgica completa (Wen et al., 1995; Davis et al., 1998).

Em relacdo a idade, observa-se um pico de incidéncia de todos os tumores cerebrais
primarios em torno dos 50 anos, sendo a maioria dos tumores intracranianos diagnosticados
em pessoas acima dos 45 anos (Radhakrishnan ef al., 1995; Flowers, 2000).

Em adultos, os gliomas (principalmente os astrocitomas) correspondem a 50-80%
dos tumores primarios sintomaticos do SNC e os meningiomas a 25-30% (Sagar & Israel,

2005). A incidéncia dos meningiomas pode chegar a 40% quando estudos de neuroimagem



sdo incluidos, devido ao grande niimero de pacientes assintomaticos (Radhakrishnan et al.,
1995). A maioria dos tumores se localiza na regido supra-tentorial (Girolami et al., 1999).
Os tumores hipofisarios correspondem a 10-20%, linfoma primério do SNC a 3-5% e
craniofaringiomas a 1-3% de todos os tumores intracranianos. A predominancia com o sexo
varia de acordo com o tipo histologico, sendo gliomas mais comuns em homens (1.5:1) e
meningiomas mais comuns em mulheres (1.8:1) (Sagar & Israel, 2005).

Os tumores primarios do SNC sdo as neoplasias sélidas mais comuns em menores
de 15 anos, compreendendo 20% das neoplasias na infancia, 70% localizados na fossa
posterior (Girolami et al., 1999). Eles representam a primeira causa de morte por cancer € o
segundo tipo de cancer mais comum nessa faixa etaria, atrds apenas das leucemias. Os tipos
histolégicos mais comuns sdo astrocitomas (40-52%), meduloblastomas/tumores
embrionarios  (20-25%), outros gliomas (10-15%), ependimomas (10%) e
craniofaringiomas (5-10%) (National Cancer Institute, 1991; Gurney et al., 1999; Preston-

Martin & Baldwin, 2004).

3.4.2 Classificac¢ao histologica

A graduagdo patologica dos tumores primarios do SNC, essencial para definir o
tratamento e o progndstico do paciente, ¢ feita baseada na presenca ou auséncia de atipias
nucleares, mitoses, proliferacdo microvascular e necrose.

Em 1979, a Organizacdio Mundial da Satde (OMS) publicou um sistema de
classificacdo para todos os tumores do SNC, que foi subseqiientemente revisado em 1993 e
1997. Essa classificagdo se baseia na premissa de que cada tipo de tumor resulta do

crescimento anormal de um tipo celular especifico. Atualmente, o sistema da OMS



reconhece dez categorias maiores e 107 subcategorias dos tumores cerebrais, combinando a
nomenclatura tumoral com a graduacdao baseada nos achados histologicos (Tabelas 6 e 7)
(Klellues et al., 1993).

Tabela 6 — Classificagdo histologica dos tumores do SNC pela OMS

1. Tumores do tecido neuroepitelial

1.1 Tumores astrociticos

1.1.1 Astrocitoma

1.1.1.1 Variante fibrilar

1.1.1.2 Variante protoplasmica

1.1.1.3 Variante gemistocitica

1.1.2  Astrocitoma anaplasico (maligno)

1.1.3 Glioblastoma

1.1.4 Astrocitoma pilocitico

1.1.5 Xantoastrocitoma pleomorfico

1.1.6  Astrocitoma de células gigantes subependimario (esclerose tuberosa)
1.2 Tumores oligodendrogliais

1.2.1 Oligodendroglioma

1.2.2  Oligodendroglioma anaplasico (maligno)
1.3 Tumores ependimarios

1.3.1 Ependimoma

1.3.1.1 Variante celular

1.3.1.2 Variante papilar

1.3.1.3 Variante de células claras




1.3.2 Ependimoma anaplésico (maligno)
1.3.3 Ependimoma mixopapilar

1.3.4 Subependimoma

1.4 Gliomas mistos

1.4.1 Oligo-astrocitoma

1.4.2 Oligo-astrocitoma anaplasico (maligno)
1.4.3  Outros

1.5 Tumores de plexo coroide

1.5.1 Papiloma de plexo cordide

1.5.2 Carcinoma de plexo cordide

1.6 Tumores epiteliais de origem indeterminada
1.6.1 Astroblastoma

1.6.2 Espongioblastoma polar

1.6.3  Gliomatosis cerebri

1.7 Tumores neuronais e neurogliais mistos

1.8 Tumores de pineal

1.8.1 Pineocitoma

1.8.2 Pineoblastoma

1.8.3 Tumores de pineal mistos / transicionais
1.9 Tumores embriondrios

1.9.1 Meduloepitelioma

1.9.2 Neuroblastoma

1.9.2.1 Variante ganglioneuroblastoma




1.9.3 Ependimoblastoma

1.9.4 Tumores neuroectodérmicos primitivos
1.9.4.1 Meduloblastoma

1.9.4.1.1 Variante meduloblastoma desmoplastico
1.9.4.1.2 Variante medulomioblastoma

1.9.4.1.3 Variante meduloblastoma melanocitico
2. Tumores dos nervos espinhais e cranianos

2.1 Schwannoma

2.1.1 Variante celular

2.1.2 Variante plexiforme

2.1.3 Variante melanocitica

2.2 Neurofibroma

2.2.1 Circunscrito

2.2.2 Plexiforme

2.3 Neurofibroma anaplasico (maligno)

2.3.1 Variante epitelidide

2.3.2 Variante divergente mesenquimal e/ou com diferenciagao epitelial
2.3.3 Variante melanocitica

3. Tumores das meninges

3.1 Tumores de células meningoteliais

3.1.1 Meningioma

3.1.1.1 Variante meningotelial

3.1.1.2 Variante fibroblastica




3.1.1.3 Variante transicional (mista)
3.1.1.4 Variante psamomatosa
3.1.1.5 Variante angiomatosa
3.1.1.6 Variante microcistica
3.1.1.7 Variante secretora
3.1.1.8 Variante de células claras
3.1.1.9 Variante cordoide
3.1.1.10  Variante linfoplasmocitaria
3.1.1.11 Variante metaplésica
3.1.2 Meningioma atipico
3.1.3 Meningioma papilar
3.1.4 Meningioma anaplésico (maligno)
3.2 Tumores mesenquimais ndo meningoteliais
Neoplasias benignas
3.2.1 Tumores osteocartilaginosos
3.2.2 Lipoma
3.2.3 Histiocitoma fibroso
3.2.4 Outros
Neoplasias malignas
3.2.5 Hemangiopericitoma
3.2.6 Condrosarcoma
3.2.6.1 Variante mesenquimal

3.2.7 Histiocitoma fibroso maligno




3.2.8 Rabdomiosarcoma

3.2.9 Sarcomatose meningeal

3.2.10 Outros

3.3 Lesdes melanociticas primarias

3.3.1 Melanose difusa

3.3.2 Melanocitoma

3.3.3 Melanoma maligno

3.3.3.1 Variante melanomatose meningeal
3.4 Tumores de histogénese indeterminada
3.4.1 Hemangioblastoma

4. Linfomas e neoplasias hematopoéticas
4.1 Linfoma maligno

4.2 Plasmocitoma

4.3 Sarcoma granulocitico

4.4 Outros

5. Tumores de células germinativas

5.1 Germinoma

5.2 Carcinoma embrionario

5.3 Tumor do seio endodérmico

5.4 Coriocarcinoma

5.5 Teratoma

5.5.1 Imaturo

5.5.2 Maduro




5.5.3 Teratoma com transformagao maligna
5.6 Tumores mistos de células germinativas
6. Lesdes cisticas e tumour-like

6.1 Cisto de Rathke

6.2 Cisto epidermoide

6.3 Cisto dermoide

6.4 Cisto coloide do terceiro ventriculo

6.5 Cisto enterogéneo

6.6 Cisto neuroglial

6.7 Tumores de células granulares

6.8 Hamartoma neuronal hipotalamico

6.9 Heterotopia nasal glial

6.10 Granuloma de células plasmaticas
7. Tumores da regido selar

7.1 Adenoma hipofisario

7.2 Carcinoma hipofisario

7.3 Craniofaringioma

7.3.1



8.4 Condrosarcoma

8.5 Carcinoma

9. Tumores metastaticos

10. Tumores nao-classificaveis

Tabela 7. Graduagdo dos tumores de células gliais

Classificagdo da OMS Graduacao da OMS

Critérios Histologicos

Astrocitoma ou gliomas de baixo Grau |

grau (pilocitico, difuso)

Aumento da celularidade

Astrocitoma ou gliomas de baixo Grau II

grau (pilocitico, difuso)

Atipias celulares

Astrocitoma anaplésico (maligno) Grau III

Mitoses

Glioblastoma Grau IV

Alta taxa de mitoses, proliferagao

endotelial e necrose

3.4.3 Caracteristicas dos principais tumores do SNC

O termo “glioma” se refere a tumores originados das células gliais, isto €, astrocitos,

oligodendrdcitos e células ependimais. Astrocitoma ¢ uma denominagdo genérica aplicada

a tumores difusamente infiltrativos compostos por astrocitos neopléasicos diferenciados.

Sao, por defini¢do, gliomas ou tumores astrociticos de baixo grau (I e II) com aumento da



celularidade ¢ atipias, mas auséncia de mitoses, proliferagdo endotelial ou necrose.
Exemplos incluem os astrocitomas pilocitico e difuso (este ultimo € o subtipo histoldgico
mais comum) (Klellues et al., 1993; Klellues & Cavenee, 2000). Ocorrem tipicamente em
adultos jovens, com pico de incidéncia na quarta e quinta décadas de vida, e podem se
localizar em todo o SNC, preferencialmente na regido fronto-temporal dos hemisférios
cerebrais (Lantos et al, 2002). Eles apresentam uma ampla variedade de manifestagdes
histopatoldgicas e de comportamento bioldgico, além da tendéncia de progressao para um
fenotipo mais maligno, e da recorréncia apds resseccao cirurgica incompleta.

Astrocitomas anaplésicos ou malignos sdo considerados gliomas de grau III, e
exibem mitoses, mas nao proliferacdo endotelial ou necrose. Esses tumores sao
caracterizados por uma anaplasia focal ou difusa, com aumento da celularidade,
pleomorfismo celular, atipias nucleares e atividade mitotica. Podem derivar de astrocitomas
de menor grau, e apresentam uma tendéncia inerente e geralmente rapida de progressao
para glioblastoma (Klellues et al., 1993; Klellues & Cavenee, 2000). O prognéstico
desfavoravel dos astrocitomas se deve em grande parte a sua capacidade de infiltrar o
tecido cerebral adjacente. Desse modo, a resseccdo cirtirgica completa ¢ raramente atingida,
e o re-crescimento tumoral ¢ freqiiente (Lantos et al., 2002).

Glioblastomas sdo astrocitomas de grau IV, e se caracterizam por uma alta atividade
mitotica associada a proliferagdo endotelial e/ou necrose. Compreendem a neoplasia de
origem astrocitaria mais maligna e menos diferenciada, composta por células pleomorficas,
fusiformes, pouco diferenciadas e ocasionalmente células gigantes multinucleares, além dos
achados histoldgicos de proliferacdo vascular e/ou necrose, essenciais para seu diagnostico
(Klellues et al., 1993; Klellues & Cavenee, 2000). Glioblastomas sdo tumores cerebrais

freqlientes, afetam principalmente adultos, com pico de incidéncia na sexta década de vida.



Tipicamente se localizam nos hemisférios cerebrais. Podem se originar de
oligodendrogliomas ou de astrocitomas de baixo grau, quando sdo denominados

“glioblastomas secundarios” (Lantos et a/, 2002).

Tumores oligodendrogliais sdo compostos predominantemente de oligodendrocitos
neopldsicos, e subdividem-se, segundo a OMS, em oligodendrogliomas e
oligodendrogliomas anaplasicos. Oligodendrogliomas sdo neoplasias de crescimento lento,
que ocorrem geralmente na idade adulta, com pico de incidéncia entre a quarta e quinta
décadas, afetando preferencialmente substancia branca cerebral e nucleos da base. A
progressdo tumoral para anaplasia completa ocorre menos freqiientemente que nos
astrocitomas (Klellues et al., 1993; Klellues & Cavenee, 2000). Costumam ser difusamente
infiltrativos de uma maneira ndo destrutiva (Coons & Johnson, 1994). Histologicamente
correspondem ao grau II. Por outro lado, o oligodendroglioma anaplésico exibe anaplasia
focal ou difusa, com celularidade aumentada, polimorfismo nuclear e altas taxas mitoticas.
Ocasionalmente pode apresentar células gigantes multinucleares, proliferacdo vascular e
focos de necrose. Essa neoplasia corresponde histologicamente ao grau III, mas pode
progredir com anaplasia completa morfologicamente indistinguivel dos glioblastomas (grau

IV) (Klellues et al, 1993; Klellues & Cavenee, 2000).

Ependimomas sdo tumores originados de células ependimais ou subependimais
periventriculares ou circunjacentes ao corddo espinhal, moderadamente celulares e com
baixa atividade mitotica. Geralmente sdo considerados tumores de baixo grau (grau Il da

OMS). Ependimomas intracranianos ocorrem mais em criancas e tendem a se expandir para



o interior dos ventriculos. J& os espinhais sdo geralmente diagnosticados em adultos,
localizados mais na regido lombossacra. Apresentam crescimento lento e sdo normalmente
bem delimitados em relagdo as estruturas cerebrais adjacentes.

Ependimomas anapldsicos sdao tumores com anaplasia franca, traduzida por alta
celularidade, atipias nucleares variadas, marcada atividade mitdtica e proliferagdo vascular

proeminente, correspondendo ao grau histologico III da OMS (Klellues et al., 1993).
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PNET sdo tumores que apresentam uma célula progenitora em comum, que pode
sofrer transformacdo maligna em varios niveis do SNC, ocasionando tumores de
comportamento morfoldgico e biologico similares.

PNET sdao tumores malignos de pequenas células que ocorrem em criangas,
preferencialmente de localizagdo cerebelar, e apresentam uma notavel capacidade de
diferenciacdo divergente, incluindo neuronal, astrocitica, ependimal, muscular e
melanocitica.

Meduloblastomas sdo tumores de células embrionarias geralmente pequenos, de
coloracdo azulada, tipicamente ocorrendo na infincia e localizando-se no teto do quarto
ventriculo e cerebelo. Apresentam atividade mitdtica variavel e ocasionalmente focos de
necrose. Esses tumores tendem a infiltrar o tecido adjacente e invadir as meninges.
Correspondem a grau histolégico IV.

Histologicamente, tumores idénticos podem ocorrer em outras areas, sendo
denominados de acordo com sua localizagdo em ependimoblastomas, neuroblastomas ou

pineoblastomas (Klellues et al., 1993; Klellues & Cavenee, 2000).
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Schwanomas sdo tumores encapsulados e algumas vezes cisticos compostos por
células de Schwann neoplasicas. Observam-se dois padrdes histologicos na maioria das
lesdes, um com areas densamente celulares com células alongadas compactas em palicada
(Antoni A), e outro menos celular, com células contendo material lipidico (Antoni B). Pode
haver pigmentacao devido ao acimulo de lipofuscina, hemossiderina ou, excepcionalmente,
melanina. Podem derivar de qualquer nervo espinhal ou craniano, mas na sua maioria
envolvem o nervo acustico. Correspondem a graduagado histologica I (Klellues ef al., 1993;

Klellues & Cavenee, 2000).

Meningiomas sdo tumores benignos compostos de células meningoteliais
(aracnoides) neoplasicas. Apesar da maioria dos meningiomas estarem ligados a duramater,
particularmente em areas de maior concentragdo das vilosidades aracnodides, alguns podem
ocorrer em sitios ndo usuais, como estroma do plexo cordide (Klellues et al., 1993;
Klellues & Cavenne, 2000). Meningiomas sdo mais comuns em mulheres (1,8:1,0) de meia
idade, e observa-se uma relagdo com cancer de mama, provavelmente refletindo a
estimulacdo de hormoénios sexuais agindo como fatores de crescimento (Lantos et al.,
2002). Podem ocorrer em qualquer localizacdo do neuroeixo, incluindo sitios intracraniais,
espinhais, intraventriculares e extracraniais. Observam-se meningiomas dentro do
parénquima cerebral, derivando de células aracnodides perivasculares. Em sua maioria sdao
bem delimitados, mas nao encapsulados, podendo apresentar projecdes finger-like
penetrando o tecido mesenquimal adjacente. Microscopicamente sdo reconhecidos diversos

subtipos histologicos, geralmente com comportamento biologico semelhante, incluindo



meningotelial, fibroblastico, transicional, psamomatoso, angiomatoso, entre outros, que
exibem tendéncia a recorréncia e correspondem ao grau histologico I (Klellues et al.,
1993). Mais de 80% dos meningiomas benignos sdo das classes meningotelial, transicional
ou fibroblastica (Lantos et al, 2002).

Meningiomas atipicos tém atividade mitotica aumentada (mais de 4 mitoses por 10
campos) ou 3 ou mais dos seguintes: aumento de celularidade, aumento da relagao
nucleo/citoplasma celular, nucléolos proeminentes, necrose, padrdo de crescimento em
camadas. E importante salientar que atipias nucleares isoladas ou simplesmente invasio da
dura ou 6ssea nao qualificam um meningioma como “atipico”. Esses tumores apresentam
uma tendéncia aumentada a recorréncia e correspondem ao grau histologico II.

Meningiomas anapldsicos ou malignos apresentam citologia maligna franca
(similaridade com sarcomas, carcinomas ou melanomas), indice mitotico muito elevado
(mais de 20 mitoses por 10 campos) e necrose. Correspondem ao grau histologico III

(Klellues et al., 1993; Klellues & Cavenee, 2000).

3.4.4 Fatores de risco

Diversos estudos tém sido desenvolvidos para avaliar risco ocupacional e ocorréncia
de tumores cerebrais em diversos setores, como trabalhadores em laboratério, industria
petroquimica, eletricistas e agricultores. Entretanto, os achados sdo inconsistentes, devido a
pequena magnitude da amostragem e a imprecisdao dos métodos de avaliacdo da exposi¢ao
(Greenwald et al., 1981; Lin et al., 1985; McLaughlin et al., 1987; Schlehofer et al., 1990).

Até o momento, apenas a exposi¢do a altas doses de radiacdo ionizante

comprovadamente se associou a maior ocorréncia de tumores cerebrais, especialmente



gliomas e meningiomas (Modan et al., 1974; Marconi & Parenti, 1997; Strojan et al., 2000;
Preston et al., 2002). Em um estudo do tipo coorte com aproximadamente 10.000 criangas
tratadas para leucemia linfocitica aguda, observou-se um risco aumentado em 22 vezes para
tumores primdrios do SNC nas submetidas a irradiagdo craniana, principalmente
astrocitomas (Neglia et al., 1991).

Um estudo de caso-controle foi desenvolvido para avaliar o impacto do uso de
telefone celular (radiagdo de radiofreqiiéncia) na ocorréncia de tumores cerebrais, obtendo
um risco relativo com o uso cumulativo de mais de 100h desses aparelhos de 1,0 para todos
os tumores do SNC; 0,9 para gliomas; 0,7 para meningiomas; e, 1,4 para neurinomas do
acustico (Inskip et al., 2001).

A associa¢do de trauma craniano com maior ocorréncia de tumores cerebrais foi
sugerida em alguns estudos de caso-controle, especialmente para meningiomas (Preston-
Martin et al., 1989) e neurinomas do acustico (Preston-Martin et al., 1989), mas nao
evidenciada em outro (Burch et al., 1987). Uma relacdo causal ¢ geralmente de dificil
comprovacao, apesar dessa associagdo ser biologicamente plausivel devido a intensa gliose
proliferativa induzida pelo trauma.

Estudos sobre risco de neoplasias cerebrais e componentes dietéticos, antioxidantes,
consumo de alcool e tabaco sdo conflitantes e ndo demonstraram resultados convincentes
até o momento (Giles et al., 1994; Hurley et al., 1996; Kaplan et al, 1997).

Acredita-se que desarranjos moleculares, como mutagdes génicas em regides
especificas, estdo relacionados a alguns tipos de tumores do SNC, embora ainda ndo se
saiba ao certo quais os fatores indutores e promotores dessa replicagdo celular erronea.

Mutacao de inativagdo do p53 (gene supressor tumoral) ¢ uma das alteragdes genéticas



mais freqlientemente observada em glioblastomas e astrocitomas difusos (Lantos et al.,
2002).

Diversos mecanismos participam da génese das células gliais e da regulacdo das
células-tronco neurais. Nessa linha, a amplificacio do gene do receptor do fator de
crescimento epitelial (EGF) se associa com a formacao de glioblastomas, e a ativagao desse
mesmo receptor promove o crescimento de células tronco neurais, de astrocitos e de seus
precursores (Reynolds et al., 1992; Sanai et al., 2005). Ainda, o gene supressor tumoral
PTEN encontra-se afetado em gliomas de alto grau e glioblastomas (Groszer et al., 2001),
bem como descreve-se amplificacdo do receptor do fator de crescimento epitelial e delegcdes
do p16 associadas a glioblastomas primdarios (Ohgaki, 2005).

Neste contexto, ainda ¢ pouco explorado o papel dos fatores hormonais, entre eles a

PRL, na génese e no desenvolvimento desses tumores.

3.4.5 Manifestacdes clinicas

Os tumores centrais podem manifestar-se clinicamente por deficiéncia neuroldgica
focal ou sintomas generalizados refletindo aumento da pressdo intracraniana, como
cefaléia, alteragdo do sensorio, nauseas e vomitos (Tabela 8). Esses sintomas podem surgir
precocemente ou tardiamente no curso da doenga, dependendo do tipo tumoral e sua
localizacao (DeAngelis, 2001). Geralmente historia clinica curta, de evolugdo progressiva e
rapida instalacdo de hipertensdo intracraniana, associa-se com glioblastomas e tumores
biologicamente mais agressivos (Lantos ef al, 2002).

Cefaléia ¢ um sintoma comum em pacientes com tumores cerebrais, ocorrendo em

torno de 50% dos casos (Forsyth & Posner, 1993; Pfund ef al., 1999). Fatores sugestivos de



presenca de tumor intracraniano em pacientes com cefaléia incluem nauseas e vomitos,
piora no padrao da dor, exame neurologico anormal e piora da dor de acordo com a posi¢ao
do paciente.

Crises convulsivas sdo achados iniciais comuns nesses pacientes, ocorrendo em 18-
45% dos casos, podendo ser generalizadas ou focais (Cascino, 1990; Schaller & Riiegg,
2003). Outros sinais e sintomas focais variam de acordo com a localizacao da lesdo, como
afasia, paralisia de nervos cranianos e hemiparesias. A freqliéncia, a progressdo € a
intensidade desses sintomas parecem ser indicativas do tipo de tumor, sendo hemiparesias
de evolugdo rapida mais comumente associadas a tumores de alto que de baixo grau

(DeAngelis, 2001).

Tabela 8. Manifestagcdes clinicas dos tumores cerebrais

Cefaléia Crises convulsivas generalizadas
Néuseas e vomitos Crises convulsivas focais
Disfun¢@o neurocognitiva Afasia
Disfunc¢ao visual Perda sensorial

3.4.6 Diagnostico

Imagem neurorradioldgica € o procedimento diagnoéstico de eleicdo para os tumores
cerebrais, revelando exatos tamanho e localizagdo da lesdo. A ressonancia magnética de

encéfalo (RNM) com gadolineo, além de permitir a visualizacdo da lesdo e sua relagdo com



as estruturas circunjacentes, ¢ superior a tomografia computadorizada (TC) na avaliacao
das meninges, do espaco subaracnoéideo, da fossa posterior e de alteracdes vasculares
(DeAngelis, 2001; Tzika et al., 2002). Por outro lado, a TC ¢ preferida quando se precisa
avaliar comprometimento 0sseo e detectar metastases na base do cranio (DeAngelis, 2001).
Em ambas, a impregnagdo com contraste intravascular ocorre quando ha vazamento do
mesmo para o parénquima cerebral. Desse modo, a impregna¢do denota uma falha na
barreira hemato-encefalica, um achado inespecifico observado em diversas situagdes, como
neoplasias, infec¢des e infartos. Microscopicamente correspondente a impregnacao tem-se
alta celularidade e atividade mitdtica neoplasica com proliferagdo vascular e de células do
estroma. Ao redor da drea de impregnagdo observam-se graus variados de edema cerebral
(regido de hipodensidade a TC e hipersinal em T2 a RNM) (Coons & Johnson, 1994).
Diversas caracteristicas imagenoldgicas ajudam na distingdo do tipo de tumor
cerebral, como localizagdo da lesdo e sua relagdo com as estruturas adjacentes,

envolvimento 6sseo ou da dura, erosdes Osseas ou hiperostoses. Multiplicidade de lesdes



agressividade da lesdo, e hipervascularizacao (regides lineares serpentinosas intratumorais)
pode ser observada em hemangioblastomas e glioblastomas (Batnitzky & Eckard, 1994).
Revisando as caracteristicas imagenologicas dos tumores cerebrais mais comuns,
tem-se que os astrocitomas de baixo grau se apresentam aos exames de neuroimagem como
uma lesdo expansiva homogénea, bem delimitada, de baixa densidade em relacdo ao
parénquima cerebral adjacente, sem impregnagdo de contraste. A RNM sdo hipointensos
em T1 e com discreto hipersinal em T2, permitindo definicdo mais clara das bordas. Ja os
astrocitomas anaplésicos apresentam impregnacao parcial pelo contraste e edema perifocal.
A extensao da anormalidade do sinal em T2 ¢ geralmente o estudo de imagem mais acurado
para avaliar a extensdo da infiltragdo de células tumorais em gliomas. Diferentemente, os
glioblastomas se caracterizam tipicamente por uma lesdo expansiva com bordos irregulares
e zona de impregnacdo de contraste semelhante a um anel ao redor da lesdo hipointensa
traduzindo necrose central. A RNM, os oligodendrogliomas sdo tipicamente lesdes
discretas de baixa densidade, com pouca ou nenhuma impregnacdo pelo contraste.
Calcificagdao ¢ aparente a TC, e também podem ser observadas hemorragia e formagao
cistica. Por sua vez, os ependimomas se traduzem por lesdes expansivas hipo ou isointensas
em T1 e hiperintensas em T2, geralmente com expansdo e preenchimento ventricular.
Calcificagoes e conteudo cistico podem ser observados e hidrocefalia é um achado bastante
comum. J& os meduloblastomas sdo tumores que envolvem o quarto ventriculo e
geralmente invadem o cerebelo. Mostram-se como lesdes hiperintesas com impregnagao de
contraste moderada a forte, circundadas por halo hipodenso que reflete edema perifocal.
Areas hipointensas intratumorais, correspondentes a cistos e focos de necrose, e
calcificagcdes podem ser visualizadas. Em relagdo aos meningiomas, geralmente observa-se

uma massa lobulada de limites bem definidos, isointensa em T1, em associagdo direta com



a duramater. Essas lesdes podem ser parcialmente calcificadas, apresentam impregnagao
homogénea do contraste, usualmente se associam com edema peritumoral e, nos
meningiomas atipicos, com graus variados de necrose, hemorragia e formagdes cisticas.
Hiperostose e erosdes ocorrem freqiientemente no osso adjacente ao meningioma (Coons &
Johnson, 1994).

A tomografia com emissao de positrons (PET scan) com fluorodeoxiglicose permite
a localizagdo das areas de maior utilizacdo de glicose dentro do tumor, guiando o
neurocirurgido para biopsiar os locais de comportamento biologico tumoral mais agressivo.
Ela pode, ainda, auxiliar na diferenciacdo de tumores de alto (hipermetabolismo de glicose)
e baixo graus (hipometabolismo de glicose) (Hanson et al., 1991; Janus et al., 1993; Bittar
et al., 1999).

O diagnostico definitivo dos tumores cerebrais ¢ feito através da histologia. Na
maioria dos pacientes, essa confirmagdo histologica ¢ obtida no momento da ressec¢ao

cirurgica.

3.4.7 Tratamento

O tratamento dos tumores do SNC depende de sua localizagdo, da idade e das
condigdes do paciente. Intervengdo cirirgica com remog¢ao completa da lesdo pode ser
suficiente em tumores de baixo grau, apesar de infreqliente. Quando a ressec¢ao cirurgica €
incompleta, ou quando o tumor ¢ biologicamente mais agressivo, geralmente ¢ necessaria
terapia adicional, como quimioterapia e radioterapia, dependendo da sensibilidade tumoral.
Eventualmente pode-se indicar apenas acompanhamento clinico de pacientes com

astrocitoma de baixo grau, com exames neurologicos e de imagem seriados.



PARTE II - INTER-RELACAO ENTRE AS VARIAVEIS EM ESTUDO E O SNC

3.5 PRL extra-hipofisaria

A descrigdo de células nervosas contendo PRL data de décadas. A PRL ¢ detectavel
em muitos sitios hipotalamicos e extra-hipotaldmicos no sistema nervoso central, e deriva
basicamente de duas origens: transporte pela circulagdo sangiiinea e sintese local (Ben-
Jonathan et al., 1996). O transporte da PRL até o liquor ocorre pela captacio da PRL
hipofisaria liberada na circulacdo sangiiinea, mediada pelos R-PRL no plexo cordide. R-
PRL sao identificados em alta densidade nos nucleos dorsomedial, ventromedial, supra-
optico e paraventriculares hipotalamicos e no plexo coroide (Freeman et al., 2000). Foram
descritas também fibras nervosas contendo PRL no nucleo central da amigdala, nicleos da
rafe e locus ceruleus. Em anélise molecular, esse hormdnio ja foi descrito na membrana
sinaptica, em axonios e dendritos. Todavia, o papel da prolactina de origem neural no SNC
como neurotransmissor, neuromodulador ou regulador de citocinas ainda ndo estd
estabelecido (Ben-Jonathan et al., 1996; Freeman et al., 2000).

Dentre fungdes descritas para a PRL no SNC destacam-se a participagdo na
regulacdo da sintese dopaminérgica, do ciclo sono-vigilia, do comportamento sexual e
parental, da mitogénese de astrocitos (DeVito et al., 1992), da liberagdo do CRH e do
GnRH e da composi¢do do liquor, embora pouco se saiba sobre sua relevancia nesses

fenomenos (Ben-Jonathan et al., 1996).



3.6 Receptor de PRL: R-PRL

A presenga de R-PRL especificos foi demonstrada em diversas areas do SNC,
incluindo a area postrema circunventricular (Mangurian et al., 1999) do tronco cerebral,
amigdala, plexo coroide, bulbo olfativo, e nucleos supraquiasmatico, pré-optico e
hipotalamico ventral (Hasunuma et al., 2005). Nao se observou expressao do gene do R-
PRL no cortex cerebral (Chiu & Wise, 1994).

O local de maior densidade da expressao dos R-PRL no SNC ¢ no plexo coroide,
em que funcionam como transportadores, permitindo o acesso da PRL circulante a diversas

regides cerebrais (Ben-Jonathan et al., 1996).

3.7 Prolactina, receptores hormonais e tumores primarios do SNC

A relagdo entre PRL e tumores do SNC chama atengdo desde 1980, quando os
primeiros relatos de hiperprolactinemia associada a tumores do SNC foram descritos. Shah
et al., em 1980, descreveram dois casos de ameno-galactorréia associados a meningioma
parasselar, seguidos por Kolodny & Diuhy que, em 1985, relataram um caso de
hiperprolactinemia associada a lesdo expansiva, responsiva a agonista dopaminérgico, mas
sem redugdo tumoral, que no estudo histolégico mostrou tratar-se de um meningioma. Mais
recentemente, foram publicados um caso de hiperprolactinemia acentuada (PRL de
1440ng/dL) associada a gangliocitoma com imunoistoquimica positiva para PRL
(McCowen et al., 1999) e a associagdo de hiperprolactinemia e cisto epidermodide de

terceiro ventriculo (Santosh & Rajshekhar, 2001).



Com efeito, estudos experimentais sugerem que a presenca de PRL estimula a
mitogénese de células tumorais no SNC, seja diretamente, ou indiretamente através da
producdao de um fator de crescimento celular. Nessa linha, a PRL induziu a liberagdo de
oxido nitrico via aumento da a¢do da 6xido nitrico sintase em culturas de células de glioma
em ratos (Raso et al., 1999). Em seres humanos, estudos observaram que a incubagdo de
células de meningiomas com PRL aumentou o indice de replicacdo celular de forma dose-
dependente (Jimenez-Hakime et al., 1993; Muccioli et al., 1997). Um trabalho recente
demonstrou que a PRL induz o aumento de calcio intracelular em células de glioblastoma,
aumentando também a incorporacdo de timidina, o crescimento celular e a vida-média
dessas células (Ducret et al., 2002).

Acredita-se que os meningiomas sofram influéncia hormonal devido a maior
incidéncia em mulheres em idade fértil, associacdo com carcinoma de mama ¢ exacerbacdo
dos sintomas durante a gravidez e a fase luteal do ciclo menstrual (Mehta et al., 1983;
Carroll et al., 1999). Desse modo, alguns estudos avaliaram a presenca de receptores de
hormonios sexuais em tumores do SNC, com achados conflitantes.

Em relagdo a expressao de R-PRL, Ciccareli et al. em uma série de 42 tumores de
SNC, demonstraram hiperprolactinemia e presenga de R-PRL em 27,3% e 45,4% dos
meningiomas, respectivamente. Ja nos schwannomas, a PRL estava elevada em 61,5% e
69,2% mostravam-se R-PRL positivos (Ciccareli et al., 2001). Neste trabalho, ndo houve
correlagdo entre a positividade de R-PRL e a ocorréncia de hiperprolactinemia (Ciccareli et
al., 2001). O sistema dopaminérgico, principal regulador inibitério da PRL, também foi
relacionado a cinética celular dos tumores de SNC. Schrell et al. verificaram a presenca de
receptores D1 da dopamina em cultura de células de meningiomas e que, quando essas

células eram incubadas com um agonista dopaminérgico, ocorria uma menor proliferacao



celular (Schrell ef al., 1990). A presenca de receptores dopaminérgicos nessas neoplasias
também foi descrita por Carroll, em 1996, que verificaram a presenca de RNAm para
receptor D1 em 69%, D2 em 100% e R-PRL em 57% dos meningiomas estudados (Carroll
et al., 1996). Alta positividade (61,7%) para R-PRL também foi evidenciada em
meningiomas por Muccioli e colaboradores (Muccioli et al., 1997).

Ainda em meningiomas, observou-se uma expressao reduzida de receptores de
estrogeno em pacientes com meningiomas atipicos e associacdo da perda da expressao de
receptores de progesterona com maior indice de apoptose e de recorréncia precoce
(Konstantinidou et al., 2003). Hsu ef al, em 1997, também demonstraram correlacao
positiva entre auséncia de receptor de progesterona, alto indice mitdtico e maior grau
tumoral em meningiomas. Ao contrario, Rubinstein et al., 1994, demonstraram uma
expressao significativamente maior de receptor de progesterona em meningiomas
recorrentes. Além disso, ha descricdo de RE em 0% (Markwalder et al., 1984; Hilbig &
Barbosa-Coutinho, 1998) e 33% (Rubinstein et al., 1994) dos meningiomas em humanos, e
6,7% em animais (Adamo et al., 2003). Em outro estudo, avaliou-se a expressao dos dois
RE por PCR, demonstrando-se positividade de 68% para RE alfa e 44% para RE beta
(Carroll et al., 1999).

Konstantinidou et al, em 2003, encontraram expressdo de receptores de
progesterona, estrogeno e androégeno em 75,5%, 35,4% e 28,6% dos tumores intracranianos
primarios analisados, respectivamente.

Em gliomas e astrocitomas, receptores de androgenos e glicocorticdides foram
identificados em 100% dos casos (Carroll et al., 1995), receptores de progesterona em
87,5% (Vaquero et al., 1983) e 100% dos casos (Carroll et al., 1995), receptores de

estrogeno em 0% (Vaquero et al., 1983; Carroll et al., 1995; Assimakopoulou et al., 1998)



e 50% dos casos (Glick ef al., 1983), e antigeno relacionado ao receptor de estrogeno (ER-
D5) em 62% dos casos (Khalid et al., 1995). Neste ultimo trabalho, observou-se maior
positividade de ER-D5 em tumores de alto grau (Khalid et al, 1995). Em células de
tumores neuroectodérmicos primitivos também se observou a presenca de receptores de
estrogeno alfa e beta (Kirby et al., 2004). Em craniofaringiomas observou-se expressao de
RE em 30% dos casos, estando a auséncia deste associada a maior incidéncia de
recrescimento tumoral pds-operatorio (Izumoto et al., 2005). Correlagdo significativa entre
imunoreatividade fraca ou ausente de RE beta e maior grau tumoral foi demonstrada
recentemente (Batistatou ef al., 2004) em astrocitomas.

Do ponto de vista endocrino, criticas podem ser feitas ao tratamento dado a
constatacao de “hiperprolactinemia” em alguns destes trabalhos, uma vez que nem sempre
foram especificados os critérios que determinaram o diagnostico de hiperprolactinemia.
Devem ser excluidas situagdes fisiologicas (ex: gravidez), farmacologicas ou patologicas
que expliquem sua etiologia. No entanto, as causas secundarias de hiperprolactinemia nem
sempre tém merecido a atengdo quando da selegdo dos pacientes. Eventualmente ¢
mencionada a exclusdo de gravidez, hipotireoidismo, insuficiéncia renal, doenga hepatica e

uso de drogas potencialmente hiperprolactinémicas.

3.8 MIB-1 e tumores primarios do SNC

O indice Ki-67 tem se mostrado um marcador acurado da prolifera¢do celular em
espécies tumorais, sendo descrito como fator preditor de mau prognostico em diversos
tumores (Petrowsky et al., 2001; Quinones-Hinojosa et al., 2005). Em relagcdo aos tumores

do SNC, o indice Ki-67 ¢ amplamente aceito na avaliacdo do grau de replicacdo celular



(Petrowsky et al., 2001). Todavia, o impacto progndstico desse marcador na evolucdo dos
tumores do SNC ainda ndo é consenso na literatura. Nessa linha, um estudo em adenomas
hipofisarios demonstrou um indice Ki-67 significativamente maior nos tumores invasivos
em relacdo aos nao-invasivos (Pizarro et al., 2004). Outros estudos demonstraram
correlagdo positiva entre indices mais elevados de Ki-67 e menor tempo de sobrevida em
gliomas (Montine et al., 1994; Wakimoto et al., 1996). Em craniofaringiomas, observou-se
correlagdo positiva entre altos indices Ki-67 e recidiva tumoral (Izumoto et al., 2005). Em
contrapartida, Bredel e colaboradores demonstraram relagdo positiva entre alta expressao
de Ki-67 e maior tempo de sobrevida em glioblastomas, ndo observando diferenca
significativa dos indices de Ki-67 entre diferentes tipos histologicos tumorais estudados
(Bredel et al., 2002). Todavia, diversos autores ndo evidenciaram impacto prognostico
independente do indice Ki-67 nos tumores cerebrais, (Bouvier-Labit et al., 1998; Grzybicki
& Moore, 1999; Roser et al., 2004), nem correlagdo do indice Ki-67 com grau de invasdo
tumoral (Khoshyomn et al., 1999).

Desse modo, como se pode evidenciar, ha relatos de correlagdo positiva, inversa e
auséncia de correlacdo do indice Ki-67 com sobrevida, recidiva e grau de invasdo em
tumores primarios do SNC, permanecendo controverso seu papel na avaliacdo prognostica
desses tumores.

Em suma, partindo da inter-relacdo entre a prolactina, o SNC e a proliferacao
celular, desenvolveu-se o projeto a seguir, que procurou avaliar a concentracao sérica de
PRL, a presenga intracelular de PRL e de receptores de PRL em tumores primarios do

sistema nervoso central, relacionando os achados com o grau de replicacao celular.



4.0BJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a concentragdo sérica, a presenca intracelular de prolactina e de receptor de

prolactina em tumores primarios do sistema nervoso central, relacionando os achados com

o grau de replicacdo celular.

1))

2)

3)

4)

5)

6)

4.2 Objetivos especificos

Avaliar a concentracdo sérica de prolactina em pacientes com tumores primarios do
SNC;

Avaliar, por método imunoistoquimico, a presenga intracelular de prolactina em
tumores primarios do SNC,;

Avaliar, por método imunoistoquimico, a presenga de receptores de prolactina em
tumores primarios do SNC;

Avaliar, por método imunoistoquimico, o indice Ki-67, pelo MiB-1, em tumores
primarios do SNC;

Relacionar os niveis de prolactina sérica, a presenca intracelular de PRL, de
receptores de PRL e o indice de replicacdo celular, entre si e com o tipo histologico
tumoral;

Investigar a possivel diferenca na replicagdo celular, avaliada pelo MiB-1, na

intervencao primaria e na reintervencao de tumores primarios do SNC.
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RESUMO

Introdugdo: Na literatura estdo descritos alguns casos de associagdo entre
hiperprolactinemia e tumores do sistema nervoso central (SNC). Todavia, o papel da
prolactina (PRL) no SNC permanece incerto. Objetivo: Avaliar a presenca de
hiperprolactinemia, PRL intracelular (PRLi) e receptor de PRL (R-PRL) em tumores
primarios do SNC e sua relagdo com a replicacdo celular através da deteccdo do antigeno
Ki-67. Desenho: estudo transversal prospectivo. Pacientes e Métodos: 82 pacientes
consecutivos com tumores primarios do SNC foram submetidos a um questionario clinico e
coleta de sangue venoso para a dosagem sérica de PRL e TSH. A técnica imunoistoquimica
foi utilizada para avaliar a presenca de PRLi, de R-PRL e do antigeno Ki-67. Resultados: A
PRL sérica variou de 2 a 70ng/mL, tendo sido detectada hiperprolactinemia em 25 casos
(30,5%). Observou-se a presenga de PRLi em 18 pacientes (21,9%), nos quais a PRL sérica
variou de 2 a 32ng/mL. Verificou-se uma correlacdo positiva entre os niveis de PRL sérica
e a presenca de PRLi (teste t de Student, p=0,022). O R-PRL foi detectado por
imunoistoquimica em 32 casos (39%). A freqiiéncia de hiperprolactinemia, de PRLi e de R-
PRL foi similar nos diversos tipos de tumores do SNC. Nao se observou diferenca
estatisticamente significativa entre o indice Ki-67 e os niveis séricos de PRL, a presenga de
hiperprolactinemia, de PRLi ou de R-PRL. Nao houve diferenca significativa entre o indice
Ki-67 do material obtido na primeira cirurgia ou na reintervencdo. Conclusio:
Hiperprolactinemia e a presenca intracelular de PRL e de R-PRL foram achados comuns

nessa populacao de tumores do SNC, sugerindo um papel da PRL na génese tumoral.



INTRODUCAO

A prolactina (PRL) ¢ detectdvel em varios sitios hipotaldmicos e extra-
hipotaldmicos no sistema nervoso central (SNC), e deriva de duas origens: sintese local e
transporte através da circulagdo (Ben-Jonathan ef al., 1996). A presenga do receptor de PRL
(R-PRL) foi demonstrada em diversas dareas do SNC, incluindo &area postrema
circunventricular do tronco cerebral (Mangurian et al., 1999), amigdala, plexo coroide,
bulbo olfatdrio, nticleos supra-quiasmatico, pré-optico e hipotalamico ventral (Hasunuma et
al., 2005). Destes, o local de maior concentragdo de R-PRL ¢ o plexo cordide (Ben-
Jonathan et al., 1996; Freeman et al., 2000). O papel da PRL no SNC ¢ incerto, todavia,
esta descrito seu efeito mitogénico em astrocitos (De Vito et al., 1992) e em culturas de
células de meningioma (Jimenez-Hakim et al., 1993; Muccioli et al., 1997) e glioblastoma
(Ducret et al., 2002).

Estudos atuais observaram efeito proliferativo da PRL em células de cancer de
mama (Vonderhaar, 1999; Llovera et al., 2000; Ben-Jonathan et al., 2002), linfocitos T
(Viselli et al., 1991), células de linfoma Nb2 (Shiu et al., 1983) e condrocitos (Ogueta et
al., 2002). Além disso, observou-se associagdo entre hiperprolactinemia e tumores de
mama (Nandi et al, 1995; Wennbo et al., 1997; Vonderhaar, 1999; Bhatavdekar et al.,
2000) e de prostata (Costello & Franklin, 2002). A presenca de R-PRL foi detectada em
tecido de cancer de mama (Bonnetere ef al., 1982; Vonderhaar et al., 1999; Zinger et al.,
2003), de prostata (Peirce & Chen, 2001) e de colon e reto (Bhatavdekar et al., 1994).

Hé4 poucos dados na literatura sobre a associacdo de tumores do SNC com
hiperprolactinemia (Shah et al., 1980; Kolodny & Diuhy, 1985; McCowen et al., 1999;

Santosh & Rajshehar, 2001), na maior parte como relato de casos. Ainda, a expressao de R-



PRL foi demonstrada em meningiomas (Carroll et al., 1996; Muccioli et al., 1997,
Ciccareli et al., 2001) e schwannomas (Ciccareli et al., 2001).

Desse modo, para ampliar o conhecimento sobre o tema, avaliou-se a presenga de
hiperprolactinemia, de PRL intracelular (PRLi) e de R-PRL numa série expressiva de
pacientes com tumores primarios do SNC. Adicionalmente, essas varidveis foram
relacionadas com a replicagdo celular, estimada através do antigeno Ki-67, detectado pelo

anticorpo Mib-1.

PACIENTES E METODOS

Pacientes

Este ¢ um estudo prospectivo transversal de 86 pacientes consecutivos com suspeita
de tumores primarios do SNC admitidos no Hospital Sdo José do Complexo Hospitalar
Santa Casa (Porto Alegre — RS / Brasil) para ressec¢do cirirgica, no periodo entre outubro
de 2003 e setembro de 2005. Todos foram submetidos a um questionario, com atengao
especial as medicagdes em uso e a queixas pertinentes ao eixo hipotalamo-hipofise-
gonadal. Quatro pacientes foram excluidos do estudo por apresentarem diagndstico
anatomo-patologico de neoplasia metastatica do SNC. O protocolo deste estudo foi
revisado e aprovado pelo Comité de Etica institucional. Todos os pacientes foram incluidos
no estudo mediante a assinatura de consentimento livre e esclarecido.

Dos 82 pacientes, 31 eram do sexo masculino (37,8%) e 51 do feminino (62,2%),
com idade variando de 10 a 81 anos (média de 51,9 anos); 17 casos submetiam-se a

reintervencao cirargica. Com relagdo ao diagndstico histologico, os trés subtipos mais



freqiientes foram meningioma (39 casos, 47,6%), glioblastoma (16 casos, 19,6%) e

astrocitoma (8 casos, 9,8%).

Métodos

As amostras de tecido tumoral foram fixadas em formalina tamponada a 10% e
embebidas em parafina. Secgdes seriadas de 4 micrometros foram obtidas para aplicagdo da
coloracdo de hematoxilina eosina e da técnica de imunoistoquimica. Para detectar a PRLi
foi utilizado anticorpo policlonal anti-humano (DakoCytomation, EUA), pronto para uso;
para o R-PRL, anticorpo primario monoclonal anti-humano (clone PRLO02, Neomarkers,
EUA), 1:100 e, para o Ki-67, anticorpo monoclonal anti-humano (clone Mib-I,
DakoCytomation, Dinamarca), 1:300. Material obtido de prolactinomas foi utilizado como
controle positivo. Controles negativos foram processados omitindo-se o anticorpo primario
e substituindo-o por soro ndo imuno-reativo.

A positividade de PRL intracelular e de R-PRL foi considerada baseando-se na
presenca de uma célula inequivocamente marcada. O indice Ki-67 foi expresso como
percentagem de nucleos marcados sobre um total de, no minimo, 200 células (220 a 1300
c¢lulas) contadas em campos microscopicos de maior concentragdo (20x). Apenas nucleos
inequivocamente marcados foram considerados na contagem. Uma percentagem de 10 ou
mais nucleos marcados foi considerada como positividade para o Ki-67.

No dia anterior ao procedimento cirtirgico, uma amostra de sangue venoso foi
obtida para avaliagdo de PRL e TSH basais, por quimioluminescéncia. Os valores de
referéncia utilizados foram, para TSH, de 0,3 a 5,0mU/mL, para PRL em homens de 2 a

17ng/mL e, em mulheres, de 3 a 29ng/mL.



Analise estatistica

Os dados quantitativos foram descritos por média e desvio-padrdo e, na presenca de
assimetria, conforme Lang & Secic, 1997, utilizou-se mediana e amplitude interquartil. A
comparacdo de quatro ou mais grupos quanto a presenga de hiperprolactinemia e dos
achados II foi realizada por andlise de variancia. A comparagao entre dois grupos foi feita
pelo teste ¢ de Student. Todas as varidveis quantitativas receberam transformacgao
logaritmica antes de testes estatisticos. Comparagdes entre dados categoricos foram
realizadas pelo teste do Qui-quadrado e, quando necessario, pelo teste exato de Fisher. As
correlagdes tiveram sua significancia avaliada através do coeficiente de Sperman. O nivel
de significancia estatistica adotado foi de 5%. Os dados foram analisados no programa

SPSS para Windows.

RESULTADOS

Em relacdo as manifestacoes clinicas, cefaléia esteve presente em 63,4% dos casos,
monoparestesias ou hemiparestesias em 39%, tontura e/ou vertigem em 29,2%, diminui¢do
do sensorio em 26,8% e crises convulsivas em 20,7%. A concentragdo sérica da PRL variou
de 2 a 70ng/mL, estando elevada em 25 casos (30,5%), sendo 15 homens (variando de 18 a
46ng/mL) e 10 mulheres (variando de 32 a 70ng/mL). A propor¢ao de hiperprolactinemia
nos homens foi de 48,4%, ¢ nas mulheres de 19,6%. A Tabela 1 discrimina a concentragio
sérica de PRL e os achados imunoistoquimicos de acordo com o tipo histoldégico tumoral
nos casos de hiperprolactinemia. Observou-se hiperprolactinemia em 3/4 schwannomas

(75,0%), 7/16 glioblastomas (43,7%) e 3/8 astrocitomas (37,5%). Todavia, ndo foi



observada diferenca estatisticamente significativa nos niveis da prolactina sérica e na
freqliéncia de hiperprolactinemia entre os diferentes tipos tumorais (teste exato de Fisher,
p=0,26).

PRLi (Figura 1) foi detectada em 18 pacientes (21,9%), nos quais a PRL sérica
variou de 2 a 32ng/mL (Tabela 2). Observou-se, em dados logaritmicamente transformados,
correlagdo positiva entre a PRL sérica e a presenca intracelular de PRL (teste ¢ de Student,
p=0,022).

Em relagdo ao R-PRL, a andlise imunoistoquimica detectou sua presenca em 32
casos (39,0%). As freqiiéncias de hiperprolactinemia e PRLi positiva nessa populagdo com
R-PRL positivo foram de 28,1 e 21,8%, respectivamente. A Tabela 3 resume os resultados
de hiperprolactinemia, PRLi e R-PRL nos diferentes tipos histoldgicos de tumores do SNC.
A Figura 1 ilustra a presen¢a imunoistoquimica do R-PRL.

Sobre a replicagdo celular, ndo se observou correlagao entre o valor do Ki-67 ou sua
positividade com os niveis de PRL sérica, a presenca de hiperprolactinemia, de PRL
intracelular, de R-PRL (Tabela 4) ou de recidiva tumoral nos pacientes com tumores

primarios do SNC.

DISCUSSAO

Nesta série, os subtipos tumorais mais freqlientemente observados foram o
meningioma e tumores de tecido neuroepitelial (glioblastomas e astrocitomas), em
desacordo com a literatura atual, que descreve a freqiiéncia de gliomas em torno de 50 a
80% dos tumores primarios sintomaticos do SNC, e de meningiomas em 25 a 30% dos

mesmos (Sagar et al., 2005). Ainda, foi verificada uma predominancia do sexo feminino na



amostra, provavelmente refletindo a maior prevaléncia de meningiomas, sabidamente mais
comuns em mulheres (Lantos et al., 2002). Quanto a faixa etaria, observou-se uma média
de idade de 51 anos, em concordancia com a literatura, que relata um pico de incidéncia dos
tumores primarios do SNC em torno dos 50 anos de idade (Radhakrishnan et al., 1995;
Flowers et al., 2000).

As manifestagdes clinicas se apresentaram de acordo com o esperado: cefalé¢ia em
mais de 50% dos casos de tumores cerebrais (DeAngelis, 2001; Pfund et al., 1999) e crises
convulsivas na apresentagdao na faixa de 18 a 45% dos casos (Cascino, 1990; Schaller &
Riiegg, 2003).

A relagdo entre PRL e tumores do SNC chama aten¢do desde 1980, quando os
primeiros relatos de casos de hiperprolactinemia associada a meningiomas foram descritos
(Shah et al., em 1980; Kolodny et a/, 1985). Mais recentemente, foram publicados um caso
de hiperprolactinemia acentuada (1440ng/dL) associada a gangliocitoma com
imunoistoquimica positiva para PRL (McCowen et al, 1999) e a associacdo de
hiperprolactinemia e cisto epidermoéide de terceiro ventriculo (Santosh et al., 2001). Nos
estudos supracitados ndo ha mencao de exclusdo de causas fisioldgicas, farmacologicas ou
patologicas outras que explicassem a alteracdo da PRL. Em nosso estudo, no qual esse
cuidado foi observado, hiperprolactinemia foi achado comum, ocorrendo em 30% da série,
em 7 subtipos tumorais. A freqiiéncia de detec¢do em 23% dos meningiomas e em trés
quartos dos Schwannomas ¢ similar a achados prévios de 27,3% dos meningiomas e 61,5%
dos Schwannomas (Ciccareli et al., 2001). No trabalho atual, os maiores valores de PRL
foram observados em astrocitomas. Nao ha relatos na literatura de niveis elevados de PRL

em astrocitomas.



A propor¢do de hiperprolactinemia foi duas vezes maior nos homens que nas
mulheres. Este achado chama a atengdo, uma vez que, na populagdo, hiperprolactinemia ¢
mais comum em mulheres, afetando 15-20% daquelas com irregularidade menstrual (Greer
et al., 1980), 30-40% das com infertilidade (Prathibha et al., 1994) e apenas 1 a 2% dos
homens com disfung¢do erétil e/ou diminui¢do da libido (Akpunonu et al., 1994).

Observou-se a presenca intracelular de PRL em 21% da série, em 7 subtipos
tumorais. Do conhecimento dos autores, ndo ha na literatura atual dados sobre o achado
imunoistoquimico de PRL intracelular nos tumores do SNC de origem extra-hipofisaria.
Mais interessante ainda ¢ o achado de correlacdo positiva entre os niveis de PRL sérica e a
presenca de PRL intracelular.

A presenga do R-PRL foi observada freqiientemente nos pacientes com tumores
primarios do SNC (39,0%), também em varios subtipos tumorais. Achados similares foram
descritos anteriormente, demonstrando positividade de R-PRL em 45,4 (Ciccarelli et al.,
2001) e 61,7% dos meningiomas (Muccioli et al., 1997), e 69,2% dos schwannomas
(Ciccarelli et al., 2001). Em nosso estudo, bem como no de Ciccarelli e colaboradores nao
se observou correlagdo entre a positividade do R-PRL e a ocorréncia de hiperprolactinemia
(Ciccarelli et al., 2001).

O indice Ki-67 tem se mostrado um marcador acurado da proliferagdo celular em
tumores do SNC (Petrowsky et al., 2001). Todavia, o impacto prognostico desse marcador
na evolucdo dos tumores do SNC ainda ndo ¢ de consenso. No estudo atual, nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa do indice Ki-67 entre os principais tipos
histolégicos tumorais € os demais marcadores imunoistoquimicos utilizados. Do mesmo
modo, Bredel e colaboradores ndo evidenciaram diferenca significativa do indice Ki-67

entre os tipos histoldgicos de tumores do SNC (Bredel et al., 2002). Além disso, também



nao se observou diferenca estatisticamente significativa no indice Ki-67 entre os pacientes
submetidos ou ndo a reintervengdo cirurgica. Tal achado corrobora os de auséncia de
correlagdo do indice Ki-67 com sobrevida (Bouvier-Labit et al., 1998; Grzybicki & Moore,
1999; Roser et al., 2004) e grau de invasdo tumoral (Khoshyomn et al., 1999) em tumores
do SNC. Em contrapartida, alguns estudos evidenciaram correlacdo positiva entre o indice
Ki-67 e invasdo tumoral em adenomas hipofisarios (Pizarro et al., 2004), menor tempo de
sobrevida em gliomas (Montine et al., 1994; Wakimoto et al., 1996) e maior taxa de
recidiva em craniofaringiomas (Izumoto et al., 2005). Ao contrario dos demais autores
supracitados, Bredel e colaboradores demonstraram relagdo positiva entre alta expressao de
Ki-67 e maior tempo de sobrevida em glioblastomas (Bredel ef al., 2002).

Em conclusdo, ¢ relevante a presenca de hiperprolactinemia desassociada a fatores
etiologicos habituais em tumores do SNC. E igualmente relevante a presenga de PRL
intracelular e do R-PRL nesses tumores. A analise conjunta das varidveis
hiperprolactinemia, PRL intracelular ¢ R-PRL mostrou concomitancia de duas das mesmas
em inumeros casos ¢, por duas vezes, a coexisténcia de todas. Esta constatagdo reforga a
sugestao do papel modulador da PRL, de intensidade a ser explorada, no desenvolvimento
dos tumores primarios do SNC, num contexto em que estudos experimentais ja
demonstraram efeito mitogénico da PRL em células de meningiomas (Jimenez-Hakime et
al., 1993), de gliomas (Raso et al., 1999; Ducret et al., 2002) e de glioblastomas (Ducret et
al., 2002). A sugestdo se mantém numa esfera de auséncia de relacdo com a replicagdo
celular, uma vez que a deteccdo do antigeno Ki-67 reflete a proporcao de células que
entram no ciclo celular para se dividirem, ndo necessariamente indicando a velocidade de

progressdo através do mesmo, nem a taxa de crescimento tumoral. Assim, o espectro de



participacdo da PRL no contexto das neoplasias pode se situar em um de varios papéis

permissivos ou estimuladores.
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APENDICES

Tabela 1. Diagndstico anatomo-patologico, prolactina sérica (PRL), prolactina intracelular

(PRL1), receptor de prolactina (R-PRL) e antigeno Ki-67 dos casos de hiperprolactinemia

em tumores primarios do SNC

1

2

3

10

11

12

13

14

15

Idade
Caso (anos)

56

56

66

20

41

60

46

68

50

18

62

71

31

34

59

SEXO0

M

F

£ £ £ £ K

<

Anatomo-patologico
Glioblastoma

Meningioma
Glioblastoma
Astrocitoma
Meningioma
Neurinoma de Acustico
Meningioma
Glioblastoma
Schwannoma
Papiloma plexo cordide
Glioblastoma
Schwannoma
Astrocitoma
Glioblastoma

Astrocitoma

PRL
(ng/mL)
26
32
32
61
31
46
44
32
19
40
25
27
70

25

18

PRLi
positivo

negativo
positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

R-PRL
negativo

negativo
positivo
negativo
negativo
negativo
positivo
positivo
negativo
positivo
positivo
negativo
negativo
positivo

positivo

Ki-67
(%)
8
3

20

13

20

20

30

15



16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

49

65

33

46

30

63

70

77

64

36

Meningioma
Meningioma
Glioblastoma
Meningioma
Schwannoma
Meningioma
Meningioma
Oligodendroglioma
Meningioma

Glioblastoma

41

68

20

28

18

50

20

30

47

27

negativo
negativo
negativo
positivo
positivo
negativo
negativo
positivo
negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
positivo

negativo

40

20

10

35

40




Tabela 2. Diagndstico anatomo-patologico, niveis séricos de prolactina (PRL),
expressividade do receptor de prolactina (R-PRL) e do antigeno Ki-67 em pacientes com II

positiva para PRL intracelular

Caso Idade Sexo Anétomo-patoldgico (nI;/%L) R-PRL Ki-67 (%)
1 56 M Glioblastoma 26 Negativo 8
2 36 F Meningioma 2 Negativo 10
3 62 F Cordoma 14 Negativo 5
4 66 F Glioblastoma 32 Positivo 20
5 51 M Meningioma 7 Positivo 2
6 10 F Astrocitoma 12 Negativo 2
7 35 M Hemangioma 11 Negativo 20
8 72 F Meningioma 6 Positivo 20
9 74 F Meningioma 4 Negativo 7
10 46 M Meningioma 28 Positivo 20
11 41 M Astrocitoma 16 Positivo 3
12 62 F Glioblastoma 7 Negativo 10
13 30 M Schwannoma 18 Negativo 10
14 77 M Oligodendroglioma 30 Negativo 40
15 34 M Oligodendroglioma 6 Positivo 70
16 54 M Schwannoma 7 Negativo 3
17 37 F Meningioma 17 Positivo 5
18 53 M Oligodendroglioma 11 Negativo 30

Em negrito os casos de hiperprolactinemia



Tabela 3. Presenca de PRL intracelular (PRLi), de receptor de PRL (R-PRL) ¢ de

hiperprolactinemia nos diferentes tipos histologicos de tumores primarios do SNC

Tipo Histologico Hiperprolactinemia PRLi + R-PRL+ R-PRL+e
(n) n (%) n (%) n (%) PRLi +
n (%)

Meningioma (39) 9(23,0) 6 (15.,3) 18 (46,1) 4 (10,2)
Glioblastoma (16) 7 (43,7) 3(18,7) 7 (43,7) 1(6,2)
Astrocitoma (8) 3375 2 (25,0) 3375 1(12,5)
Oligodendroglioma (5) 1 (20,0) 3 (60,0) 2 (40,0) 1 (20,0)
Schwannoma (4) 3(75,0) 2 (50,0) 0(0) 0 (0)
Outros (10) 2 (20,0) 2 (20,0) 2 (20,0) 0 (0)
Total 25 18 32 7
p* 0,26 0,18 0,31 0,22

* Relativo a diferenca de freqiiéncia de cada variavel em cada tipo celular (teste de

qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando necessario)



Tabela 4. Relacao entre indice Ki-67, hiperprolactinemia, PRL intracelular (PRLi) e

receptor de prolactina (R-PRL) em pacientes com tumores primarios do SNC

Indice Ki-67 Hiperprolactinemia PRLi + R-PRL +
(n) n (%) n (%) n (%)
Negativo (44) 18 (72,0) 8 (44,4) 16 (50,0)
Positivo (38) 7 (28,0) 10 (55,6) 16 (50,0)
Total 25 18 32

p* 0,16 0,61 0,52

PRLi+e¢
R-PRL +
n (%)

3 (42,9)
4 (57,1
7

0,41

* Relativo a diferenca de freqliéncia de cada variavel nos casos

negativos para Ki-67 (teste ¢ de Student)

positivos ou



lc

Figura 1.
la. Caso 311897: glioblastoma mostrando positividade nas células neopldsicas mais

diferenciadas (astrociticas) para R-PRL (setas) (obj. 40x).
1b. Caso 311897: positividade para R-PRL na superficie das células neoplasicas mais

diferenciadas de um glioblastoma (setas) (obj. 40x).

lc. Caso 325421: meningioma com positividade para R-PRL unicamente nas células
meningoteliais (obj. 20x).

1d. Caso 303991: meningioma com positividade para PRLi nas células meningoteliais,
caracteristicamente situadas nos verticilos (setas) (obj. 40x).
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SUMMARY

Background: The association between hyperprolactinemia and central nervous
system (CNS) tumors has been described in a few cases in the literature. However, the role
of prolactin (PRL) in the CNS remains uncertain. Objective: To evaluate the presence of
hyperprolactinemia, intracellular prolactin (ICP) and prolactin receptor (PRL-R) in primary
CNS tumors, and its relationship with cellular replication, through Ki-67 antigen. Design:
prospective cross-sectional study. Patients and Methods: 82 consecutive patients with
primary CNS tumor were submitted to a questionnaire and venous blood sample were
obtained for measurement of serum PRL and TSH. Immunohistochemical analyses were
performed to evaluate the presence of ICP, PRL-R and Ki-67. Results: Serum PRL levels
ranged from 2 to 70n/ml, and hyperprolactinemia was detected in 25 cases (30,5%). ICP
was detected in 18 patients (21,9%), in which PRL ranged from 2 to 32ng/mL. A positive
correlation was verified between PRL levels and the presence of ICP (Student’s ¢ test,
p=0,022). The PRL-R was observed immunohistochemically in 32 cases (39%). The
frequencies of hyperprolactinemia, ICP and PRL-R were similar between the several
histological types of CNS tumors. There was no statistically difference between Ki-67
index and serum PRL levels, presence of hyperprolactinemia, ICP or PRL-R. There was no
difference between Ki-67 index from sample of the first surgery or reintervention.
Conclusion: Hyperprolactinemia, intracellular presence of PRL and PRL-R were common

findings in this population, suggesting a role for PRL in CNS tumor genesis.



BACKGROUND

Prolactin (PRL) is detectable in many hypothalamic and extra-hypothalamic sites in the
central nervous system (CNS), and it arises from two sources: local synthesis and transport
from the blood circulation (Ben-Jonathan et al., 1996). The presence of PRL receptor
(PRL-R) was demonstrated in several areas of the CNS, including circumventricular area
postrema (Mangurian et al., 1999) of brainstem, amygdale, choroid plexus, olfactory bulb,
supraquiasmatic, preoptic and ventral hypothalamic nuclei (Hasunuma et al., 2005). Of
these, the densest concentration of PRL-R is observed in choroid plexus (Ben-Jonathan et
al., 1996; Freeman et al., 2000). The role of PRL in the CNS is uncertain, although its
mitogenic activity in astrocytes (DeVito et al., 1992) and its proliferative effect in
meningioma (Jimenez-Hakim et al., 1993; Muccioli et al., 1997) and glioblastoma (Ducret
et al., 2002) cultured-cells has previous been described.

Data from current literature showed the proliferative effect of PRL in breast cancer
cells (Vonderhaar, 1999; Llovera et al., 2000; Ben-Jonathan et al., 2002), T lymphocytes
(Viselli et al., 1991), Nb2 lymphoma cells (Shiu ef al., 1983) and chondrocytes (Ogueta et
al., 2002). Moreover, hyperprolactinemia was associated with breast (Nandi et al., 1995;
Wennbo et al., 1997; Vonderhaar, 1999; Bhatavdekar et al., 2000) and prostate (Costello &
Franklin, 2002) tumors. The presence of PRL-R was detected in breast (Bonneterre et al.,
1982; Vonderhaar et al., 1999; Zinger et al., 2003), prostate (Peirce & Chen, 2001) and
colorectal (Bhatavdekar et al., 1994) cancer tissue.

There are few cases in the literature of CNS tumors associated with hyperprolactinemia

(Shah et al., 1980; Kolodny & Diuhy, 1985; McCowen et al., 1999; Santosh & Rajshekhar,



2001). Besides, PRL-R expression was demonstrated in meningiomas (Carroll et al., 1996;
Muccioli et al., 1997; Ciccareli et al., 2001) and schwannomas (Ciccareli et al., 2001).

In this way, to enhance the knowledgement about this issue, the presence of
hyperprolactinemia, intracellular PRL (ICP) and PRL-R were evaluated in an expressive
series of patients with primary CNS tumors. In addition, these variables were related with

cellular replication, estimated through Ki-67 antigen, detected by Mib-1 antibody.

METHODS

Patients

This is a prospective study of 86 consecutive cases of suspected primary CNS
tumors presenting at Sao José Hospital of Complexo Hospitalar Santa Casa (Porto Alegre,
Brazil) for surgical resection between October 2003 and September 2005. A questionnaire
was applicated to all of them, with special attention to medications and gonadal axis. Four
patients further diagnosed as secondary CNS tumor were excluded from the study. The
research protocol used in this study was reviewed and approved by the Institutional Ethic
Committee. All patients were enrolled after a written informed consent had been obtained.

Of the 82 patients, there were 31 males (37,8%) and 51 females (62,2%), their age
ranged from 10 to 81 years (median of 51,9 years); 17 cases were being submitted to
reintervention. About histological diagnosis, the tree most frequents subtypes were
meningioma (39 cases, 47,6%), glioblastoma (16 cases, 19,6%) and astrocytoma (8 cases,

9,8%).



Methods

Samples of tumoral tissue were fixed in 10% buffered formalin and embedded in
paraffin. Serial 4-um sections were obtained for staining with hematoxylin and eosin and
immunohistochemistry. For the detection of intracellular PRL, it was used a polyclonal
anti-human antibody (DakoCytomation, Carpinteria, USA), ready-to-use; for PRL-R, a
primary monoclonal anti-human antibody (clone PRL0O2, Neomarkers, Fremont, USA),
1:100 and for Ki-67, a monoclonal anti-human antibody (clone MiB-1, DakoCytomation,
Glostrup, Dinmark), 1:300. Sections from prolactinomas were used as positive controls.
Negative controls were processed by omitting the primary antibody and substituting it with
non-immune serum.

The positivity for ICP and PRL-R was based in the presence of unequivocal marked
cell. Ki-67 index was expressed as the percentage of labeled tumor nuclei out of the total
number of, at least, 200 cells (from 220 to 1330 cells), counted in microscopic fields (20x)
containing the highest number of mitoses. Only unequivocal marked nuclei were
considered positive. A percentage of 10 or more marked nuclei was considered positive for
Ki-67.

Venous blood sample was obtained prior to surgical procedure for chemo
luminescence evaluation of basal PRL and TSH levels. Reference values were: TSH from

0,3 to 5,0mU/mL, PRL in men from 2 to 17ng/mL and, in women, from 3 to 29ng/mL.

Statistical analysis
Data are presented as mean * standard deviation (SD) and, in the presence of

asymmetric distribution (Lang & Sesic, 1997), median and interquartile amplitude.



Comparison between four or more groups with regard to the presence of hiperprolactinemia
and/or imunohystochemical findings was tested by variance analyses. The ¢ test was used to
compare data between two groups. Correlations were tested by Sperman’s coefficient. Chi-
squared test and Fisher’s exact test were used to compare categorical variables. All data
were log-transformed prior to analyses. A p value of < 0,05 was considered statistically

significant. All statistical operations were performed using SPSS for Windows.

RESULTS

With regard to clinical presentation, headache was detected in 63,4% of patients,
mono or hemiparestesis in 39%, vertigo in 29,9%, altered level of consciousness in 26,8%
and seizures in 20,7%. Serum PRL levels ranged from 2 to 70n/ml and hyperprolactinemia
was detected in 25 cases (30,5%). Serum PRL and immunohistochemical data according to
histological tumor type in these patients with hyperprolactinemia are illustrated in Table 1.
Hyperprolactinemia was observed in 3/4 schwannomas (75%), 7/16 glioblastomas (43,7%)
and 3/8 astrocytomas (37,5%). However, no statistically significant difference was
observed in serum PRL distribution and frequency of hyperprolactinemia between the
several histological types of CNS tumor (Fisher’s exact test, p=0,26).

ICP (Figure 1) was detected in 18 patients (21,9%), in which serum PRL ranged
from 2 to 32ng/mL (Table 2). A positive correlation was verified between PRL levels and
the presence of ICP, in log-transformed data (Student’s # test, p=0,022).

Concerning PRL-R, in was observed immunohistochemically in 32 cases (39%).
The frequencies of hyperprolactinemia and positive ICP in this PRL-R positive population

were 28,1 and 21,8%, respectively. Table 3 summarizes the results of ICP, PRL-R and



hyperprolactinemia in different histological types of CNS tumors. Figure 1 illustrates PRL-
R positivity.

Referring to Ki-67 index, no statistically significant difference was verified between
the value of Ki-67 index or its positivity, with serum PRL levels, presence of
hyperprolactinemia, ICP, PRL-R (Table 4) or reintervention in patients with primary CNS

tumors.

DISCUSSION

In this work, the most frequent histological types of tumors were meningioma and
tumors of neuroepitelial tissue (glioblastomas e astrocitomas), in disagreement with the
current literature, which describes the frequency of gliomas in 50 to 80% of symptomatic
primary CNS tumors, and of meningiomas in 25-30% of them (Sagar et al., 2005). Besides,
it was verified a female predominance in this sample, probably reflecting the highest
prevalence of meningiomas, much more common in women (Lantos et al., 2002).
Regarding to age range, it was observed a mean age of 51 years, in agreement with the
literature, which reports a peak of incidence for primary CNS tumors around the fifties
(Radhakrishnan et al., 1995; Flowers et al., 2000).

The clinical manifestations presented according to what was expected: headache in
more than 50% of the cases of brain tumors (DeAngelis, 2001; Pfund ef al., 1999) and
seizures in 18 to 45% of cases (Cascino, 1990; Schaller & Riiegg, 2003).

The relation between PRL and CNS tumors claims for attention since 1980, when
the first reports of cases of hyperprolactinemia associated with meningiomas were

described (Shah et al., em 1980; Kolodny et al, 1985). More recently, a case of pronounced



hiperprolactinemia (1440ng/dL) associated with a gangliocitoma with PRL positive
immunohistochemically (McCowen et al, 1999) and the association between
hiperprolactinemia and third ventricle epidermoid cyst were published (Santosh et al.,
2001).

In the studies mentioned above, there is no reference about exclusion of
physiologic, pharmacologic and pathologic causes that could explain the altered PRL. In
our study, in which this care was taken, hyperprolactinemia was a common finding,
occurring in 30 of the cases, in 7 tumoral subtypes. The frequency of detection in 23% of
meningiomas and in % of schwannomas is similar to previous findings of 27,3% of
meningiomas and 61,5% os schwannomas (Ciccareli et al., 2001). In our sample, the
highest values of PRL were observed in astrocytomas. There is no description in the
literature about elevated PRL levels in astrocytic tumors.

The proportion of hyperprolactinemia was twice as high in men as in women. This
finding calls attention, once, in the general population, hyperprolactinemia is more common
in women, affecting 15-20% of those with menstrual irregularities (Greer et al., 1980), 30-
40% of those with infertility (Prathibha ez al., 1994) and just 1-2% of men with erectile
dysfunction and/or reduced libido (Akpunonu et al., 1994).

The presence of intracellular PRL was observed in 21% of cases, in 7 tumoral
subtypes. From the authors’ knowledgement, there is no data in the current literature about
the immunohistochemical finding of intracellular PRL in CNS tumors of extra pituitary
origin. More interesting is the finding of a positive correlation between serum PRL levels
and the presence of intracellular PRL.

The presence of PRL-R was frequently observed in patients with primary CNS

tumors (39%), also in several tumoral subtypes. Similar finding were reported previously,



detecting PRL-R positivity in 45,4 (Ciccarelli et al., 2001) and 61,7% (Muccioli et al.,
1997) of meningiomas, and 69,2% of schwannomas (Ciccarelli ef al., 2001). In our study,
as in Cicarelli’'s, no correlation between PRL-R positivity and occurrence of
hyperprolactinemia was observed (Ciccarelli et al., 2001).

The Ki-67 index has been proved to be an accurate marker of cellular proliferation
in CNS tumors (Petrowsky et al., 2001). Nevertheless, the prognostic impact of this marker
in the evolution of the CNS tumors is still not consensus. In this data, no significant
difference of Ki-67 index between the principal histological types of tumors and the others
imunohistochemical markers used was observed. In the same way, Bredel and colleagues
failed to detect a significant difference of Ki-67 indexes between histological subtypes of
CNS tumors (Bredel et al., 2002). Besides that, no statistically significant difference was
either observed in Ki-67 index of the patients submitted or not to surgical reintervention.
This finding corroborates to the lack of correlation of Ki-67 index and survival (Bouvier-
Labit et al., 1998; Grzybicki & Moore, 1999; Roser et al., 2004) and grade of tumoral
invasion (Khoshyomn et al., 1999) in CNS tumors. In counteracting, some studies have
detected a positive correlation between Ki-67 index and tumoral invasion in pituitary
adenomas (Pizarro et al., 2004), shorter time of survival in gliomas (Montine et al., 1994;
Wakimoto et al., 1996) and higher recidivating index in craniopharyngiomas (Izumoto et
al., 2005). On the contrary, Bredel and colleagues have demonstrated a positive relationship
between a higher Ki-67 expression and a longer survival in glioblastomas (Bredel et al.,
2002).

In conclusion, the presence of hyperprolactinemia unassociated to known etiological
factors in CNS tumors is relevant. And equally relevant is the presence of intracellular PRL

and PRL-R in these tumors. Combined analysis of hiperprolactinemia, intracellular PRL



and PRL-R variables showed concomitant presence of two of them in several cases and, for
twice, the coexistence of all. This evidence reinforce the suggestion of a modulator role for
PRL, of intensity that remains to be explored, in the development of primary CNS tumors,
in a context in which experimental studies had already shown mitogenic effect of PRL in
meningiomas (Jimenez-Hakime et al., 1993), gliomas (Raso et al., 1999; Ducret et al.,
2002) and glioblastomas cultures-cells (Ducret et al., 2002). This suggestion remains in a
context of lack of relationship with cellular replication, once Ki-67 antigen detection
reflects the proportion of cells that enters into cycle cell to be divided, not necessarily
indicating the progression velocity through the cycle, or the tumor growth index. In this
way, the spectrum of PRL participation in the neoplastic context can be situated in one of

the several permissive or stimulator roles.



REFERENCES

Akpunonu BE, Mutgi AB, Federman DJ, York J, Woldenberg LS. Routine prolactin
measurement is not necessary in initial evaluation of male impotence. J Gen Inter Med
1994;9:336-8.

Ben-Jonathan N, Karen L, Molly M, Zinger M. Prolactin as an autocrine/paracrine
growth factor in human cancer. Trends Endocrinol Metab 2002;13:245-9.

Ben-Jonathan N, Mershon J, Allen D, Steinmetz R. Extrapituitary prolactin:
distribuition, regulation, functions and clinical aspects. Endocr Rev 1996;17:639-69.
Bhatavdekar JM, Patel DD, Shah NG, Vora HH, Suthar TP, Ghosh N, Chikhlikar PR,
Trivedi TI. Prolactin as a local growth promoter in patients with breast cancer: GCRI
experience. Eur J Surg Oncol 2000;26:540-7.

Bhatavdekar JM, Vora H, Balar D, Patel D, Shah N, Karelia N, Chiklikar P, Ghosh N,
Dave R. Interrelationship of prolactin and its receptor in carcinoma of the colon and
rectum: a preliminary report. J Surg Ocol 1994;55:246-9.

Bonneterre J, Peyrat JP, Vandewalle B, Beuscart R, Vie MC, Cappelaere P. Prolactin
receptors in human breast cancer. Eur J Cancer Clin Oncol 1982;18:1157-62.
Bouvier-Labit C, Chinot O, Ochi C, Gambarelli D, Dufour H, Figarella BD, Prognostic
significance of Ki67, p53 and epidermal growth factor receptor immunostaining in
human glioblastomas. Neuropathol Appl Neurobiol 1998;24:381-8.

Bredel M, Piribauer M, Marosi C, Birner P, Gatterbauer B, Fischer I, Strobel T, Rossler
K, Budke H, Hainfellner A. High expression of DNA topoisomerase Ila and Ki-67
antigen is associated with prolonged survival in glioblastoma patients. Eur J Cancer

2002;38:1343-7.



Carroll RS, Schrell UM, Zhang J, Dashner K, Nomikos P, Fahlbusch R, Black PM.
Dopamine DI, dopamine D2 and prolactin receptor messenger ribonucleic acid
expression by the polymerase chain reaction in human meningiomas. Neurosurgery
1996;38:367-75.

Cascino GD. Epilepsy and brain tumors: implications for treatment. Epilepsia
1990;31:37-44.

Ciccarelli E, Razzore P, Gaia D, Todaro C, LOngo A, Forni M, Ghé C, Camanni F,
Muccioli G, Faccani G, Lanotte M. Hyperprolactinaemia and prolactin binding in
benign intracranial tumors. J Neurosurg 2001;45:70-4.

Costello LC, Franklin RB. Testosterone and prolactin regulation of metabolic genes and
citrate metabolism of prostate epithelial cells. Horm Metab Res 2002;38:417-24.
DeAngelis LM. Brain tumors. N Engl J Med 2001;344:114-23.

DeVito WJ, Okulicz WC, Stone S, Avakian C. Prolactin-stimulated mitogenesis of
cultured astrocytes. Endocrinology 1992;130:2549-56.

Ducret T, Boudina S, Sorin B, Vacher A, Gourdou I, Liguoro D, Guerin J, Bresson-
Bepoldin L, Vacher P. Effects of prolactin on intracellular calcium concentrations and
cell proliferation in human glioma cells. Glia 2002;38:200-14.

Flowers A. Brain tumors in the older person. Cancer Control 2000;7:523-538.

Freeman ME, Kanyicska B, Lerant A, Nagy G. Prolactin: structure, function and
regulation of secretion. Physiol Rev 2000;80:1523-631.

Greer ME, Moraczewski T, Rakoff JS. Prevalence of hyperprolactinemia in anovulatory

woman. Obstet Gynecol 1980;56:65-9.



Grzybicki DM, Moore SA. Implications of prognostic markers in brain tumors. Clin
Lab Med 1999;19:833-47.

Hasunuma I, Toyoda F, Yamamoto K, Yamashita M, Kikuyama S. Localization of
prolactin receptor in the newt brain. Cell Tissue Res 2005;320:477-85.

Izumoto S, Suzuki T, Kinoshita M, Hashiba T, Kagawa N, Wada K, Fugimoto Y,
Hashimoto N, Saitoh Y, Maruno M, Yoshimine T. Immunohistochemical detection of
female sex hormone receptors in craniopharyngiomas: correlation with clinical and
histologic features. Surg Neurol 2005;63:520-5.

Jimenez-Hakim E, el-Azouzi M, Black P. The effect of prolactin and bombesin on the
growth of meningioma-derived cells in monolayer culture. J Neurooncol 1993;16:185-
90.

Khoshyomn S, Lew S, DeMattia J, Singer EB, Penar PL. Brain tumor invasion rate
measured in vitro does not correlate with Ki-67 expression. J Neurooncol 1999;45:111-
6.

Kolodny J, Diuhy R. Recurrent prolactinoma and meningioma following irradiation and
bromocriptine treatment. Am J Med 1985;78:153-5.

Lang TA, Secic M. How to report statistic in medicine. Philadelphia: American College
of Physicians:1997.p.367.

Lantos PL, Louis DN, Rosenblum MK, Klellues P. Tumours of the nervous system. In:
Graham DI, Lantos PL (eds). Greenfield's Neuropathology. London:

Arnold:2002.p.767.



Llovera M, Pichard C, Bernichtein S, Jeay S, Touraine P, Kelly PA, Goffin M. Human
prolactin (hPRL) antagonists inhibit hPRL-activated signaling pathways involved in
breast cancer cell proliferation. Oncogene 2000;19:4695-705.

Mangurian LP, Jurjus AR, Walsh RJ. Prolactin receptor localization in the area
postrema. Brain Res 1999;836:218-20.

McCowen K, Glickman J, Black P, Zervas N, Lidov H, Garber J. Gangliocitoma
masquerading as a prolactinoma. Case report. J Neurosurg 1999;91:490-5.

Montine TJ, Vandersteenhoven JJ, Aguzzi A, Boyko OB, Dodge RK, Kerns BJ, Burger
PC. Prognostic significance of Ki-67 proliferation index in supratentorial fibrilary
astrocytic neoplasms. Neurosurgery 1994;34:674-8.

Muccioli G, Ghe C, Faccani G, Lanotte M, Forni M, Ciccarelli E. Prolactin receptors in
human meningiomas: characterization and biological role. J Endocrinol 1997;153:365-
71.

Nandi E, Guzman RC, Yang J. Hormones and mammary carcinogenesis in mice, rats
and humans: a unifying hypothesis. Proc Natl Acad Sci (PNAS) 1995;92:3650-7.
Ogueta S, Miinoz J, Obregon E, Delgado-Baeza E, Garcia-Ruiz JP. Prolactin is a
component of the human synovial liquid and modulates the growth and chondrogenic
differentiation of bone marrow-derived mesenchymal stem cells. Mol Cell Endocrinol
2002;190:51-63.

Peirce SK, Chen WY. Quantification of prolactin receptor mRNA in multiple human

tissues and cancer cell lines by real time RT-PCR. J Endocrinol 2001;171:R1-R4.



Petrowsky H, Sturm I, Graubitz O, Kooby A, Staib-Sebler E, Gog C, Kéhne CH,
Hillebrand T, Daniel PT, Fong Y, Lorenz M. Relevance of Ki-67 antigen expression
and K-ras mutation in colorectal liver metastases. EJSO 2001;27:80-87.

Pfund Z, Szapary L, Jaszberényi O, Nagy F, Czopf J. Headache in intracranial tumors.
Cephalgia 1999;19:787-90.

Pizarro CB, Oliveira MC, Coutinho LB, Ferreira NP. Measurement of Ki-67 antigen in
159 pituitary adenomas using the MiB-1 monoclonal antibody. Braz J Medical Biolog
Res 2004;37:235-43.

Prathibha D, Govardhani M, Krishna PT. Prolactin levels in infertility and
bromocriptine therapy in hyperprolactinemia. J Indian Med Assoc 1994;92:397-9.
Radhakrishnan K, Mokri B, Parisi JE, O Fallon WM, Sunku J, Kurland LT. The trends
in incidence of primary brain tumors in the population of Rochester, Minnesota. Ann
Neurol 1995;37:67-73.

Raso GM, Meli R, Gualillo O, Pacilio M, Di Carlo R. Prolactin induction of nitric oxide
synthase in rat C6 glioma cells. J Neurochem 1999;73:2272-7.

Roser F, Samii M, Ostertag H, Bellinzona M. The Ki-67 proliferation antigen in
meningiomas. Experience in 600 cases. Clinico-pathological study. Acta Neurochir
2004;146:37-44.

Sagar SM, Israel MA. Primary and metastatic tumors of the nervous system. In: Kasper
DL, Fauci A, Longo D, Braunwald E, Hauser SL, Jameson JL, editors. Harrison’s
Principle of Internal Medicine.16th.NY:McGraw—Hill;2005:p. 2452.

Santosh I, Rajshekhar V. Galatorrhea as the sole presenting symptom of a posterior

third ventricular epidermoid cyst. Surg Neurol 2001;55:46-9.



Schaller B, Riiegg SJ. Brain tumor and seizures: pathophysiology and its implications
for treatment revisited. Epilepsia 2003;44:1223-32.

Shah R, Leavens M, Saman N. Galactorrhea, amenorrhea and hyperprolactinemia as
manifestations of parasellar meningioma. Arch Intern Med 1980;140:1608-12.

Shiu RPC, Elsholtz HP, Tanaka T, Friesen HG, Gout PW, Geer CT, Noble RL.
Receptor-mediated mitogen activation of prolactin receptor in rat lymphoma cell line.
Endocrinology 1983;113:159-65.

Viselli SM, Stanek EM, Mukherjee P, Hymer WC, Mastro AM. Prolactin-induced
mitogenesis of lymphocytes from ovariectomized rats. Endocrinology 1991;129:983-
90.

Vonderhaar BK. Prolactin involvement in breast cancer. Endocrine-Related Cancer
1999;6:389-404.

Wakimoto H, Aoyagi M, Nakayama T, Nagashima G, Yamamoto S, Tamaki M,
Hirakawa K. Prognostic significance of Ki-67, labeling index obatined using MIB-1
monoclonal antibody in patinets with supratentorial astrocytomas. Cancer 1996;77:373-
80.

Wennbo H, Gebre-Medhin M, Gritli-Linde A, Ohlsson C, Isaksson OG, Tornell J.
Activation of the prolactin receptor but not growth hormone receptor is important for
induction of mammary tumors in transgenic mice. J Clin Invest 1997;100:2744-51.
Zinger M, McFarland M, Ben-Jonathan N. Prolactin expression and secretion by human

breast glandular and adipose tissue explants. J Clin Endocrinol Metab 2003;88:689-96.



APPENDICES

Table 1. Histological diagnosis, serum prolactin (PRL), presence of intracellular prolactin

(ICP), prolactin receptor (PRL-R) and Ki-67 index in patients with hiperprolactinemia

Histology PRL ICP PRL-R

Case Age Sex (ng/mL) Ki-67

(years) (o)
1 56 M Glioblastoma 26 positive  negative 8
2 56 F Meningioma 32 negative  negative 3
3 66 F Glioblastoma 32 positive  positive 20
4 20 F Astrocytoma 61 negative  negative 5
5 41 F Meningioma 31 negative  negative 3
6 60 M Acoustic neurinoma 46 negative  negative 3
7 46 F Meningioma 44 negative  positive 13
8 68 M Glioblastoma 32 negative  positive 20
9 50 M Schwannoma 19 negative  negative 3
10 18 M  Choroid plexus papiloma 40 negative  positive 20
11 62 M Glioblastoma 25 negative  positive 30
12 71 M Schwannoma 27 negative  negative 2
13 31 F Astrocytoma 70 negative  negative 15
14 34 M Glioblastoma 25 negative  positive 4
15 59 M Astrocytoma 18 negative  positive 4
16 49 F Meningioma 41 negative  negative 3

17 65 F Meningioma 68 negative  negative 4
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Table 2. Histological diagnosis, serum prolactin (PRL), prolactin receptor (PRL-R) and Ki-

67 index in patients with positive intracellular prolactin (ICP)

Case Age Sex Histology PRL PRL-R Ki-67 (%)
(ng/mL)
1 56 M Glioblastoma 26 Negative 8
2 36 F Meningioma 2 Negative 10
3 62 F Chordoma 14 Negative 5
4 66 F Glioblastoma 32 Positive 20
5 51 M Meningioma 7 Positive 2
6 10 F Astrocytoma 12 Negative 2
7 35 M Hemangioma 11 Negative 20
8 72 F Meningioma 6 Positive 20
9 74 F Meningioma 4 Negative 7
10 46 M Meningioma 28 Positive 20
11 41 M Astrocytoma 16 Positive 3
12 62 F Glioblastoma 7 Negative 10
13 30 M Schwannoma 18 Negative 10
14 77 M Oligodendroglioma 30 Negative 40
15 34 M Oligodendroglioma 6 Positive 70
16 54 M Schwannoma 7 Negative 3
17 37 F Meningioma 17 Positive 5
18 53 M Oligodendroglioma 11 Negative 30

In bolding, cases of hyperprolactinemia



Table 3. Intracellular PRL (ICP), prolactin receptor (PRL-R) and hyperprolactinemia in

histological types of CNS tumors

Histology (n)

Meningioma (39)
Glioblastoma (16)
Astrocytoma (8)
Oligodendroglioma (5)
Schwannoma (4)
Others (10)

Total

p*

Hyperprolactinemia
n (%)

9(23,0)
7 (43,7)
3 (37.5)
1 (20,0)
3 (75,0)
2 (20,0)
25

0,26

ICP +
n (%)

6 (15,3)
3(18,7)
2 (25,0)
3 (60,0)
2 (50,0)
2 (20,0)
18

0,18

PRL-R +

n (%)

18 (46,1)

7 (43,7)

3 (37.,5)

2 (40,0)
0 (0)

2 (20,0)

32

0,31

PRL-R + and

ICP +
n (%)
4(10,2)
1(62)
1(12,5)
1 (20,0)
0(0)
0(0)
7

0,22

* With respect to the difference in frequency of each variable in several cellular type (chi-

squared test or Fisher’s exact test, whenever necessary)



Table 4. Relationship between Ki-67 index, hyperprolactinemia, intracellular prolactin

(ICP) e prolactin receptor (PRL-R) in patients with primary CNS tumors

Ki-67 index (n) Hyperprolactinemia ICP + PRL-R + ICP + and
n (%) n (%) n (%) PRL-R +
n (%)
Negative (44) 18 (72,0) 8 (44.,4) 16 (50,0) 3(42,9)
Positive (38) 7 (28,0) 10 (55,6) 16 (50,0) 4 (57,1)
Total 25 18 32 7
p* 0,16 0,61 0,52 0,41

* With respect to the difference in frequency of each variable in positive or

negative Ki-67 especimes (Student’s t test)



Figure 1.

la. Case 311897: glioblastoma showing PRL-R positivity in well-differentiated neoplastic
cells (astrocytic cells) (arrows) (obj. 40x).

1b. Case 311897: PRL-R positivity on the surface of well-differentiated neoplastic cells of
a glioblastoma (arrows) (obj. 40x).

lc. Case 325421: meningioma with PRL-R positivity only in meningothelial cells (obj.
20x).

1d. Case 303991: meningioma with ICP positivity in meningothelial

cells,
characteristically situated in the whorls (arrows) (obj. 40x).




ANEXO 1
MATERIAL E METODOS

Pacientes

Foi conduzido um estudo transversal prospectivo de pacientes internados no
Hospital Sao Jos¢ do Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre, RS, com
diagnostico provavel de tumor primario do SNC e excisdo cirirgica do tumor durante o
periodo de 01 de outubro de 2003 a 31 de setembro de 2005. Todos os pacientes foram
submetidos a anamnese de rotina, com atengdo especial aos medicamentos utilizados e
dados pertinentes ao eixo hipotadlamo-hipofise-gonadal, conforme protocolo em anexo

(Anexo 2).

Foram incluidos pacientes com diagnostico provavel de tumor primdrio do SNC,
submetidos a excisdo cirurgica, mediante a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (Anexo 3).

" 0& 3
e Pacientes com diagndstico anatomo-patoldgico de neoplasia secundaria metastatica
do SNC;
e Pacientes com hipotireoidismo primdrio e/ou insuficiéncia renal;

e Pacientes em uso de medicagdes classicamente associadas a hiperprolactinemia.
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Métodos

No dia anterior ao procedimento cirtrgico foi coletada amostra de sangue venoso
(10mL) da regido cubital periférica, as 08:00 horas, para dosagem de creatinina, PRL e
TSH, apds assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido. O material da coleta
foi centrifugado e armazenado a temperatura de —80°C para posterior dosagem hormonal,
feita em um Unico momento, pelo método da quimioluminescéncia, utilizando-se kits de
dosagem comerciais. Os valores de referéncia do método sdo: TSH de 0,3 a 5,0mU/mL,
PRL em homens de 2 a 17ng/mL, PRL em mulheres de 3 a 29ng/mL.

O material proveniente da resseccdo cirurgica foi encaminhado para exame
anatomo-patologico seguindo os procedimentos habituais do hospital. Posteriormente,
porcao do material fixado em parafina foi cortada (microtomia de 4 micrdmetros) e fixada
em laminas de vidro para aplicagdo da técnica de imunoistoquimica para determinacao da
presenca de PRL intracelular, de receptores de prolactina e de Ki-67. A técnica II utilizada
esta descrita no Anexo 4. Os anticorpos primarios utilizados foram para a PRL intracelular,
anticorpo policlonal anti-humano (DakoCytomation, Carpinteria/EUA), pronto para uso;
para o R-PRL, anticorpo primario monoclonal anti-humano (clone PRLO02, Neomarkers,
Fremont/EUA), na diluicao 1:100 e para o Ki-67, anticorpo monoclonal anti-humano (clone
MiB-1, DakoCytomation, Glostrup/Dinamarca), 1:300. Esse estudo foi conduzido no

laboratorio do Programa de Pos-Graduagao em Patologia da FFFCMPA.

A positividade de PRL intracelular e de R-PRL foi considerada baseando-se na
presenca de uma célula inequivocamente marcada. O indice Ki-67 foi expresso como
percentagem de nucleos marcados sobre um total de, no minimo, 200 células (220 a 1300

c¢lulas) contadas em campos microscopicos de maior concentragdo (20x). Apenas nucleos
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inequivocamente marcados foram considerados na contagem. Uma percentagem de 10 ou

mais nucleos marcados foi considerada como positividade para o Ki-67.

5.3 Analise Estatistica

Os dados quantitativos foram descritos por média e desvio-padrao e, na presenca de
assimetria, utilizou-se mediana e amplitude interquartil. Considerou-se assimetria em dado
quantitativo quando o desvio padrdao foi superior a metade do valor da média (Lang &
Secic, 1997). A comparagdo de quatro ou mais grupos quanto a presenca de

hiperprolactinemia e/ou dos achados imunoistoquimicos foi realizada por analise de
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04

ETIQUETA
Identificacao
e Nome:
e Sexo: 1 —Masc 2 -Fem
e Idade:

e Prontuario:

e Endereco ¢ telefone:

Dados clinicos

e Drogas:

e Ultimo parto (_/_/ ) e DUM (_ / / ) e Libido/funcdo sexual:

e Data da cirurgia:

e Sintomas pré-cirurgia:

e Exame de imagem p

Laboratorio

e PRL sérica:

e TSH:

ré-cirargico:
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ANEXO 3
CENTRO DE NEUROENDOCRINOLOGIA DA SANTA CASA/POA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Consentimento Livre e Esclarecido

HIPERPROLACTINEMIA E RECEPTORES DE PROLACTINA, DOPAMINA E ESTROGENO EM
TUMORES PRIMARIOS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

(Nome completo do paciente — preencher em letra de forma) - RG/Estado

" #
$ # b $ b #
&
- (
# ) ! (
* # ] t
- . / ( 0 #
( * .
1 23
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& 5
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# b #* # ( (
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" . / :  Miriam da Costa
Oliveira 3 109 34--7 << ——
= > # s ’ 2
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@ 8 / 2
#
$ , # 2 b
# ( , # L
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1 Consentimento Livre e Esclarecido ( /
: & 8 ) / " /
# . / (

1 AAAAA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA  AAAAAAA
13 1 &3 1 3
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- * ( ¢Dra Miriam da Costa Oliveira
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ANEXO 4

TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA
cortar o bloco de parafina com uma espessura de 3 a 5 micrometros;
colocar o corte na lamina preparada com organosilano;
desparafinar: deixar a lamina na estufa a aproximadamente 70° C por 30 minutos;
deixar a lamina de molho no xilol por 5 minutos; passar a lamina por 6 vezes no alcool
absoluto para retirar o xilol; lavar a lamina em dgua destilada;
aquecer a solugdo de citrato de sddio (pH 6,0) em banho-maria até 92° C e colocar as
laminas nessa solu¢do, deixando-as por 40 minutos.
deixar esfriar por 20 minutos a temperatura ambiente;
lavar em dgua destilada corrente;

colocar a lamina em solu¢do de 4gua oxigenada 30 volumes (5 mL) e metanol (95 mL)
durante 10 minutos por duas vezes;

lavar a 1dmina em 4gua destilada;

lavar a lamina com PBS (phosphate buffered saline), por 5 minutos duas vezes;

deixar o excesso de liquido escorrer das laminas e secar o excesso com papel filtro (ao
redor do tecido);

delimitar o corte com caneta DAKO-pen (uma a uma);

pingar soro normal de cavalo em diluigao 1/100 e deixar por 30 minutos;

. deixar escorrer o excesso de soro;

aplicar o anticorpo especifico, na dilui¢ao desejada, cobrindo todo o tecido;
deixar em camara umida coberta na geladeira (4 °C) durante a noite;

lavar com PBS duas vezes por 5 minutos;
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aplicar anticorpo secundario biotinilado do kit LSAB da DAKO (kit universal, pronto
para uso) cobrindo todo o tecido. Deixar por 30 minutos em estufa a 37 °C;

lavar com PBS duas vezes por 5 minutos;

aplicar StreptA-B do kit LSAB cobrindo todo o tecido. Deixar por 30 minutos em
estufaa 37 °C;

lavar com PBS duas vezes por 5 minutos;

preparar o cromogeno DAB (diaminobenzidina) (100mL de PSB, 60mg de DAB e ImL
de dgua oxigenada a 30 volumes);

aplicar cromogeno DAB, cobrindo todo o tecido. Deixar por 5 minutos;

lavar em agua destilada por 5 minutos;

contra-corar com hematoxilina por 30 segundos;

lavar em agua corrente;

passar as laminas em alcool absoluto por 4 vezes, deixando por 5 minutos no ltimo
recipiente com alcool absoluto;

passar as laminas no xilol;

montar as laminas com laminula utilizando entellan (cola especial)
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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