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RESUMO 
 
 
Introdução: A doença de von Hippel-Lindau (VHL) constitui uma síndrome rara com 
herança autossômica dominante, caracterizada pela predisposição a múltiplos 
tumores decorrentes de mutações no gene VHL. Pacientes classificados como VHL 
do tipo 2 exibem alto risco de desenvolvimento de tumores da medula da adrenal 
denominados feocromocitomas, os quais apresentam características clínicas e 
morfológicas distintas dos casos esporádicos de feocromocitomas e de casos 
presentes em outras síndromes genéticas. Marcadores moleculares, tais como as 
enzimas da família glutationa S-transferase, caspases, proteína p53, bem como 
biomarcadores relacionados ao padrão de vascularização e à proliferação celular, 
têm sido relacionados a fatores prognósticos em diversas neoplasias. 
Feocromocitomas presentes na doença de VHL são tumores raros, cujos dados 
histopatológicos são escassos na literatura. Objetivos: Descrever as características 
clínicas e de biomarcadores em feocromocitomas presentes na doença de VHL em 
comparação aos casos esporádicos de feocromocitomas. Metodologia: Foi 
realizado um estudo observacional descritivo e transversal incluindo casos de 
feocromocitomas esporádicos (n = 6) e feocromocitomas VHL (n = 3) a partir de 
dados clínicos e laboratoriais. Foram coletadas dos prontuários médicos as 
seguintes informações: idade, sexo, lateralidade e maior diâmetro do tumor, 
presença ou ausência de sintomas e sinais adrenérgicos, excreção urinária de 
catecolaminas e metanefrinas. Na etapa seguinte, realizou-se revisão 
anatomopatológica com classificação de PASS (pheochromocytoma of the adrenal 
gland scaled score) de cortes histológicos nos blocos de parafina dos 
feocromocitomas removidos cirurgicamente. Foi realizado estudo experimental 
através da técnica imunoistoquímica utilizando os anticorpos primários para 
cromogranina A, caspase-3, GSTP1, Ki-67, p53, CD34 e S-100. Resultados: No 
momento do diagnóstico os pacientes com feocromocitomas VHL apresentaram 
média de idade menor (34,6 anos; IC95% 33-36) que os casos esporádicos (57,5 
anos, IC95% 50-64) (p=0,0003). O maior diâmetro tumoral nos pacientes com VHL 
(2,4 cm; IC95% 0,8-4,3) foi significativamente menor do que nos casos esporádicos 
(6,6 cm; IC95% 5,8-8,0) (p=0,0007). Todos os pacientes apresentaram tumores 
unilaterais, à exceção de um paciente com doença de VHL que apresentou tumor 
bilateral. A tríade clássica de sintomas de feocromocitoma esteve presente somente 
nos casos esporádicos, com todos os pacientes desse grupo exibindo valores 
elevados de metanefrinas urinárias. Todos os feocromocitomas apresentaram 
critérios de PASS menor que 4. A densidade vascular, avaliada através da 
expressão do CD 34, foi 3,5 vezes maior nos feocromocitomas VHL em comparação 
aos casos esporádicos (p=0,002). Os feocromocitomas presentes na síndrome VHL 
exibiram menor expressão das proteínas GSTP1 (p=0,0001) e caspase-3 (p=0,02) 
em relação aos casos esporádicos. Não houve diferenças significativas na 
imunoexpressão das proteínas p53, S-100 e do índice de proliferação celular (Ki-67). 
Conclusão: Nossos resultados demonstraram que feocromocitomas presentes em 



 

pacientes com doença de VHL apresentam aumento da vascularização com 
diminuição da apoptose e baixa proliferação celular, estando de acordo com dados 
da literatura de desregulação da via do HIF (fator induzido pela hipóxia). Houve 
baixa imunoexpressão de GSTP1 nos feocromocitomas VHL porém não há estudos 
na literatura referentes ao metabolismo xenobiótico nos casos de feocromocitomas 
esporádicos ou familiares sendo, portanto, um assunto a ser investigado de forma 
mais aprofundada. A complementação do estudo anatomopatológico do 
feocromocitoma, incluindo a avaliação da densidade vascular com a técnica de 
imunoistoquímica em exame de rotina, poderá auxiliar na suspeita da doença de 
VHL em pacientes cujo feocromocitoma assintomático (incidentaloma) seria a 
primeira manifestação da doença. Considerando a raridade destes tumores 
neuroendócrinos, estudos multicêntricos com aumento da casuística contribuirão 
para melhor entendimento da fisiopatologia e dos mecanismos moleculares 
presentes em feocromocitomas na doença de VHL. 
 
Palavras-chaves: Feocromocitoma. Doença de von Hippel-Lindau. Glândulas 

adrenais. Imunoistoquímica. 
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ABSTRACT 
 
 
Introduction: von Hippel-Lindau disease (VHL) is a rare syndrome with autosomal 
dominant inheritance, characterized by predisposition to multiple tumors due to 
mutations in the VHL gene. Patients classified as VHL type 2 exhibit a high risk of 
developing adrenal medulla tumors called pheochromocytomas, which present 
clinical and morphological characteristics distinct from sporadic ones and also 
pheochromocytomas found in other genetic syndromes. Molecular markers, such as 
the glutathione S-transferase enzymes, caspases, p53 protein, as well as biomarkers 
related to vascularization pattern and cell proliferation, have been related to 
prognostic factors in several neoplasms. Pheochromocytomas present in VHL 
disease are rare tumors with scarce histopathological data in the literature. 
Objectives: to describe the clinical and biomarker characteristics in 
pheochromocytomas associated with VHL disease compared to sporadic cases of 
pheochromocytomas. Material and methods: a descriptive and cross-sectional 
observational study including cases of sporadic pheochromocytomas (n = 6) and 
VHL pheochromocytomas (n = 3) were performed from clinical and laboratory data. 
The following information was collected from the medical records: age, sex, laterality 
and largest tumor diameter, presence or absence of adrenergic signs and symptoms, 
urinary excretion of catecholamines and metanephrines. In the next step, PASS 
(pheochromocytoma of the adrenal gland scaled score) was performed with 
histological sections of the paraffin blocks from surgically removed 
pheochromocytomas. An immunohistochemical study was performed using the 
primary antibodies to chromogranin A, caspase-3, GSTP1, Ki-67, p53, CD34 and S-
100. Results: at the diagnosis, patients with VHL pheochromocytomas presented a 
mean age lower (34.6 years, 95% CI 33-36) than sporadic cases (57.5 years, 95% CI 
50-64) (p = 0.0003). The largest tumor diameter in patients with VHL (2.4 cm; 95% CI 
0.8-4.3) was smaller than sporadic cases (6.6 cm; 95% CI: 5.8-8.0) (p = 0.0007). All 
patients presented unilateral tumors, except for one patient with VHL disease who 
presented bilateral tumor. Pheochromocytoma´s classical symptoms triad was 
present only in sporadic cases; all patients in this group exhibited high urinary 
metanephrine values. All pheochromocytomas had PASS scores lower than 4. 
Vascular density measured by CD34 expression was 3.5 times higher in VHL 
pheochromocytomas compared to sporadic cases (p = 0.002). VHL-associated 
pheochromocytomas showed lower expression of GSTP1 (p = 0.0001) and caspase-
3 (p = 0.02) proteins compared to sporadic cases. There was no statistically 
significant differences in immunoexpression of p53, S-100 and cell proliferation index 
(Ki-67). Conclusion: VHL-associated pheochromocytomas exhibit increased 
vascularity with decreased apoptosis and low cell proliferation, according to 
published data regarding HIF (hypoxia induced factor) pathway deregulation. There 
was a low GSTP1 immunoexpression in cases of VHL pheochromocytomas, however 
no data are available about  xenobiotic metabolism among sporadic and familial 
pheochromocytomas, so additional studies will be needed. The assessment of 



 

vascular density in conjunction with routine pathology of pheochromocytoma may 
help in the suspicion of VHL disease in patients whose asymptomatic 
pheochromocytoma (incidentaloma) would be the first manifestation of the disease. 
Taking into account the rarity of such a neuroendocrine tumors, multicentric studies 
with larger sample sizes will contribute to a better understanding of the 
pathophysiology and molecular mechanisms related to pheochromocytomas in VHL 
disease. 
 
Keywords: Pheochromocytoma. von Hippel-Lindau disease. Adrenal gland. 

Immunohistochemistry.
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 HISTÓRICO 

 

 Foi Edward Treacher Collins, um oftalmologista britânico que em 1894 

descreveu os primeiros casos de hemangioblastomas retinianos familiares em peças 

cirúrgicas provenientes de três enucleações oculares de dois irmãos. Na ocasião, 

Collins relatou que a proliferação da retina era constituída por vasos de fino calibre 

permeando espaços císticos. Sua conclusão foi que se tratava de uma nova doença 

hereditária e a designou de “nevo capilar” (MELMON; ROSEN, 1964). 

Posteriormente, Eugene von Hippel, um oftalmologista alemão estudou a aparência 

clínica e a progressão das lesões da retina (HIPPEL, 1904), com desenhos do fundo 

de olho por um período de três anos e com confirmação histológica de um espécime 

enucleado de um de seus pacientes, Otto Mayer. Ele citou Collins e nomeou as 

lesões como angiomatosis retinae. Quatro anos depois Mayer morreu e Brandt 

relatou o resultado da autópsia realizada (BRANDT, 1921), onde evidenciou tumores 

cerebrais, cistos e tumores renais, bem como cistos epididimais, pancreáticos e 

múltiplas lesões em costelas e coluna dorsal (LAMIELL; SALAZAR; HSIA, 1989;  

MELMON; ROSEN, 1964). 

Arvid Lindau, um patologista sueco, em 1926 descobriu a associação entre a 

angiomatose da retina de von Hippel, os hemangioblastomas do sistema nervoso 

central e as lesões viscerais com base em uma revisão das características clínicas e 

patológicas de 16 de seus pacientes e 24 pacientes da literatura (LINDAU, 1927). 

Desde então a doença é conhecida como Doença de von Hippel-Lindau (VHL) (MIM 

193300) em reconhecimento às descrições de seus autores (MELMON; ROSEN, 

1964).



15 

 

 

Figura 1. Imagens históricas. A-Edward Treacher Collins; B-Eugene von Hippel; C-
Arvid Lindau; D-Artigo publicado pelo prof. von Hippel “Sobre uma doença muito rara 
da retina. Observações clínicas do Prof. Eugene v. Hippel em Heidelberg”; E-
Ilustrações do artigo. Fonte: (HIPPEL,1904)  
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1.2 CRITÉRIOS DE DIAGNÓSTICO 

 

Melmon e Rosen (MELMON; ROSEN, 1964) foram os primeiros a proporem 

os critérios clínicos para o diagnóstico da doença de VHL. A doença foi definida 

como a associação de um hemangioblastoma cerebelar com um dos seguintes 

tumores: hemangioblastoma retiniano, cisto pancreático, anormalidades renais ou 

epididimais. Eles reconheceram também a natureza hereditária da doença, com 

penetrância variável e expressão tardia. Eles propuseram expandir os critérios 

diagnósticos para incluir pacientes com apenas uma das lesões da doença na 

presença de hemangioblastomas do sistema nervoso central, em casos familiares. 

Os critérios diagnósticos clínicos da doença de VHL foram mais tarde refinados por 

Lamiell e cols. (LAMIELL et al., 1989;  LONSER et al., 2003), incluindo com isso 

outros tumores viscerais associados.  

Atualmente para o diagnóstico da doença utiliza-se achados genéticos e 

características clínicas. As lesões clínicas são: 

1. hemangioblastoma do sistema nervoso central. 

2. hemangioblastoma da retina. 

3. tumores do saco endolinfático (TSEL). 

4. carcinoma de células renais (CCR). 

5. cistos renais múltiplos. 

6. feocromocitoma, paraganglioma e / ou tumor glômico. 

7. neoplasia neuroendócrina e / ou cistos múltiplos do pâncreas. 

8. cisto do epidídimo e do ligamento redondo. 

O diagnóstico da doença de VHL é feito se um indivíduo tiver a seguinte combinação 

de tumores e fatores genéticos / familiares: 

1. pelo menos dois hemangioblastomas do sistema nervoso central. 

2. pelo menos um hemangioblastoma do sistema nervoso central e outra 

manifestação descrita acima. 

3. pelo menos uma das manifestações descritas acima, e uma mutação 

confirmada no gene VHL ou um parente de primeiro grau com a doença de 

VHL (BINDERUP et al., 2013;  MAHER; NEUMANN; RICHARD, 2011). 

Atualmente com os avanços dos testes genéticos, incluindo o sequenciamento 

do DNA, as mutações no gene VHL podem ser evidenciadas em 100% dos 
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pacientes; visto que o gene VHL é o único relacionado a síndrome, a detecção da 

mutação permite rastrear pacientes suspeitos mesmo antes das manifestações 

clínicas (ROCHA et al., 2003;  STOLLE et al., 1998).  

1.3 EPIDEMIOLOGIA 

 

A incidência da doença de VHL varia entre 1:36000 e 1:45000 nascidos vivos 

(EVANS et al., 2010;  MADDOCK et al., 1996). Normalmente, os primeiros sinais e 

sintomas da doença surgem na segunda década de vida. No momento da detecção, 

50% dos pacientes são sintomáticos (POULSEN; BUDTZ-JORGENSEN; 

BISGAARD, 2010) e a primeira manifestação mais comum da doença é o 

hemangioblastoma cerebelar (MADDOCK et al., 1996). A penetrancia da doença de 

VHL está completa aos 68 anos de idade (MAHER et al., 1990;  POULSEN et al., 

2010).  

Atualmente, ao contrário da população geral, a expectativa de vida dos 

homens (59,4 anos) é significativamente maior que a do sexo feminino (48,4 anos) e 

apesar dos avanços na compreensão da fisiopatologia da doença e no tratamento, a 

expectativa de vida na doença de VHL continua a ser a mais baixa entre as 

síndromes de tumores hereditários (WILDING et al., 2012); os hemangioblastomas 

do sistema nervoso central e suas complicações e as metástases de carcinomas de 

células renais são as principais causas de mortalidade (ZHUANG et al., 2014). 

 

1.4 O GENE VHL 

 

O gene da doença de VHL é um gene supressor de tumor localizado no 

cromossomo 3p25-3. O gene VHL foi isolado e sequenciado em 1993 através de um 

estudo de cooperação internacional (LATIF et al., 1993). Consiste de três exons e 

possui dois códons de iníco de transcrição, os quais resultam em um produto 

proteico, a proteína von Hippel-Lindau (pVHL), com 213 e 160 resíduos de 

aminoácidos (LATIF et al., 1993). A doença de VHL está em conformidade com o 

modelo de câncer hereditário originado de acordo com a teoria dos "dois eventos" de 

Knudson (KNUDSON; STRONG, 1972). Uma mutação germinativa resulta em um 
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alelo defeituoso em todas as células do corpo (primeiro evento), após isso, um 

segundo evento somático é necessário para a desenvolvimento dos tumores (perda 

de heterozigosidade) (KNUDSON, 1986). 

 

Figura 2. Localização cromossômica do gene VHL. Braço curto “p”, do cromossomo 
3, na banda 25 e sub-banda 3. A localização molecular compreende entre os pares 
de base 10,141,635 até 10,153,670. Fonte: https://ghr.nlm.nih.gov/gene/VHL#location. 

Acessado em 20/03/2018. 

 

1.5 A PROTEÍNA VHL 

 

A doença de VHL ocorre quando as mutações de inativação ocorrem entre o 

codon 54 e o terminal carboxil, afetando ambas as isoformas da proteína. A pVHL é 

encontrada tanto no núcleo quanto no citoplasma celular e a movimentação entre 

esses dois compartimentos é essencial para sua função (LEE et al., 1999). 

A proteína pVHL apresenta várias funções, dentre essas podemos citar a 

inibição da angiogênese, interrupção do ciclo celular, produção de matriz 

extracelular de fibronectina e proteólise (FREW; KREK, 2008). A pVHL forma um 

complexo multiproteico constituido juntamente com elonguina B, C, culina 2 (Cul2) e 

ring box-1 (Rbx1) denominado VCB-CUL2 (MIN et al., 2002) (figura 3). 

A principal função da pVHL é a marcação do fator induzido por hipóxia, (HIF) 

para a degradação no sistema proteassomal (LI; KIM, 2011). O HIF é um fator de 

transcrição heterodimérico constituído por uma subunidade alfa (α) controlada pelos 

níveis de oxigênio e uma subunidade beta (β) constituitivamente expressa (WANG, 

G. L. et al., 1995).  

https://ghr.nlm.nih.gov/gene/VHL#location
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Figura 3. Estrutura molecular do complexo pVHL-ElonginaB-ElonginaC. Hyp564, 
corresponde a um resíduo de prolina no domínio de degradação dependente de 
oxigenio na molécula de HIF-1α (subunidade 1α do fator induzido pela hipóxia) (MIN 
et al., 2002).  

 

Em condições de normóxia, as subunidades HIF-1α e HIF-2α são degradadas 

através da via proteassoma-ubiquitina. A degradação ocorre após hidroxilação de 

resíduos de prolina com atuação das proteínas da família prolyl hidroxilases. A 

atuação dessas proteínas é dependente de oxigênio, de modo que em condições de 

hipóxia a hidroxilação do HIF é suprimida. Uma vez hidroxilados, as subunidades 

HIF-1α e HIF-2α são reconhecidas pelo complexo VHL/elonguinaB/elonguinaC/Cul2, 

e degradadas pelo proteassoma (KAELIN; RATCLIFFE, 2008). 

Sob condições de hipóxia, o HIF-α torna-se estabilizado, heterodimeriza com 

HIF-β, recruta coativadores à exemplo da acetil-transfersase p300 e proteínas 

ligantes do AMPc, liga-se à elementos no DNA responsivos à hipóxia, e inicia a 

trascrição de genes dependentes do HIF (MOLE et al., 2001) figura 4.  
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Figura 4. Interação do complexo VCB-Cul2 com o fator induzido pela hipóxia (HIF). 
Quando o gene VHL encontra-se funcional, a proteina vhl (1) forma um complexo 
denominado VCB-cul2 (2) com o HIF responsável por sua degradação proteassomal 
após poli-ubiquitinação (3 e 4). Em situações em que o gene encontra-se mutado (6) 
ou em estados hipóxicos a formação do complexo não ocorre. O HIF torna-se 
estabilizado (5), transloca-se para o núcleo (7), onde interagindo com outros fatores 
indutores induz a expressão de diversos genes responsáveis pela progressão 
tumoral, a exemplo dos relacionados à angiogênese (VEGF) e diminuição da 
apoptose. Fonte: próprio autor. 

 

1.6 TUMOROGÊNESE 

 

A via pVHL / HIF tem sido implicada na tumorigênese dos feocromocitomas, 

dos CCR (KRIEG et al., 2000), hemangioblastomas da retina e do SNC 

(VORTMEYER et al., 2006) e em tumores neuroendócrinos do pâncreas (PERIGNY 

et al., 2009). O papel do HIF na patogênese dos feocromocitomas é descrita há 

longo tempo, uma vez que a via do HIF apresenta-se disfuncional nesses tumores. A 

maioria dos feocromocitomas e paragangliomas hereditários estão relacionados à 

via de sinalização de hipoxia, principalmente através das mutações nos genes VHL, 

PHD2, FH, SDHx e SDHAF2 (JAFRI; MAHER, 2012). A inativação da pVHL leva ao 
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aumento da expressão e à estabilização de proteínas ativadas pelo HIF em tumores 

relacionados à doença de VHL (KRIEG et al., 2000). O HIF pode levar à 

tumorigênese através da regulação positiva de mais de 50 genes, incluindo genes 

de fatores de crescimento (TGF, PDGF), angiogênese (VEGF), metabolismo da 

glicose (GLUT1, PFK1) e genes que afetam o microambiente do tumor (LOX, MMP1) 

(WANG, V. et al., 2005). A perda de atividade da pVHL pode levar a tumorigênese 

independente do HIF, através da regulação da apoptose (inativação da p53 e 

aumento da atividade NF-κB), estabilização de microtúbulos e regulação da matriz 

extracelular (LI; KIM, 2011). 

 

1.7 MECANISMOS DE INATIVAÇÃO DO GENE VHL 

 

A maioria dos pacientes com VHL herda uma mutação da linhagem 

germinativa de um dos pais afetados e um alelo do tipo selvagem do pai não afetado 

(MADDOCK et al., 1996). As mutações da linhagem germinativa mais comum são as 

mutações do tipo “missense” (27-38%) resultantes da substituição de um par de 

bases por outro, levando à formação de um codon que codifica um aminoácido 

diferente do original e as mutações do tipo “nonsense” (13-27%) que resultam da 

substituição de um par de bases por outro, levando à introdução de um codon 

finalizador. Grandes (9-20%) ou microdeleções (10%), bem como rearranjos (25%), 

representam a maioria das mutações da linha germinativa restantes. As inserções e 

as mutações em locais de “splice” são raras (ROCHA et al., 2003;  STOLLE et al., 

1998). Os eventos de mutação somática, reconhecidos como o “segundo evento” 

são freqüentemente perda alélica (49%) ou hipermetilação (35%) do alelo de tipo 

selvagem (PROWSE et al., 1997).   
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1.8 CORRELAÇÃO GENÓTIPO-FENÓTIPO 

 

Há estreita correlação entre fenótipo e genótipo na doença de VHL, visto que 

as manifestações clínicas da doença dependem do tipo de mutação (NORDSTROM-

O'BRIEN et al., 2010). 

A doença de VHL do tipo 1 é provavelmente causada por mutações que 

levam a uma interrupção grave da atividade protéica, incluindo deleções, mutações 

sem sentido e outras microdeleções / inserções (CHEN, F. et al., 1995). Estudos 

subsequentes demonstraram que grandes deleções no gene (exon 1 somente, ou 

exons 1, 2 e 3) conferiam baixa probabilidade de desenvolvimento de carcinoma de 

células renais, sendo assim subdividido em tipo 1B (MCNEILL et al., 2009). 

A doença do tipo 2 está associada a mutações do tipo “missense” levando a 

substituições de aminoácidos na superfície da proteína (ONG et al., 2007). As 

famílias com a doença VHL tipo 2 da região das Florestas Negras da Alemanha 

compartilhavam um risco baixo de desenvolvimento de CCR subdivididas em tipo 

2A. Essas 16 famílias foram descobertas por compartilhar uma mutação “missense” 

distinta (p.Tyr169His) do gene VHL (BRAUCH et al., 1995). As mutações “missense” 

do codon 167 (por exemplo, p. Arg167Gln ou p.Arg167Trp) podem levar a um 

fenótipo VHL tipo 2B com alto risco de CCR (60% aos 60 anos) e feocromocitomas 

(82% aos 50 anos) (MAHER et al., 1996). Raras famílias com apenas 

feocromocitomas apresentaram mutações “missense” específicas nos codons 238, 

259 e outras mutações pontuais raras, inicialmente diagnosticadas com neoplasia 

endócrina múltipla (NEM) de tipo 2, foram reclassificadas como doença de VHL tipo 

2C (NEUMANN et al., 1995) (quadro1).  
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Quadro 1. Correlação genótipo-fenótipo na doença de von Hippel-Lindau.  

Fenótipo Frequência Tipo de mutações mais 

comuns Feocromocitoma Carcinoma renal 

   Mutações do tipo “nonsense” 

e deleções, perda total da 

atividade da proteína. 

Tipo 1A - Alto 

Tipo 1B - Baixo 

Tipo 2A Alto Baixo Mutações do tipo 

“missense”, atividade da 

proteína residual. 

Tipo 2B Alto Alto 

Tipo 2C Única manifestação  

Fonte: adaptado de Crespigio (2018). 

 
Os feocromocitomas seguido dos tumores neuroendócrinos pancreáticos 

correspodem aos tumores endócrinas mais comuns na doença de VHL entretanto, 

outros tumores mais raros podem estar associados à síndrome, por exemplo os 

tumores neuroendócrinos de células claras da ampola de Vater e da vesícula biliar, 

tumor neuroendócrino da célula D duodenal funcionante, tumor neuroendócrino do 

ducto biliar comum, adenoma hipofisário agressivo produtor de prolactina/hormônio 

do crescimento e adenomas da paratireóide com hiperparatireoidismo (CASSOL; 

METE, 2015). 

 

1.9 TESTES GENÉTICOS 

 

O teste genético é realizado quando a doença de VHL é suspeitada em um 

paciente em decorrência da apresentação clínica ou história familiar (BINDERUP et 

al., 2013). Após a obtenção de um histórico médico e história familiar, um exame 

clínico deve ser realizado antes do teste de mutação. Amostras de sangue periférico 

são obtidas para testes de mutação. Para identificar casos de mosaicismo, o sangue 

periférico do pai afetado é preferido. Para detectar duplicações e deleções do gene, 

utiliza-se a técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), com 

a utilização de sonda marcada com fluorocromo é capaz de fazer uma análise 

quantitativa do número de cópias do segmento de DNA estudado (HES et al., 2007). 

Para análise das mutações, o sequenciamento do gene VHL é realizado incluindo os 

exons e os limites entre introns-exons e as variações de seqüência são comparadas 

com as 377 mutações intragênicas associadas à doença de VHL (SCHMIDT; 
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LINEHAN, 2014). Quando não é possível identificar uma mutação no sangue 

periférico, o estudo do DNA de outros tecidos pode ser necessário para confirmar o 

diagnóstico (BINDERUP et al., 2013). 

 

1.10 FEOCROMOCITOMAS 

 

1.10.1 Características gerais  

 

Os feocromocitomas e os paragangliomas extra-adrenais são tumores 

originados de células endócrinas derivadas da crista neural. De acordo com a OMS, 

o termo feorcromocitoma deve ser utilizado para tumores adrenais enquanto em 

outras localizações é denominado paraganglioma extra-adrenal. Estudos genéticos 

demonstram que a regra dos 10% (10% familiar, 10% extra-adrenal e 10% maligno), 

não é mais correta em relação aos feocromocitomas, sendo que mutações 

germinativas relacionadas à casos familiares estão presentes em até 20% dos 

pacientes aparentemente classificados como esporádicos (NEUMANN et al., 2002). 

Dentre as síndromes hereditárias relacionadas ao desenvolvimento dos 

feocromocitomas podemos citar à Neoplasia Endócrina Múltiplas, a doença de von 

Hippel-Lindau, a Neurofibromatose do tipo I e mais recentemente as síndromes 

relacionadas a mutações no gene da enzima succinato-desidrogenase. Há 

correlação genótipo/fenótipo entre os feocromocitomas presentes  nas diversas 

síndromes com relação à malignidade, distribuição e subtipo de catecolamina 

secretada (quadro 2) (PILLAI et al., 2016).  
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Quadro 2. Síndromes genéticas relacionadas a feocromocitomas. 

Síndrome 
Gene 

envolvido 
Risco de 

malignidade Localização 
Catecolamina 

secretada 

VHL VHL (3p25-26) baixo (1-10%) adrenal Noradrenalina 

NEM2 RET (10q11) baixo (1-10%) adrenal Adrenalina 

NF1 NF1 (17q11) baixo (1-10%) adrenal adrenalina 

PG1 SDHD (11q23) baixo (1-10%) extra-adrenal dopam/noradrenalina 

PG3 SDHC (1q21-23) baixo (1-10%) extra-adrenal dopam/noradrenalina 

PG4 SDHB (1p36) alto (>50%) extra-adrenal dopam/noradrenalina 

VHL: síndrome de von Hippel-Lindau; NEM2: neoplasia endócrina múltipla do tipo 2; 
NF1:neurofibromatose do tipo 1; PG1, PG3, PG4: Síndromes dos paragangliomas 
tipos 1, 3 e 4 (PILLAI et al., 2016). 

 

Os paragangliomas (feocromocitomas) presentes na doença de VHL surgem 

mais comumente na medula da adrenal e são encontrados em até 16% dos 

pacientes, podendo ser bilaterais e ocasionalmente multifocais (LONSER et al., 

2003). Os paragangliomas, incluindo os originados no corpo carotídeo, no “glomus 

jugulare” e nos tecidos peri-aórticos, são raros na doença de VHL e são mais 

relacionados à mutação no gene da enzima succinato desidrogenase (SDH) ou a 

tumores esporádicos (NEUMANN et al., 2002). Em pacientes com a doença de VHL, 

a idade de diagnóstico do feocromocitoma varia de 5-64 anos, occorendo mais 

precocemente quando comparada a outras síndromes hereditárias (JOCHMANOVA 

et al., 2017) e raramente (1-5%) se transformam em tumores malignos (BAUSCH et 

al., 2014).  

 

1.10.2 Características clínicas 

 

Os feocromocitomas associados à doença de VHL são noradrenérgicos 

devido a diminuição da expressão da enzima fenil-etanolamila-n-metil-transferase 

responsável pela conversão da noradrenalina em adrenalina. Como resultado, os 

pacientes podem apresentar aumento nos valores plasmáticos e urinários de 

normetanefrinas (figura 5) (METE, 2015;  METE et al., 2014). A norepinefrina 

produzida em excesso é responsável pelos sintomas clínicos como hipertensão, 

palpitações, taquicardias, dores de cabeça, sudorese, palidez e náuseas 

paroxísticas ou sustentadas (LENDERS et al., 2005).  
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Figura 5. Síntese de catecolaminas (METE et al., 2014).  
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1.10.3 Achados laboratoriais 

 

As medidas das catecolaminas urinárias e plasmáticas, metanefrinas urinárias 

(normetanefrina e metanefrina) e ácido vanilmandélico urinário (VMA) têm sido 

utilizadas para o rastreio de pacientes com suspeita de feocromocitomas. O 

diagnóstico é estabelecido quando há elevação dos níveis de metanefrinas 

fracionadas plasmáticas ou metranefrinas urinárias fracionadas em 24 horas 

(Lenders et al.,2014). 

A norepinefrina é a catecolamina predominantemente sintetizada nos gânglios 

simpáticos. A epinefrina é sintetizada na medula da adrenal após a metilação da 

norepinefrina pela enzima N-metiltransferase, a qual é restrita às células cromafins 

da medula e é induzida pelo cortisol sintetizado pelo córtex (Galati et al., 2015). 

As catecolaminas sintetizadas são inativadas pela enzima catecol-o-

metiltransferase em normetanefrina e metanefrina livres, as quais circulam no 

plasma em baixas concentrações, apresentando meia vida curta, sofrendo 

conjugação com sulfatos após atuação das isoenzimas sulfotransferases (Schulz et 

al., 2004). Ao contrário dos metabólitos livres, as metanefrinas sulfatadas estão 

presentes em quantidades maiores (cerca de 20-40x), possuem meia vida mais 

longa e são eliminadas pela excreção urinária (NIH, 2002). 

A elevação das metanefrinas plasmáticas, superior a 4 vezes o limite superior 

da referência, está associada a probabilidade de 100% de presença de 

feocromocitoma, uma vez que tal aumento implica em excesso de epinefrina, 

localizando o tumor na medula da adrenal (PAMPORAKI et al., 2013). 

 

1.10.4 Exames de imagem 

 

Os exames de imagem são utilizados para localizar o tumor uma vez que há 

evidência bioquímica para feocromocitomas. As diferentes modalidades dos exames 

de imagem são complementares para o diagnóstico desses tumores (LEUNG et al., 

2013). A tomografia computadorizada com contraste é sugerida como modalidade 

inicial, sendo um método sensível na detecção de feocromocitomas adrenais e 

extra-adrenais abdominais. É necessário bloqueio adrenérgico antes da injeção de 
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contraste para prevenir uma crise hipertensiva ou arritmia cardíaca secundárias à 

liberação de catecolaminas. Nos exames de tomografia, os feocromocitomas 

apresentam-se como massas bem delimitadas, com atenuação semelhante a do 

tecido muscular, sendo comuns áreas císticas e hemorrágicas em tumores de 

grande tamanho (FARRUGIA et al., 2017). 

A glândula adrenal pode ser identificada em todos os pacientes com o exame 

de ressonância nuclear magnética (RNM), sendo que a realização após a injeção de 

contraste com utilização de gadolíneo possui sensibilidade similar  à TC (90-100%) 

para detectar feocromocitomas abdominais. Os feocromocitomas exibem alta 

intensidade de sinal nas sequências de imagem em T2, apresentando-se com 

intensa captação de contraste (ELSAYES et al., 2004). A RNM é muitas vezes a 

modalidade de imagem preferida, uma vez que o bloqueio adrenérgico utilizado para 

a realização de tomografias não é necessário (LENDERS et al., 2005).  

Em virtude da baixa especificidade das imagens obtidas através dos exames 

de TC e RNM (70%-80%), pode-se utilizar os testes de imagens funcionais, e dentre 

os marcadores utilizados podemos citar 131I- e 123I-metaiodobenzylguanidina (MIBG), 

111In-pentetreotídeo,  

18F-fluorodopamina, 18F-fluorodihydroxyphenylalanina, 18F-fluoro-2-deoxy-D-glicose, 

131I- e 123I-metaiodobenzylguanidina. Os testes de imagens funcionais utilizando 

MIBG são os mais comumente utilizados na avaliação dos feocromocitomas; a MIBG 

é um análogo da norepinefrina que localiza o tecido simpático da medula da adrenal 

(HAVEKES et al., 2008). O 111In-pentetreotídeo é um análogo da somatostatina e 

uma vez que os feocromocitomas apresentam receptores para somatostatina, tal 

substância pode ser utilizada como marcador complementar para o diagnóstico 

(LEUNG et al., 2013). As características bioquímicas dos feocromocitomas permitem 

que várias modalidades de técnicas de imagens funcionais associadas a TC e RNM, 

possam contribuir em conjunto para o diagnóstico  e localização dessas neoplasias 

(TIMMERS; TAIEB; PACAK, 2012). 
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1.10.5 Características histológicas dos feocromocitomas 

 

Os paragangliomas simpáticos e parassimpáticos e os feocromocitomas 

apresentam características morfológicas semelhantes, apresentando uma variedade 

de padrões morfológicos e citológicos. Os paragangliomas simpáticos e os 

feocromocitomas são constituídos por células cromafins com citoplasma basofílico 

enquanto os tumores parassimpáticos são formados por células com citplasma mais 

claro, denominadas células “chefes”. Semelhante à outros tumores endócrinos, 

alterações oncocíticas, células com citoplasma alongado, padrão fusocelular, e 

degeneração lipídica podem também ser encontradas. O padrão morfológico 

clássico descrito na literatura como “zellballen”, constituído por ninho uniforme de 

células poligonais raramente está presente nos feocromocitomas onde 

frequentemente observamos arquitetura difusa, células fucocelulares, ninhos 

grandes e pequenos com a presença de atipias citológicas pronunciada (DELELLIS, 

2004). 

 Os feocromocitomas presentes na doença de von Hippel-Lindau geralmente 

apresentam-se com cápsula espessa, estroma mixóide e hialinizado e células 

redondas com citoplasma claro e anfofílico, ausência de glóbulos hialinos 

intracitoplasmáticos, degeneração lipídica e ausência de atipias nucleares e mitoses 

(LINNOILA et al., 1990;  RAMSAY et al., 1987). 

 

1.10.6 Determinação da malignidade em feocromocitomas 

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde, a malignidade em 

feocromocitomas é definida com a presença de metástases e não a invasão local. 

Apesar de alto grau de letalidade, a invasão local é um preditor fraco de metástase. 

A metástase deve ser definida como a presença de tecido paraganglionar onde o 

mesmo não está normalmente presente, à exemplo de fígado e ossos, evitando 

assim confusão com o diagnóstico radiológico de tumores primários múltiplos 

(DELELLIS, 2004). 
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Determinar se um feocromocitoma é maligno antes da ocorrencia de 

metástase é extremamente difícil e um dos grandes obstáculos é que 

feocromocitomas raramente metastatizam e quando o fazem isso ocorre em um 

longo período de tempo, dificultando com isso a elaboração de estudos de coorte.  

Até o presente momento nenhuma característica histológica isolada é capaz 

de identificar o potencial metástático dos feocromocitomas. Algumas evidências 

demonstram que sistemas de escore podem ajudar a discriminar os tumores que 

apresentam este potencial. Dentre esses podemos citar o estudo de Linnoila e 

colaboradores que relacionou a maior probabilidade de malignidade com tumores 

que apresentavam localização extra-adrenal, nodularidade, presença de necrose e 

ausência de glóbulos hialinos (LINNOILA et al., 1990). Em 2002, Thompsom propôs 

o sistema PASS (“pheochromocytoma of adrenal scaled score”) relacionando 

achados microscópicos com o potencial de malignidade. Nesse escore, tumores com 

4 pontos ou mais apresentariam maior risco de malignidade (THOMPSON, 2002). 

O estudo imunoistoquímico tem sido utilizado como técnica auxilar para 

avaliar risco de malignidade em feocromocitomas. O marcador mais utilizado tem 

sido o Ki-67, realizado em blocos de parafina utilizando o anticorpo moncoclonal 

MIB-1. O antígeno está expresso no núcleo durante as fases G1, S,G2 e M do ciclo 

celular sendo capaz de identificar as células em proliferação (AUGUST et al., 2004). 

As opiniões são divergentes quanto a utlização desse marcador, as discrepâncias 

entre os estudos que utilizaram o índice de proliferação pode ter resultado de 

diferentes protocolos da maneira de contagem a exemplo de contagens em campos 

aleatórios, campos consecutivos e campos com maior marcação. A expressão 

nuclear da proteína p53 está presente em alguns feocromocitomas malignos, 

entretanto não tem sido relacionada à evolução clínica dos pacientes (LAM et al., 

2001;  THOMPSON, 2002). 

Em 2005, um grupo japonês propôs um sistema de escore para 

feocromocitomas e paragangliomas levando em consideração características 

histológicas, imunohistoquímicas e bioquímicas capazes de predizerem o potencial 

metastático e o prognóstico de pacientes com tumores que metastatizaram (KIMURA 

et al., 2005). 
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1.10.7 Manejo pré e perioperatório 

 

 Em pacientes com doença de VHL, os feocromocitomas podem levar a 

complicações induzidas pela secreção de catecolaminas, potencialmente fatais, 

incluindo crises hipertensivas, arritmias cardíacas, edema pulmonar e isquemia 

miocárdica / infarto. As cirurgias eletivas nesses pacientes podem necessitar de 

bloqueio α-adrenérgico pré-operatório. O bloqueio pode ser alcançado com 

fenoxibenzamina (bloqueador adrenérgico α não seletivo), prazosina, doxazosina ou 

urapidil por 10 a 14 dias. Em pacientes com taquiarritmias, um bloqueador β pode 

ser adicionado após alguns dias de bloqueio α. No pós-operatório, os pacientes com 

bloqueio adrenérgico são monitorados quanto à hipotensão e hipoglicemia (CHEN, 

H. et al., 2010). 

 

1.10.8 Tratamento  

 

A adrenalectomia é o tratamento preconizado para os feocromocitomas. 

Dentre as diversas modalidades podemos citar a adrenalectomia transperitoneal 

aberta, transperitoneal laparoscópica lateral, retroperitoneal laparoscópica posterior 

e a cirúrgia robótica (Pavan et al., 2017). 

A cirurgia laparoscópica deve ser considerada primeira opção para o 

tratamento de feocromocitomas. Ambas as vias transperitoneal e retroperitoneal 

para a cirurgia laparoscópica são seguras, a depender da experiência e treinamento 

do cirurgião. As cirurgias laparoscópicas com acesso único e a adrenalectomia 

robótica podem ser consideradas como técnicas alternativas mas requerem ainda 

estudos futuros (BALL et al.,2016). 

Chai e cols. (2014) comparando as diferentes técnicas através de revisão 

sistemática, conclui que a adrenalectomia retroperitoneal posterior laparoscópica foi 

mais efetiva que a transperitoneal laparoscópica, em reduzir o tempo cirúrgico e 

tempo de internação, não havendo evidências de que a cirurgia robótica seja 

superior à laparoscópica. 
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Em pacientes com a doença de VHL, as adrenalectomias parciais podem ser 

realizadas por laparoscopia, preservando a função adrenal, sendo que os pacientes 

precisam de acompanhamento em longo prazo para avaliar possível recorrência 

tumoral na glândula adrenal remanescente (CHEN, H. et al., 2010). 

 

1.11 BIOLOGIA DA CÉLULA TUMORAL 

 

1.11.1 A superfamília das enzimas Glutationa S-transferases 

  

 As glutationa s-tranferases (GST) são enzimas multifuncionais, soluveis e 

associadas à membrana celular, cuja principal função metabólica é a transferência  

da glutationa (GSH) para uma variedade de moléculas genotóxicas, gerando com 

essa reação um produto menos tóxico e hidrossolúvel, favorecendo a exportação do 

mesmo para fora da célula, e contribuindo assim com prevenção de dano ao DNA e 

integridade celular. Os produtos da reação com a glutationa geralmente são 

exportados por transportadores denominados proteinas de resistência à multidrogas 

e então processados à acidos mercaptúricos e excretados na urina e na bile 

(JOSEPHY, 2010). 

As glutationas s-transfersases humanas incluem 8 classes de enzimas, 

designadas pelas letras do alfabeto grego Alfa (α), Mu (µ), Pi (π), Theta (θ), Kappa 

(κ), Zeta (Ζ), Omega (Ω) e Sigma (Σ) que são assim classificadas de acordo com a 

especificidade aos substratos, sensibilidade à inibidores, ponto isoelétrico, 

reatividade imunológica cruzada e a composição e sequência dos aminoácidos 

(TERRIER et al., 1990). A enzima glutationa s-tranferase π (GSTP1) é expressa na 

maioria das células, em especial nas do trato urinário, digestivo e respiratório 

correlacionando assim com seu importante papel na detoxificação. O aumento da 

expressão de GSTP1 é detectado em neoplasias da mama, cólon, estomago, 

pâncreas, bexiga, pulmão, dentre outros, estando associado ao aumento da 

atividade de detoxificação, protegendo asssim as células tumorais de drogas 

citostáticas e citotóxicas (JARDIM et al., 2012). Estudos têm demonstrado 

diminuição da expressão gênica e dos níveis protéicos da GSTP1 em tumores 

poucos diferenciados da cavidade oral (MA et al., 2015). A GSTP1 também está 
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envolvida na regulação da morte celular interagindo com componentes de vias de 

apoptose, a exemplo de c-Jun e ERK1/ERK. Alterações epigenéticas, de 

hipermetilação do promotor do gene, levando à inativação do mesmo, têm sido 

descritas em diversos tipos de tumores a exemplo de cânceres de próstata, mama, 

fígado e hematológicos (SCHNEKENBURGER; KARIUS; DIEDERICH, 2014). 

 

1.11.2 Apoptose celular e a via das caspases 

 

A apoptose é uma forma de morte celular geneticamente regulada com 

importante papel na eliminação de células infectadas ou danificadas. Defeitos na 

apoptose podem contribuir ao desenvolvimento de cânceres (WONG, 2011).  

Diversos estímulos intra e extracelulares podem desencadear apoptose  

resultando na ativação de um grupo de proteases denominadas caspases. 

Aproximadamente 14 caspases foram descritas em mamíferos, sendo divididas em 

dois grupos, de acordo com seu papel na apoptose: as caspases iniciadoras, 8, 9 e 

10 que são ativadas pelos sinais apoptóticos e levam à ativação das caspases 

efetoras, 3, 6 e 7, resposáveis pela degradação de múltiplas proteínas celulares e 

pelas alterações morfológicas vistas na apoptose como vesículas apoptóticas, 

condensação da cromatina e fragmentação do DNA (DEVARAJAN et al., 2002).  

A caspase-3 apresenta importante papel tanto na via de apoptose intrínseca 

envolvendo receptores celulares de morte iniciada pela caspase 8 como a via 

mitocondrial envolvendo a caspase 9, servindo como um marcador de morte celular 

programada (STRASSER; CORY; ADAMS, 2011). 

Estudos apresentam resultados divergentes quanto à expressão gênica e 

protéica da caspase-3, segundo Devarajan (2002), a diminuição dos níveis de 

caspase-3 podem representar importante mecanismo de sobrevivência de células de 

câncer de mama. Donovan (2003) demonstrou que a expressão de caspase-3 foi 

maior nos casos de câncer de mama quando comparados a lesões benignas e ao 

tecido normal. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A doença de von Hippel-Lindau é uma síndrome rara, com expressão 

genotípica variável que resulta em diferentes fenótipos e afeta múltiplos órgãos e 

sistemas com o desenvolvimento de tumores malignos e benignos. Cerca de 20% 

dos casos se originam por mutações “de novo” não relacionadas a casos familiares. 

A alta taxa de mortalidade e morbidade dos indivíduos portadores desta síndrome 

tumoral justifica a relevância da investigação dos fatores genéticos envolvidos na 

patogenia do feocromocitoma.  

Poucos dados são encontrados na literatura a respeito das características 

morfológicas e imunoistoquímica dos feocromocitomas na doença de VHL em 

comparação aos casos desses tumores em indivíduos sem a doença. Recentes 

estudos demonstraram ser possível identificar mutações germinativas em genes 

relacionados ao desenvolvimento dos feocromocitomas, como os genes da 

succinato desidrogenase (SDHB, SDHC e SDHD) através do estudo de 

imunoistoquímica, no qual os tumores esporádicos seriam marcados positivamente e 

os hereditários apresentariam ausência da expressão proteica (LLOYD, 2011). 

Apesar da apresentação benigna dos feocromocitomas em mais de 80% dos 

casos, uma proporção significativa cursa com metástases à distância e até então 

não foi identificado marcador efetivo à priori capaz de detectar o risco de recorrência 

e de malignidade desses feocromocitomas (HARARI; INABNET, 2011). Não há 

relatos na literatura envolvendo a expressão da GSTP1 em feocromocitomas. 

Portanto, tanto a sua detecção quanto a sua caracterização dentro do contexto 

clínico contribuirão para o aperfeiçoamento do conhecimento sobre a carcinogênese 

da medula adrenal na doença de VHL. 

A caspase-3 é um importante componente nas vias de apoptose, sendo um 

marcador de morte celular programada, resultados na literatura são divergentes 

quanto aos níveis de expressão em diferentes tipos de tumores (OLSSON; 

ZHIVOTOVSKY, 2011). Não há relatos na literatura de estudo de casos comparando 

os níveis dessa protease entre casos esporádicos e familiares de feocromocitomas. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 GERAL 

 

Correlacionar as características clínicas e de biomarcadores em 

feocromocitomas presentes na síndrome de VHL e em casos esporádicos. 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

 

1. Descrever as características clínicas de pacientes portadores da doença de 

von Hippel-Lindau com feocromocitomas, comparando-os aos casos de  

feocromocitomas esporádicos. 

2. Estudar um grupo de tumores operados do tipo feocromocitoma de pacientes 

portadores de VHL, comparativamente a feocromocitomas esporádicos, a fim de 

classificar os tumores conforme os critérios histológicos da escala de escore do 

feocromocitoma da glândula adrenal. 

3. Avaliar através de imunoistoquímica a expressão de proteínas relacionadas à 

maior agressividade tumoral, como a proteína p53 e o índice de proliferação celular 

Ki-67 

4. Avaliar a taxa de apoptose celular com estudo imunoistoquímico através da 

imuno-expressão da proteína caspase-3. 

5. Avaliar a imunoexpressão da enzima antioxidante GSTP1. 

6. Avaliar a proliferação vascular através do estudo imunoistoquímico para a 

proteína endotelial CD34. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 DELINEAMENTO 

 

Realizou-se um estudo observacional, descritivo e transversal. Inicialmente 

buscou-se nos registros do serviço de Anatomia Patológica do Hospital Universitário 

do Norte do Paraná, o diagnóstico de feocromocitomas, no período entre janeiro de 

2000 e dezembro de 2017, sendo identificados 10 pacientes. Os dados clínicos 

(idade, sexo, diagnóstico, presença de síndrome, hipertensão arterial, padrão da 

secreção de catecolamina, ocorrência ou não de metástase) e resultados dos 

exames anatomopatológicos foram coletados retrospectivamente a partir da consulta 

aos prontuários médicos no Serviço de Arquivos Médicos (SAME) e do livro de 

registros anatomopatológicos do HU/UEL. 

 

4.2 AVALIAÇÃO DOS CRITÉRIOS DO PASS (PHEOCHROMOCYTOMA OF THE 

ADRENAL GLAND SCALED SCORE) 

 

O risco de malignidade foi avaliado através dos critérios do PASS. Para a 

quantificação, foi utilizado cortes dos tecidos tumorais presentes em blocos em 

parafina, com espessura de 4µm, corados pelo método tradicional de hematoxilina-

eosina e analisados ao microscópio óptico, classificando-os conforme os parâmetros 

morfológicos descritos abaixo:  
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Score do PASS Pontos 

Invasão vascular 1 

Invasão capsular 1 

Acentuado pleomorfismo nuclear 1 

Hipercromasia 1 

Invasão do tecido adiposo periadrenal 2 

Crescimento difuso 2 

Necrose 2 

Alta celularidade 2 

Células fusiformes 2 

Monotonia celular 2 

Mais que 4 mitoses/10 CGA 2 

Mitoses atípicas 2 

De 0 a 3 pontos tumores benignos, maior ou igual a 4 pontos tumores com potencial 

de malignidade  

 

4.3 ESTUDO IMUNOISTOQUÍMICO 

 

O estudo imunoistoquímico dos tumores emblocados em parafina foi realizado 

em cortes histológicos de 4µm de espessura, suspensos em lâminas silanizadas. A 

recuperação antigênica foi realizada em panela de pressão, com as lâminas imersas 

em solução tampão EDTA a 4% durante 1 minuto e 12 segundos, após o que se 

resfriaram as lâminas em temperatura ambiente por pelo menos 20 minutos. 

Realizou-se o bloqueio da peroxidase endógena utilizando-se o peróxido de 

hidrogênio a 10%, imergindo as lâminas durante 10 minutos e após lavagem em 

solução salina tamponada de fosfatos (PBS, pH 7,4). Foram utilizados anticorpos 

primários (quadro 3), diluídos em soro albumina bovina (BSA) a 1%, sendo 
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incubados pernoite em câmara úmida a 4%. No dia seguinte, as lâminas foram 

lavadas em PBS por 30 minutos. Para o anticorpo secundário, utilizou-se o polímero 

(Polydector, Biosb, R205) por 30 minutos. A reação final foi revelada imergindo as 

lâminas em 3,3-diaminobenzidina tetra-hidroclorido (DAB) e posteriormente 

contracoradas pela hematoxilina de Harris por 5 minutos, desidratadas em 

concentrações crescentes de álcool, imersas em xilol e montadas utilizando 

lamínulas. Como controle positivo, utilizamos tecido de amígdala; para controle 

negativo, utilizou-se a omissão do anticorpo primário. 

 

Quadro 3. Anticorpos utilizados no estudo de imunoistoquímica 

 

 

4.4 INTERPRETAÇÃO DAS LÂMINAS E MORFOMETRIA COMPUTADORIZADA 

 

 As lâminas preparadas com a coloração de HE e as da reação 

imunoistoquímica dos tumores, foram avaliadas em microscópio óptico (NIKON E-

400) quanto a morfologia dos tecidos e fotografadas com uma câmera (CCD – 

Samsung), acoplada ao microscópio.  

O tumor foi considerado positivo para proteína p53 quando mais que 10% dos 

núcleos apresentarem marcação forte e difusa.  A intensidade de proliferação celular 

será demonstrada pela porcentagem de células positivas para o Ki-67, pela 

contagem de aproximadamente 1000 células (índice de marcação do Ki-67) 

(ADSAY, 2012). Para a quantificação das proteínas caspase-3, GSTP1 e CD34, 

escolheu-se a área de maior positividade dos anticorpos, a qual foi fotografada. 

Utilizando método de morfometria computadorizada, foi realizada extração do 

background, cálculo de área total do tecido e determinação da coloração marrom 

(DAB/peroxidase) para captura de imagem contendo células com imunomarcação 

Anticorpo Clone Empresa Diluição Tampão de recuperação

Cromogranina DAK-A3 DAKO 1/200 EDTA

GSTP1 3F2C2 Santa Cruz 1/100 EDTA

CD34 QBEnd10 DAKO 1/100 EDTA

Ki-67 MIB-1 DAKO 1/200 EDTA

p53 D07 Cell marque 1/200 EDTA

Caspase-3 ab4051 Abcam 1/100 EDTA
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positiva, quantificada em pixels2 (programa Image J, NIH, Bethesda, MD). Foi 

realizado o cálculo da área marcada relativa à área total e os valores foram 

expressos em porcentagem de pixels (pixels das células positivas/pixel total do 

tecido). 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todos os dados foram analisados através de estatística descritiva e a 

proporção de pacientes em cada grupo foi avaliada por análise bivariada utilizando 

teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher a depender do tamanho da amostra, 

além do teste de correlação de Spearman quando apropriado. As variáveis 

contínuas foram analisadas utilizando o teste de Mann-Whitney. O nível de 

significância estatística foi determinado como p<0,05. Todas as análises foram 

realizadas utilizando o software IBM SPSS Statistics 20.0 (IBM®, Nova Iorque, EUA) 

e o GraphPad Prism 5.0. 

 

4.6 APROVAÇÃO NO COMITE DE ÉTICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES 

HUMANOS (CEP) 

 

Esta pesquisa foi aprovada no CEP/UEL sob o número de parecer 2.400.064, CAAE: 

77225917.5.0000.5231 (apêndice 2).  
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5 RESULTADOS 

 

 Para o projeto desta tese foi adotado o modelo que apresenta seus resultados 

para análise a partir da redação de artigos científicos. Portanto, a seção “resultados” 

foi composta por dois artigos científicos, conduzidos dentro do grupo de pesquisa 

Interações endócrinas, Inflamatórias e tumorais – iEndo, da Universidade Estadual 

de Londrina – UEL.  

O Artigo 1 intitulado “von Hippel–Lindau disease: a single gene, several 

hereditary tumors” foi publicado na forma de um artigo de revisão, no periódico 

“Journal of Endocrinological Investigation” em Janeiro de 2018, com fator de impacto 

JCR 2.34, classificado no estrato Qualis B2 da CAPES – Medicina I. 

 O Artigo 2 é apresentado como uma versão preliminar contendo resultados e 

discussão para compor um artigo original que será submetido ao periódico “Journal 

of Endocrinology”, classificado no estrato Qualis A1 da CAPES – Medicina I, de 

acordo com a normatização exigida.  
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5.1 ARTIGO 1- VON HIPPEL-LINDAU DISEASE: A SINGLE GENE, SEVERAL 

HEREDITARY TUMORS (ARTIGO DE REVISÃO). 
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5.2 ARTIGO 2- IMUNOEXPRESSÃO DE MARCADORES DE APOPTOSE, 

ENZIMAS DO METABOLISMO E PROLIFERAÇÃO CELULAR EM 

FEOCROMOCITOMAS NO DOENÇA VON HIPPEL-LINDAU (ARTIGO 

ORIGINAL). 

 

5.2.1 RESULTADOS 

 

 Um total de 9 pacientes foram incluídos em nossa pesquisa (Tabela 1); três 

pacientes sendo dois irmãos (figura suplementar 1) apresentaram doença de VHL e 

feocromocitoma, constituindo os casos familiares, os demais pacientes não 

apresentavam história familiar ou outros tumores relacionados à síndrome. A idade 

média dos pacientes ao diagnóstico do feocromocitoma foi menor nos casos 

familiares (34,6 anos) em relação aos casos esporádicos (57,5 anos) (tabela 1). 

Todos os pacientes com a doença de VHL eram do sexo masculino; nos casos 

esporádicos, a prevalência dos feocromocitomas foi a mesma em ambos os sexos. 

Um paciente com a doença de VHL apresentou tumor bilateral. A média dos maiores 

diâmetros dos feocromocitomas presentes nos casos esporádicos foi 175% maior 

que os presentes nos pacientes com a doença de VHL (p=0,0007) (Tabela 2). 

 Em relação à apresentação tumoral, além de feocromocitoma o paciente no 1 

com doença de VHL desenvolveu carcinoma de células claras renal, com 

metástases, cistos renais, no epidídimo e no pâncreas. O paciente no 2 apresentou 

além de feocromocitoma, carcinoma renal de células claras com cistos renais e 

nódulo hipervascularizado na cabeça do pâncreas. O paciente no 3 apresentou 

hemangioblastomas cerebral e retiniano, carcinoma de células renais e 

feocromocitomas bilaterais. Quanto aos sintomas clínicos, 83% dos casos 

esporádicos apresentaram a tríade clássica de sintomas (cefaleia, sudorese e 

palpitação); os casos familiares apresentaram somente cefaleia. Os pacientes com a 

doença de VHL apresentaram catecolaminas e metanefrinas urinárias dentro dos 

limites da normalidade; todos os casos esporádicos apresentaram valores elevados 

de metanefrinas urinárias e somente um paciente nesse grupo apresentou valores 

elevados de catecolaminas urinárias (tabelas 1 e 2). 

Quanto ao tratamento dos casos com doença de VHL, o paciente no  1 foi 

submetido à nefrectomia parcial com adrenalectomia à esquerda por carcinoma de 
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células claras renal e adrenalectomia à direita por feocromocitoma em tempos 

diferentes, o paciente no 2 foi submetido a nefrectomia total com adrenalectomia por 

apresentar carcinoma de células claras renal e feocromocitoma ipsilateral. O 

paciente no 3 foi submetido a nefrectomia parcial e adrenalectomia ipsilateral por 

feocromocitoma e carcinoma de células renais e adrenalectomia contralateral por 

feocromocitoma. Em todos os casos esporádicos, o tratamento cirúrgico optado foi a 

adrenalectomia. 

Todos os tumores foram examinados ao microscópio óptico, de acordo com 

os critérios de PASS, descrito anteriormente. Para confirmar inicialmente o 

diagnóstico de FEO realizamos estudo imunoistoquímico com o anticorpo anti-

cromogranina; todos os tumores exibiram marcação citoplasmática difusa e intensa 

(figura 1). Em relação ao padrão de crescimento tumoral, os tumores presentes em 

pacientes com a doença de VHL apresentaram áreas com crescimento difuso, 

constituídos por células com a presença de citoplasma claro e nos casos 

esporádicos predominou a arquitetura em ninhos “zellballen”, típica dos 

feocromocitomas com células exibindo citoplasma basofílico (figura 2). Infiltração 

capsular com lipidização citoplasmática esteve presente em um caso de paciente 

com a doença de VHL (paciente no 2) e em um paciente com doença esporádica 

(paciente no 10) (figura 3). Necrose confluente esteve presente em somente um caso 

esporádico (paciente no 6) (figura 4A). Não foi observada diferença na espessura da 

cápsula de casos familiares em comparação aos esporádicos. Atipias nucleares 

foram vistas em todos os casos, em menor ou maior quantidade (figura 4B). 

Para avaliar o padrão de distribuição dos vasos sanguíneos e a densidade 

vascular, utilizou-se o anticorpo CD34, que reconhece o endotélio vascular. 

Observou-se diferença na distribuição dos vasos, sendo que os tumores de 

pacientes com a doença de VHL apresentaram proliferação de vasos de menor 

calibre quando comparados aos casos esporádicos. A densidade vascular foi 

significativamente maior (p=0,002), apresentando aumento de 300% nos tumores de 

pacientes com a síndrome em relação aos casos esporádicos (figura 5). 

Observou-se diminuição de 280% na expressão da enzima de metabolização 

GSTP1 nos tumores de pacientes com a doença de VHL em relação aos casos 

esporádicos (p=0,001). A expressão da enzima também foi menor (67%) (p=0,67) no 

tecido de adrenal normal, adjacente ao feocromocitoma VHL (figura 6). 



54 

 

A apoptose foi avaliada utilizando-se o anticorpo anti caspase-3. Houve 

diminuição de 300% na imunoexpressão da enzima caspase 3 nos tumores 

familiares em relação aos casos esporádicos (p=0,02) (figura 7).  

A proteína p53 demonstrou raras células com núcleos positivos tanto no 

grupo esporádico quanto nos pacientes com a doença de VHL, menor que 1%. Não 

se observou correlação entre a positividade da proteína com a atipia nuclear ou 

divisão celular (figura 8).  

Quanto ao índice de proliferação celular (Ki-67) avaliado através do anticorpo 

MIB-1, observaram-se escassas células positivas, menor que 1% em ambos os 

grupos (figura 9).  

Em relação à imunoexpressão da proteína S-100 identificando as células 

sustentaculares, houve distribuição de maneira heterogênea na marcação, com 

áreas apresentando maior e menor densidade em um mesmo tumor, não havendo 

diferença nessa distribuição entre os casos familiares e esporádicos. As células 

sustentaculares foram facilmente identificadas em tumores com padrão de 

crescimento clássico, em ninhos, apresentando densidade diminuida em áreas de 

crescimento tumoral com padrão difuso (figura 10).  
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5.2.2 DISCUSSÃO 

 

Realizamos um estudo comparativo dos feocromocitomas presentes na 

doença de von Hippel-Lindau com casos esporádicos, com avaliação de 

características clinicas, morfológicas e moleculares através de estudo 

imunoistoquímico. Aproximadamente 25% dos pacientes com feocromocitomas 

aparentemente esporádicos, apresentam mutações de genes relacionados a 

síndromes genéticas, VHL, RET, SDHD e SDHB (NEUMANN et al., 2002), 

entretanto o estudo genético não é um exame realizado de rotina em todo paciente 

com o diagnóstico de feocromocitoma. Há escassos relatos na literatura 

comparando casos esporádicos aos casos familiares na doença de von Hippel-

Lindau. Em nosso estudo, os feocromocitomas presentes em pacientes com VHL 

apresentaram menor diâmetro tumoral, com ausência de sintomatologia clássica e 

ausência de alterações nos níveis de catecolaminas e metanefrinas urinárias. A 

densidade vascular foi estatisticamente maior e os níveis de GSTP-1 e caspase-3 

menor que os casos esporádicos. 

Os feocromocitomas presentes nos casos familiares em nossa série foram 

diagnosticados em idade mais precoce em relação aos casos esporádicos, em 

conformidade com dados da literatura onde a idade média dos casos familiares é 

inferior a 40 anos (NEUMANN et al., 1993). Os casos familiares na presente 

casuística, de acordo com a apresentação tumoral, foram classificados como 

portadores de doença de VHL do tipo 2B, frente à presença de feocromocitoma e 

carcinoma de célula renal. Nenhum deles apresentou hemangioblastomas cerebrais 

e retinianos, tumores mais frequentes na síndrome, presentes em até 72% e 60% 

dos pacientes, respectivamente (LONSER et al., 2003). Apesar dos avanços nos 

métodos de diagnóstico, ainda há atraso de 3 anos entre os sintomas iniciais e o 

diagnóstico final (MANNELLI et al., 1999). A principal razão para este tempo de 

latência é a inespecificidade dos sintomas, a exemplo da cefaleia, palpitação e 

sudorese entretanto, se todos os 3 sintomas estiverem presentes, a especificidade 

da combinação atinge mais de 90% (PLOUIN et al., 1981). Em nosso estudo, os 

feocromocitomas em pacientes com a doença de VHL foram diagnosticados através 

de um protocolo de rastreio familiar o que possivelmente explica achados de 

tamanhos tumorais menores, com níveis normais de catecolaminas e metanefrinas 
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urinárias. Nenhuma característica histológica isolada é capaz de identificar o 

potencial metástático dos feocromocitomas entretanto, algumas evidências sugerem 

que sistemas de escores podem predizer o risco de malignidade. Thompson (2002) 

propôs o sistema do PASS onde tumores com escore maior ou igual a 4 se 

correlacionaram com potencial metastático. Em nosso estudo nenhum paciente 

apresentou escore maior ou igual a 4, compatível com a evolução clínica benigna. 

Além do risco para malignidade estimado pelo sistema do PASS, há um risco para 

doença bilateral. Os pacientes com doença de VHL apresentam risco aumentado 

para tumores adrenais bilaterais. O tratamento com adrenalectomia bilateral nesses 

pacientes acarretará necessidade de suplementação por toda vida com 

glicocorticoide e mineralocorticoide. Em uma série de 33 pacientes com 

feocromocitomas familiares conduzidos com adrenalectomia parcial, no instituto 

nacional de câncer americano, somente 5 pacientes necessitaram suplementação 

com glicocorticoide (DINER et al., 2005). Na nossa casuística, dois pacientes com 

doença de VHL foram submetidos a adrenalectomia total bilateral, dependendo 

desde então de suplementação hormonal.  

O gene VHL está mutado na doença de VHL e em casos de CCR 

esporádicos, estando associado a níveis elevados de HIF e ao desenvolvimento de 

tumores altamente vascularizados (MIN et al., 2002). Os feocromocitomas presentes 

na doença de VHL demonstram aumento da densidade vascular e na expressão de 

VEGF. Seu principal mecanismo é o aumento da expressão de VEGF e a 

desregulação do HIF é uma característica presente em todos os tumores da 

síndrome (POLLARD et al., 2006). Para a avaliação do padrão vascular dos 

feocromocitomas, utiliza-se o anticorpo anti-CD34, específico para o endotélio 

vascular; o aumento significativo na densidade vascular nos casos familiares em 

comparação aos esporádicos encontrados em nosso estudo está de acordo com 

desregulação no HIF com consequente ativação de genes relacionados à 

angiogênese. A densidade da microvasculatura tumoral apresenta fator prognóstico 

em tumores da mama, colo do útero e neoplasias malignas urológicas. A contagem 

maior de vasos sanguíneos está associada à pior sobrevida nesses pacientes pois, 

além de suprir o tumor com quantidade maior de oxigênio e nutrientes, propicia 

possível via de metástases (OHJI et al., 2001). Interessantemente, raros casos de 

feocromocitomas presentes na doença de VHL apresentam comportamento maligno 
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(BAUSCH et al., 2014;  WALTHER et al., 1999) porém, nenhum dos pacientes do 

nosso estudo apresentou metástases durante o acompanhamento. 

As glutationas são importantes enzimas que participam do metabolismo de 

fase II de xenobióticos, exibindo polimorfismos genéticos relacionados à ausência ou 

diminuição de sua atividade (YU et al., 2016; CAMPOS et al., 2017). A 

hipermetilação do DNA é o principal mecanismo de inativação do gene GSTP-1 nos 

tumores de próstata (LIN et al., 2001). A hipermetilação da região promotora do 

gene GSTP-1 está associada à perda da expressão da proteína em cânceres de 

mama (SAXENA et al., 2012). Em tumores de endométrio, a diminuição da 

expressão proteica da enzima avaliada através de imunoistoquímica se 

correlacionou com diminuição da expressão gênica e com pior prognóstico dos 

tumores (CHAN et al., 2005). Estudos têm demonstrado o envolvimento de enzimas 

do metabolismo xenobiótico em proteger genes supressores tumorais, a exemplo do 

TP53 contra mutações em diversos tipos de tumores (NEDELCHEVA KRISTENSEN 

et al., 1998). A diminuição da expressão da GSTP-1 em feocromocitomas presentes 

em pacientes com a doença de VHL poderiam modular a expressão de genes 

relacionados à doença de VHL. Detectamos a diminuição da expressão da proteína 

GSTP1 através de estudo imunoistoquímico, porém não foi avaliado qual o evento 

genético responsável pela diminuição da atividade da enzima, a exemplo de possível 

polimorfismo ou possível hipermetilação.  

A desregulação das vias de apoptose é frequentemente observada em células 

tumorais, o gene supressor tumoral TP53 se encontra inativado em mais de 50% 

das neoplasias malignas humanas, resultando em perda de função de um 

importante “sensor” de dano ao DNA capaz de induzir a cascata de apoptose 

(HARRIS, 1996). Enzimas responsáveis por sinais anti-apoptóticos, a exemplo de 

bcl-2, bcl-x, ras, e c-abl, apresentam frequente aumento de expressão em células 

malignas (MARTIN et al., 1995). Diminuição da expressão da enzima caspase-3 está 

associada à piora da sobrevida em pacientes com câncer de mama e alterações 

somáticas, genéticas e epigenéticas, a exemplo de hipermetilação de promotores do 

gene da caspase-3, podem ser responsáveis pela resistência desses tumores a 

agentes quimioterápicos (DEVARAJAN et al., 2002;  PU et al., 2017). A apoptose ou 

morte celular programada é importante em tumores por duas razões principais: 1) a 

supressão da apoptose parece ser evento crucial no desenvolvimento de tumores; 2) 
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a maioria dos medicamentos citotóxicos levam à regressão tumoral através da 

indução da apoptose. Em nosso estudo observamos diminuição da expressão 

proteica de caspase-3 em feocromocitomas presentes em pacientes com a síndrome 

de VHL em comparação aos casos esporádicos. Este é um dos mecanismos pelos 

quais as células tumorais podem diminuir a apoptose; outros mecanismos foram 

descritos, incluindo desequilibrio entre os fatores apoptóticos/anti-apoptóticos, 

redução na função das caspases e desregulação no receptor de morte celular 

(WONG, 2011). O oncogene Bcl-2 está expresso em feocromocitomas esporádicos e 

familiares atuando como inibidor da apoptose. Com a expressão do Bcl-2, ocorreria 

diminuição da taxa de morte celular, contribuindo para uma “vantagem” do 

crescimento tumoral com consequente aquisição lenta de defeitos genéticos. Além 

disso, a proliferação celular nos feocromocitomas é baixa, avaliada por exemplo 

através do Ki-67, explicando assim o crescimento indolente desses tumores (WANG 

et al., 1997). Os tumores presentes na doença de VHL apresentam ativação 

constitutiva das proteínas HIF-1α e HIF-2α frente à inativação da proteína pVHL, 

apesar da similaridade entre ambas as isoformas, estudos demonstram que há 

ativação de diferentes vias de crescimento e apoptose celular quando há predomínio 

de uma ou outra isoforma, em CCR. Enquanto a isoforma HIF-1α regula 

positivamente o gene BNip3 (Bcl-2 interacting protein 3) sem efeito sobre ciclina-D1, 

TGF-α, e VEGF, a isoforma HIF-2α regula negativamente BNip3 e positivamente a 

ciclina-D1, TGF-α, e VEGF (RAVAL et al., 2005). BNip3 é um membro da família Bcl-

2, das proteínas reguladoras de apoptose e está relacionado à ativação das 

caspases, a diminuição de sua expressão via HIF-2α poderia explicar a diminuição 

da imunoexpressão da caspase-3 dos casos familiares em comparação aos 

esporádicos em nosso experimento. 

 A p53 é uma proteína supressora tumoral, com importante papel na regulação 

do ciclo celular, reparo e indução de apoptose, em resposta à diversos estímulos de 

estresse celular. A proteína selvagem possui meia vida curta, não sendo detectada 

através de estudo imunoistoquímico. Quando o gene p53 encontra-se mutado, a 

protéina transcrita apresenta aumento de sua meia vida permitindo sua translocação 

para o núcleo e detecção através da técnica de citoquímica. A principal função da 

p53 é a interrupção do ciclo celular em células com DNA danificado para que o 

mesmo possa ser reparado. Em condições irreversíveis de reparo, a célula progride 
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para apoptose (HARRIS, 1996). Estudos têm demonstrado resultados contraditórios 

quanto à imunoexpressão da p53 em feocromocitomas. Krijger e cols. (1999) 

demonstraram aumento da expressão proteica em casos malignos, não havendo 

diferença entre os casos esporádicos e familiares. Outros estudos não evidenciaram 

diferenças na imunoexpressão da proteína p53 entre casos benignos e malignos 

(DAHIA et al., 1995;  GUPTA et al., 2000). Em nosso trabalho, a imunoexpressão da 

proteína ocorreu em raros núcleos possivelmente, decorrente da natureza benigna 

desses tumores. 

A taxa de crescimento tumoral é uma importante característica de tumores 

malignos, podendo ser avaliada através da contagem de mitose ou por estudo 

imunoistoquímico usando os marcadores de proliferação celular (Ki-67/MIB-1). Em 

muitos tumores endócrinos, a proliferação celular avaliada através do Ki-67 está 

relacionada à malignidade entretanto, a contagem de mitoses em feocromocitomas 

não tem sido considerada preditor de malignidade (LINNOILA et al., 1990). No 

entanto, alguns estudos relatam aumento do índice Ki-67 em feocromocitomas 

malignos (OHJI et al., 2001;  VAN DER HARST et al., 2000). Em nosso estudo, a 

evolução benigna dos tumores está de acordo com a baixa proliferação celular 

avaliada através de estudo imunoistoquímico. 

A diminuição na quantidade de células sustentaculares avaliada através de 

estudo imunoistoquímico com marcação para a proteína S-100 tem sido relacionado 

à feocromocitomas malignos em alguns estudos (UNGER et al., 1991;  VAN DER 

HARST et al., 2000). Em nosso estudo, observamos marcação heterogênea dentro 

de um mesmo tumor, com diferentes densidades de células sustentaculares tanto 

nos pacientes portadores de tumores familiares quanto no grupo esporádico. 

 

  . 
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5.2.4 TABELAS E FIGURAS 

 

 

Table 1. Clinical and biochemical features and PASS criteria of patients with sporadic and VHL pheochromocytomas. 

 

L=left adrenal; R=right adrenal; UC=urinary cathecolamines; UM=urinary metanephrines.
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Table 2. Comparison of clinical, biochemical and tumor characteristics between VHL 
and sporadic pheochromocytomas. 

 

 

*p=0,0003; #p=0,0007 (Student’s 𝑡-test)  
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Figure 1. Tissue expression of chromogranin A. Representative images of VHL (A) 
and sporadic pheochromocytomas (B) (brown area, original magnification x100; 
polymer peroxidase-based method).   
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Figure 2. Histological characteristics of pheochromocytomas. A and B, representative 
images of VHL pheochromocytomas with diffuse growth pattern and clear cytoplasm. 
C and D, representative images of sporadic pheocromocytomas with classical 
“Zellballen pattern and abundant basophilic cytoplasm. (HE, A and C, original 
magnification x100; B and D, original magnification x400).  
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Figure 3. A, representative image of capsular invasion. B, representative image of 
cytoplasmic lipidization (patient no 2) (HE, A, original magnification x100; B, original 
magnification x400). 
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Figure 4. A, representative image of necrosis (patient no 6). B-representative image 
of atypical nuclei (patient no 9); both sporadic tumors (HE, A, original magnification 
x100; B, original magnification x400). 
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Figure 5. Tissue expression of CD 34 by immunohistochemistry. Representative 
images of VHL (A) and sporadic pheochromocytomas (B) (brown area, original 
magnification X 100; polymer peroxidase-based method). C, Stained area relative to 
total tissue area for CD 34 immunostaining in VHL tumoral tissue and sporadic 
cases. Each bar represents mean±SEM of 3 areas/tumor in VHL and sporadic group 
(***P=0.0002); Student's t-test. 
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Figure 6. Tissue expression of GSTP1 by immunohistochemistry. Representative 
images of normal adrenal gland in VHL (A) and sporadic pheochromocytomas (B). 
Representative images of tumoral tissue in VHL (C) and sporadic 
pheochromocytomas (D) (brown area, original magnification X 400; polymer 
peroxidase-based method). E. Stained area relative to total tissue for GSTP1 
immunostaining in normal gland and tumoral tissue in VHL and sporadic cases. Each 
bar represents mean±SEM of 3 areas/tumor or 3 areas/normal adrenal gland in VHL 
and sporadic group (***P=0.0001); ANOVA.  
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Figure 7. Tissue expression of caspase-3 by immunohistochemistry. Representative 
images of VHL (A) and sporadic pheochromocytomas (B) (brown area, original 
magnification X 400; polymer peroxidase-based method). C, Stained area relative to 
total tissue area for caspase-3 immunostaining in VHL tumoral tissue and sporadic 
cases. Each bar represents mean±SEM of 3 areas/tumor in VHL and sporadic group 
(*P=0.02); Student's t-test. 
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Figure 8. Representative images of p53 expression by immunohistochemistry. 
Representative images of VHL (A) and sporadic pheochromocytomas (B) (brown 
area, original magnification X 400; polymer peroxidase-based method).  
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Figure 9. Representative images of Ki-67/MIB-1 expression by 
immunohistochemistry. Representative images of VHL (A) and sporadic 
pheochromocytomas (B) (brown area, original magnification X 400; polymer 
peroxidase-based method).  
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Figure 10. A- Representative images of S-100 expression by immunohistochemistry. 
(brown area, A and B, sporadic pheochromocytoma C and D, VHL 
pheochromocytoma, different areas in the same tumor, original magnification x400; 
polymer peroxidase-based method).  
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Supplementary figure 1.pedigree chart of patients 1 and 2. 
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6 CONCLUSÃO 

 

1. Os feocromocitomas presentes em pacientes com a doença de von Hippel-

Lindau foram diagnosticados com diâmetro tumoral menor que os casos 

esporádicos, além de cursar com ausência de sintomatologia específica, visto que 

os pacientes fazem parte de um rastreio familiar, no qual a doença já foi 

diagnosticada previamente.  

2. Todos os casos de feocromocitomas esporádicos e familiares exibiram 

critérios de PASS menor do que 4, compatível com a evolução benigna em nossa 

casuística. 

3. Marcadores imunoistoquímicos relacionados à maior agressividade tumoral 

em outras neoplasias à exemplo da proteína mutada p53 e o índice de proliferação 

celular avaliado através do Ki-67/MIB-1 foram positivos em raras células, nos casos 

familiares e esporádicos, compatíveis com neoplasias de crescimento indolente com 

preservação da integridade e da função da proteína p53. 

4. Os feocromocitomas presentes em pacientes com doença de VHL 

apresentaram diminuição na imunoexpressão da caspase-3, caracterizando tumores 

com diminuição da taxa de apoptose, possivelmente relacionado à baixa taxa de 

dano celular, caracterizada pela baixa expressão nuclear da proteína p53. 

5. Os feocromocitomas VHL apresentaram diminuição da imunoexpressão da 

enzima GSTP1, indicando diminuição do metabolismo de xenobióticos em 

comparação aos casos esporádicos. A diminuição da GSTP1 torna os Feos VHL 

mais susceptíveis a danos oxidativos; polimorfismos genéticos ou hipermetilação do 

gene GSTP-1 podem ser responsáveis por essa diminuição da atividade proteica. 

6. Observou-se  em nossos casos de feocromocitomas em pacientes com a 

doença de VHL importante aumento da vascularização, caracterizando desregulação 

do HIF (fator induzido pela hipóxia).  A vascularização pode ser avaliada através do 

estudo imunoistoquímico, procedimento diagnóstico já padronizado em diversos 

laboratórios de patologia, servindo como técnica adicional na predição de possíveis 

tumores hereditários visto que a hiperexpressão de genes relacionados à 

angiogênese, a exemplo do VEGF, é uma das características moleculares na 

doença de VHL. 
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7. A combinação de tumores pequenos, em pacientes com ausência de 

sintomatologia clássica, com baixos valores nos critérios histológicos do PASS, 

baixa proliferação celular e expressão da proteína P53, diminuição da apoptose e 

dos níveis da proteína GSTP1 e alta vascularização em feocromocitomas, esteve 

relacionada a tumores familiares em nossa casuística.  
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Demonstrarmos diferenças na apresentação clínica e nos marcadores 

moleculares em feocromocitomas esporádicos em comparação aos encontrados em 

pacientes com VHL. A expressiva diferença na vascularização presente nos 

feocromocitomas de pacientes com a doença de VHL, avaliada com estudo 

imunoistoquímico, contribui ao patologista na suspeita de doença de VHL em 

pacientes cujo feocromocitoma seria a primeira manifestação da doença. Outros 

genes relacionados à angiogênese podem ser avaliados futuramente a exemplo do 

VEGF e HIF. Este estudo ocorre com a participação de outros centros de pesquisa, 

no Brasil e no exterior, os quais contribuirão para o aumento da casuística.  
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9 APÊNDICES 

9.1 APÊNDICE 1: FICHA PARA COLETA DE DADOS CLÍNICOS. 

FICHA PARA COLETA DE DADOS - PROJETO VHL 

Nome: __________________________________________________________ 

Número do prontuário: ________________                  Gênero:          F □   M □ 

Idade ao diagnóstico: ________ 

Motivo da suspeita do diagnóstico de feocromocitoma: ___________________ 

_______________________________________________________________ 

Data do diagnóstico: ___________________ 

Esporádico □ Familiar □ Presença de síndrome genética □ NÃO   □ SIM, qual? -

__________________________________________________________ 

Recidiva de feocromocitoma: NÃO □   SIM □ 

História familiar de feocromocitoma: NÃO □   SIM □ 

Antecedentes pessoais: ___________________________________________ 

Antecedentes familiares: ___________________________________________ 

 

Sintomas ao diagnóstico  

Cefaleia □     Calafrios □ 

Palpitação □     Dispnéia □ 

Sudorese □     Dor abdominal □    

Palidez □     Náusea e vômito □  

Tremor □     Dor torácica □ 

 

Sinais ao diagnóstico 

Hipertensão paroxística □ 

Hipertensão crônica □ 

Hipertensão tratada □  

Hipotensão postural □ 

     Taquicardia □  

     Frequência cardíaca _____ 

     Pressão arterial  ________
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Exames Laboratoriais 

Catecolaminas urinárias em 24h ____    

Metanefrinas urinárias em 24h: _____ 

Catecolaminas plasmáticas 

Norepinefrina: ______________ 

Epinefrina: ________________ 

Dopamina: ________________ 

Tumor secretor de: 

 Norepinefrina □    Epinefrina □ Dopamina □ nenhum □  

Cortisol basal: ____________ C Cortisol urinário: _____________ 

Data da TC de abdome: ______________________________________ 

Data da cirurgia: ____________________________________________ 

Dimensões do tumor: ________________________________________ 

Unilateral □    Bilateral □ 

Presença de metástase: Não □   Sim 

Qual?______________________________________________________ 

Presença de outros tumores:  Não □   Sim  □ Qual? 

__________________________________________________________ 

Localização: Adrenal □ Outra □ 

Qual______________________________________________________  

Presença da Doença de von Hippel-Lindau:  Não □ Sim □ 

Tipo 1 □        Tipo 2A  □        Tipo 2B  □             Tipo 2C  □ 

Idade ao diagnóstico: _________________ 

Data do diagnóstico: __________________ 

O que levou à suspeita do diagnóstico? 

______________________________________________________________

______________________________________________________ 

História familiar:   Não □   Sim  □, 

Quem:_____________________________________________________ 

Teste genético:  Não □   Sim  □, 

Mutação:__________________________________________________ 
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Cromogranina A sérica: Negativa □    Positiva □, valor:________ 

 

 Outras manifestações neoplásicas da doença de VHL: 

Carcinoma renal de células claras □  

Cistoadenoma do epidídimo□ 

Cisto renal □ 

Cisto hepático □ 

Cisto pancreático □ 

Feocromocitoma □ 

Hemangioblastoma de cerebelo □    

Hemangioblastoma de medula □ 

Hemangioblastoma de retina □ 

Paraganglioma □ 

Tumor do saco endolinfático □ 

Tumor pancreático□    
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9.2 APÊNDICE 2: CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM 

PESQUISA. 
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9.3 APÊNDICE 3: ATA DE DEFESA DE TESE 

 


