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CRESPIGIO, Jefferson. Analise clinica e anatomopatolégica dos
feocromocitomas esporadicos em comparacdo com 0s associados a doenca
de von Hippel-Lindau. 2018. 90 f. Tese (Doutorado em Ciéncias da Saude) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Introducé&o: A doenga de von Hippel-Lindau (VHL) constitui uma sindrome rara com
heranca autossdmica dominante, caracterizada pela predisposicdo a multiplos
tumores decorrentes de mutacdes no gene VHL. Pacientes classificados como VHL
do tipo 2 exibem alto risco de desenvolvimento de tumores da medula da adrenal
denominados feocromocitomas, 0s quais apresentam caracteristicas clinicas e
morfologicas distintas dos casos esporadicos de feocromocitomas e de casos
presentes em outras sindromes genéticas. Marcadores moleculares, tais como as
enzimas da familia glutationa S-transferase, caspases, proteina p53, bem como
biomarcadores relacionados ao padrdo de vascularizagdo e a proliferacdo celular,
tém sido relacionados a fatores prognosticos em diversas neoplasias.
Feocromocitomas presentes na doenca de VHL s&o tumores raros, cujos dados
histopatoldgicos sdo escassos na literatura. Objetivos: Descrever as caracteristicas
clinicas e de biomarcadores em feocromocitomas presentes na doenca de VHL em
comparacdo aos casos esporadicos de feocromocitomas. Metodologia: Foi
realizado um estudo observacional descritivo e transversal incluindo casos de
feocromocitomas esporadicos (n = 6) e feocromocitomas VHL (n = 3) a partir de
dados clinicos e laboratoriais. Foram coletadas dos prontuarios meédicos as
seguintes informacgdes: idade, sexo, lateralidade e maior diametro do tumor,
presenca ou auséncia de sintomas e sinais adrenérgicos, excreg¢do urinaria de
catecolaminas e metanefrinas. Na etapa seguinte, realizou-se revisdo
anatomopatoldgica com classificacdo de PASS (pheochromocytoma of the adrenal
gland scaled score) de cortes histologicos nos blocos de parafina dos
feocromocitomas removidos cirurgicamente. Foi realizado estudo experimental
através da técnica imunoistoquimica utilizando os anticorpos primarios para
cromogranina A, caspase-3, GSTP1, Ki-67, p53, CD34 e S-100. Resultados: No
momento do diagndstico os pacientes com feocromocitomas VHL apresentaram
média de idade menor (34,6 anos; IC95% 33-36) que os casos esporadicos (57,5
anos, 1C95% 50-64) (p=0,0003). O maior diametro tumoral nos pacientes com VHL
(2,4 cm; 1C95% 0,8-4,3) foi significativamente menor do que nos casos esporadicos
(6,6 cm; 1C95% 5,8-8,0) (p=0,0007). Todos os pacientes apresentaram tumores
unilaterais, a excecdo de um paciente com doenca de VHL que apresentou tumor
bilateral. A triade classica de sintomas de feocromocitoma esteve presente somente
nos casos esporadicos, com todos os pacientes desse grupo exibindo valores
elevados de metanefrinas urinarias. Todos os feocromocitomas apresentaram
critérios de PASS menor que 4. A densidade vascular, avaliada através da
expressao do CD 34, foi 3,5 vezes maior nos feocromocitomas VHL em comparacao
aos casos esporadicos (p=0,002). Os feocromocitomas presentes na sindrome VHL
exibiram menor expressdo das proteinas GSTP1 (p=0,0001) e caspase-3 (p=0,02)
em relacdo aos casos esporadicos. Ndo houve diferencas significativas na
imunoexpressao das proteinas p53, S-100 e do indice de proliferacéo celular (Ki-67).
Concluséo: Nossos resultados demonstraram que feocromocitomas presentes em



pacientes com doenca de VHL apresentam aumento da vascularizacdo com
diminuicdo da apoptose e baixa proliferacao celular, estando de acordo com dados
da literatura de desregulacdo da via do HIF (fator induzido pela hipoxia). Houve
baixa imunoexpressdo de GSTP1 nos feocromocitomas VHL porém ndo ha estudos
na literatura referentes ao metabolismo xenobidtico nos casos de feocromocitomas
esporadicos ou familiares sendo, portanto, um assunto a ser investigado de forma
mais aprofundada. A complementacdo do estudo anatomopatolégico do
feocromocitoma, incluindo a avaliagdo da densidade vascular com a técnica de
imunoistoquimica em exame de rotina, podera auxiliar na suspeita da doenca de
VHL em pacientes cujo feocromocitoma assintomatico (incidentaloma) seria a
primeira manifestacdo da doenca. Considerando a raridade destes tumores
neuroendocrinos, estudos multicéntricos com aumento da casuistica contribuirdo
para melhor entendimento da fisiopatologia e dos mecanismos moleculares
presentes em feocromocitomas na doenca de VHL.

Palavras-chaves: Feocromocitoma. Doenca de von Hippel-Lindau. Glandulas
adrenais. Imunoistoquimica.
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pheochromocytomas in von Hippel-Lindau disease compared to the sporadic
cases. 2018. 90 p. Thesis (Doctoral Degree in Health Sciences) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

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% ClI
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 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

Foi Edward Treacher Collins, um oftalmologista britanico que em 1894
descreveu os primeiros casos de hemangioblastomas retinianos familiares em pecas
cirargicas provenientes de trés enucleacdes oculares de dois irmédos. Na ocasido,
Collins relatou que a proliferacéo da retina era constituida por vasos de fino calibre
permeando espacos cisticos. Sua conclusao foi que se tratava de uma nova doenca
hereditaria e a designou de “nevo capilar” (MELMON; ROSEN, 1964).
Posteriormente, Eugene von Hippel, um oftalmologista aleméo estudou a aparéncia
clinica e a progressao das lesfes da retina (HIPPEL, 1904), com desenhos do fundo
de olho por um periodo de trés anos e com confirmacao histolégica de um espécime
enucleado de um de seus pacientes, Otto Mayer. Ele citou Collins e nomeou as
lesbes como angiomatosis retinae. Quatro anos depois Mayer morreu e Brandt
relatou o resultado da autopsia realizada (BRANDT, 1921), onde evidenciou tumores
cerebrais, cistos e tumores renais, bem como cistos epididimais, pancreaticos e
multiplas lesdes em costelas e coluna dorsal (LAMIELL; SALAZAR; HSIA, 1989;
MELMON; ROSEN, 1964).

Arvid Lindau, um patologista sueco, em 1926 descobriu a associagao entre a
angiomatose da retina de von Hippel, os hemangioblastomas do sistema nervoso
central e as lesbes viscerais com base em uma revisdo das caracteristicas clinicas e
patolégicas de 16 de seus pacientes e 24 pacientes da literatura (LINDAU, 1927).
Desde entdo a doenca é conhecida como Doenca de von Hippel-Lindau (VHL) (MIM
193300) em reconhecimento as descricbes de seus autores (MELMON; ROSEN,
1964).
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D (Aus der Universitits-Augenklinik zu Heidelberg.)

Ubér eine sehr seltene Erkrankung der Netzhaut.
Klinische Beobachtungen.
Von
Prof, Eugen v. Hippel

in Heidelberg.

Mit Tafel TII—VI, Fig. 1—5.

Figura 1. Imagens historicas. A-Edward Treacher Collins; B-Eugene von Hippel; C-
Arvid Lindau; D-Artigo publicado pelo prof. von Hippel “Sobre uma doenga muito rara
da retina. Observacdes clinicas do Prof. Eugene v. Hippel em Heidelberg”; E-
llustracdes do artigo. Fonte: (HIPPEL,1904)
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1.2 CRITERIOS DE DIAGNOSTICO

Melmon e Rosen (MELMON; ROSEN, 1964) foram os primeiros a proporem
os critérios clinicos para o diagnostico da doenca de VHL. A doenca foi definida
como a associacdo de um hemangioblastoma cerebelar com um dos seguintes
tumores: hemangioblastoma retiniano, cisto pancreatico, anormalidades renais ou
epididimais. Eles reconheceram também a natureza hereditaria da doenca, com
penetrancia variavel e expressdo tardia. Eles propuseram expandir os critérios
diagnésticos para incluir pacientes com apenas uma das lesdes da doenca na
presenca de hemangioblastomas do sistema nervoso central, em casos familiares.
Os critérios diagnosticos clinicos da doenca 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 diagnostico da doenca utiliza-se achados genéticos e
caracteristicas clinicas. As lesdes clinicas sao:
1. hemangioblastoma do sistema nervoso central.
hemangioblastoma da retina.
tumores do saco endolinfatico (TSEL).
carcinoma de células renais (CCR).
cistos renais multiplos.
feocromocitoma, paraganglioma e / ou tumor glémico.

neoplasia neuroenddcrina e / ou cistos multiplos do pancreas.

© N o g A~ WD

cisto do epididimo e do ligamento redondo.

O diagnéstico da doencga de VHL é feito se um individuo tiver a seguinte combinagéo
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
manifestacéo descrita acima.
3. pelo menos uma das manifestacdes descritas acima, e uma mutacéo
confirmada no gene VHL ou um parente de primeiro grau com a doenca de
VHL (BINDERUP et al., 2013; MAHER; NEUMANN; RICHARD, 2011).

Atualmente com os avanc¢os dos testes genéticos, incluindo o sequenciamento

do DNA, as mutacbes no gene VHL podem ser evidenciadas em 100% dos
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pacientes; visto que o gene VHL é o Unico relacionado a sindrome, a deteccédo da
mutacdo permite rastrear pacientes suspeitos mesmo antes das manifestacdes
clinicas (ROCHA et al., 2003; STOLLE et al., 1998).

1.3 EPIDEMIOLOGIA

A incidéncia da doenca 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 doenc¢a surgem na segunda década de vida. No momento da deteccao,
50% dos pacientes sdo sintomaticos (POULSEN; BUDTZ-JORGENSEN;
BISGAARD, 2010) e a primeira manifestacdo mais comum da doenca é o
hemangioblastoma cerebelar (MADDOCK et al., 1996). A penetrancia da doenca de
VHL est4 completa aos 68 anos de idade (MAHER et al., 1990; POULSEN et al.,
2010).

Atualmente, ao contrario da populacdo geral, a expectativa de vida dos
homens (59,4 anos) é significativamente maior que a do sexo feminino (48,4 anos) e
apesar dos avancos na compreensao da fisiopatologia da doenca e no tratamento, a
expectativa de vida na doenca de VHL continua a ser a mais baixa entre as
sindromes de tumores hereditarios (WILDING et al., 2012); os hemangioblastomas
do sistema nervoso central e suas complicacdes e as metastases de carcinomas de

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

1.4 O GENE VHL

O gene da doenca de VHL € um gene supressor de tumor localizado no
cromossomo 3p25-3. O gene VHL foi isolado e sequenciado em 1993 através de um
estudo de cooperacgdo internacional (LATIF et al., 1993). Consiste de trés exons e
possui dois codons de inico de transcricdo, 0os quais resultam em um produto
proteico, a proteina von Hippel-Lindau (pVHL), com 213 e 160 residuos de
aminoacidos (LATIF et al., 1993). A doenca de VHL esta em conformidade com o
modelo de cancer hereditario originado de acordo com a teoria dos "dois eventos" de
Knudson (KNUDSON; STRONG, 1972). Uma mutagdo germinativa resulta em um
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alelo defeituoso em todas as células do corpo (primeiro evento), apds isso, um
segundo evento somatico é necessario para a desenvolvimento dos tumores (perda
de heterozigosidade) (KNUDSON, 1986).
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Figura 2. Localizacdo cromossdmica do gene VHL. Brago curto “p”, do cromossomo
3, na banda 25 e sub-banda 3. A localizagdo 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 PROTEINA VHL

A doenca de VHL ocorre quando as mutacfes de inativagcdo ocorrem entre o
codon 54 e o terminal carboxil, afetando ambas as isoformas da proteina. A pVHL é
encontrada tanto no nucleo quanto no citoplasma celular e a movimentacdo entre

esses dois compartimentos € essencial para sua funcao (LEE et al., 1999).

A proteina pVHL apresenta varias fungbes, dentre essas podemos citar a
inibicdo da angiogénese, interrupcdo do ciclo celular, producdo de matriz
extracelular de fibronectina e proteolise (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 funcdo da pVHL é a marcacgéao do fator induzido por hipoxia, (HIF)
para a degradacdo no sistema proteassomal (LI; KIM, 2011). O HIF é um fator de
transcricdo heterodimérico constituido por uma subunidade alfa (a) controlada pelos
niveis de oxigénio e uma subunidade beta () constituitivamente expressa (WANG,
G. L. etal., 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 residuo de prolina no dominio de degradacdo dependente de
oxigenio na molécula de HIF-1a (subunidade 1a do fator induzido pela hipoxia) (MIN
et al., 2002).

Em condi¢des de normoxia, as subunidades HIF-1a e HIF-2a sdo degradadas
através da via proteassoma-ubiquitina. A degradacédo ocorre apés hidroxilacdo de
residuos de prolina com atuacdo das proteinas da familia prolyl hidroxilases. A
atuacado dessas proteinas € dependente de oxigénio, de modo que em condi¢des de
hipdxia a hidroxilagdo do HIF é suprimida. Uma vez hidroxilados, as subunidades
HIF-1a e HIF-2a sédo reconhecidas pelo complexo VHL/elonguinaB/elonguinaC/Cul2,
e degradadas pelo proteassoma (KAELIN; RATCLIFFE, 2008).

Sob condi¢des de hipoxia, o HIF-a torna-se estabilizado, heterodimeriza com
HIF-B, recruta coativadores a exemplo da acetil-transfersase p300 e proteinas
ligantes do AMPc, liga-se a elementos no DNA responsivos a hipoxia, e inicia a

trascricdo de genes dependentes do HIF (MOLE et al., 2001) figura 4.
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Figura 4. Interacdo do complexo VCB-Cul2 com o fator induzido pela hipéxia (HIF).
Quando o gene VHL encontra-se funcional, a proteina vhl (1) forma um complexo
denominado VCB-cul2 (2) com o HIF responsavel por sua degradacéo proteassomal
apos poli-ubiquitinacéo (3 e 4). Em situacées em que 0 gene encontra-se mutado (6)
ou em estados hipoxicos a formacdo do complexo ndo ocorre. O HIF torna-se
estabilizado (5), transloca-se para o nucleo (7), onde interagindo com outros fatores
indutores induz a expressao de diversos genes responsaveis pela progressao
tumoral, a exemplo dos relacionados a angiogénese (VEGF) e diminuicdo da
apoptose. Fonte: proprio autor.

1.6 TUMOROGENESE

A via pVHL / HIF tem sido implicada na tumorigénese dos feocromocitomas,
dos CCR (KRIEG et al., 2000), hemangioblastomas da retina e do SNC
(VORTMEYER et al., 2006) e em tumores neuroendocrinos do pancreas (PERIGNY
et al., 2009). O papel do HIF na patogénese dos feocromocitomas € descrita hi
longo tempo, uma vez que a via do HIF apresenta-se disfuncional nesses tumores. A
maioria dos feocromocitomas e paragangliomas hereditarios estdo relacionados a
via de sinalizacdo de hipoxia, principalmente através das mutacdes nos genes VHL,
PHD2, FH, SDHx e SDHAF2 (JAFRI; MAHER, 2012). A inativacdo da pVHL leva ao
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aumento da expressao e a estabilizacao de proteinas ativadas pelo HIF em tumores
relacionados a doenca de VHL (KRIEG et al., 2000). O HIF pode levar a
tumorigénese através da regulacéo positiva de mais de 50 genes, incluindo genes
de fatores de crescimento (TGF, PDGF), angiogénese (VEGF), metabolismo da
glicose (GLUTL1, 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 tumorigénese
independente do HIF, através da regulacdo da apoptose (inativacdo da p53 e
aumento da atividade NF-kB), estabilizacdo de microtubulos e regulagdo da matriz
extracelular (LI; KIM, 2011).

1.7 MECANISMOS DE INATIVACAO DO GENE VHL

A maioria dos pacientes com VHL herda uma mutacdo da linhagem
germinativa de um dos pais afetados e um alelo do tipo selvagem do pai nédo afetado
(MADDOCK et al., 1996). As mutagdes da linhagem germinativa mais comum sao as
mutacgdes do tipo “missense” (27-38%) resultantes da substituicdo de um par de
bases por outro, levando a formacdo de um codon que codifica um aminoacido
diferente do original e as mutagdes do tipo “nonsense” (13-27%) que resultam da
substituicdo de um par de bases por outro, levando a introducdo de um codon
finalizador. Grandes (9-20%) ou microdelecdes (10%), bem como rearranjos (25%),
representam a maioria das mutacfes da linha germinativa restantes. As insercoes e
as mutacdes em locais de “splice” sdo raras (ROCHA et al., 2003; STOLLE et al.,
1998). Os eventos de mutagdo somatica, reconhecidos como o “segundo evento”
sao freqientemente perda alélica (49%) ou hipermetilacdo (35%) do alelo de tipo
selvagem (PROWSE et al., 1997).
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1.8 CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO

Ha estreita correlacéo entre fendétipo e gendtipo na doenca de VHL, visto que
as manifestacdes clinicas da doenca dependem do tipo de mutacdo (NORDSTROM-
O'BRIEN et al., 2010).

A doenca de VHL do tipo 1 é provavelmente causada por mutacdes que
levam a uma interrupcéo grave da atividade protéica, incluindo delecdes, mutacdes
sem sentido e outras microdele¢des / inser¢ées (CHEN, F. et al., 1995). Estudos
subsequentes demonstraram que grandes delecdes 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 doenca do tipo 2 esta associada a mutacfes do tipo “missense” levando a
substituicbes de aminoacidos na superficie da proteina (ONG et al., 2007). As
familias com a doenca VHL tipo 2 da regido das Florestas Negras da Alemanha
compartilhavam um risco baixo de desenvolvimento de CCR subdivididas em tipo
2A. Essas 16 familias foram descobertas por compartilhar uma mutacao “missense”
distinta (p.Tyrl169His) do gene VHL (BRAUCH et al., 1995). As mutacdes “missense”
do codon 167 (por exemplo, p. Argl67GIn ou p.Argl67Trp) podem levar a um
fenotipo VHL tipo 2B com alto risco de CCR (60% aos 60 anos) e feocromocitomas
(82% aos 50 anos) (MAHER et al., 1996). Raras familias com apenas
feocromocitomas apresentaram mutacdes “missense” especificas nos codons 238,
259 e outras mutagdes pontuais raras, inicialmente diagnosticadas com neoplasia
enddcrina multipla (NEM) de tipo 2, foram reclassificadas como doenca de VHL tipo
2C (NEUMANN et al., 1995) (quadrol).



23

Quadro 1. Correlacdo genotipo-fendtipo na doenca de von Hippel-Lindau.

Fenotipo Frequéncia Tipo de mutacdes mais

Feocromocitoma Carcinoma renal comuns

Mutagdes do tipo “nonsense”

Tipo 1A - Alto e delecbes, perda total da
Tipo 1B - Baixo atividade da proteina.

Tipo 2A Alto Baixo Mutacdes do tipo
Tipo 2B Alto Alto ‘missense”, atividade da
Tipo 2C Unica manifestacéo proteina residual.

Fonte: adaptado de Crespigio (2018).

Os feocromocitomas seguido dos tumores neuroenddcrinos pancreaticos
correspodem aos tumores enddcrinas mais comuns na doenga de VHL entretanto,
outros tumores mais raros podem estar associados a sindrome, por exemplo 0s
tumores neuroenddcrinos de células claras da ampola de Vater e da vesicula biliar,
tumor neuroendoécrino da célula D duodenal funcionante, tumor neuroendécrino do
ducto biliar comum, adenoma hipofisario agressivo produtor de prolactina/hormdnio
do crescimento e adenomas da paratiredide com hiperparatireoidismo (CASSOL,;
METE, 2015).

1.9 TESTES GENETICOS

O teste genético € realizado quando a doenca de VHL é suspeitada em um
paciente em decorréncia da apresentacao clinica ou historia familiar (BINDERUP et
al., 2013). Apos a obtencdo de um histérico médico e histéria familiar, um exame
clinico deve ser realizado antes do teste de mutacdo. Amostras de sangue periférico
sao obtidas para testes de mutacao. Para identificar casos de mosaicismo, 0 sangue
periférico do pai afetado é preferido. Para detectar duplicacdes e delecbes do gene,
utiliza-se a técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), com
a utilizacdo de sonda marcada com fluorocromo é capaz de fazer uma analise
quantitativa do nimero de copias do segmento de DNA estudado (HES et al., 2007).
Para analise das mutacdes, o sequenciamento do gene VHL é realizado incluindo os
exons e os limites entre introns-exons e as variagdes de sequéncia sao comparadas

com as 377 mutagbes intragénicas associadas a doenca de VHL (SCHMIDT;
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LINEHAN, 2014). Quando nado é possivel identificar uma mutacdo no sangue
periférico, o estudo do DNA de outros tecidos pode ser necessario para confirmar o
diagnostico (BINDERUP et al., 2013).

1.10 FEOCROMOCITOMAS

1.10.1 Caracteristicas gerais

Os feocromocitomas e 0s paragangliomas extra-adrenais sao tumores
originados de células enddcrinas derivadas da crista neural. De acordo com a OMS,
o termo feorcromocitoma deve ser utilizado para tumores adrenais enquanto em
outras localizacGes é denominado paraganglioma extra-adrenal. Estudos genéticos
demonstram que a regra dos 10% (10% familiar, 10% extra-adrenal e 10% maligno),
ndo é mais correta em relagdo aos feocromocitomas, sendo que mutacdes
germinativas relacionadas a casos familiares estdo presentes em até 20% dos
pacientes aparentemente classificados como esporadicos (NEUMANN et al., 2002).
Dentre as sindromes hereditarias relacionadas ao desenvolvimento dos
feocromocitomas podemos citar & Neoplasia Enddcrina Mdltiplas, a doenga de von
Hippel-Lindau, a Neurofiboromatose do tipo | e mais recentemente as sindromes
relacionadas a mutacdes no gene da enzima succinato-desidrogenase. Ha
correlacdo genotipo/fendtipo entre os feocromocitomas presentes nas diversas

sindromes com relagdo a malignidade, distribuicdo e subtipo de catecolamina
secretada (quadro 2) (PILLAI et al., 2016).
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Quadro 2. Sindromes genéticas relacionadas a feocromocitomas.

Gene Risco de Catecolamina
Sindrome  envolvido malignidade Localizacdo secretada
VHL VHL (3p25-26) baixo (1-10%) adrenal Noradrenalina
NEM2 RET (10qg11) baixo (1-10%) adrenal Adrenalina
NF1 NF1 (17911) baixo (1-10%) adrenal adrenalina

PG1 SDHD (119g23) baixo (1-10%) extra-adrenal dopam/noradrenalina
PG3 SDHC (1921-23) baixo (1-10%) extra-adrenal dopam/noradrenalina
PG4 SDHB (1p36) alto (>50%) extra-adrenal dopam/noradrenalina
VHL: sindrome de von Hippel-Lindau; NEM2: neoplasia enddcrina multipla do tipo 2;
NF1:neurofibromatose do tipo 1; PG1, PG3, PG4: Sindromes dos paragangliomas
tipos 1, 3 e 4 (PILLAI et al., 2016).

Os paragangliomas (feocromocitomas) presentes na doenca de VHL surgem
mais comumente na medula da adrenal e sdo encontrados em até 16% dos
pacientes, podendo ser bilaterais e ocasionalmente multifocais (LONSER et al.,
2003). Os paragangliomas, incluindo os originados no corpo carotideo, no “glomus
jugulare” e nos tecidos peri-aérticos, sdo raros na doenca de VHL e sdo mais
relacionados a mutacdo no gene da enzima succinato desidrogenase (SDH) ou a
tumores esporadicos (NEUMANN et al., 2002). Em pacientes com a doenca de VHL,
a idade de diagnostico do feocromocitoma varia de 5-64 anos, occorendo mais
precocemente quando comparada a outras sindromes hereditarias (JOCHMANOVA
et al., 2017) e raramente (1-5%) se transformam em tumores malignos (BAUSCH et
al., 2014).

1.10.2 Caracteristicas clinicas

Os feocromocitomas associados a doenca de VHL sdo noradrenérgicos
devido a diminuicdo da expressdo da enzima fenil-etanolamila-n-metil-transferase
responsavel pela conversdo da noradrenalina em adrenalina. Como resultado, 0s
pacientes podem apresentar aumento nos valores plasmaticos e urinarios de
normetanefrinas (figura 5) (METE, 2015; METE et al., 2014). A norepinefrina
produzida em excesso é responsavel pelos sintomas clinicos como hipertenséao,
palpitacbes, taquicardias, dores de cabeca, sudorese, palidez e nauseas
paroxisticas ou sustentadas (LENDERS et al., 2005).
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1.10.3 Achados laboratoriais

As medidas das catecolaminas urinarias e plasmaticas, metanefrinas urinarias
(normetanefrina e metanefrina) e acido vanilmandélico urinario (VMA) tém sido
utilizadas para o rastreio de pacientes com suspeita de feocromocitomas. O
diagnéstico é estabelecido quando ha elevacdo dos niveis de metanefrinas
fracionadas plasmaticas ou metranefrinas urinarias fracionadas em 24 horas
(Lenders et al.,2014).

A norepinefrina é a catecolamina predominantemente sintetizada nos ganglios
simpaticos. A epinefrina é sintetizada na medula da adrenal apos a metilacdo da
norepinefrina pela enzima N-metiltransferase, a qual é restrita as células cromafins

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

As catecolaminas sintetizadas sao inativadas pela enzima catecol-o-
metiltransferase em normetanefrina e metanefrina livres, as quais circulam no
plasma em baixas concentracbes, apresentando meia vida curta, sofrendo
conjugacao com sulfatos apos atuacdo das isoenzimas sulfotransferases (Schulz et
al., 2004). Ao contrario dos metabdlitos livres, as metanefrinas sulfatadas estao
presentes em quantidades maiores (cerca de 20-40x), possuem meia vida mais

longa e sao eliminadas pela excrec¢édo urinaria (NIH, 2002).

A elevacdo das metanefrinas plasmaticas, superior a 4 vezes o limite superior
da referéncia, estd associada a probabilidade de 100% de presenca 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 sdao utilizados para localizar o tumor uma vez que ha
evidéncia bioquimica para feocromocitomas. As diferentes modalidades dos exames
de imagem sdo complementares para o diagnostico desses tumores (LEUNG et al.,
2013). A tomografia computadorizada com contraste € sugerida como modalidade
inicial, sendo um método sensivel na deteccdo de feocromocitomas adrenais e

extra-adrenais abdominais. E necessario bloqueio adrenérgico antes da injecdo de
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contraste para prevenir uma crise hipertensiva ou arritmia cardiaca secundarias a
liberacdo de catecolaminas. Nos exames de tomografia, os feocromocitomas
apresentam-se como massas bem delimitadas, com atenuacdo semelhante a do
tecido muscular, sendo comuns &reas cisticas e hemorragicas em tumores de
grande tamanho (FARRUGIA et al., 2017).

A glandula adrenal pode ser identificada em todos os pacientes com o0 exame
de ressonancia nuclear magnética (RNM), sendo que a realizacdo apos a injecao de
contraste com utilizacdo de gadolineo possui sensibilidade similar a TC (90-100%)
para detectar feocromocitomas abdominais. Os feocromocitomas exibem alta
intensidade de sinal nas sequéncias de imagem em T2, apresentando-se com
intensa captacdo de contraste (ELSAYES et al., 2004). A RNM é muitas vezes a
modalidade de imagem preferida, uma vez que o blogueio adrenérgico utilizado para

a realizacdo de tomografias ndo é necessario (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

131 e 123|_metaiodobenzylguanidina (MIBG),

0s marcadores utilizados podemos citar
n-pentetreotideo,

8F_fluorodopamina, ‘°F-fluorodihydroxyphenylalanina, *F-fluoro-2-deoxy-D-glicose,
131 e !|_metaiodobenzylguanidina. Os testes de imagens funcionais utilizando
MIBG sao os mais comumente utilizados na avaliagdo dos feocromocitomas; a MIBG
€ um analogo da norepinefrina que localiza o tecido simpatico da medula da adrenal
(HAVEKES et al., 2008). O *In-pentetreotideo é um analogo da somatostatina e
uma vez que os feocromocitomas apresentam receptores para somatostatina, tal
substancia pode ser utilizada como marcador complementar para o diagnostico
(LEUNG et al., 2013). As caracteristicas bioquimicas dos feocromocitomas permitem
que varias modalidades de técnicas de imagens funcionais associadas a TC e RNM,
possam contribuir em conjunto para o diagnostico e localizacdo dessas neoplasias

(TIMMERS; TAIEB; PACAK, 2012).
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1.10.5 Caracteristicas histolégicas dos feocromocitomas

Os paragangliomas simpaticos e parassimpaticos e os feocromocitomas
apresentam caracteristicas morfolégicas semelhantes, apresentando uma variedade
de padrdes morfolégicos e citoldgicos. Os paragangliomas simpaticos e o0s
feocromocitomas sao constituidos por células cromafins com citoplasma basofilico
enguanto os tumores parassimpaticos sdo formados por células com citplasma mais
claro, denominadas células “chefes”. Semelhante a outros tumores endocrinos,
alteracdes oncociticas, células com citoplasma alongado, padrdo fusocelular, e
degeneracdo lipidica podem também ser encontradas. O padrdo morfologico
classico descrito na literatura como “zellballen”, constituido por ninho uniforme de
células poligonais raramente esta presente nos feocromocitomas onde
frequentemente observamos arquitetura difusa, células fucocelulares, ninhos
grandes e pequenos com a presenca de atipias citolégicas pronunciada (DELELLIS,
2004).

Os feocromocitomas presentes na doencga de von Hippel-Lindau geralmente
apresentam-se com capsula espessa, estroma mixoide e hialinizado e células
redondas com citoplasma claro e anfofilico, auséncia de glébulos hialinos
intracitoplasméticos, degeneracdo lipidica e auséncia de atipias nucleares e mitoses
(LINNOILA et al., 1990; RAMSAY et al., 1987).

1.10.6 Determinacgao da malignidade em feocromocitomas

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a malignidade em
feocromocitomas € definida com a presenca de metastases e ndo a invasao local.
Apesar de alto grau de letalidade, a invasdo local € um preditor fraco de metastase.
A metastase deve ser definida como a presenca de tecido paraganglionar onde o
mesmo nao esta normalmente presente, a exemplo de figado e 0ssos, evitando
assim confusdo com o diagndstico radiolégico de tumores primarios mdltiplos
(DELELLIS, 2004).



30

Determinar se um feocromocitoma é maligno antes da ocorrencia de
metastase €é extremamente difici e um dos grandes obstaculos € que
feocromocitomas raramente metastatizam e quando o fazem isso ocorre em um

longo periodo de tempo, dificultando com isso a elaboracéo de estudos de coorte.

Até o presente momento nenhuma caracteristica histologica isolada é capaz
de identificar o potencial metastatico dos feocromocitomas. Algumas evidéncias
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
gue apresentavam localizacdo extra-adrenal, nodularidade, presenca de necrose e
auséncia de glébulos hialinos (LINNOILA et al., 1990). Em 2002, Thompsom prop6s
o sistema PASS (“pheochromocytoma of adrenal scaled score”) relacionando
achados microscopicos com o potencial de malignidade. Nesse escore, tumores com

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

O estudo imunoistoquimico 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 antigeno esta expresso no nucleo durante as fases G1, S,G2 e M do ciclo
celular sendo capaz de identificar as células em proliferagcdo (AUGUST et al., 2004).
As opinides séo divergentes quanto a utlizagcdo desse marcador, as discrepancias
entre os estudos que utilizaram o indice de proliferacdo pode ter resultado de
diferentes protocolos da maneira de contagem a exemplo de contagens em campos
aleatérios, campos consecutivos e campos com maior marcacdo. A expressao
nuclear da proteina p53 estd presente em alguns feocromocitomas malignos,
entretanto ndo tem sido relacionada a evolucéo clinica dos pacientes (LAM et al.,
2001; THOMPSON, 2002).

Em 2005, um grupo japonés propds um sistema de escore para
feocromocitomas e paragangliomas levando em consideracdo caracteristicas
histolégicas, imunohistoquimicas e bioquimicas capazes de predizerem o potencial
metastatico e o progndstico de pacientes com tumores que metastatizaram (KIMURA
et al., 2005).
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1.10.7 Manejo pré e perioperatorio

Em pacientes com doenca de VHL, os feocromocitomas podem levar a
complicacbes induzidas pela secrecdo de catecolaminas, potencialmente fatais,
incluindo crises hipertensivas, arritmias cardiacas, edema pulmonar e isquemia
miocardica / infarto. As cirurgias eletivas nesses pacientes podem necessitar de
bloqueio a-adrenérgico pré-operatorio. O bloqueio pode ser alcancado com
fenoxibenzamina (bloqueador adrenérgico a nao seletivo), prazosina, doxazosina ou
urapidil por 10 a 14 dias. Em pacientes com taquiarritmias, um bloqueador 3 pode
ser adicionado apds alguns dias de bloqueio a. No pds-operatorio, 0s pacientes com
bloqueio adrenérgico sdo monitorados quanto a hipotenséo e hipoglicemia (CHEN,
H. et al., 2010).

1.10.8 Tratamento

A adrenalectomia € o tratamento preconizado para os feocromocitomas.
Dentre as diversas modalidades podemos citar a adrenalectomia transperitoneal
aberta, transperitoneal laparoscopica lateral, retroperitoneal laparoscoépica posterior

e a cirargia robotica (Pavan et al., 2017).

A cirurgia laparoscopica deve ser considerada primeira op¢do para o
tratamento de feocromocitomas. Ambas as vias transperitoneal e retroperitoneal
para a cirurgia laparoscopica sdo seguras, a depender da experiéncia e treinamento
do cirurgido. As cirurgias laparoscopicas com acesso uUnico e a adrenalectomia
robdtica 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 revisédo
sistematica, conclui que a adrenalectomia retroperitoneal posterior laparoscopica foi
mais efetiva que a transperitoneal laparoscopica, em reduzir o tempo cirargico e
tempo de internacdo, ndo havendo evidéncias de que a cirurgia robdtica seja

superior a laparoscopica.
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Em pacientes com a doenca de VHL, as adrenalectomias parciais podem ser
realizadas por laparoscopia, preservando a funcdo adrenal, sendo que os pacientes
precisam de acompanhamento em longo prazo para avaliar possivel recorréncia

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

1.11 BIOLOGIA DA CELULA TUMORAL

1.11.1 A superfamilia das enzimas Glutationa S-transferases

As glutationa s-tranferases (GST) sdo enzimas multifuncionais, soluveis e
associadas a membrana celular, cuja principal funcdo metabdlica é a transferéncia
da glutationa (GSH) para uma variedade de moléculas genotdxicas, gerando com
essa reacao um produto menos téxico e hidrossoluvel, favorecendo a exportacédo do
mesmo para fora da célula, e contribuindo assim com prevencao de dano ao DNA e
integridade celular. Os produtos da reacdo com a glutationa geralmente sé&o
exportados por transportadores denominados proteinas de resisténcia a multidrogas
e entdo processados a acidos mercapturicos 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 (a), Mu (u), Pi (1), Theta (8), Kappa
(), Zeta (Z), Omega (Q) e Sigma () que sao assim classificadas de acordo com a
especificidade aos substratos, sensibilidade a inibidores, ponto isoelétrico,
reatividade imunoldgica cruzada e a composicdo e sequéncia dos aminodcidos
(TERRIER et al., 1990). A enzima glutationa s-tranferase 1 (GSTP1) é expressa na
maioria das células, em especial nas do trato urinario, digestivo e respiratorio
correlacionando assim com seu importante papel na detoxificagdo. O aumento da
expressdo de GSTP1l é detectado em neoplasias da mama, colon, estomago,
pancreas, bexiga, pulméo, dentre outros, estando associado ao aumento da
atividade de detoxificacdo, protegendo asssim as células tumorais de drogas
citostaticas e citotoxicas (JARDIM et al.,, 2012). Estudos tém demonstrado
diminuicdo da expressdo génica e dos niveis protéicos da GSTP1 em tumores

poucos diferenciados da cavidade oral (MA et al.,, 2015). A GSTP1 também esta
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envolvida na regulacdo da morte celular interagindo com componentes de vias de
apoptose, a exemplo de c-Jun e ERKI/ERK. Alteracdes epigenéticas, de
hipermetilagdo do promotor do gene, levando a inativacdo do mesmo, tém sido
descritas em diversos tipos de tumores a exemplo de canceres de prostata, mama,
figado e hematoldgicos (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 eliminacdo de células infectadas ou danificadas. Defeitos na

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

Diversos estimulos intra e extracelulares podem desencadear apoptose
resultando na ativagdo de um grupo de proteases denominadas caspases.
Aproximadamente 14 caspases foram descritas em mamiferos, sendo divididas em
dois grupos, de acordo com seu papel na apoptose: as caspases iniciadoras, 8, 9 e
10 que sao ativadas pelos sinais apoptéticos e levam a ativacdo das caspases
efetoras, 3, 6 e 7, resposaveis pela degradagdo de mdltiplas proteinas celulares e
pelas alteragcbes morfoldgicas vistas na apoptose como vesiculas apoptéticas,
condensacéao da cromatina e fragmentacédo do DNA (DEVARAJAN et al., 2002).

A caspase-3 apresenta importante papel tanto na via de apoptose intrinseca
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 a expressdo génica e
protéica da caspase-3, segundo Devarajan (2002), a diminuicdo dos niveis de
caspase-3 podem representar importante mecanismo de sobrevivéncia de células de
cancer de mama. Donovan (2003) demonstrou que a expressao de caspase-3 foi
maior nos casos de cancer de mama quando comparados a lesdes benignas e ao

tecido normal.



34

2 JUSTIFICATIVA

A doenca de von Hippel-Lindau € uma sindrome rara, com expressao
genotipica variavel que resulta em diferentes fenotipos e afeta mdultiplos érgéos e
sistemas com o desenvolvimento de tumores malignos e benignos. Cerca de 20%
dos casos se originam por mutacfes “de novo” ndo relacionadas a casos familiares.
A alta taxa de mortalidade e morbidade dos individuos portadores desta sindrome
tumoral justifica a relevancia da investigacdo dos fatores genéticos envolvidos na

patogenia do feocromocitoma.

Poucos dados sdo encontrados na literatura a respeito das caracteristicas
morfolégicas e imunoistoquimica dos feocromocitomas na doenca de VHL em
comparacdo aos casos desses tumores em individuos sem a doenca. Recentes
estudos demonstraram ser possivel identificar mutagfes germinativas em genes
relacionados ao desenvolvimento dos feocromocitomas, como 0s genes da
succinato desidrogenase (SDHB, SDHC e SDHD) através do estudo de
imunoistoquimica, no qual os tumores esporadicos seriam marcados positivamente e

os hereditarios apresentariam auséncia da expressao proteica (LLOYD, 2011).

Apesar da apresentacao benigna dos feocromocitomas em mais de 80% dos
casos, uma proporcdo significativa cursa com metastases a distancia e até entdo
nao foi identificado marcador efetivo a priori capaz de detectar o risco de recorréncia
e de malignidade desses feocromocitomas (HARARI; INABNET, 2011). Nao ha
relatos na literatura envolvendo a expressdo da GSTP1l em feocromocitomas.
Portanto, tanto a sua deteccdo quanto a sua caracterizacdo dentro do contexto
clinico contribuirdo para o aperfeicoamento do conhecimento sobre a carcinogénese

da medula adrenal na doenca de VHL.

A caspase-3 é um importante componente nas vias de apoptose, sendo um
marcador de morte celular programada, resultados na literatura séo divergentes
guanto aos niveis de expressdao em diferentes tipos de tumores (OLSSON;
ZHIVOTOVSKY, 2011). Nao hé relatos na literatura de estudo de casos comparando

0S niveis dessa protease entre casos esporadicos e familiares de feocromocitomas.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Correlacionar as caracteristicas clinicas e de biomarcadores em

feocromocitomas presentes na sindrome de VHL e em casos esporadicos.

3.2 ESPECIFICOS

1. Descrever as caracteristicas clinicas de pacientes portadores da doenca de
von Hippel-Lindau com feocromocitomas, comparando-os aos casos de
feocromocitomas esporadicos.

2. Estudar um grupo de tumores operados do tipo feocromocitoma de pacientes
portadores de VHL, comparativamente a feocromocitomas esporadicos, a fim de
classificar os tumores conforme os critérios histolégicos da escala de escore do
feocromocitoma da glandula adrenal.

3. Avaliar através de imunoistoquimica a expresséo de proteinas relacionadas a
maior agressividade tumoral, como a proteina p53 e o indice de proliferacéo celular
Ki-67

4. Avaliar a taxa de apoptose celular com estudo imunoistoquimico através da
imuno-expressao da proteina caspase-3.

5. Avaliar a imunoexpressao da enzima antioxidante GSTP1.

6. Avaliar a proliferacdo vascular através do estudo imunoistoquimico para a

proteina 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 servico de Anatomia Patolégica do Hospital Universitario
do Norte do Parana, o diagndéstico de feocromocitomas, no periodo entre janeiro de
2000 e dezembro de 2017, sendo identificados 10 pacientes. Os dados clinicos
(idade, sexo, diagnostico, presenca de sindrome, hipertenséo arterial, padréo da
secrecdo de catecolamina, ocorréncia ou ndo de metastase) e resultados dos
exames anatomopatoldgicos foram coletados retrospectivamente a partir da consulta
aos prontuarios médicos no Servico de Arquivos Médicos (SAME) e do livro de

registros anatomopatolégicos do HU/UEL.

4.2 AVALIACAO DOS CRITERIOS DO PASS (PHEOCHROMOCYTOMA OF THE
ADRENAL GLAND SCALED SCORE)

O risco de malignidade foi avaliado através dos critérios do PASS. Para a
quantificacdo, foi utilizado cortes dos tecidos tumorais presentes em blocos em
parafina, com espessura de 4um, corados pelo método tradicional de hematoxilina-
eosina e analisados ao microscopio Optico, classificando-os conforme os parametros

morfolégicos descritos abaixo:
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Score do PASS Pontos
Invaséo vascular 1
Invasao capsular 1
Acentuado pleomorfismo nuclear 1
Hipercromasia 1
Invaséo 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 atipicas 2

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

de malignidade

4.3 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

O estudo imunoistoquimico dos tumores emblocados em parafina foi realizado
em cortes histologicos de 4um de espessura, suspensos em laminas silanizadas. A
recuperacgdo antigénica foi realizada em panela de pressao, com as laminas imersas
em solucdo tampao EDTA a 4% durante 1 minuto e 12 segundos, ap0s 0 que se
resfriaram as laminas em temperatura ambiente por pelo menos 20 minutos.
Realizou-se 0 bloqueio da peroxidase enddgena utilizando-se o peréxido de
hidrogénio a 10%, imergindo as laminas durante 10 minutos e apds lavagem em
solucéo salina tamponada de fosfatos (PBS, pH 7,4). Foram utilizados anticorpos

primarios (quadro 3), diluidos em soro albumina bovina (BSA) a 1%, sendo
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incubados pernoite em camara umida a 4%. No dia seguinte, as laminas foram
lavadas em PBS por 30 minutos. Para o anticorpo secundario, utilizou-se o polimero
(Polydector, Biosb, R205) por 30 minutos. A reacéo final foi revelada imergindo as
laminas em 3,3-diaminobenzidina tetra-hidroclorido (DAB) e posteriormente
contracoradas pela hematoxilina de Harris por 5 minutos, desidratadas em
concentracbes crescentes de alcool, imersas em xilol e montadas utilizando
laminulas. Como controle positivo, utilizamos tecido de amigdala; para controle

negativo, utilizou-se a omissao do anticorpo primario.

Quadro 3. Anticorpos utilizados no estudo de imunoistoquimica

Anticorpo Clone Empresa Diluico = Tampao de recuperagao
Cromogranina DAK-A3 DAKO 1/200 EDTA
GSTP1 3F2C2 Santa Cruz 1/100 EDTA
CD34 QBENnd10 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

4.4 INTERPRETACAO DAS LAMINAS E MORFOMETRIA COMPUTADORIZADA

As laminas preparadas com a coloragio de HE e as da reacdo
imunoistoquimica dos tumores, foram avaliadas em microscopio optico (NIKON E-
400) quanto a morfologia dos tecidos e fotografadas com uma camera (CCD -

Samsung), acoplada ao microscopio.

O tumor foi considerado positivo para proteina p53 quando mais que 10% dos
nucleos apresentarem marcacao forte e difusa. A intensidade de proliferacéo celular
sera demonstrada pela porcentagem de células positivas para o Ki-67, pela
contagem de aproximadamente 1000 células (indice de marcacdo do Ki-67)
(ADSAY, 2012). Para a quantificacdo das proteinas caspase-3, GSTP1 e CD34,
escolheu-se a area de maior positividade dos anticorpos, a qual foi fotografada.
Utilizando método de morfometria computadorizada, foi realizada extracdo do
background, célculo de area total do tecido e determinacdo da coloracdo marrom

(DAB/peroxidase) para captura de imagem contendo células com imunomarcacgao
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positiva, quantificada em pixels2 (programa Image J, NIH, Bethesda, MD). Foi
realizado o calculo da area marcada relativa a area total e os valores foram
expressos em porcentagem de pixels (pixels das células positivas/pixel total do

tecido).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram analisados através de estatistica descritiva e a
proporcao de pacientes em cada grupo foi avaliada por analise bivariada utilizando
teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher a depender do tamanho da amostra,
além do teste de correlagdo de Spearman quando apropriado. As variaveis
continuas foram analisadas utilizando o teste de Mann-Whitney. O nivel de
significancia estatistica foi determinado como p<0,05. Todas as analises foram
realizadas utilizando o software IBM SPSS Statistics 20.0 (IBM®, Nova lorque, EUA)
e o GraphPad Prism 5.0.

4.6 APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES
HUMANOS (CEP)

Esta pesquisa foi aprovada no CEP/UEL sob o numero de parecer 2.400.064, CAAE:
77225917.5.0000.5231 (apéndice 2).
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5 RESULTADOS

Para o projeto desta tese foi adotado o modelo que apresenta seus resultados
para analise a partir da redacao de artigos cientificos. Portanto, a secao “resultados”
foi composta por dois artigos cientificos, conduzidos dentro do grupo de pesquisa
InteracBes enddcrinas, Inflamatorias 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 revisdo, no periddico
“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 versao preliminar contendo resultados e
discussdo para compor um artigo original que sera submetido ao periodico “Journal
of Endocrinology”, classificado no estrato Qualis A1 da CAPES - Medicina I, de

acordo com a normatizagao exigida.
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5.1ARTIGO 1- VON HIPPEL-LINDAU DISEASE: A SINGLE GENE, SEVERAL
HEREDITARY TUMORS (ARTIGO DE REVISAO).
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Abstract The Von Hippel-Lindau (VHL) disease is an
autosomal dominant disorder characterized by the predispo-
sition for multiple tumors caused by germline mutations in
the tumor suppressor gene VHL. This disease is associated
with a high morbidity and mortality and presents a variable
expression, with different phenotypes from family to fam-
ily, affecting different organs during the lifetime. The main
manifestations of VHL are hemangioblastomas of the cen-
tral nervous system and retina, renal carcinomas and cysts,
bilateral pheochromocytomas, cystic and solid tumors of the
pancreas, cystadenomas of the epididymis, and endolym-
phatic sac tumors. The discovery of any of the syndrome
components should raise suspicion of this disease and other
stigmas must then be investigated. Due to the complexities
associated with management of the various VHL manifes-
tation, the diagnosis and the follow-up of this syndrome is
a challenge in the clinical practice and a multidisciplinary
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approach is needed. The particular relevance to endocrinol-
ogists is the detection of pheochromocytomas in 35% and
islet cell tumors in 17% of VHL patients, which can be asso-
ciated with hypertension, hypoglycemia, cardiac arrhyth-
mias, and carcinoid syndrome. The purpose of this review
is to define the Von Hippel-Lindau syndrome addressing its
clinical aspects and classification, the importance of genetic
counseling and to propose a protocol for clinical follow-up.

Keywords Von Hippel-Lindau - Adrenal medulla -
Pheochromocytomas - Hemangioblastomas - VHL tumor
suppressor gene

Introduction

The Von Hippel-Lindau (VHL) disease is an autosomal
dominant syndrome, first reported in the twentieth cen-
tury, characterized by the predisposition for multiple
tumors caused by mutations in the VHL gene [1].
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1 Endocrinol Invest

In 1904, Eugene von Hippel, a German ophthalmolo-
gist, described some cases of retinal angiomatosis. After
20 more years, in 1926, Lindau, a Swedish pathologist,
established the relationship between the cerebellar and
retinal lesions. In the coming reports, the full spectrum
of the disease was established including retinal, visceral,
and central nervous system (CNS) manifestations, under
the eponym of Von Hippel-Lindau disease.

This is a rare disease, nowadays, perfectly established as
having a genetic origin, with an incidence of 1/36,000 in
the general population, but with a high penetrance in the
affected families, reaching 90% at 65 years of age [2, 3],
which justifies the high risk of developing its related dis-
eases in the individuals that carry the mutation.

The Von Hippel-Lindau disease is an autosomal domi-
nant disorder that implies a genetic alteration consisting
in the loss of the tumor suppressor function of the VHL
gene [4, 5] located in chromosome 3 (3p25.3). The pro-
tein encoded by this gene participates in the oxygen-
sensing system. It takes hypoxia-inducible factors (HIF)
for degradation when oxygen attains normal levels [6]. In
normal situations, the VHL protein is activated only when
there is hypoxia. However, when mutated it becomes
inactive. When hypoxic conditions take place (or when
the VHL protein is not active due to mutations or dele-
tion) HIF-1 accumulates and translocates to the nucleus
where they activate the transcription of angiogenic and
erythropoietic factors. It is a simple adaptation process
to hypoxia [7]. When this process becomes active in
response to other conditions that are not hypoxia, it may
start a tumorigenic process.

Besides this HIF-dependent mechanism of action, the
VHL protein participates in tumorigenesis by other pro-
cesses: cell senescence control, microtubule stabilization,
and maintenance of ciliar structure and function [8-10].
One recognized function of the VHL protein is to main-
tain Mad2 which is a key regulator of mitotic progression
[11]. Mad2 prevents the formation of chromosomal insta-
bility that is responsible for aneuploidy (abnormal chro-
mosomal numbers). When the VHL gene is mutated, cells
have low levels of Mad2 [12].

Mutations in the VHL gene increase the risk of tumor
formation in several organs. Usually, the mutation pro-
cess affects only one allele. It is necessary that the other
allele is inactivated (loss of heterozygosity or deletion)
for the VHL disease to occur.

The disease presents a variable expression, with differ-
ent phenotypes from family to family, affecting many dif-
ferent organs and systems during the lifetime, including
malignant and benign tumors. Approximately 20% of the
cases are caused by de novo mutations and hence do not
have family history [13]. It is a syndrome associated with

high morbidity and mortality, which justifies the impor-
tance of genetic screening [14].

The purpose of this review is to define the Von Hip-
pel-Lindau syndrome, addressing its clinical aspects and
classification, the importance of genetic counseling, and
to propose a protocol for clinical follow-up.

Clinical presentation and management

The clinical presentation of this syndrome is variable with
different phenotypes in different families or even in the
same family. The main manifestations are: hemangioblas-
tomas of the CNS and retina, renal carcinomas, renal cysts,
bilateral pheochromocytomas, cystic and solid tumors of
the pancreas, cystadenomas of the epididymis, and endo-
lymphatic sac tumors. It is rare to find all of the manifes-
tations of the disease in one patient; in familial cases, up
to 50% of patients have only one manifestation of the
syndrome. Clinical manifestations depend on the type of
mutation [15]; patients with truncating mutations or dele-
tions usually have type 1| VHL disease (without pheochro-
mocytoma), whereas in type 2 VHL disease (the type with
pheochromocytomas) missense mutations are the rule [16].
Patients with nonsense or frameshift mutations have a
higher risk of clear-cell renal cell carcinomas (ccRCC) and
hemangioblastomas. The disease phenotype is age depend-
ent, with an almost complete penetrance at 65 years [2, 17].

VHL disease is a syndrome associated with high mor-
bidity and mortality, having a median life expectancy of
50 years. The most frequent causes of death are compli-
cations of cerebellar hemangioblastomas (53%) and renal
cell carcinoma metastases (32%) [2]. The diagnostic cri-
teria for isolated cases are the existence of two heman-
gioblastomas (CNS or retina) or a hemangioblastoma
coupled with a visceral manifestation. In familial cases,
the presence of only one manifestation is enough for the
diagnosis [17].

Hemangioblastomas in the central nervous system

The hemangioblastomas of the CNS are the most fre-
quent lesions in VHL disease. It presents between 60 and
84% of the cases [13]. The average age of diagnosis is
29 years, mostly presented as single tumor (58%) [2].
Multiple tumors are always associated with the VHL syn-
drome [18]. The lesions are almost exclusively limited to
the brainstem, cerebellum, and spinal cord. In a study of
225 patients with VHL syndrome presenting hemangio-
blastomas, 1921 tumors were identified, of which 36%
were present in the spinal cord, 12% in the cauda equina,
449 in the cerebellum, 7% in the brainstem, and 1% were
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supratentorial. No reliable threshold for tumor size could
predict symptom development and need for treatment
[19]. The diagnosis of central nervous system lesions is
usually obtained by computerized tomography (CT) and
preferably by magnetic resonance imaging (MRI). The
signs and symptoms are variable, depending on the loca-
tion of the tumor. If cerebellar, the patient may experi-
ence headache, dizziness, gait and speech disturbances,
nystagmus, diplopia, ptosis, dysmetry, ninth cranial nerve
palsy, and paroxysmal hypertension. Erythrocytosis is a
rare condition that may be present in a subset of patients
secondary to constitutive activation of erythropoietin
caused by impaired degradation of the hypoxia-inducible
factor (HIF) [20]. If a spinal cord involvement exists,
symptoms may include neurogenic pain, multiple sensory
deficits, proprioceptive changes, paraparesis, paresthesia,
muscle atrophy, and medullar hypertonicity [17].

The tumors of the CNS are benign tumors that can remain
latent for indefinite time. Whenever accelerated growth
occurs with the consequent mass effect, the appropriate treat-
ment consists of either stereotactic radiosurgery or craniospi-
nal radiation surgery [13, 18, 19]. Radiation therapy is indi-
cated for the treatment of lesions not amenable to complete
excision and also as an attempt to avoid multiple surgeries
[21-23]. Surgery can provide the complete remission of the
tumor or at least improvement of the symptoms in 88% of
the cases. The presence of a peritumoral cyst, adjacent to the
CNS hemangioblastoma. underlies significant neurologic
morbidity and even mortality [24]. So, the development of
such peritumoral cysts in VHL patients frequently requires
surgical intervention. The hemangioblastomas’ burden in
VHL and particularly the contribution of peritumoral cysts
for that burden is generally associated with germline partial
VHL gene deletions [24].

Hemangioblastomas in the retina

Retinal capillary hemangiomas are also very frequent and
probably the most common alteration recognized in the
VHL syndrome being present in more than 70% of the
cases by age 60 years. The ocular alterations in the anterior
segment are only secondary to changes in the retina and
optic nerve. Cataracts, iris neovascularization, and neovas-
cular glaucoma are the most common [25].

The hemangiomas are usually circumscribed, round,
red—orange in color and may be classified according to
[25]: location (39% in the superior temporal quadrant and
27% in the lower temporal quadrant); morphology (endo-
phytic, exophytic, and sessile); and finally, retinal effects
(exudative or tractional). They can cause secondary reti-
nal effects such as macular exudates and cause vitreous
or retinal hemorrhage in about 3% of the cases, some-
times with retinal detachment [26].

The diagnosis is usually performed, on average, at
25 years of age, with the lesion presenting as a solid
tumor. About one-third of the patients have multiple
hemangiomas and a half have bilateral involvement.
Although considered a hamartomatous abnormal forma-
tion, the capillary hemangioma does not commonly have
congenital presentation; the risk of progressive growth is
of 38% at 30 years and 70% at 50 years [26].

The diagnosis is performed through fundoscopic
examination, in which the image of the hemangioma is
typical. Differential diagnoses include the vasoprolifera-
tive tumors, Coats disease, macroaneurysms, cavernous
hemangiomas, choroiditis, and choroidal neovasculari-
zation. Although the use of fluorescent angiography is
not essential, the test is important in some special situa-
tions to improve treatment outcomes. Patients at risk for
retinal hemangioblastoma should have routine screening
by imaging with fundus photography, fluorescein angi-
ography. and enhanced depth imaging optical coherence
tomography for subclinical detection of asymptomatic
tumors [27]. Echography is also important for the detec-
tion and the definition of tumor dimensions, particularly
in cases associated with hemorrhage and opacity of the
ocular medium. The nuclear magnetic resonance may
have some advantage to detect hemangiomas starting at
2 mm in thickness [26].

In general, the decision to treat capillary hemangio-
mas takes into account the size, location, and associated
findings, such as subretinal fluid, retinal traction, and
potential threat to the vision. Among the options, laser
photocoagulation (ideal for smaller lesions), eryotherapy
(preferable in the larger ones), transpupillary thermal
therapy, radiotherapy, photodynamic therapy, and vitreo-
retinal surgery can all be used. Recently, the use of anti-
angiogenic molecules applied intravitreously was intro-
duced, especially for advanced cases with more exudate
and increased risk of visual loss [28].

More than 25% of the patients show some degree of
permanent visual loss having visual acuity inferior to
20/40 and an additional 209% having an acuity of lower
than 20/100. The severity of the loss depends on the age
of the patient. 43% of the visual acuity loss occurs in the
first 30 years of disease evolution. Therefore, early detec-
tion is associated with a good outcome which is a conse-
quence of subsequent early treatment [25].

Renal tumors

Renal cell carcinomas correspond to 3% of all cancers in
adults, with the highest incidence between 50 and 70 years
of age. Approximately 4% of renal carcinomas are hered-
itary, and these cases tend to be multifocal. bilateral, and
affecting younger individuals [29]. Cysts and renal cell
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carcinomas are present in about two-thirds of patients
affected by VHL syndrome, with a cumulative incidence
of 5% at 30 years of age and 69% in the sixth decade of
life [2]. The cysts are benign lesions, but the coexistence
of mutations in both cysts and carcinomas suggests that the
cysts may be precursors of carcinomas. Corroborating this
hypothesis, 1.2% of the cysts present areas of malignant
transformation [30-32].

Renal cell carcinomas are solid lesions with malignant
behavior and, when associated with VHL disease, they are
always of the clear-cell subtype [13]. RCCs are the most
frequent VHL-associated metastasizing tumors. Most
cases, however, are asymptomatic; when present, the most
common symptoms are hematuria and flank pain, drawing
attention to the importance of screening protocols [33].

The radiologic diagnosis is made by ultrasound, which
differentiates the solid from the cystic lesions, and CT
of the abdomen which is more sensitive to detect tumors
smaller than 2 cm. MRI offers no advantage over the CT
[17].

Kidney lesions often grow slowly [34]. Therefore,
tumors smaller than 2 cm can be clinically followed up
with the purpose of avoiding multiple surgical explora-
tions [35]. Surgery is recommended in lesions greater than
3 cm [36]; metastases are usually present when the tumor
is greater than 4.5 cm. Lymph nodes, lung, liver, bone,
and central nervous system are the most common sites of
metastases [37].

The surgical approach seeks to preserve the kidney func-
tion as much as possible. Simple enucleation is indicated
in cystic lesions [35]. In solid tumors smaller than 5 cm
or multiple disease of limited extension, a partial nephrec-
tomy can be performed [37]. In cases of larger tumors and
lesions which affect the entire renal parenchyma, total
nephrectomy should be performed and if it is bilateral, the
patient will be started on dialysis treatment and renal trans-
plantation may be performed 1 year after the surgery, when
the chance of occurrence of metastases becomes lower
[38]. The follow-up is performed by abdomen CT every six
months for 2 years, and then annually [17].

Pheochromocytoma

Among the catecholamine-secreting tumors originat-
ing from chromaffin cells, pheochromocytomas, from
the adrenal medulla, are the most common in the VHL
syndrome, whereas paragangliomas, from sympathetic
ganglia cells are rare in this syndrome. Up to one-fifth
of patients with apparently sporadic pheochromocy-
toma may carry the VHL disease. Characteristically,
the histology of these tumors shows a thick capsule and
increased vascularization. In contrast to MEN-2 pheos,
in VHL cases there is not adrenal medulla hyperplasia

[39]. In some cases, pheochromocytomas associated with
VHL syndrome express proteins related to the hypoxic
response, like carbonic anhydrase IX [40]. In contrast,
about 20-35% of the cases with VHL syndrome have
pheochromocytomas, and these are frequently bilateral
and affect patients at younger ages [41, 42]. In the ret-
rospective analysis of patients with VHL enrolled at the
National Cancer Institute, the earliest age at diagnosis was
5.5 years [43]. The presence or absence of pheochromo-
cytoma is the basis of the classification of VHL syndrome
by the National Cancer Institute [13]. Type 1 disease is
related to gene deletion or nonsense mutation and patients
do not suffer from pheochromocytomas while type 2 dis-
ease is characterized by the presence of pheochromocyto-
mas and is associated with missense mutations [44].

About 40% of the families with VHL syndrome and
pheochromocytomas have a mutation in codon 238 of the
VHL gene [45].

Patients are often asymptomatic since in many cases
there is no excessive catecholamine production by the
tumor, unlike the sporadic pheochromocytoma cases [46].
When present, the most common symptoms are palpita-
tions, sweating, headache, and paroxysmal hypertension
[47] but other nonspecific signs may also be present, lead-
ing to a delay from the onset of the symptoms to the diag-
nosis. The lack of a pheochromocytoma diagnosis can lead
to complications such as hypertensive crisis, heart failure,
and stroke [48]. Furthermore, the possibility of an occult
pheochromocytoma should be considered in syndrome car-
riers that need surgery, since there is a real risk of sympa-
thetic hyperactivity and severe arterial hypertension during
surgery with a significant increase in surgical risk and anes-
thetic implications [41].

Diagnosis is based on biochemical tests and radio-
logical imaging of the abdomen by ultrasonography, CT
or MRI of the abdomen, and whole body scanning with
meta-iodobenzylguanidine. Biochemical evaluation con-
sists in the determination of the catecholamines and their
metabolites in the plasma or in the urine. For a blood
sample, patients should be supine for 20-30 min from
the time the needle is inserted and when blood is drawn,
the blood sample analysis should use reference stand-
ards from supine tests, not seated tests. Urine collection
should be over a 24-h period [49].

The measurement of fractionated plasma-free metane-
phrines is the most sensitive method for the diagnosis of
pheochromocytoma, but it has lower specificity when com-
pared with the determination of urinary catecholamines and
metanephrines. Therefore, the measurement of fraction-
ated plasma-free metanephrines should be done in patients
with high level of suspicion for pheochromocytoma, since
in these conditions, a highly sensitive test is fully justified.
In patients with low probability of pheochromocytoma,
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urinary determinations of catecholamines and metane-
phrines are sufficient. Recently, it has been shown that
increased plasma normetanephrine concentrations are usu-
ally present in the case of VHL patients with pheochromo-
cytoma, indicating the production of the norepinephrine by
the tumor [46]. Paragangliomas that have been rarely asso-
ciated with VHL disease are usually parasympathetic, and
do not secrete significant amounts of catecholamines [50].

Benign pheochromocytomas are commonly found,
while malignant tumor with distant metastasis has been
reported in about 3% of VHL patients [46]. Moreover, the
risk of malignant transformation in pheochromocytomas
associated with the VHL disease is not elevated. The treat-
ment is surgical, through unilateral or bilateral adrenalec-
tomy, depending on the form of presentation [42]. These
patients should be followed up for their entire life due to
the increased risk of recurrence.

Pancreatic tumors

Pancreatic lesions associated with the VHL disease occur
in up to 77% of the patients [51]. They can be classified as
non-secretory (cysts and cystadenomas) and secretory (islet
tumors/neuroendocrine tumors—NETSs). Pancreatic cysts
are the most common form of presentation in the VHL syn-
drome. Simple cysts and serous cystadenomas are usually
discovered incidentally because they are asymptomatic.
They do not normally require intervention. They could be
the sole manifestation of pancreatic disease in about 50%
of VHL patients [52].

Cysts and cystadenomas affect young individuals, and
the diagnosis is carried out between the ages of 20 and
40 years. Both are benign lesions and generally asymp-
tomatic although epigastric pain may be referred in some
cases [17]. Diagnosis is performed through imaging proce-
dures that should be performed in every carrier of the VHL
disease. Pancreatitis and pancreatic insufficiency are rare
complications; it must also be stressed that there is not an
increased risk of adenocarcinoma of the pancreas [52], they
may coexist with pheochromocytomas [17, 51].

Pancreatic secreting or neuroendocrine tumors are
constituted by cells of the Langerhans islets, and affect
individuals at around 40 years of age [36]. Such tumors
occur in 11-17% of the patients with the VHL disease
[53]. They are usually multiple and are frequently associ-
ated with precursor lesions like nesidioblastosis or islet
dysplasia [54]. These are tumors with a slow growth that
are asymptomatic in most of the patients; their detection
occurs at a younger age than in sporadic cases probably
due to a periodic screening of family members of affected
patients. Malignant behavior, however, is observed in a
significant number of the cases and they can metastasize,
primarily to the liver and bones.

When they become symptomatic, the symptoms are
related either to the production of insulin or glucagon.
Patients with neuroglycopenic symptoms should have
biochemical proof of endogenous hyperinsulinemic
hypoglycemia to diagnose insulinoma. On the other hand,
carcinoid syndrome produces nonspecific elevations in
glucagon levels. Contrary to MEN-1 pancreatic NETs,
these tumors in VHL patients rarely produce gastrin [55]
and in some cases produce inhibin [56].

The diagnosis is made through any abdominal imaging
examination: ultrasound, CT, or MRI [17]. Somatostatin
receptor scintigraphy is positive in 60% of the cases [53].
The choice of treatment is based on tumor location, size,
and presence or absence of metastatic disease. Locoregional
disease can be treated with tumor resection with or without
lymphadenectomy. Lesions larger than 3 cm in diameter or
even those larger than 2 cm, if located in the pancreas body
or head should always be removed.. Minor and asympto-
matic lesions must be annually evaluated [57]. Approxi-
mately 80% of the neuroendocrine pancreatic tumors
express somatostatin receptors, their function is to decrease
the activity of calcium channels, thereby decreasing hor-
mone secretion. Somatostatin analogs (SSA) such as octre-
otide, lanreotide, and pasireotide are indicated for symptom
reduction in advanced disease. The responses may vary by
tumor type and some patients may become desensitized
over time [58]. Although tumor size and growth rates sup-
port current indications for surgical treatment, no absolute
criteria are available for selecting patients who have prema-
lignant or malignant disease [57, 59].

Endolymphatic sac tumors of the middle ear (ELST)

Tumors of endolymphatic sac were recently recognized
as belonging to this syndrome and may be more frequent
than previously believed. Whenever bilateral, ELST are
considered pathognomonic of the VHL disease. They are
present in about 15% of the patients affected by the dis-
ease. They are usually benign cystoadenomas, but can be
locally invasive, leading to hearing loss, tinnitus, dizzi-
ness, gait imbalance, and paralysis of facial muscles [60].
Three mechanisms have been described to explain the
hearing loss and other symptoms [61]:

1. Otic capsule invasion by the tumor, resulting in
destruction of the membranous labyrinth and interrup-
tion of the endolymphatic flow;

2. Labyrinthine hemorrhage causing sudden loss of hear-
ing which may be irreversible;

3. Block of the reabsorption of the endolymphatic sac
fluid leading to gradual onset of hearing loss, tinnitus,
and vertigo.
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VHL syndrome patients should be asked annually about
auditory and vestibular symptoms and evaluated with
routine audiometry. Any detected abnormalities must be
screened for the presence of tumors by high-resolution CT
or MRI of the skull base with thin sliced sequences [60].
The treatment is surgical and may prevent deafness, but is
not always mandatory in asymptomatic patients, consider-
ing the slow tumor growth and the possible complications
associated with surgery [62, 63]. Stereotactic radiotherapy
can be used in cases of recurrent disease [64]. The cochlear
implant may be an option for patients with bilateral hearing
loss [65].

Other tumoral manifestations in the VHL syndrome

Papillary cystadenoma of the epididymis is a benign pal-
pable lesion that is present in 10-60% of patients with
VHL syndrome. Unilateral cysts are common in the general
population and, therefore, only the bilateral cases should be
taken as an indication of a possible VHL diagnosis. They
are usually asymptomatic and rarely cause pain or infertil-
ity. The diagnosis is made by ultrasound; it does not require
treatment, but in symptomatic cases, it can be removed by
surgery [17].

The cystadenoma of the broad ligament of the uterus
is a benign and asymptomatic lesion in most of the cases;
its true incidence in the VHL syndrome is unknown. Some
patients may experience pain, dyspareunia, and menorrha-
gia [66].

Cavernous hemangiomas and hepatic hemangioblas-
tomas, pulmonary hemangioblastomas, omentum cysts,
vertebral hemangiomas, cysts and hemangiomas of the
ovaries, medullary thyroid carcinomas, papillary thyroid
carcinomas, dermal hemangiomas, pigmented nevus,
splenic cysts and angiomas, angiomas and adenomas of
the adrenal cortex, and pancreatic hemangioblastomas
have also been reported [17].

Classification and diagnosis

The diagnosis is based on the assessment of three cri-
teria: retinal or CNS hemangioma, visceral lesions, and
family history. If the patient has a family history of VHL
disease, only one hemangioma or visceral lesion, con-
firms the disease. In the cases with no family history of
VHL disease, the presence of two or more hemangiomas,
or a hemangioma and a visceral lesion are needed for the
diagnosis [57].

The Von Hippel-Lindau syndrome is then classified
according to the nature of the tumors, based on the pres-
ence or absence of pheochromocytomas (Table 1). Type 1
does not develop pheochromocytomas, but presents a high

Table 1 Manifestations of the Von Hippel-Lindau syndrome, clas-
sified according to the absence (type 1) or the presence (type 2) of
pheochromocytoma

VHLiype  HABreiina HABCNS  RCC PHEO
1 + + + -
2A + + Lowrisk  +
2B + + Highrisk  +
2C - - - +

+ present, — absent, HAB hemangioblastoma, CNS central nervous
system, RCC renal cell carcinoma, PHEQ pheochromocytoma

risk for other VHL lesions; it is the most common type of
presentation (80%). In the type 2, there is a high risk of
developing pheochromocytomas; it is further subdivided
according to the presence or absence of renal cell carci-
noma. The type 2A, without RCC, has the best prognosis,
and the type 2B, having a high incidence of RCC, is the
rarest form but it is the one that has all the manifestations
of the VHL. Pheochromocytomas are the single clinical
manifestation in the type 2C.

However, accurate classification can only be made in
large kindred because of the variability of VHL gene muta-
tion [67]. Genotype—phenotype correlations have been
identified from analysis of the VHL mutations. Families
with an increased risk of pheochromocytoma (Type 2 VHL
disease) displayed missense type mutations, whereas true
null VHL alleles are associated with a low risk of pheochro-
mocytoma (Type 1 VHL disease) [5].

Several lines of evidence suggest additional pVHL func-
tions and recognizing how VHL gene is mutated might pro-
vide new opportunities for therapeutic intervention

Genetic counseling

In the recent years, the prognosis has improved significantly,
initially due to the progress in the surgical technique and
in post-surgical care. This was also due to the early detec-
tion that became possible, consequent to genetic testing in
asymptomatic family members (Table 2) [67]. The diagno-
sis in asymptomatic patients has social, psychological, and
economic implications, but the benefits of its early identi-
fication outweigh the negative consequences. This has led
to a clear screening protocol indication since childhood [1].

Genetic counseling is important because germline muta-
tions in the VHL gene are virtually detected in all families
with one or more affected members. Germline mutations
are also identified in 4% of patients with sporadic heman-
gioblastomas, 1.6% of renal cell carcinomas, and 3-9% of
pheochromocytomas [67].

Approximately 80% of the individuals with VHL have
at least one parent affected by the syndrome. Both patients
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Table 2 Screening recommendations to study VHL germline muta-
tions

Patient with VHL disease and/or first-degree family members
Asymptomatic individual from a family with identified VHL muta-
tion
Patients with VHL suspicion:
Multifocal VHL tumor in one organ
Bilateral VHL tumor
Two or more organs with bilateral VHL

A VHL tumor in young (<350 years for hemangioblastoma and
pheochromocytoma and <30 years for renal cell carcinoma)
Patient from a family with hemangioblastoma, renal cell carcinoma,
and pheochromocytoma only

and their families should be correctly genotyped and
referred for genetic counseling in conjunction with other
medical consultations and performing of the appropriate
tests to identity VHL clinical manifestations [68].

Affected subjects have a 50% chance of transmitting the
mutation to their children, because VHL is an autosomal
dominant disease. For patients with mosaicism, the risk
may be as high as 50% if the germinative cells carry the
mutation. The diagnosis can be made in the prenatal period
through amniocentesis or chorionic villus biopsy. Parents
should be informed about reproductive technologies such
as egg or sperm donation. There is also the possibility of
genetic diagnosis, in the pre-implantation stage of in vitro-
fertilized embryos [69]. An extensive review on genetic
counseling was recently published by Nielsen et al. [70]

Follow-up

There are several protocols for monitoring the VHL syn-
drome such as the protocol of the University of Cambridge
[71] and of the American National Institute of Health [13]
(Supplemental Table 1).

Overall, the ophthalmologic exam of the retina should be
performed annually and started before the fifth year of age.
The blood pressure monitoring should be performed rou-
tinely, at least once a year, associated with urinary catecho-
lamine determination starting from the fifth year of age,
mainly in families with a high incidence of pheochromocy-
toma. Abdominal ultrasound and/or CT or MRI should be
performed annually, starting at 16/20 years of age [17]. Itis
also important that the audiological evaluation is conducted
in patients with known hearing loss, followed by temporal
bone resonance, if there are any changes.

In spite of its rarity, this disease is so complex that it can
only be well managed in referral centers. Diagnostic delay
is a very important issue as it impedes implementation of

a prophylactic screening program necessary for improv-
ing median overall survival. Follow-up should be life-long
and we recommend an inter-disciplinary approach (Fig. 1).
Modifications of screening plan may sometimes be done
with individual patients and their family history, since VHL
surveillance guidelines are based on expert medical opin-
ion, but limited evidence is available regarding the optimal
initiation and frequency of surveillance regimes.

Therapeutic implications of the recent molecular
understanding of VHL disease

Drugs developed to change the downstream consequences
of VHL inactivation, mainly to decrease the rich vasculari-
zation observed in tumors of VHL patients, have already
demonstrated significant efficacy in these patients [72].
These drugs include small molecule inhibitors of VEGFRs
(sorafenib, sunitinib, valatinib, and pazopanib) and anti-
VEGFR antibodies (bevacizumab) [72-75]. The effects
seem to ditfer between the VHL types and this was sug-
gested to be due to the differential endothelial VEGFR
expression observed in the different tumors [74].

In patients with pancreatic neuroendocrine lesions,
the VEGFR inhibitor, sunitinib, was able to lead to a sta-
bilization of the disease and a phase II clinical trial was
already performed, but the results were not yet released
(NCTO1168440) [72]. In VHL renal lesions, sunitinib
led to a partial response in 33% of the patients, but con-
trary to this none of the hemangioblastomas responded
to sunitinib [74]. Still, other anti-angiogenic drugs were
tested in VHL-associated hemangioblastomas with good
results. A case report reported a patient treated with pazo-
panib which resulted in a significant neurologic improve-
ment and decrease of the hemangioblastoma volume
[75]. Besides that, a long-term treatment with intravitreal
bevacizumab, improved the visual acuity and the optical
coherence tomography thickness in a patient with VHL-
associated hemangioblastoma [76]. Vatalanib is actu-
ally under investigation in a phase II clinical trial for the
treatment of hemangioblastomas in patients with VHL
(NCT00052013).

mTOR. inhibitors (everolimus and temsirolimus) have
also shown favorable clinical results in advanced renal
cell carcinoma and in pancreatic neuroendocrine tumors.
However, studies with VHL patients are still missing
despite of mTOR inhibitors being considered as promis-
ing therapies [72, 77-79]. Actually, a study of mutation-
targeted therapy with sunitinib or everolimus in patients
with neuroendocrine tumors of the gastrointestinal tract
and pancreas is recruiting, and it includes VHL patients
(NCT02315625).
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Fig. 1 Inter-disciplinary
approach for screening, treat-

CLINICAL MANAGEMENT OF THE VHL PATIENTS AND THEIR FAMILIES

ment, and follow-up of VHL

syndrome, both in the index
cases and the family members
carrying the same mutation

PROPHYLACTIC SCREENING

the attitude that improved median survival of affected patients (Table 2)

DIAGNOSTIC PROCEDURES

going from genotyping of every suspected case to the identification of every
component of the syndrome on a regular basis

Annual assessment:

- Screening history and physical examination
directed toward eliciting the symptoms and signs of neurological disturbance and hypertension;

- Ophtalmoscopy;
- Audiological evaluation.

from infancy (to adulthood) i

vy

[ Urinary catecholamines and metanephrines {annually].i....-'gl:g....‘:r."......F.....!..............‘
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- Abdominal ultrasound [annually)

- Brain/spine imaging
Consider Supplemental Table 1 to determine individual follow-up plan.

In order to reduce exposure to radiation, CT should be performed when it is
strictly indicated.

SresEsEssassmsssssssssasnssannans,

i from adolescence
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THERAPEUTIC DECISION

avoiding multiple and in particularly unnecessary surgeries

Geneticists, Endocrinologists, Gastroenterologists, Neurologists and Neurosurgeons,
Ophthalmologists, Radiologists, Otorrinolaryngologists, Surgeons and Oncologists should all be
part of the team that supports these patients and families ever since one case is identified

Psychological support is an essential part of the care for these pacients. Health
professionals should also participate in profession choice as well as in family planning

Associations of families with VHL may be an invaluable support regarding aspects of this
disease like the access to health systems legal rights and economical aid.

Conclusion

In this article, we reviewed the VHL disease, a famil-
iar syndrome of multiple benign and malignant tumors,
which affects individuals since childhood and presents
various forms of clinical manifestations. The discovery of
any of the syndrome components, especially of heman-
gioblastomas of the retina and CNS, and also pheochro-
mocytomas, should raise suspicion of this disease and
other stigmas must then be investigated.

The identification of the syndrome is important due
to its high risk of serious complications, which can be

avoided with a proper diagnosis and early treatment.
Early recognition, made possible through the genetic
testing in asymptomatic members of the affected fami-
lies has contributed to the improved prognosis of these
patients.

For the monitoring of VHL disease, a multidiscipli-
nary approach is needed, with professionals in the areas
of endocrinology. nephrology, neurology. pathology.
ophthalmology, otolaryngology, and urology, among oth-
ers. The diagnosis and the follow-up of this syndrome is
a challenge in the clinical practice, and the aim of this
review is also to aid in the treatment of these patients.
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5.2 ARTIGO 2- IMUNOEXPRESSAO DE MARCADORES DE APOPTOSE,
ENZIMAS DO METABOLISMO E PROLIFERACAO CELULAR EM
FEOCROMOCITOMAS NO DOENCA VON HIPPEL-LINDAU (ARTIGO
ORIGINAL).

5.2.1 RESULTADOS

Um total de 9 pacientes foram incluidos em nossa pesquisa (Tabela 1); trés
pacientes sendo dois irméaos (figura suplementar 1) apresentaram doenca de VHL e
feocromocitoma, constituindo os casos familiares, os demais pacientes né&o
apresentavam histéria familiar ou outros tumores relacionados a sindrome. A idade
média dos pacientes ao diagnéstico do feocromocitoma foi menor nos casos
familiares (34,6 anos) em relacdo aos casos esporadicos (57,5 anos) (tabela 1).
Todos os pacientes com a doenca de VHL eram do sexo masculino; nos casos
esporadicos, a prevaléncia dos feocromocitomas foi a mesma em ambos 0s sexos.
Um paciente com a doenca de VHL apresentou tumor bilateral. A média dos maiores
diametros dos feocromocitomas presentes nos casos esporadicos foi 175% maior

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

Em relacdo a apresentacgdo tumoral, além de feocromocitoma o paciente n° 1
com doenca de VHL desenvolveu carcinoma de células claras renal, com
metastases, cistos renais, no epididimo e no pancreas. O paciente n° 2 apresentou
além de feocromocitoma, carcinoma renal de células claras com cistos renais e
nodulo hipervascularizado na cabeca do pancreas. O paciente n° 3 apresentou
hemangioblastomas cerebral e retiniano, carcinoma de células renais e
feocromocitomas bilaterais. Quanto aos sintomas clinicos, 83% dos casos
esporadicos apresentaram a triade classica de sintomas (cefaleia, sudorese e
palpitacdo); os casos familiares apresentaram somente cefaleia. Os pacientes com a
doenca de VHL apresentaram catecolaminas e metanefrinas urinarias dentro dos
limites da normalidade; todos os casos esporadicos apresentaram valores elevados
de metanefrinas urinarias e somente um paciente nesse grupo apresentou valores

elevados de catecolaminas urinarias (tabelas 1 e 2).

Quanto ao tratamento dos casos com doenca de VHL, o paciente n° 1 foi

submetido a nefrectomia parcial com adrenalectomia a esquerda por carcinoma de
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células claras renal e adrenalectomia a direita por feocromocitoma em tempos
diferentes, o paciente n° 2 foi submetido a nefrectomia total com adrenalectomia por
apresentar carcinoma de células claras renal e feocromocitoma ipsilateral. O
paciente n° 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 esporadicos, o tratamento cirdrgico optado foi a

adrenalectomia.

Todos os tumores foram examinados ao microscopio Optico, de acordo com
os critérios de PASS, descrito anteriormente. Para confirmar inicialmente o
diagnostico de FEO realizamos estudo imunoistoquimico com o anticorpo anti-
cromogranina; todos os tumores exibiram marcacéo citoplasmatica difusa e intensa
(figura 1). Em relacdo ao padrdo de crescimento tumoral, os tumores presentes em
pacientes com a doenca de VHL apresentaram areas com crescimento difuso,
constituidos por células com a presenca de citoplasma claro e nos casos
esporadicos predominou a arquitetura em ninhos “zellballen”, tipica dos
feocromocitomas com células exibindo citoplasma basofilico (figura 2). Infiltrac&o
capsular com lipidizacdo citoplasmatica esteve presente em um caso de paciente
com a doenca de VHL (paciente n° 2) e em um paciente com doenca esporadica
(paciente n° 10) (figura 3). Necrose confluente esteve presente em somente um caso
esporadico (paciente n° 6) (figura 4A). Ndo foi observada diferenca na espessura da
capsula de casos familiares em comparacdo aos esporadicos. Atipias nucleares

foram vistas em todos 0s casos, em menor ou maior quantidade (figura 4B).

Para avaliar o padrédo de distribuicdo dos vasos sanguineos e a densidade
vascular, utilizou-se o anticorpo CD34, que reconhece o endotélio vascular.
Observou-se diferengca na distribuicdo dos vasos, sendo que o0s tumores de
pacientes com a doenca de VHL apresentaram proliferacdo de vasos de menor
calibre quando comparados aos casos esporadicos. A densidade vascular foi
significativamente maior (p=0,002), apresentando aumento de 300% nos tumores de

pacientes com a sindrome em relag&o aos casos esporadicos (figura 5).

Observou-se diminuicdo de 280% na expressao da enzima de metabolizacdo
GSTP1 nos tumores de pacientes com a doenca de VHL em relacdo aos casos
esporadicos (p=0,001). A expressao da enzima também foi menor (67%) (p=0,67) no

tecido de adrenal normal, adjacente ao feocromocitoma VHL (figura 6).
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A apoptose foi avaliada utilizando-se o anticorpo anti caspase-3. Houve
diminuicdo de 300% na imunoexpressdo da enzima caspase 3 nos tumores

familiares em relac@o aos casos esporadicos (p=0,02) (figura 7).

A proteina p53 demonstrou raras células com ndcleos positivos tanto no
grupo esporadico quanto nos pacientes com a doenca de VHL, menor que 1%. Nao
se observou correlacdo entre a positividade da proteina com a atipia nuclear ou

divisdo celular (figura 8).

Quanto ao indice de proliferacédo celular (Ki-67) avaliado através do anticorpo
MIB-1, observaram-se escassas células positivas, menor que 1% em ambos 0s

grupos (figura 9).

Em relacdo a imunoexpressdo da proteina S-100 identificando as células
sustentaculares, houve distribuicdo de maneira heterogénea na marcacédo, com
areas apresentando maior e menor densidade em um mesmo tumor, ndo havendo
diferenca nessa distribuicdo entre os casos familiares e esporadicos. As células
sustentaculares foram facilmente identificadas em tumores com padrao de
crescimento classico, em ninhos, apresentando densidade diminuida em areas de

crescimento tumoral com padréo difuso (figura 10).
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5.2.2 DISCUSSAO

Realizamos um estudo comparativo dos feocromocitomas presentes na
doenca de von Hippel-Lindau com casos esporadicos, com avaliacdo de
caracteristicas clinicas, morfolégicas e moleculares através de estudo
imunoistoquimico. Aproximadamente 25% dos pacientes com feocromocitomas
aparentemente esporadicos, apresentam mutacdes de genes relacionados a
sindromes genéticas, VHL, RET, SDHD e SDHB (NEUMANN et al., 2002),
entretanto o estudo genético ndo é um exame realizado de rotina em todo paciente
com o diagnostico de feocromocitoma. H& escassos relatos na literatura
comparando casos esporadicos aos casos familiares na doenca de von Hippel-
Lindau. Em nosso estudo, os feocromocitomas presentes em pacientes com VHL
apresentaram menor diametro tumoral, com auséncia de sintomatologia classica e
auséncia de alteracdes nos niveis de catecolaminas e metanefrinas urinarias. A
densidade vascular foi estatisticamente maior e os niveis de GSTP-1 e caspase-3

menor que oS casos esporadicos.

Os feocromocitomas presentes nos casos familiares em nossa série foram
diagnosticados em idade mais precoce em relacdo aos casos esporadicos, 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
casuistica, de acordo com a apresentacdo tumoral, foram classificados como
portadores de doenca de VHL do tipo 2B, frente a presenca de feocromocitoma e
carcinoma de célula renal. Nenhum deles apresentou hemangioblastomas cerebrais
e retinianos, tumores mais frequentes na sindrome, presentes em até 72% e 60%
dos pacientes, respectivamente (LONSER et al., 2003). Apesar dos avancos nos
métodos de diagndstico, ainda ha atraso de 3 anos entre 0s sintomas iniciais e 0
diagnéstico final (MANNELLI et al., 1999). A principal razdo para este tempo de
laténcia é a inespecificidade dos sintomas, a exemplo da cefaleia, palpitacdo e
sudorese entretanto, se todos os 3 sintomas estiverem presentes, a especificidade
da combinacédo atinge mais de 90% (PLOUIN et al., 1981). Em nosso estudo, os
feocromocitomas em pacientes com a doenca de VHL foram diagnosticados através
de um protocolo de rastreio familiar o que possivelmente explica achados de

tamanhos tumorais menores, com niveis normais de catecolaminas e metanefrinas
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urinarias. Nenhuma caracteristica histolégica isolada € capaz de identificar o
potencial metastatico dos feocromocitomas entretanto, algumas evidéncias sugerem
que sistemas de escores podem predizer o risco de malignidade. Thompson (2002)
propds o sistema do PASS onde tumores com escore maior ou igual a 4 se
correlacionaram com potencial metastatico. Em nosso estudo nenhum paciente
apresentou escore maior ou igual a 4, compativel com a evolucéo clinica benigna.
Além do risco para malignidade estimado pelo sistema do PASS, h& um risco para
doenca bilateral. Os pacientes com doenca de VHL apresentam risco aumentado
para tumores adrenais bilaterais. O tratamento com adrenalectomia bilateral nesses
pacientes acarretarda necessidade de suplementacdo por toda vida com
glicocorticoide e mineralocorticoide. Em uma série de 33 pacientes com
feocromocitomas familiares conduzidos com adrenalectomia parcial, no instituto
nacional de cancer americano, somente 5 pacientes necessitaram suplementacao
com glicocorticoide (DINER et al., 2005). Na nossa casuistica, dois pacientes com
doenca de VHL foram submetidos a adrenalectomia total bilateral, dependendo

desde entdo de suplementacdo hormonal.

O gene VHL estd mutado na doengca de VHL e em casos de CCR
esporadicos, estando associado a niveis elevados de HIF e ao desenvolvimento de
tumores altamente vascularizados (MIN et al., 2002). Os feocromocitomas presentes
na doenca de VHL demonstram aumento da densidade vascular e na expressao de
VEGF. Seu principal mecanismo é o aumento da expressdo de VEGF e a
desregulacdo do HIF é uma caracteristica presente em todos os tumores da
sindrome (POLLARD et al., 2006). Para a avaliagdo do padrdo vascular dos
feocromocitomas, utiliza-se o anticorpo anti-CD34, especifico para o endotélio
vascular; o aumento significativo na densidade vascular nos casos familiares em
comparacao aos esporadicos encontrados em nosso estudo estd de acordo com
desregulacdo no HIF com consequente ativacdo de genes relacionados a
angiogénese. A densidade da microvasculatura tumoral apresenta fator prognostico
em tumores da mama, colo do Utero e neoplasias malignas uroldgicas. A contagem
maior de vasos sanguineos esta associada a pior sobrevida nesses pacientes pois,
além de suprir o tumor com quantidade maior de oxigénio e nutrientes, propicia
possivel via de metastases (OHJI et al., 2001). Interessantemente, raros casos de

feocromocitomas presentes na doenca 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 metastases durante o acompanhamento.

As glutationas sdo importantes enzimas que participam do metabolismo de
fase Il de xenobidticos, exibindo polimorfismos genéticos relacionados a auséncia ou
diminuicdo de sua atividade (YU et al.,, 2016; CAMPOS et al., 2017). A
hipermetilagdo do DNA é o principal mecanismo de inativacdo do gene GSTP-1 nos
tumores de prostata (LIN et al., 2001). A hipermetilacdo da regido promotora do
gene GSTP-1 esta associada a perda da expressao da proteina em céanceres de
mama (SAXENA et al., 2012). Em tumores de endométrio, a diminuicdo da
expressdo proteica da enzima avaliada através de imunoistoquimica se
correlacionou com diminuicdo da expressao génica e com pior prognostico dos
tumores (CHAN et al., 2005). Estudos tém demonstrado o envolvimento de enzimas
do metabolismo xenobidtico em proteger genes supressores tumorais, a exemplo do
TP53 contra mutacdes em diversos tipos de tumores (NEDELCHEVA KRISTENSEN
et al., 1998). A diminuicdo da expressdo da GSTP-1 em feocromocitomas presentes
em pacientes com a doenca de VHL poderiam modular a expressdo de genes
relacionados a doenca de VHL. Detectamos a diminuicdo da expressao da proteina
GSTP1 através de estudo imunoistoquimico, porém nédo foi avaliado qual o evento
genético responsavel pela diminuicdo da atividade da enzima, a exemplo de possivel

polimorfismo ou possivel hipermetilagéao.

A desregulacao 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 fungcdo de um
importante “sensor” de dano ao DNA capaz de induzir a cascata de apoptose
(HARRIS, 1996). Enzimas responsaveis por sinais anti-apoptoticos, a exemplo de
bcl-2, bcl-x, ras, e c-abl, apresentam frequente aumento de expressdo em células
malignas (MARTIN et al., 1995). Diminuicdo da expresséo da enzima caspase-3 esta
associada a piora da sobrevida em pacientes com cancer de mama e alterages
somaticas, genéticas e epigenéticas, a exemplo de hipermetilacdo de promotores do
gene da caspase-3, podem ser responsaveis pela resisténcia desses tumores a
agentes quimioterapicos (DEVARAJAN et al., 2002; PU et al., 2017). A apoptose ou
morte celular programada € importante em tumores por duas razdes principais: 1) a

supresséo da apoptose parece ser evento crucial no desenvolvimento de tumores; 2)
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a maioria dos medicamentos citotéxicos levam a regressao tumoral através da
inducdo da apoptose. Em nosso estudo observamos diminuicdo da expressao
proteica de caspase-3 em feocromocitomas presentes em pacientes com a sindrome
de VHL em comparacdo aos casos esporadicos. Este € um dos mecanismos pelos
quais as células tumorais podem diminuir a apoptose; outros mecanismos foram
descritos, incluindo desequilibrio entre os fatores apoptéticos/anti-apoptoticos,
reducdo na funcédo das caspases e desregulacdo no receptor de morte celular
(WONG, 2011). O oncogene Bcl-2 esta expresso em feocromocitomas esporadicos e
familiares atuando como inibidor da apoptose. Com a expressao do Bcl-2, ocorreria
diminuicdo da taxa de morte celular, contribuindo para uma “vantagem” do
crescimento tumoral com consequente aquisicdo lenta de defeitos genéticos. Além
disso, a proliferacdo 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 doenca de VHL apresentam ativacao
constitutiva das proteinas HIF-1a e HIF-2a frente a inativagdo da proteina pVHL,
apesar da similaridade entre ambas as isoformas, estudos demonstram que h&
ativacao de diferentes vias de crescimento e apoptose celular quando ha predominio
de uma ou outra isoforma, em CCR. Enquanto a isoforma HIF-1a regula
positivamente o gene BNip3 (Bcl-2 interacting protein 3) sem efeito sobre ciclina-D1,
TGF-a, e VEGF, a isoforma HIF-2a regula negativamente BNip3 e positivamente a
ciclina-D1, TGF-a, e VEGF (RAVAL et al., 2005). BNip3 é um membro da familia Bcl-
2, das proteinas reguladoras de apoptose e esta relacionado a ativacdo das
caspases, a diminuicdo de sua expressao via HIF-2a poderia explicar a diminuicao
da imunoexpressdo da caspase-3 dos casos familiares em comparacdo aos

esporadicos em nosso experimento.

A p53 é uma proteina supressora tumoral, com importante papel na regulagéo
do ciclo celular, reparo e inducdo de apoptose, em resposta a diversos estimulos de
estresse celular. A proteina selvagem possui meia vida curta, ndo sendo detectada
através de estudo imunoistoquimico. Quando o gene p53 encontra-se mutado, a
protéina transcrita apresenta aumento de sua meia vida permitindo sua translocacéo
para o nucleo e deteccéo através da técnica de citoquimica. A principal funcéo da
p53 € a interrupcdo do ciclo celular em células com DNA danificado para que o

mesmo possa ser reparado. Em condic¢des irreversiveis de reparo, a célula progride
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para apoptose (HARRIS, 1996). Estudos tém demonstrado resultados contraditérios
guanto a imunoexpressdo da p53 em feocromocitomas. Krijger e cols. (1999)
demonstraram aumento da expressdo proteica em casos malignos, ndo havendo
diferenca entre os casos esporadicos e familiares. Outros estudos nédo evidenciaram
diferencas na imunoexpressdo da proteina p53 entre casos benignos e malignos
(DAHIA et al., 1995; GUPTA et al., 2000). Em nosso trabalho, a imunoexpressao da
proteina ocorreu em raros ndcleos possivelmente, decorrente da natureza benigna

desses tumores.

A taxa de crescimento tumoral é uma importante caracteristica de tumores
malignos, podendo ser avaliada através da contagem de mitose ou por estudo
imunoistoquimico usando os marcadores de proliferacdo celular (Ki-67/MIB-1). Em
muitos tumores enddcrinos, a proliferacdo celular avaliada através do Ki-67 esta
relacionada a malignidade entretanto, a contagem de mitoses em feocromocitomas
nao tem sido considerada preditor de malignidade (LINNOILA et al.,, 1990). No
entanto, alguns estudos relatam aumento do indice Ki-67 em feocromocitomas
malignos (OHJI et al., 2001; VAN DER HARST et al., 2000). Em nosso estudo, a
evolucdo benigna dos tumores esta de acordo com a baixa proliferagdo celular

avaliada através de estudo imunoistoquimico.

A diminuicdo na quantidade de células sustentaculares avaliada através de
estudo imunoistoquimico com marcacao para a proteina S-100 tem sido relacionado
a feocromocitomas malignos em alguns estudos (UNGER et al., 1991; VAN DER
HARST et al., 2000). Em nosso estudo, observamos marcacado heterogénea dentro
de um mesmo tumor, com diferentes densidades de células sustentaculares tanto

nos pacientes portadores de tumores familiares quanto no grupo esporadico.



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.

60

Tumor

Type Case Age Sex Laterality Largesttumor size Chronic Paroxysmal = Headache Palpitation Sweting ucC M PASS scor
(cm) Hvpertension Hvpertension (ug/24h) (mg/24h)

1 36 M Unilateral 33 NO NO YES NO NO 74.1 (80-500) 0.28 (<1.0) 2

VHL 2 33 M Unilateral 43 NO NO YES NO NO 182.0 (80-500) 0.05 (<1.0) 3
3 35 M _ Bilateral 08(@LY13 R) NO NO YES NO NO 110.0 (80-500) 018(x10) 2(1)0 (R

< 63 M  Unilateral 6.0 YES YES YES NO YES 55.9 (80-500) 1.3(<1.0) 2

5 64 M  Unilateral 6.4 YES NO YES YES YES 110.0 (80-500) 12(<1.0) 2

Sporadic 6 50 F  Unilateral 74 YES NO YES YES YES 1513.0 (80-300) 3.5 (<1.0) 2

7 33 F  Unilateral 8.0 YES YES YES YES YES 220.0 (80-500) 1.9(<1.0) 0

8 55 F  Unilateral 5.8 YES YES YES YES YES 154.0 (80-300) 13(<1.0) 2

9 60 M  Unilateral 6.5 YES NO YES YES YES 174.0 (80-300) 1.6 (<1.0) 2
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Table 2. Comparison of clinical, biochemical and tumor characteristics between VHL
and sporadic pheochromocytomas.

VHL Sporadic

Total (n=3) (n=6)

(n=9) 33% 66%
Gender (M/F) 3/0 3/3
Age at diagnosis: Mean (95% Cl) 34 .6 (33-36) 57.5 (50-64)"
Classical triad of symptons 0 5(83.3%)
Chronic hypertension 0 8(100%)
Paroxistic hypertension 0 3(37%)
Elevated urinary chatecolamines 0 1(16.6%)
Elevated urinary metanephrines 0 6(100%)
Unilateral tumor 2(66.6%) 6(100%)
Bilateral tumor 1(33.3%) 0
Extra adrenal 0 0
Largest tumor diameter (cm) 24(08-4.3) 6.6 (5.8-8.0#
PASS < 4 (benign) 3(100%) 6(100%)
PASS = 4 (malignant) 0 0

*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 n° 6). B-representative image
of atypical nuclei (patient n° 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 meantSEM 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 meantSEM 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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6 CONCLUSAO

1. Os feocromocitomas presentes em pacientes com a doencga de von Hippel-
Lindau foram diagnosticados com diametro tumoral menor que 0S casos
esporadicos, além de cursar com auséncia de sintomatologia especifica, visto que
0s pacientes fazem parte de um rastreio familiar, no qual a doenca ja foi

diagnosticada previamente.

2. Todos os casos de feocromocitomas esporadicos e familiares exibiram
critérios de PASS menor do que 4, compativel com a evolugdo benigna em nossa

casuistica.

3. Marcadores imunoistoquimicos relacionados a maior agressividade tumoral
em outras neoplasias a exemplo da proteina mutada p53 e o indice de proliferacédo
celular avaliado através do Ki-67/MIB-1 foram positivos em raras células, nos casos
familiares e esporadicos, compativeis com neoplasias de crescimento indolente com

preservacao da integridade e da fungéo da proteina p53.

4. Os feocromocitomas presentes em pacientes com doenca de VHL
apresentaram diminuicdo na imunoexpressao da caspase-3, caracterizando tumores
com diminuicdo da taxa de apoptose, possivelmente relacionado a baixa taxa de

dano celular, caracterizada pela baixa expressao nuclear da proteina p53.

5. Os feocromocitomas VHL apresentaram diminuicdo da imunoexpressao da
enzima GSTP1, indicando diminuicdo do metabolismo de xenobidticos em
comparacao aos casos esporadicos. A diminuicdo da GSTP1 torna os Feos VHL
mais susceptiveis a danos oxidativos; polimorfismos genéticos ou hipermetilacdo do

gene GSTP-1 podem ser responsaveis por essa diminuigdo da atividade proteica.

6. Observou-se em nossos casos de feocromocitomas em pacientes com a
doenca de VHL importante aumento da vascularizagéo, caracterizando desregulacao
do HIF (fator induzido pela hipoxia). A vascularizacdo pode ser avaliada através do
estudo imunoistoquimico, procedimento diagnostico jA padronizado em diversos
laboratorios de patologia, servindo como técnica adicional na predigdo de possiveis
tumores hereditarios visto que a hiperexpressdo de genes relacionados a
angiogénese, a exemplo do VEGF, é uma das caracteristicas moleculares na
doenca de VHL.
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7. A combinacdo de tumores pequenos, em pacientes com auséncia de
sintomatologia classica, com baixos valores nos critérios histolégicos do PASS,
baixa proliferacdo celular e expressdo da proteina P53, diminuicdo da apoptose e
dos niveis da proteina GSTP1 e alta vascularizacdo em feocromocitomas, esteve

relacionada a tumores familiares em nossa casuistica.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Demonstrarmos diferencas na apresentacao clinica e nos marcadores
moleculares em feocromocitomas esporadicos em compara¢ao aos encontrados em
pacientes com VHL. A expressiva diferenga na vascularizagao presente nos
feocromocitomas de pacientes com a doenca de VHL, avaliada com estudo
imunoistoquimico, contribui ao patologista na suspeita de doenca de VHL em
pacientes cujo feocromocitoma seria a primeira manifestacdo da doenca. Outros
genes relacionados a angiogénese podem ser avaliados futuramente a exemplo do
VEGF e HIF. Este estudo ocorre com a participacao de outros centros de pesquisa,

no Brasil e no exterior, 0s quais contribuirdo para o0 aumento da casuistica.
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9 APENDICES
9.1 APENDICE 1: FICHA PARA COLETA DE DADOS CLINICOS.
FICHA PARA COLETA DE DADOS - PROJETO VHL

Nome:

NUmero do prontudrio: Género: FO MO

Idade ao diagndéstico:

Motivo da suspeita do diagndstico de feocromocitoma:

Data do diagnéstico:

Esporadico O Familiar O Presenca de sindrome genética 0 NAO O SIM, qual? -

Recidiva de feocromocitoma: NAO O SIM O

Historia familiar de feocromocitoma: NAO O  SIM O

Antecedentes pessoais:

Antecedentes familiares:

Sintomas ao diaghostico

Cefaleia o Calafrios o
Palpitacéo o Dispnéia o
Sudorese o Dor abdominal o
Palidez o Nausea e vomito o
Tremor o Dor toracica o

Sinais ao diagnostico

Hipertensédo paroxistica O Hipotensé&o postural O
Hipertenséo crbénica O Taquicardia O
Hipertens&o tratada O Frequéncia cardiaca

Pressao arterial



Exames Laboratoriais
Catecolaminas urinarias em 24h
Metanefrinas urinarias em 24h:
Catecolaminas plasmaticas

Norepinefrina:

Epinefrina:

Dopamina:

Tumor secretor de:

Norepinefrina O Epinefrina O Dopamina O nenhum O

Cortisol basal: C Cortisol urinario:

Data da TC de abdome:

Data da cirurgia:

Dimensodes do tumor:

Unilateral o Bilateral o
Presenca de metastase: Ndo 00 Sim

Qual?

Presenca de outros tumores: Nao O Sim O Qual?

Localizagdo: Adrenal O Outra O

Qual

Presenca da Doenca de von Hippel-Lindau:

Tipo 1 O Tipo 2A O Tipo 2B O

Idade ao diagnéstico:

Data do diagnéstico:

O que levou a suspeita do diagnéstico?

Nao O Sim O

Tipo 2C O
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Histéria familiar: Ndao O Sim 0O,

Quem:

Teste genético: Ndo O Sim O,

Mutacéo:




Cromogranina A sérica: Negativa O  Positiva O, valor:

Outras manifestacfes neoplasicas da doenca de VHL:

Carcinoma renal de células claras o
Cistoadenoma do epididimono
Cisto renal o

Cisto hepatico o

Cisto pancreatico o
Feocromocitoma o
Hemangioblastoma de cerebelo o
Hemangioblastoma de medula o
Hemangioblastoma de retina o
Paraganglioma o

Tumor do saco endolinfatico o

Tumor pancreaticoo
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9.3 APENDICE 3: ATA DE DEFESA DE TESE

W

Universidade
Estadual dr Londrina

201312980102

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE -
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

ATA DE DEFESA DE TESE

Aos 26 dias co més de maio do ano de 2018, na sala de VIDECCONFERENCIA /
HEMOCENTRO, desta Universidade, as 09500 horas, reuniu-se a Banca
Examinadora homologada pelo Programa de Pés-Graduagiio em Ciénclas da
Saude, composta por Dra. Tania Longo Mazzuco (onentadora, como presidente da
banca), Dr. Marco Aurelio Fornazieri, Dr. Silvio Henrigue Maia de Almeida, Dr José
Claudiz Casali da Resha o Or. Duorte Mgnatelli na condighe de membro remato. A
reunido teve por objetivo juigar o trabalho do estudante JEFFERSON CRESPIGIO
sob o titulo: “ANALISE CLINICA E ANATOMOPATOLOGICA DOS
FEOCROMOCITOMAS ESPORADICOS EM COMPARAGAO COM A DOENGA DE
VON HIPPEL LINDAU", Os trabalhos foram aberios pela professora Dra. Tania
Lengo Mazzuco. A seguir, foj dada a palavra a0 estudante para apresentagéo do
trabalho. Cada examinador arguiu © Doutorando, com tempos iguais de arguicac e
resposta. Terminadas as arguighes, procedeu-se © julgamento do trabalho, sendo
que o professor Dr. Duarte Pignateli (membro remoto) enviou simuitaneamente o
formulano de avaliagdo o qual fol i € anexado a presente ata. A Banca
Examinadora concluiu pela .QLMYSSSRE | (aprovagso ou reprovacio) do
trabalho. Nada mais havendo a tratar, for lavrada a presente ata. que vai assinada
pelos demais membros da Banca Examinadora.

O estudante devera reformular seu trabalho no prazo de....._dias: ( ) SIM DENAO
Se houver alteracao no titulo do trabalho, informar o novo titulo abaixo;
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