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“Néao é o mais forte que sobrevive,
nem o mais inteligente, mas o que
melhor se adapta as mudancas.”

(Charles Darwin)

“ Pensamos demasiadamente
Sentimos muito pouco
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Que de maquinas.

Mais de bondade e ternura

Que de inteligéncia.

Sem isso,

A vida se tornara violenta e

Tudo se perdera.”

(Charles Chaplin)



RESUMO

Os tumores hipofisarios correspondem por cercebée das neoplasias intracranianas e
sdo geralmente benignos. O tratamento primario owaisumente utilizado € a cirurgia
com excecao para os prolactinomas, devido a efickciratamento com a utilizacao de
agonistas dopaminérgicos. Caso o resultado cimingio leve a resseccao da doenca,
faz-se necessario o uso de outras modalidade<£teiegs, na tentativa de controlar os
niveis hormonais e crescimento tumoral. A radigiera o tratamento medicamentoso
com 0s analogos da somatostatina e/ou os agodgpasninérgicos sado frequentemente
utilizados como tratamento adjuvante. O presenigdesteve por objetivo analisar a
presenca, distribuicdo e frequéncia dos receptdaesomatostatina e da dopamina
(DR2) em adenomas hipofisarios e comparar as symessdes do mRNA e proteicas,
através de testes por gPCR em tempo real e powimsioquimicos. Foram analisados
38 pacientes diagnosticados com adenomas hipofs@s adenomas secretores de GH
apresentaram imunoreatividade mais frequente deptaeres SST2 e SST3, presentes
em 100% dos tumores, seguidos pelos receptores, SSME e SST1, respectivamente.
Nos adenomas clinicamente ndo funcionantes o m@cemis amplamente distribuido
foi 0 SST3, presente em 13 dos 14 tumores segpelosSST2, SST4, SST1 e SST5
respectivamenteA expressdao do mMRNA dos receptores SST2 e SSTwaegtasente
em todos os adenomas hipofisarios estudados, cdaor mxpressao do subtipo SST2.
A expressédo do mRNA do receptor DR2 foi encontdaaproximadamente 85% das
amostras analisadas. Em conclusdo, a elevada s#preslo SST2 nos
somatotropinomas reforca a possibilidade do uso odtreotide como terapia
complementar no tratamento dos pacientes acrornegalDs pacientes com adenomas
clinicamente ndo funcionantes apresentaram expreksireceptores da somatostatina
e da dopamina o que indica a possibilidade dentetto destes pacientes com o0s

analogos da somatostatina e/ou agonistas dopantogrg

Palavras-Chave: Tumores hipofisarios. Receptoressalaatostatina. Receptor da

dopamina



ABSTRACT

Pituitary tumors represent 15% of intracranial nasms and are usually benign. The
treatment primary is surgical resection with exm®ptfor prolactinomas because
dopamine agonists are very effective in the treatrtfgese tumors. If surgery does not
lead to healing, it is necessary other therapetitategy in a attempt to control hormone
levels and tumor size reduction. The radiotherapyl anedical treatment with
somatostatin analogs and agonist dopamine are o$tedh. The study aimed to analyze
the presence, distribution and frequency of sonaiosreceptor and dopamine receptor
(DR2) in pituitary adenomas, and compared their mAR&kpression and protein
expression. We studied 38 patients with pituitagereomas. The GH-secreting
adenomas showed immunoreactivity more frequent SBIE2SST3 present in 100% of
the tumors followed SST5, SST4 and SST1 respeygtiv€linically nonfunctioning
adenomas SST3 receptor was most widely distribypegisent in 13 of 14 tumors
followed SST2, SST4, SST1 and SST5 respectively MRNA expression of SST2
and SST5 receptor was present in all pituitary ades with higher expression of
SST2. The DR2 receptor was present and 85% of sasnaplalyzed. In conclusion, the
high expression of SST2 in somatotropinomas supih@tpossibility of the use of
octreotide as an adjunct therapy in the treatméacmwmegalic patients. Patients with
clinically nonfunctioning adenomas showed expressd somatostatin receptor and
dopamine which indicates the possibility of tregtthese patients with the somatostatin

analogues and / or dopamine agonists.

Keywords: Pituitary tumors. Somatostatin recepbmpamine receptor
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1 - INTRODUCAO

Os tumores da adeno-hipoéfise representam 15% dg@dases intracranianas e
sdo geralmente benignos. Apesar de comuns na gdputgeral, um pequeno numero
destes tumores leva a manifestacBes clinicas, psda presenca de compressao de
estruturas vizinhas (hipopituitarismo, sintomasiais, cefaléia) ou devido a sindromes
enddcrinas causadas pela hipersecre¢do hormonRIMEPRFIELD; WHITE, 2007).

Vérios estudos sugerem que os diversos tipos deadss hipofisarios podem
ser resultado de proliferacdes celulares de naumemoclonal, o que pode indicar a
ativacdo de oncogenes e/ou inativagcdo de genesssopes tumorais. Dependendo de
sua origem, eles podem ser classificados como stmoinomas, corticotropinomas,
prolactinomas ou adenomas hipofisarios ndo funai@sa A maioria destes adenomas
possui uma velocidade de crescimento lenta, poeémcerca de um ter¢co dos casos o
tumor apresenta um comportamento invasivo e em pegaena fracdo pode ocorrer
metastase (FERONE et.,a2007; BEM-SHLOMO, 2008; GROZINSKY-GLASBERB
et al., 2008).

O tratamento primario mais comumente usado em mp@siecom adenomas
hipofisarios € a remocéo cirargica do tumor, concegfio dos prolactinomas que
apresentam uma boa resposta ao tratamento meditamecom a utilizacdo dos
agonistas dopaminérgicos. No tratamento cirdrgicuiaa transesfenoidal € a mais
utilizada, por apresentar baixas taxas de morbgdadenortalidade, indicada para
tumores que possuem pequena ou moderada extermsaesslar, outra via de acesso é
a trascraniana indicada em casos onde os aden@mege@Riem grande extensao supra-

selar (MORTINI et al., 2005; GROZINSKY-GLASBERB &it, 2008).



A cirurgia tem por objetivo a resseccdo da masseital, com preservacao da
funcdo hipofisaria e busca a cura do paciente. pelo de fatores, tais como, a
localizagc&o do tumor, tamanho, agressividade eaailadexperiéncia do neurocirurgido
existe sempre a possibilidade de reminiscéncia asantumoral e recidiva, variando a
eficacia do procedimento em 50% dos casos (MELME&l.e2002; NOMIKOS et al.,
2005; BATISTA et al., 2006; TULIPANO; SCHULZ, 200AOFLAND, 2008).

Caso o resultado cirargico ndo logre éxito, fazieeessario o uso de outras
modalidades terapéuticas, na tentativa de contodariveis hormonais e crescimento
tumoral. Dentre elas, estdo disponiveis a radipi@ra o tratamento medicamentoso,
sendo os mais frequentemente utilizados os anattggeematostatina e/ou 0s agonistas
dopaminérgicos, que tem importantes efeitos awctiesérios e antiproliferativos ja

descritos (HOFLAND, 2008; LANIA et al., 2008).

1.1 — Somatostatina

Somatostatina (SS) é um neuropeptidio que regulaotransmissdo no
cérebro e secrecdo hormonal da hipdfise antedmgreas e do trato gastrointestinal. E
sintetizada inicialmente como uma grande molécrdauypsora que sofre processamento
proteolitico e gera duas formas biologicamente aativconsistindo de 14 e 28
aminoacidos SS-14 e SS-28 respectivamente, queraxixpressdo tecido-especifica.
O SS-14 e SS-28 atuam com alta afinidade via rec=ptde membrana ligados a
proteina G (CSABA; DOURNAUD, 2001; HOFLAND; LAMBERS, 2003,

TULIPANO; SCHULZ, 2007).



A somatostatina exerce uma variedade de efeiwéditos, e semelhante a
todas as moléculas sinalizadoras hidrossolluveisesséda ligar-se a receptores
especificos das células-alvo. Os efeitos mais itapt#s da somatostatina ocorrem na
adeno-hipdfise, com a inibicdo da secrecdo de GI$Hd, e no trato gastrointestinal,
com inibicdo da insulina, glucagon, a producéo cdcahipocloridrico, absorcédo do
fluido intestinal, contratilidade vascular e ab&orgde nutrientes e ions. Além de
possuir papel nas funcdes neurotransmissoras dtigagn este peptideo controla a
proliferacdo de células normais e tumorais (MELMEDal., 2002; GUILLERMET-

GUIBERT, 2005; GAHETE et al., 2008).

1.1.1- Receptores da Somatostatina (SST1-SST5)

A acdo bioldgica da somatostatina € mediada p@ocubtipos de receptores
ligados a proteina G, que séo codificados por cdifementes genes, todos localizados
em cromossomos distintos, expressos em tecidosmeagar ndo neuronais, e tumorais,
apresentando um complexo padrao de expressaospi@ng alternativo o receptor
SST2 pode gerar duas formas, SS&5ST2, possuindo diferenga no comprimento da
cauda citoplasmatica. A familia desses receptavesdéntificada primeiramente em
1978 por Schonbrunn e Tashjian em células da lsgpdfe ratos (JACOBS; SCHULZ,
2008; HOFLAND, 2008; VOLANTE et al., 2008).

Os receptores estdo amplamente distribuidos, terssnervoso, no pancreas,
intestino, na hipofise, glandula tiredide, célulds sistema imune e em tumores
enddocrinos, podendo ser expresso mais de um sultipeeceptor. Técnicas de

imunohistoquimica e autoradiografia revelaram aresqio protéica dos SST's



(receptores da somatostatina, SST1-SST5), em m@sias, insulinomas, tumores
carcindides e em suas metastases, com uma digitibhieterogénea dos receptores.
Entretanto, a frequéncia e o padrdo de expressaadke subtipo de receptor podem
variar em diferentes tipos tumorais e também ena dadividuo (GUILLERMET-
GUIBERT, 2005).

Os tumores neuroendocrinos como os adenomas lipofis os tumores de
células de ilhotas, carcindides paragangliomascréeoocitomas e carcinomas da
tiredide apresentam frequentemente, elevada edjoreks SST's. A expressao desses
receptores tem sido demonstrada devido a utilizdedt@cnicas de biologia molecular
como hibridizac&oin situ, ensaios de protecdo utilizando-se RNase e RT-PCR
(transcricdo reversa - reacao em cadeia da polé®eea imunohistoquimica (VIKIC-
TOPIC et al1995; TABOADA et al., 2007; TAKEI et al., 2007).

Os subtipos de receptor da somatostatina exerceées &gologicas distintas em
resposta a somatostatina. Essas acoes incluemaaida atividade da adenilil ciclase
(AC), e bloqueio dos canais de célcio que levanmibigdo da secrecdo hormonal,
estimulacao da fosfotirosina fosfatase (PTPasesg}ivacdo da MAP quinase (MAPK).
A ativacdo da fosfotirosina fosfatase, através 8891 e SST2, é importante, pois
possui atividade antimitética em resposta aos gnalala somatostatina, enquanto a
ativacdo do SST5 via reducdo dos niveis de cattimdelular também resulta na
inibicdo da proliferagéo celular. Por outro ladcatavagdo do receptor subtipo SST3,
induz a apoptose (PATEL, 1997; HOFLAND; LAMBERT)(3; ZATELLI et al.,

2005; TULIPANO; SCHULZ, 2007).



Tabela 1 — Localizacdo cromossOmica e atividade celular rdogptores da

somatostatina SST1-SST5 na adeno-hipofise.

Receptor Cromossomo Atividade Celular

SST1 14913 Associado a diminuicdo na progressddacet angiogénese,

além do aumento da expressao da p21.

SST2 17924 Induz a apoptose por mecanismos indeptsd da p53,
reducdo da expresséo do anti-apopitético Bcl-Bj misecrecao

do GH através do aumento do TiNKFator de’ necrose

tumoral).
SST3 220913.1 Ativacdo da p53, proteina pré-apagatd®ax e caspase 8.
SST4 20pl11.2 Sem funcéo definida
SST5 16p13.3 Inibicdo da secrecdo de GH, atravémibigdo da adenilil

cilclase e canais de potassio.

Uma parcela consideravel dos tumores humanos quessam receptores da
somatostatina apresenta a expressao de multiplogpesi de receptores, sendo o
subtipo SST2 o mais amplamente distribuido. Enitetgpode haver divergéncias entre
0s niveis de expressdao do mRNA e protéica. A exspoedo mMRNA pode, em alguns
casos, apresentar-se mais elevada quando com@araddveis de expressao proteica,
podendo essas divergéncias serem atribuidas @rmijtes na sensibilidade das técnicas
utilizadas como a RT-PCR e a imunohistoquimica&ggalacio negativa dos receptores,
ou ainda a diferencas entre os produtos da trgdscrimnRNA, e os produtos da
traducao génica, que nos eucariotos pode nao odmf®rma simultanea. Contudo, de
modo geral técnicas como qRT-PCR podem superestanporcentagem real da

expressdo dos receptores, devido a presenca de saesguineos, ceélulas imunes e



contaminagdo com células normais, que circundatarosres humanos (REUBI et al.,
1994, HOFLAND; LAMBERTS, 2003).

A sequéncia de ativacao intracelular dos SST'svelasi a outros receptores
acoplados a proteina G e incluem fosforilacdo ermalizacdo dos receptores. Apés a
ligacdo do agonista e ativacao da proteina G,aizagdo € mediada pela fosforilacao
de dominios de receptores quinases intracelulagdados a proteina G e subsequente
recrutamento de proteinas citoplasmaticas denomsnadestinas que interrompem a
ligacdo entre o receptor e seus cognatos hetesstcdos da proteina G. Contudo as
arrestinas nao mediam endocitose de todos os GRERXOBS; SCHULZ, 2008).

Apos a internalizacdo dos receptores ha uma desiagsfio nos endossomos e
subsequentemente, esses receptores sao recicladicscienados novamente para a
membrana plasmatica ou sdo degradados nos lisoss@#negulacdo negativa dos
receptores pode esta relacionada a essa degrad@gddisossomos e/ou a um
decréscimo na sintese de mRNA, que consequentetesatéa a uma diminuicdo da
sintese dos receptores de somatostatina. Os subtipoSST’'s diferem em suas
habilidades de internalizacdo devido a formacaaaloplexo receptor-ligante, que é
um passo fundamental para a ligacao direta do gm@o dos componentes citotéxicos
no nucleo da célula tumoral (HOFLAND; LAMBERTS, Z)0TULIPANO; SCHULZ,

2007).



1.1.2—- Analogos da somatostatina

Os analogos da somatostatina foram sintetizados base nos dados
estruturais e funcionais do SS-14, demonstrandooguesiduos dos aminoacidos nas
posicdes 7-10 eram fundamentais para sua ativibaaégica. Entre as numerosas
designacdes os octa-peptideos, por exemplo, adeemtanreotide, possuem afinidades
pelos receptores da somatostatina, em particularspétipo SST2 e séo utilizados para
uso clinico. Os anéalogos de “longa duracdo” téno sichplamente aceitos como a
melhor opcdo medicamentosa para o tratamento @enagalia (HOEK et al.2007;
BEM-SHLOMO; MELMED, 2008;VOLANTE et al., 2008).

Novos analogos sintéticos com alta afinidade de;Bg por todos os subtipos
de receptores estdo atualmente sendo investigadosp o ciclico hexapeptideo
pasireotide (SOM230) que possui um perfil de ligacéiversal aos receptores da
somatostatina com afinidade 25, 5 e 40 vezes rpaios subtipos SST1, SST3 e SST5
respectivamente, e 2,5 vezes menor afinidade pglope SST2 quando comparado
com o octreotide (HOEK et aRP07; VOLANTE et al., 2008).

A maioria dos tumores hipofiséarios, particularmerdeadenomas secretores de
GH e TSH, respondem aos analogos da somatostatima, uma diminuicdo ou
normalizagdo dos niveis hormonais, com evidentehonal dos sinais e sintomas
clinicos da doenca. Desde a descoberta das pragdasdinti-secretoras, os analogos da
somatostatina tém sido amplamente empregados mpidemedicamentosa dos
adenomas hipofisarios. Contudo, pelo menos 35% pdasentes sdo considerados
parcialmente ou totalmente resistentes ao tratanmnh os andlogos da somatostatina

comercialmente disponiveis, podendo esta resist&ar associado a baixa expressao



do SST2, e possivelmente a mutagcdes no oncogen@ gspPANO; SCHULZ, 2007,

BEM-SHLOMO; MELMED, 2008)

1.1.3— Mecanismo de Acéo

A ligacdo da somatostatina ou de seus analogos@aexeptor inicia um
conjunto de eventos de sinalizacdo marcados ptdeagéo e ativacdo dos receptores
com um grande numero de diferentes padrdes prstgue envolvem principalmente a
ativacdo da proteina G e consequente ativacao zlma&n chaves, incluindo a adenilil
ciclase, PTPasesMAPK que sdo moduladas com alteracdes nos niveis ehitac de
ions calcio e potassio. Os analogos da somatastatincélulas de tumores hipofisarios
produzem sua acdo anti-proliferativa agindo viaalsiacdo da fosfatidilinositol 3-
kinase(PI3K) /AKT (TULIPANO; SCHULZ, 2007).

A somatostatina e seus andlogos desempenham imigopi@pel no tratamento
de tumores neuroendocrinos, ambos em termos del@mntos sintomas clinicos e da
atividade anti-proliferativa. Devido a este fatdigacao e a expresséo dos receptores da
somatostatina sao fundamentais para o entendintentgeu sistema de acdo. Deste
modo, muitos estudos analisam em detalhes, asddas na formacdo do complexo

receptor-ligante e/ou a expressao dos receptoresmdatostatina (LANIA et al., 2008).
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Figura 1 — Esquema da principal cascata de simdlizaintracelular associada a receptores de
somatostatina em células de hipdfise. A ligacdsataatostatina (ou analogos da somatostatina) ao seu
receptor inibe adenylilyl cyclaseativando canais de*ke/ou inibindo canais de €aPTPasese MAPK
podem também produzir acbes citostaticas. E maisntemente, aumento da apoptose via p53 foi
também demonstrada. (Adaptado de Ferone et aR)200

O interesse na expressdo e distribuicdo destegtoees em tumores
neuroenddcrinos tem crescido, sobretudo devido garesdo do arsenal terapéutico
aberto pelo uso dos agonistas dopaminérgicos eogoslda somatostatina para o

controle dos sintomas hormonais e diminuigdo dscomeento tumoral.



1.2 — Dopamina

Dopamina (DA) é uma catecolamina que no sistemaosercentral funciona
como um neurotransmissor e neurohormoénio, sengmmeavel por diversas funcdes
incluindo cognicdo, emocéo, atividade locomotooemd e saciedade, e regulacdo do
sistema endodcrino. A dopamina também desempenht@iplasil funcées na periferia
como modulador das fun¢@es cardiovascular e rdaatotilidade gastrointestinal e no
sistema enddcrino funciona exercendo suas func@edigacdo aos receptores de
dopamina (PIVONELLO et al., 2004).

A biossintese da dopamina inicia-se com o aminoaaidsina, proveniente na
sua maior parte da alimentacdo, contudo, uma paqgeantidade deste aminoacido
tem sua origem na hidroxilacdo hepatica da femiakpela fenilalanina hidroxilase. A
tirosina é captada pelos neurbnios por procesgo, aiconvertida em L-dopa pela acéo
da tirosina hidroxilase (TH), que representa aafapitante na sintese da dopamina.
Sequencialmente a L-46 dopa sob agéo da L-aminadesdlase, também denominada
hidroxifenilalanina descarboxilase, é convertida dopamina. A dopamina recém
sintetizada € translocada para o interior de vkscgecretoras, onde permanece
armazenada para estoque, secre¢do e protecdo eomativacdo enzimatica (BEM-

JONATHAN; HNASKO, 2001).



1.2.1 — Receptores da Dopamina

A acéo biolégica da dopamina (DA) é mediada atraedseceptores acoplados
a proteina G, atualmente, conhece-se cinco subtijiiesentes de receptores da
dopamina DR1-DR5, subdivididos em dois grupos, derdo com sua estrutura e
funcdo, um grupo chamaddl-like, que compreendem os receptores DR1 e DRS5,
encontram-se ligados a proteina G estimulatorig, (6sdo capazes de aumentar 0s
niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc)ao#iular quando estimulados. O
grupo chamad®2-like incluem os receptores DR2, DR3 e DR4, geralmersecéslos
a funcdes inibitérias da proteina G (Gi), impediral@levacdo dos niveis de AMPc
(MISSACLE et al., 1998; PIVONELLO et al., 2007).

Os cinco subtipos de receptores sao codificadosgpaes localizados em
diferentes loci cromossémicos e demonstram consideravel homolegiae suas
estruturas e fungdes. Todos os subtipos de reespsdio compostos de sete dominios
transmembrana, formando trés algas intracelulateisealcas extracelulares, além dos
dominios NH-terminal e COOH-terminal (PIVONELLO et al., 2007).

A regido NH-terminal possui um namero similar de residuosrdam@acidos
para todos os subtipos e carregam um numero vadéveitios de N-glicolisacdo, que
também podem aparecer nas alcas extracelularesegiior carboxi-terminal é
aproximadamente sete vezes mais longa para o gleipeceptore®1-like, quando
comparado a®2-like, e rica em residuos de serina e treonina, conteimdia, residuos
de cisteina provavelmente envolvidos na ancoragemcalda citoplasmatica a
membrana. Os potenciais sitios de fosforilagdoodstélizados também na regido das
alcas intracelulares, principalmente na terceirga ahtracelular que representa o

dominio que funcionalmente € o mais importante,eondorre a interacdo com as



proteinas G e outras moléculas efetoras que reguamefeitos fisiologicos e
neuroquimicos dos receptores da dopamina (PIVONE&L&., 2007).

Os receptoredD1-like tem uma curta terceira alca intracelular tipicaapa
interacdo dos receptores com a proteina Gs, queudsta producdo do AMPc. E os
receptoredD2-like tem uma longa terceira algatracelular, tipica para interacdo dos
receptores com a proteina Gi, que inibi a produgdMPc (MISSALE et al., 1998;
PIVONELLO et al., 2007).

O receptor DR2 apresenta duas principais variante® isoforma longa,
chamada DRng (DR2L) e uma isoforma curta, chamada DdR@rt(DR2S), geradas
por splicing alternativo de 87 pares de bases, com a inserc&® deminoacidos na
terceira alca intracelular em sua estrutura pratés duas isoformas de DR2 possuem
atividades farmacoldgicas semelhantes, porém dikesecaracteristicas funcionais na

ativacao de diferentes vias de sinalizacdo (PIVOINEEt al., 2007).

1.2.2 Agonistas dopaminérgicos

Os agonistas dopaminérgicos representam a pringgracdo de drogas
efetivas utilizadas no tratamento de tumores hsgaibs. A introducdo desta classe de
compostos foi devido a atividade da dopamina nbigad da secrecdo hormonal na
hipéfise e no sistema hipotalamo — hipdfise, enti@dar prolactina e horménios
derivados do pré-opimelanocortina (FERONE et &807).

O perfil farmacoldgico dos receptores da dopameraahstra diferencas entre
os receptores D1 e Oike, principalmente na afinidade de ligacao por cesgsnistas

e antagonistas. A dopamina liga-se a todos os ¢ipoe de receptores com afinidades



diferentes, além da dopamina, agonistas e antdgerse ligam preferencialmente ou
exclusivamente aos receptores D1 dik2(PIVONENELLO et al., 2007).

Entre os agonistas dopaminérgicos estdo a brontioerig a cabergolina
ambos com capacidade de ligar-se aos receptores D2 like, com alta afinidade,
possuindo a cabergolina uma grande seletividade gamreceptores do subtipo DR2.
Entretanto, a cabergolina tem demonstrado possiorrafinidade que a bromocriptina,
nao somente para as isoformas DR2, como tambémagaraceptores DR3 e DR4
(PIVONELLO et al., 2007; FERONE, 2008; SAVEANU ¢t 2008).

A bromocriptina foi a primeira droga utilizada n@atamento de pacientes
acromegalicos, porém os resultados na normalizalg®o niveis de IGF-1 foram
desanimadores, onde somente foi observada norgétizam aproximadamente 10%
dos pacientes apesar da utilizacdo em elevadas daseedicacdo (JAFFE, BARKEN,
1992).

A cabergolina tem demonstrado normalizar os nivdes IGF-1 em
aproximadamente 39% dos pacientes acromegalicd® s#itizada como monoterapia.
A eficacia da terapia é mais elevada quando aplicad pacientes com
hiperprolactinemia e quando os niveis de IGF-1 e & somente leves ou
moderadamente elevados (ABS et al., 1998).

A secrecdo da prolactina pode ser inibida prinoigatte pela ligacdo dos
agonistas principalmente ao receptor DR2, aindan@eecendo o guestionamento a
cerca da funcdo dos receptores em outros tipophistidogicos de adenomas

hipofisarios (FERONE et al., 2007).



1.2.3 — Mecanismo de Acéo

Os receptores de dopamina podem controlar o etitalopamina e dos
componentes dopaminérgicos por diferentes mecasisimdransducéo. Dentre esses, 0
mais importante € a modulacdo da atividade da kldeliase por estimulacdo ou
inibicdo dos niveis de AMPc que resulta na modalagd proteina quinase A que é
responsavel através da fosforilacdo ou desfosfdidlapela regulacdo da sintese de
proteinas citoplasmaticas e nucleares, funcdesarm@s membranares, sensibilizacdo e
desensibilizacdo de diferentes receptores acopladoproteina G (VALLONE;
BORRELLI, 2000).

Os receptores da dopamina também sdo capazesde@iiros mecanismos
de sinalizagéo transducional, incluindo a modulat@dosfolipase C ou a liberacdo de
acido araquidbénico, bem como a atividade de cadaisélcio e potassio. Sendo
importante ressaltar que o0s receptores da dopas#ioa capazes de controlar o
crescimento e diferenciacao celular com diferemtesanismos (MISSALE et al., 1998;
PIVONELLO et al., 2007). Estes receptores sdao amehte distribuidos no sistema
nervoso central, em particular nos neurdnios dopérgicos, substancia negra, area
tegmental e hipotalamo, além de serem expresshgpafise, onde regulam a sintese e
secre¢do dos hormonios adeno-hipofisarios (MISSALA., 1998).

A presenca destes receptores também foi demonstnadamores hipofisarios,
sendo o subtipo DR2 o mais frequentemente expreEstudos recentes, em
corticotropinomas, tém demonstrado que a ativac@ RR2 pelos agentes
dopaminérgicos € capaz de inibir a secre¢do dodmaradenocortcotrépico (ACTH),
sugerindo como papel fisiolégico da dopamina aleegw da liberacdo de ACTH. No

entanto, foi observado que o tratamento apenasocagonistacabergolinafoi capaz de



induzir a remissao do tumor secretor de ACTH emteigo dos casos da doenca de
Cushing (FERONE et al., 2007; HERDER et al., 2007).

Tem sido demonstrado que tanto a isoforma DR2S cambR2L tem
envolvimento direto com as subunidadefyG proteina quinase C, geralmente
envolvidas na regulacéo do crescimento celulagrelificiacdo e apoptose. Em particular
nos tumores hipofisarios, os agonistas dopamingsgiemonstram claros efeitos anti-

proliferativos, induzindo morte celular por apo@@BIVONELLO et al., 2007).
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Figura 2 — Esquema estrutural do receptor DR2. DiR®o com inser¢cdo de sequéncia com 29
aminoacidos no terceiro loop citoplasmatico e DRStenciais sitios de glicosilacdo, fosforilagdo e
ligacdo em ambas as isoformas. (Vallone et al.0R00

Os receptores da dopamina estdo sujeitos a umedade de mecanismos
regulatérios que podem modular positiva ou negaterge a sua expressao, bem como
a atividade funcional, no entanto, os mecanismesleidos nesta regulacdo ainda nao
estdo completamente elucidados. Assim como os S8 BRs sofrem um processo de
desensibilizacdo quando expostos continuamenteonisi@s, 0 que € um pProcesso

comum a todos os receptores ligados a proteina €teNprocesso, pode ocorrer



desacoplamento do receptor da proteina G ou initgagao do receptor em um
compartimento endossomal, onde ele pode ser desfadb e reciclado para a

superficie celular ou degradado (PIVONELLO et2007).

1.3 — Somatotropinomas.

Os somatotropinomas sdo gerados a partir de umadacgbmatotropicas
mutante, secretora do horménio do crescimento (@&tbém conhecido como
somatotropina. Estes adenomas podem levar a undaigéio excessiva do horménio
GH, que ocorrendo antes da puberdade e do fechamastepifises, levara o individuo
a um crescimento longitudinal anormal, denominadgargismo (HOLDAWA,
RAJASOORYA, 1999; MELMED et al., 2002).

O excesso hormonal do GH na fase adulta, ndo lewa arescimento 6sseo,
mas sim a um crescimento continuo de regifes agirtbsas e membranares, com
caracteristico alargamento das méaos e dos pésadoagcromegalia, que € uma doenca
debilitante e desfigurante que se ndo controladgEtiamente, leva a complicacdes
cardiovasculares, metabdlicas, respiratérias e lasiops (HOLDAWA;
RAJASOORYA, 1999; MELMED et al., 2002).

A acromegalia € uma doenca causada predominantementum adenoma
hipofisario hiper-secretor de GH. Esta hiperse@eg&asiona um aumento nas
concentragdes dos hormdonios circulantes GH e do & crescimento semelhante a
insulina | (IGF-I, insulin-growth factor I) que @éstassociado a um aumento na
mortalidade causada por doencas cardiovasculassratorias, hipertensdo e diabetes

(PORTERFIELD; WHITE, 2007; TAKEI et al., 2007). Contratamento sao indicados



a remocdo cirdrgica do tumor e o0 tratamento medicénso como terapia
complementar com objetivo de obter a reducéo e alaratao dos niveis de GH e IGF-
I, diminuindo assim o risco de complicacbes comdesenvolvimento de neoplasias,
disfuncbes metabdlicas dentre outras (DALM et2dlQ7).

A intervencdo cirdrgica tem sido ao longo dos amoprimeira opcao de
tratamento para individuos acromegalicos, contudoyemissao poés-cirurgica €
relativamente baixa quando realizada em paciemtessacroadenomas e em tumores
invasivos. Melmed et al. (2002) relataram umaompiopor¢cao de cura em individuos
que apresentavam microadenomas compreendendo al&d% dos pacientes, quando
comparado com 0s paciente que apresentavam masovade, especialmente aqueles
com comportamento invasivo, onde 0 processo cidrglcangcou cura em menos de
50% dos individuos.

Os somatotropinomas expressam multiplos subtipos releptores da
somatostatina, onde os subtipos SST2 e SST5 s@oedeminante, tanto a nivel de
MRNA quanto a nivel protéico. O SST2 parece seraeptor predominante na
determinacdo do efeito inibitério do octreotide amrkotide na liberagdo do GH
circulante em pacientes acromegalicos, demonstrant correlagdo positiva com o
nivel de expresséo e a reducdo dos niveis de GHBREt al., 2001; HOEK et al.,
2007; TABOADA et al. 2007).

A introducdo dos sintéticos octapeptideos analappsomatostatina como
tratamento medicamentoso promoveu uma nova dimeredo tratamento da
acromegalia, para individuos que ndo obtiveram abracao dos niveis de GH e IGF-I
com o procedimento cirtrgico. Analogos como o atide e lanreotide sdo as drogas
mais amplamente utilizadas e demonstraram signticenelhora nos sinais e sintomas

clinicos, sendo amplamente aceitos como primeicd@pe tratamento medicamentoso



para pacientes acromegalicos, em muitos casoszineldua hipersecrecdo de GH e
normalizando os niveis de IGF-I em uma significambecdo dos pacientes tratados
(HOEK et al., 2007). A expressao predominante depwr SST2 em tumores humanos
forma a base para o sucesso da aplicacao clinscaadapeptideos como o octreodie e 0
lanreotide no controle dos sintomas relacionaddsparsecrecdo em pacientes com
adenomas hipofisarios secretores de GH, tumoresélldas de ilhota, ou tumores

carcinoides (HOFLAND, 2003).

Takei et al (2007) estudaram 22 individuos acromegalicos eismala
expressao protéica dos receptores da somatostatinyos SST2A e SST5, através da
técnica de imunohistoquimica, encontraram elevadamomarcacao em 100% e 95,4%,
respectivamente nas células tumorais. O SST2A doalizado principalmente na
membrana celular, enquanto o SST5 foi detectadocipalmente no citoplasma,
possivelmente como resultado da internalizacdolarelw que sugere uma baixa
atividade do SST citoplasmatico.

Em culturas primarias de adenomas hipofisario husaecretores de GH,
novos analogos com maior afinidade de ligacdo a@®%8bem a secrecdo de GH mais
potencialmente quando comparados com 0s octapept@lgalogos da somatostatina
clinicamente utilizados, octreotide e lanreot(&HIMON et al., 1997). Em adicao,
alguns adenomas demonstram melhor resposta a agakspecificos ao SST2,
enquanto outros respondem melhor a analogos espscifio SST5, sendo mais
potentes na supressao da liberacdo de GH. Saveanhy @001) estudando um grupo
de adenomas hipofisarios humanos resistentes esptide, sugeriram que em tumores
gue possuem baixa expressdo de mRNA de SST2, qeantdoarados a expresséo de

SST5, 0 SST5 seria de maior importancia na regoldadiberacéo de GH.



A inibicdo da secrecdo do horménio GH é poten@dizquando ha ativacéo
de ambos os subtipos de receptores SST2 e SSTgvphmente mediada via uma
associacao funcional de ambos os subtipos.O adiesta associacao funcional levou
ao desenvolvimento de analogos com seletividadeUHiphos subtipos de SST's
(HOEK et al 2007).

Um destes analogos é o SOM230 que possui um derfiyacdo universal aos
receptores da somatostatina, ligando-se com minddade aos subtipos SST1, SST3 e
SST5, e com menor afinidade ao subtipo SST2, quarmioparado ao analogo
octreotide. Esta capacidade de maior inibicdo dees@&o em individuos com adenomas
secretores de GH com baixos niveis do SST2 e nsaioweis de expressdo do SST5
sugere um importante papel do SST5 em mediar dc&mibda secrecdo de GH em
individuos com respostas parciais ao octreotideHK @t al.,2007).

A resposta a cabergolina esta relacionada primograle a expressao do
receptor subtipo DR2. A cabergolina parece ser efatsva que os demais agonistas no
tratamento da acromegalia por promover normalizag&oniveis hormonais e também
pela significante inducdo na reducédo tumoral (COgZhl., 1998; FERONE et al.,
2007).

Estudos utilizando acdo combinada dos analogosodaatsstatina e dos
agonistas dopaminérgicos demonstraram um efeitivadhia inibicdo dos niveis de GH
e normalizacao de IGF-1 em pacientes com acronegaliizando as drogas octreotide

e cabergolingCOLAO et al.,2007)



1.4 — Corticotropinomas.

Os corticotropinomas sédo derivados de células is@ads corticotropicas
produtoras do horménio adenocorticotrépico (ACTdle € um aminoacido sintetizado
como parte de um grande pré-hormonio, pro-opionoglariina (POMC). A
hipersecrecdo do ACTH causa uma producdo aumed&adartisol pelas glandulas
adrenocorticais, que pode levar a hipertensao, ethabmellitus, osteoporose, e
distarbios psiquiatricos, entre outras condi¢coenataristicas da doenca de Cushing,
que é uma severa desordem endodcrina causada melacgo de ACTH por um
adenoma hipofisario (VALLONE et al., 2000; PIVEONED et al., 2004).

A adenohipofisectomia transesfenoidal seletivat@tamento de escolha mais
frequentemente utilizado, contudo a cura nestegirariratamento, ndo excede os 70%
(DALM et al., 2007; DE BRUIN et al., 2009).Em cad® persisténcia ou recorréncia da
doenga, uma nova cirurgia apresenta uma possitdidee cura menor do que o da
primeira intervencdo; outras possibilidades terap@s sdo a radioterapia e
adrenalectomia. Contudo, todas estas opcdes dmmeato possuem desvantagens
significantes a serem consideradas, incluindoam rike hipopituitarismo permanente e a
dependéncia de tratamentos para reposicao horrfiBa@BRUIN et al., 2009).

Estudos evidenciaram a expressao de multiplos t@espda somatostatina e
da dopamina em células de adenomas secretores Td A@Em investigando a acéo
dos anélogos da somatostatina e dos agonistas d@ygioos para o tratamento da
doenca de Cushing. Hofland et al. (2005) demorastraa importancia da expressao do
SST5 na regulagdo da secrecdo de ACTH em célulamdedeomas corticotroéficos,
sugerindo-o como um possivel potencial alvo tertp@dos analogos da somatostatina

seletivo ao SST5 para individuos com a doenca geigg (DALM et al., 2007).



Batista et al. (2006) identificou a presenca daresgfio protéica dos cinco
subtipos receptores da somatostatina em cortidotoas, apresentando o subtipo
SST5 como o receptor mais frequentemente exprpsssente em 83% das amostras.
Analisando o mMRNA através da técnica de RT-PCRmrnm@m a expressdao do mRNA
dos subtipos SST1, SST2, SST4 e SST5. Em cultureapa de seis corticotropinomas
humanos, apds o uso do analogo SOM230 foi obsemwadosignificativa reducédo dos
niveis de proliferacdo celular e reducdo na seordedACTH.

O analogo octreotide seletivo ao SST2 néo possitoefia secrecdo basal do
horménio liberador de corticotropina (corticotraphieleasing hormone — CRH) e na
liberacdo de ACTH, em pacientes com a doenca dei@usAcredita-se que essa perda
de efeito seja devido a desensibilizacdo do recemioestado hipercortisolémico. Deste
modo, os glicocorticéides teriam um efeito reguiattnegativo na expressao dos
receptores da somatostatina, principalmente opulsT2 (HOFLAND, 2008).

Silva et al. (2005) em seu estudo utilizando rat@slizou um estudo
comparativo da inibicdo da inducdo do CRH e ACTEIop analogos SOM230 e o
octreotide, e encontrou uma menor inibicdo da géorpor parte do anédlogo octreotide
guando comparado ao ligante universal SOM230, o sugere uma atividade
diferencial dos subtipos dos SSTs no controleladicdo de ACTH.

O receptor da dopamina subtipo DR2 foi encontrad@resso em
aproximadamente 80% dos adenomas corticotropicaesilidacdo do agonista seletivo
de DR2, cabergolina, levou a normalizacdo dos sigeicortisol urinario livre em 40%
dos individuos com a doenga de Cushing (PIVONELL@.e2004), demonstrando ser
um potencial alvo terapéutico no tratamento dos/iddos que ndo obtiveram cura na

intervencao cirargica.



De Bruin et al. (2009) estudando o tecido de 3@viddos com a doenca de
Cushing, encontrou uma alta expressao dos recepg&8d5 e DR2 na maioria dos
corticotropinomas, com uma co-expressao comum estes receptores. Desta forma, a
terapia medicamentosa com a utilizacdo de agontkipaminérgicos com afinidade
seletiva ao subtipo DR2 e/ou a utilizacdo dos ayeala somatostatina com afinidade
ao subtipo SST5, podem ser outra estratégia teiapélem casos de persisténcia ou
recorréncia dos tumores corticotropicos que levalnemca de Cushing.

Novos componentes hibridos, que contém elementostigsis tanto para
somatostatina quanto para dopamina e possui alwidseletiva para ambos os
receptores, demonstram um maior potencial terageutia inibicdo da secrecao
hormonal e controle da proliferacéo celular emrdiiees modelos celular@s vitro,

guando comparado com os analogos classicos dacsiatata (FERONE et al., 2007).

1.5 — Adenomas hipofisérios clinicamente ndo-funamantes

Os adenomas hipofiséarios clinicamente nao funci@safACNF) representam
um grupo de tumores muito heterogéneo que nao rrasBalromes de hipersecrecao
hormonal, correspondendo por 25 a 40% de todosl@somas de hipdéfise, com uma
prevaléncia estimada em 7-22 casos por 100000 amadst (COLAO et al., 2007;
FERNANDEZ et al.,, 2010). Geralmente os pacientes) aste tipo de adenoma
apresentam niveis hormonais normais no sangueydmra analise histopatolégica por
imunohistoquimica de ACNF pode demonstrar imundpidade para os horménios
hipofisérios, porém séo incapazes de secreta-ldazmm-no em suas formas inativas

(PAWLIKOWSKI et al., 2003; FERONE et al., 2007).



A maioria dos individuos com este tipo de adenomaliagnosticada
tardiamente ao longo do curso da doenca, quandmartja atinge um grande tamanho,
chamado de macroadenoma. Os sinais e sintomas NE& A&&iam desde a compressao
das vias Opticas, apoplexia hipofisaria (isquemiahemorragia) que representa uma
expansdo aguda do volume tumoral que se manifesteefaléias de forte intensidade,
sintomas neuro-oftalmologicos até alteracdes nwesisiide consciéncia; podendo se
apresentar como um incidentaloma. Os ACNF podem dassificados em
gonadotropinomas que expressam o0s hormoénios garef@os, tumores silenciosos,
que expressam algum hormonio hipofisamuill cell que ndo expressam nenhum
horménio (DEKKERS et g12007).

A intervencéo cirdrgica para a retirada da masseotal é a primeira op¢ao de
tratamento, porém ndo leva a cura a maioria dosemas e apresenta altas
porcentagens de recorréncia devido a ndo exciséwleta do tumor ou recidiva
tumoral. A radioterapia é a Unica modalidade queatestra ser efetiva na prevencéo do
crescimento residual tumoral, entretanto, ndo é&aud em véarios casos (FERONE et
al., 2007).

Os ACNF apresentam a expressdao de multiplos raesptéanto da
somatostatina (SST1-5) como da dopamina, principalenDR2 (PIVONELLO et al.,
2004; VIEIRA et al., 2009). Pawlikowski et al. (Z)Oestudaram a expressao protéica
dos receptores da somatostatina em 18 adenomdssims ndo funcionantes através
de técnicas de imunohistoquimica e encontrarampeessdo de todos os subtipos de
receptores da somatostatina, apresentando-se camdreguente os subtipos SST1 e
SST5, sugerindo uma possibilidade de tratameni® gsses pacientes com a utilizacéo

de anélogos da somatostatina seletivos para essgsares.



Sugeriu-se que a expressao da isoforma DR2 curt@legéio a isoforma DR2
longa possa estar associada com uma resposta anaisvel ao tratamento quando
utilizado a cabergolina (PIVONELLO et al., 2004)uAlizacédo da terapia com uso dos
agonistas dopaminérgicos tem sido associada a umiauicdo na prevaléncia do
aumento residual tumoral ou estabilidade do volummaoral em pacientes com
adenomas nao funcionantes, particularmente quantdatamento € iniciado antes de
indicios do crescimento tumoral. Sugerindo que @desdrogas dopaminérgicas como
rotina podem prevenir a expansdo da massa tumerglagiente com adenomas néo
funcionantes que ndo obtiveram cura por intervergi@dogica (GREENMAN et al.,
2005)

N&o ha até o momento, um tratamento farmacoldgoo éstabelecido para os
adenomas clinicamente ndo funcionantes. Contudoat@niento usual utiliza os
agonistas dopaminérgicos e analogos da somat@stana esse tipo tumoral, por conta
de evidéncias em estudimsvitro e in vivo da expresséo de receptores da somatostatina
e da dopamina. A deteccao dos receptores da sdaatatasem ACNF, principalmente
0s subtipos SST2 e SST5, suscitou a possibilidadaitiizacdo dos analogos da
somatostatina no tratamento desse tipo tumoraletanto, os efeitos benéficos dessa
terapia tém se mostrado variavel e pouco frequalém de se correlacionarem a
expressao dos receptores da somatostatina (PAWLIBKIt al., 2003).

Resultados conflitantes igualmente tém sido retstaguanto ao efeito da
terapia medicamentosa com 0s agonistas dopamioérga& reducdo do crescimento
tumoral, onde alguns estudos descrevem uma redug@mal de até 20% em alguns
pacientes e outros descrevem uma acédo ineficazadm BEVAN et al.,, 1992; DE

BRUIN et al., 1992; FERONE et al., 2007).



Andersen et al. (2001) avaliaram a acdo combinadandlogo octreotide e do
agonista cabergolina no tratamento de dez macroat#®s) de ACNF, analisando a
reducao tumoral apds seis meses de tratamento QOQIg 3x/dia; CAB),5mg/dia) e
observou uma reducao tumoral de 30% apenas nasnpegique possuiam capacidade
secretora, entretanto em quatro individuos o trataonao surtiu efeito.

Ha evidéncias que o receptor DR2 humano forma dditeeros com os
subtipos SST2 e SST5. A composicao destes “re@pimomplexos” pode alterar a
resposta tanto para os analogos da somatostatimao cpara 0S agonistas
dopaminérgicos em sistemas celulares heterogérRGCHEVILLE et al., 2000;
VIEIRA et al., 2009).

Os estudos quantitativos da expressao dos recepti@medopamina e dos
receptores da somatostatina nos adenomas hipofis&m ganhando grande destaque
na literatura nos ultimos anos. Com o objetivo Idaregar-se um emprego racional dos
farmacos que atuam via estes receptores, permitintho racionalizacdo e assim uma
otimizacdo do tratamento clinico dos pacientesaguesentam adenomas hipofisarios e

ndo obtiveram cura na intervencao cirdrgica.



2 - OBJETIVOS

2.1 — (bjetivo geral.

Avaliar a frequéncia e distribuicdo dos subtiposeteptores da Somatostatina

(SST1-5) e da Dopamina (DR2) em adenomas hipasari

2.2 — Objetivos especificos.

» Avaliar a expressao e a distribuicdo dos receptdeeslopamina e da
somatostatina em adenomas hipofisarios secreter€s-g

» Avaliar a expressao e a distribuicdo dos receptdeeslopamina e da
somatostatina em adenomas hipofisarios secreterA€CdH;

» Avaliar a expressao e a distribuicdo dos receptdeeslopamina e da
somatostatina em adenomas hipofisarios nédo funciesa

» Avaliar a expressao e a distribuicdo dos receptdeeslopamina e da
somatostatina em adenomas hipofisarios secreterpsthctina;

»  Comparar a expressao do mRNA e protéica dos raespda dopamina e

da somatostatina em adenomas hipofisarios.



3 — PACIENTES E METODOS

3.1 — Local do estudo

O estudo foi realizado no Laboratorio de Estudosnd@ecos e de
Histocompatibilidade (LEGH), no Centro de Pesqui¥mica (CEPEC) do Hospital
Universitario da UFMA (HUUFMA) e no Laboratorio dRatologia Celular do Instituto

de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federalida®&Janeiro.

3.2 — Tipo de estudo.

Estudo Transversal-Retrospectivo.

3.3 — Populagao estudada

Pacientes acompanhados pelo servico de endocriaoldg Hospital
Universitario da UFMA que apresentavam adenomasfiBfrio e estavam com cirurgia
marcada para a remocao do tumor, devido a necdssideapéutica do paciente, além
de blocos de parafina de tumores hipofisérios ddacggede Patologia do HUUFMA que
foram arquivados no periodo de 2005 a 2010 cometinsento prévio da Direcdo da

Unidade Hospitalar.



3.4 — Amostras

Participaram do estudo 38 pacientes, destes, qummzen acompanhados
durante a intervencdo cirurgica e foi possivellataale material fresco para estudos de

Biologia Molecular e em 34 foram realizados tegstasohistoquimico para a avaliacao

proteica dos receptores.

3.5 — Aspectos éticos

Todos os pacientes assinaram o Termo de Consembirheme e Esclarecido
(TCLE, apéndice 1). O Projeto foi submetido e apduwv pelo Comité de Etica e

Pesquisa (CEP) do HUUFMA parecer n° 162/10 e CO{I@xo 1).

3.6 — Testes realizados

Foram estudados adenomas hipofisarios, divididos @mtro grupos:
adenomas secretores de GH — somatotropinomas, radensecretores de ACTH —
corticotropinomas, adenomas clinicamente nao-funasites - ACNF, e adenomas
secretores de prolactina — prolactinomas.

O diagnéstico dos somatotropinomas, corticotropamgndos adenomas nao
funcionantes e dos prolactinomas, foi realizad@aatdo com a rotina do ambulatério
do servico de endocrinologia do HUUFMA, baseadodaeios clinicos dos pacientes e

andlise de exames laboratoriais e/ou histopataégaevido a possivel presenca de



hipersecrecdo hormonal. A presenca de todos oadenfoi confirmada através de

exames de imagem obtidos por ressonancia magméibbear.

3.6.1— Imunohistoquimica

As imunomarcacdes foram realizadas no Laborat&@i®aktologia Celular do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da UniversidaddeFa do Rio de Janeiro chefiado
pela Profa. Dra. Christina Maeda Takiya, no Cedi&oPesquisa Clinica - CEPEC do
HUUFMA e no Laboratério de Estudos Gendmicos e dstodompatibilidade do
LEGH/HUUFMA.

Uma amostra do tecido hipofisario tumoral para dstumunohistoquimicos
foi fixada em uma solucdo de Formol 10% / Zinco ofodratado durante 48 horas.
Apoés este periodo a solu¢do com formol foi desdareaa amostra tratada em solucdes
de etanol em concentracfes crescentes (70, 80,9000%) durante 5 minutos cada,
logo apds, foi transferida para solugédo de xilol @ncentragdes crescentes (80,90 e
100%) durante 10 minutos cada, a amostra foi erdbedrn parafina | e Il durante trinta
minutos cada e finalmente preenchida com paraifijiéda a 60°C.

Foram feitos cortes de 4um das pecas tumorais dosnthos blocos de
parafina, que foram colocados em laminas recobgytasorganosilano ou POLI-
LISINA (Dako Silanized Slid¢sos cortes foram mantidasernightem estufa a 60°C.
Apos esse periodo foram tratadas em quatro solugesncentracdes decrescentes de
xilol (100, 90, 80 e 70%) por 15 minutos/cada, pdesparafinizacdo; seguidos de
hidratacdo em quatro solugbes de concentracdessdeates de etanol (100, 90, 80 e

70%) por cinco minutos cada. O bloqueio dos residaldeidicos livres foi realizado



em solucdo de Tetraborato de Sodio a 5% por 30tosn&ara recuperacdo antigénica
foi utilizado tampéo acido citrico 0,01M (pH — 6,@urante cinco minutos em

microondas em poténcia maxima, apos esse perigd@nanas foram deixada em

repouso até atingirem a temperatura ambiente. litagueio da peroxidase enddgena
foi utilizada uma solucdo de peroxido de hidrogéB# em metanol durante 30

minutos. O bloqueio das ligacbes inespecificasnamoglobulinas foi realizada em

uma solucdo de PBS-BSA 3%, Gelatina 0,01%, Tritd8«) Tween 0,05%, durante 60

minutos.

Em seguida, os cortes foram incubados com seusatesps anticorpos
primarios, overnightem geladeira a 4°C. Os anticorpos policlonaisreo8ST foram
comercialmente adquiridos do laboraté@bemicon(Tabela 2). Apos esse periodo, as
seccOes foram lavadas com PBS e incubadas por armacdm o anticorpo secundario
Kit Dakd”EnVisiori¥+ Dual link System HRDako K4061, Carpinteria, CA, USA),
seguidos de incubacdo com o revelador, diaminoter@Kit Dakd’Liquid DAB+
Substrate Chromogen Systeako K3468, Carpinteria, CA, USA), por 10 minutos.
Os cortes foram contrastados com a hematoxilindlaeis (diluicAo de 1:3) por 5
minutos. Foram utilizados laminas com cortes dédtepancreatico para controles
positivos e para controle negativo foi realizadarassao dos anticorpos primarios.

A imunoreatividade das células foi calculada semnidjtativamente de acordo
com o percentual de células imunomarcadas, metgdobdaptada e empregada por
Takei et al. (2007). Com uma divisdo em quatro gsude escores: 0 negativo ou
ausente; 1+ presente em menos que 25%, fracamstitbuddos; 2+ presente entre 25-
50%, moderadamente distribuidos; 3+ presente ens mae 50%, fortemente

distribuidos, de todas as células tumorais.



A histomorfometria foi realizada utilizando um sisia de analise de imagens
(Image Pro Plus 4.5.1 — Media Cybernetics, Silverirfg§, MD, USA) e um
microscopio oOptico (Eclipse 400, NIKON, Japan). &or capturados 10 campos
aleatdrios de cada regido tumoral por lamina enraumento de 40x. Os campos foram
contados utilizando-se o programa Image-Pro Plusd4.0, onde todas as células
foram contadas, as que apresentavam imunomarcagam fclassificadas como
positivas, calculando-se assim o percentual méalicétllas imunomarcadas por campo

e por lamina de cada paciente.

Tabela 2 — Anticorpos policlonais anti-receptores de somstatna (SST1-

SST5).
Numero catalogo
Anticorpo Policlonal Diluicéo
(Chemicon)
SST1 1:100 AB9283
SST2 1:200 AB9486
SST3 1:200 AB9285
SST4 1:80 AB9487
SST5 1:150 AB9287

3.6.2 - Biologia molecular

A amostra tecidual para os estudo de Biologia Md&¢ foi processada
utilizando-se o reagente de estabilizacdo de RRMA(ater ), durante 24 horas & 4°C.

Apo6s esse periodo BNAlater foi desprezado conforme protocolo do fabricante e



tumor congelado ernfreezer-80°C, até a extracdo do RNA. A extracdo do RNA foi
realizada a partir de aproximadamente 20mg do decitlizando nitrogénio liquido
para a maceracao do tecido, seguido da extrac&Ndototal, através do kiRneasy
MiniKit comercializado pel®iagen, Valencia, CAsendo seguido indicacdes presentes
no protocolo do fabricante (anexo 2). O RNA foidntratado com o kit DNase |
(Biolabs, New Englande incubado a 37°C, para eliminar possivel comagéo com
DNA gendmico, de acordo com protocolo do fabriea@nexo 3). Ao final deste
processo, foi gerado um volume de 20uL de soluBadAfotal + agua RNase-free).
Apoés a extracao foi realizada uma corrida eletéifoa em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo e visualizado em um sisteendotbdocumentacaoVilber
Lourmat, France)para verificacdo da integridade do RNA extraido.

O RNA foi quantificado através de métodos espeatoofiétricos JV 1101
Biotech Photometer, U.K.Para a transcricdo reversa e formacao do cDNatifzado
aproximadamente um micrograma de RNA total, utidmse o kitHigh Capacity
RNA-to-cDNA kit,(Applied Biosystems, USA), em uma reacdo de voldmal de
30uL, seguindo o protocolo do fabricante (anexo 4).

Os primers utilizados para os receptores da somatostatirsanf@reviamente
descritos na literatura por Taboada e{2007) e os da dopamina por Vieira-Neto et al.
(2009) (Tabela 3). Uma PCR convencional foi redi&aara verificar a eficiéncia da
reacdo da transcricdo reversa e a especificidadeada primer, com as seguintes
concentracées tampao 1X, dNTP’s 0.8mM, MgQmM, Go Taq Flexi DNA
Polimerase 2,5U Rromegd, primer 10pmol (Invitrogen, Brasil LTDA). A
termociclagem foi realizada ®enAmp PCR System 97(Kpplied Biosystems, USA)

e consistiu para os receptores da somatostatinendsclo de 95° por 10min, 35 ciclos

de 95°por 30seg, anelamento 61° por 1min, 72° pon.1Para o receptor da dopamina



os ciclos constituiram-se de 95° por 10min, 40osicde 95°por 30seg, anelamento 61°
por 1min, 72° por 1min. Os produtos da PCR forabmstidos a eletroforese em gel de
agarose 2,5%, durante 60minutos, corados com bootkeettideo e visualizados em um
sistema de fotodocumentacabliper Lourmat, France)

O meétodo de quantificacdo absoluta, por PCR emdewst, foi desenvolvida
para cada gene alvo e para o gp+eetina, que foi utilizado como controle enddgeno.
Para a construcdo da curva-padrdo, uma aliquotaadiuto de PCR de cada gene foi
purificado usando o kit NucleoSpin Extract 1l ( Macey-Nagel, Alemanhd). Em
seguida, o produto foi quantificado através de dwtaespectrofotométricodly 1101
Biotech Photometer, U.K. a partir do produto purificado foi preparadauibes
seriadas de £0 a 10 coépias/pL. Para uma reacdo com confiabilidadeyraacde
eficiéncia pode variar entre 90 e 110%, onde unw#éatia de 100% indica que todas
as copias em cada ciclo foram amplificadas.

Um microlitro de cDNA foi amplificado por PCR enmipo real em 15uL de
reacdo, utilizando o kitPower SYBR Green 2X PCR MASTER MIApplied
Biosystems, USA). A amplificacdo foi realizada ne0@ Real Time PCR Systera
consistia de ciclos de 50° por 2min, 95° 10 migusdos de 40 ciclos de desnaturagao
95° por 30 seg e anelamento 61° 1min. Ao final deldicacdo, uma curva de
dissociacao foi usada para confirmar a especifig@dia reacdo. O valor da expressao
do mRNA em cada amostra foi determinado pela rep@i@ a expressao do gene alvo
pela expresséo diactina e multiplicados por 100 para facilitar bulacdo dos dados

(gene alvdi-actina x 100), como descrito por Muscarella ef2011).



3.7 — Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando ogpama estatistico Bioestat 5.0

(2007). Inicialmente aplicou-se a estatistica digar Para comparacao da expressao

do mMRNA e expressao protéica foi aplicado o tedteparamétrico de Kruskal-Wallis.

Em todos os testes o nivel de significancia aptidad de 5%, ou seja, considerou-se

significativo quando p<0,05. Os resultados foramesgntados como mediana.

Tabela 3 — Sequéncia derimers tamanho do produto e temperatura de

anelamento dos receptores da somatostatina (SSTdepamina (DR2) e controle

endogenoff-actin) para PCR em tempo real.

Sequéncia5' - 3

PB*

Anelamento ()

sstl (F)
sst1(R)
sst2 (F)
sst2(R)
sst3 (F)
sst3(R)
sst4 (F)
sst4(R)
sst5 (F)
sst5(R)
DR2(F)
DR2(R)
B-actin (F)
B-actin (R)

CAC ATT TCT CAT GGG CTT CCT
ACA AAC ACC ATC ACC ACC ATC
GGC ATGTTTGAC TTT GTG GTG
GTC TCATTC AGC CGG GAT TT
TGC CTT CTT TGG GCT CTACTT
ATC CTCCTCCTCAGTCTTCTCC
CGT GGT CGT CTT TGT GCT CT
AAG AAT CGG CGG AAG TTG T
CTGGTG TTT GCG GGATGT T
GAA GCT CTG GCG GAAGTT GT
CGAGCATCCTGAACTTGTGTG
GCGTTATTGAGTCCGAAGAGG
ACT CTT CCAGCC TTC CTT CCT
CAG TGATCT CCT TCT GCATCC T

165

185

190

174

183

172

176

61

61

61

64

61

61

61

PB — pares de base



4— RESULTADOS

4.1 — Caracterizacao da casuistica

Foram estudados trinta e oito pacientes diagnasts&cacom adenomas
hipofisarios, vinte e trés mulheres (60,5%), comdiméde idade no momento da
intervencao cirdrgica de quarenta e quatro anos6{aBos) e quinze homens, com
média de idade de quarenta anos (22-62 anos).elstee eram adenomas secretores
de GH — somatotropinomas, seis adenomas secreter@&€TH — corticotropinomas,
dezoito adenomas nao-secretores — adenomas clenéanmdo funcionantes, e dois

secretores de prolactinomas — prolactinomas.

4.2 — Perfil da expressao protéica dos receptorea domatostatina (SST1-5)

A expressdo protéica foi avaliada em trinta e quamostras de tecido
tumoral, destas, doze eram de somatotropinomas;oqc@rticotropinomas, dezesseis
adenomas clinicamente ndo funcionantes e doisgirabenas. Em todas as amostras
foi confirmada a presenca do tumor pela andlisepasolégica com coloracdo de
hematoxilina e eosina.

Foi observada imunomarcacgédo predominantemente ndbraaa plasmatica, e
também citoplasmatica de todos os subtipos de t@espda somatostatina nos tumores
estudados. Sendo frequentemente visualizados cemisios granulares finos de cor

marrom acastanhada.(Figura 5,6,9,10).



42.1 - Expressdao protéica dos receptores da setmat@ em

somatotropinomas.

Os resultados da expressao dos subtipos dos reeema somatostatina nos
somatotropinomas encontram-se descritos na tabdtaidbbservada a prevaléncia na
expressdo dos subtipos SST2 e SST3 presentes €¥h A tumores analisados,
seguidos dos subtipos SST5 e SST4, presentes exirmpdamente 90% e do subtipo
SST1 em aproximadamente 80% das amostras estu@agias 3).

Classificando os escores utilizados 0, 1+, 2+,®mo distribuicdo ausente,
fracamente distribuido, moderadamente distribuido fastemente distribuido,
respectivamente. Em cerca de 50% das amostraddervada a presenca de todos os
cinco subtipos de SST’s com graus variaveis delgistdo, em aproximadamente 40%
foi observada a expressdo de quatro diferentegpsghiie SST's e em cerca de 10%
observou-se positividade de pelo menos trés subtij@oreceptores da somatostatina

(Figura 4).
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Figura 3— Grafico da incidéncia dos SST1-5 nos somatotropasm



Tabela 4— Perfil da imunoexpresséao protéica dos recepttaesmatostatina (SST1-5)

em somatotropinomas (n = 12).

N SST1 SST2 SST3 SST4 SST5
Escore (+) céls (%) Escore (+) céls (%) escore  (+) céls (%) Escore (+) céls (%) escore  (+) céls (%)
AHO2 2+ 40 1+ 20 2+ 45 2+ 40 1+ 7,5
AHO5 1+ 25 2+ 45 2+ 35 2+ 30 0 0
AH15 2+ 40 2+ 40 3+ 75 2+ 40 3+ 60
AH21 1+ 10 1+ 5 2+ 40 2+ 30 0 0
AH23 3+ 70 1+ 20 3+ 90 3+ 60 2+ 30
AH26 - - 2+ 30 - - - - 1+ 15
AH29 1+ 10 3+ 60 2+ 10 1+ 20 3+ 70
AH30 1+ 10 1+ 5 3+ 80 - - 1+ 5
AH32 0 0 1+ 5 1+ 25 1+ 20 1+ 20
AH35 0 0 2+ 45 2+ 40 1+ 15 1+ 15
AH36 1+ 20 3+ 60 3+ 85 0 0 - -
AH38 3+ 70 3+ 80 2+ 30 1+ 15 2+ 45

N = identifica¢do do paciente; SST1-5 = receptores da somatostatina. Escore 0 = imunomarcacao ausente, escore 1+:

< 25%, escore 2+ : 25-50%, escore 3+: > 50%. Traco ( - ) reacao sem resultado.
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Figura 4 - Grafico da presenca dos diferentes subtide receptores da somatostatina em

somatotropinoma.



Figura 5 - Fotomicrografias de adenomas hipofisari@de pacientes acromegalicos.
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Figura 5B - Fotomicrografia de somatotropinoma acé® 3T
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Figura 5C - Fotomicrografia de somatotropinoma acé®
imunohistoquimica com reatividade correspondentesaore

2+ para o receptor SST3 do paciente quatro. Ba#@OgM

Figura 5D - Fotomicrografia de somatotropinomasagéo
imunohistoquimica com reatividade correspondentesaore
3+ para o receptor SST2 do paciente seis. BarGOgM



4.2.2 - Expressdao protéica dos

corticotropinomas.

receptores

da semmttm em

Os resultados da distribuicdo dos subtipos dogptes da somatostatina nos

corticotropinomas encontram-se descritos na tabel&oi encontrada a expressao

protéica de todos os subtipos de receptores datgstatgna na amostra estudada.

Tabela 5— Perfil da imunoexpresséao protéica dos recepttaesmatostatina (SST1-5)

em corticotropinomas (n = 4).

N SST1 SST2 SST3 SST4 SST5
escore  (+) céls (%) escore  (+) céls (%) escore  (+) céls (%) escore  (+) céls (%) escore  (+) céls (%)
AH11 0 0 1+ 10 3+ 60 3+ 60 1+ 5
AH19 3+ 80 3+ 80 1+ 10 3+ 70 1+ 10
AH22 2+ 20 3+ 70 1+ 20 2+ 30 0 0
AH27 3+ 60 - - 2+ 45 2+ 50 1+ 10

N = identifica¢do do paciente; SST1-5 = receptores da somatostatina. Escore 0 = imunomarcacao ausente, escore 1+:

< 25%, escore 2+ : 25-50%, escore 3+: > 50%. Trago ( - ) reacao sem resultado.



Figura 6 - Fotomicrografias de adenomas hipofisari@de pacientes com a doenca de
Cushing.

Figura 6A - Fotomicrografia de corticotropinomaeacéo
imunohistoquimica com reatividade correspondente ﬂ
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Figura 6B - Fotomicrografia de corticotropinomaeacédo

imunohistoquimica com reatividade correspondente acb ‘

&
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Figura 6C - Fotomicrografia de corticotropinomaeagéo
imunohistoquimica com reatividade correspondentesaore

2+ para o receptor SST4 do paciente trés. Bari@Og !

Figura 6D - Fotomicrografia de corticotropinomaeacéo | -
imunohistoquimica com reatividade correspondentesaore [

3+ para o receptor SST2 do paciente trés. Bar@0g !



O resultado da distribuicdo dos subtipos de receptda somatostatina nos
adenomas clinicamente ndo funcionantes encontracieseritos na tabela 6. Foi
encontrada distribuicdo mais freqiente do subtip®3Sem aproximadamente 90% dos
adenomas; seguidos dos subtipos SST2 e SST4 mesent cerca de 80% das
amostras; e dos subtipos SST1 e SST5 em 80 e 7@adenomas analisadas,
respectivamente (Figura 7).

Os receptores subtipos SST1, SST2, SST3 e SSTSeapseam-se mais
frequentemente como moderadamente distribuidospeoximadamente 40; 50; 50 e
45%, respectivamente. O subtipo SST4 apresentomas frequentemente como
fracamente distribuido em aproximadamente 35% dwmsores analisados. Cada
amostra tumoral apresentou imunopositividade pal@menos dois diferentes subtipos
de receptores, aproximadamente 20% apresentaraitividase para todos os cinco
subtipos de SST, 65% positividade para quatro pobtie 7% positividade para pelo

menos trés e dois subtipos de receptores da sdatatagFigura 8).
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Figura 7— Grafico da incidéncia dos SST1-5 nos adenomagaliménte ndo funcionantes.



Tabela 6- Perfil da imunoexpresséao protéica dos receptbsiesomatostatina (SST1-5)

em adenomas clinicamente ndo funcionantes (n = 16).

N SST1 SST2 SST3 SST4 SST5
escore (+) céls (%) escore (+) céls (%) escore (+) céls (%) escore (+) céls (%) escore (+) céls (%)
AHO1 2+ 35 1+ 25 3+ 55 2+ 40 2+ 50
AHO6 2+ 30 3+ 70 2+ 30 1+ 20 0 0
AHO7 3+ 80 1+ 20 1+ 20 3+ 60 0 0
AHO8 3+ 85 2+ 50 2+ 40 1+ 20 1+ 5
AHO09 2+ 50 2+ 50 2+ 30 1+ 20 2+ 30
AH12 1+ 5 3+ 60 2+ 50 2+ 40 - -
AH14 1+ 15 2+ 50 1+ 20 0 0 3+ 60
AH16 0 0 2+ 45 1+ 5 1+ 20 3+ 70
AH17 1+ 20 2+ 35 2+ 35 2+ 40 - -
AH24 2+ 30 2+ 50 1+ 5 3+ 60 0 0
AH25 0 0 3+ 60 2+ 45 3+ 80 2+ 30
AH31 2+ 30 2+ 40 2+ 30 0 0 2+ 30
AH33 0 0 0 0 1+ 25 1+ 10 2+ 30
AH34 2+ 35 0 0 0 0 2+ 30 - -
AH37 - 1+ 20 - - 2+ 40
AH39 - 1+ 20 - - 1+ 20

N = identifica¢do do paciente; SST1-5 = receptores da somatostatina. Escore 0 = imunomarcacao ausente, escore 1+:

< 25%, escore 2+ : 25-50%, escore 3+: > 50%. Traco ( - ) reacao sem resultado.
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Figura 8 — Grafico da presenca dos diferentespaibtle receptores da somatostatina em ACNF.



Figura 9 - Fotomicrografias de adenomas hipofisari® clinicamente ndo funcionantes.

- reacao imunohistoquimica com reatividade cornedpote
ao escore 0 para o receptor SST1 do pacienteRatoa =
400uM.

Figura 9B - Fotomicrografia de adenoma nédo funaites -
reacdo imunohistoquimica com reatividade correspoated -“
ao escore 1+ para o receptor SST3 do pacienteBatoa = ,. e
400uM.
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Figura 9C - Fotomicrografia de adenoma nao funcima ‘; - e,
reacdo imunohistoquimica com reatividade correspatedao ' ‘
escore 2+ para o receptor SST3 do paciente sersa Ba .~» !

400uM

Figura 9D - Fotomicrografia de adenoma ndo furaibe -
reacdo imunohistoquimica com reatividade correspoatedao
escore 3+ para o receptor SST2 do paciente seisa Ba
400uM




4.2.4 - Expressdo protéica dos receptores da setatbt@ em adenomas

hipofisarios secretores de prolactina.

Os resultados da distribuicdo dos subtipos dogptes da somatostatina nos
prolactinomas encontram-se descritos na tabelovencontrada expresséo de todos os
subtipos de receptores nas amostras analisadas pef@menos dois subtipos estavam

CO-expressos.

Tabela 7 - Perfil da imunoexpressao protéica dos receptdaesomatostatina (SST1-
SST5) em adenomas secretores de prolactina.

N SST1 SST2 SST3 SST4 SST5
escore  (+) céls (%) escore  (+) céls (%) escore (+) céls (%) escore (+) céls (%) escore (+) céls (%)
AH10 - - 3+ 60 2+ 35 1+ 10 3+ 65
AH20 1+ 5 0 0 1+ 20 0 0 0 0

N = identificag&o do paciente; SST1-5 = receptores da somatostatina. Escore 0 = imunomarcagao ausente, escore 1+:

< 25%, escore 2+ : 25-50%, escore 3+: > 50%. Traco ( - ) reacdo sem resultado.



Figura 10 - Fotomicrografias de adenomas hipofisaois secretores de prolactina.

P .-i'.-..’}"a
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Figura 10B - Fotomicrografia de prolactinoma - :'
reacdo imunohistoquimica com reatividade®
correspondente ao escore 2+ para o receptor SS
do paciente um. Barra = 400uM.

Figura 10C - Fotomicrografia de prolactinoma g
reacdo imunohistoquimica com reatividade
correspondente ao escore 3+ para o receptor SS

do paciente um. Barra = 400uM



4.3 — Perfil da expressdo do mRNA dos receptores dsomatostatina

(SST2, SST5) da dopamina(DR2).

Dos 38 pacientes estudados em 15 amostras foivpbssialisar a expressao
do mRNA dos receptores SST2, SST5 e DR2 em adenbipafisarios. Destes, oito
eram adenomas clinicamente nado funcionantes, qustrmatotropinomas, dois
corticotropinomas, e um prolactinoma que possuiatenal fresco para a analise da
expressdo do mMRNA. A especificidade dpsmers utilizados foi confirmada
inicialmente por reacdo de PCR convencional querdm seus produtos submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2,5% com postesioragdo com brometo de etideo e
demonstram a presenca de uma Unica banda parawbiilzo de receptor (Figurall).
Para a reacdo de gRT-PCR foi realizada para cadalge@arimer uma curva de
dissociacédo dos genes alvos e do gene constitdiodns apresentaram um Unico pico,
podendo-se assim, descartar a presenca de pradespecificos e dimeros geimer
(Figura 12).

As reacdes para a realizacdo das curvas-padrds e@rdastras em analise
foram feitas em triplicatas, obtendo valores deocicordantes entre elas. Os valores de

R? para todas as curvas-padrdo variaram entre 098366 (Figura 13).



Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose 2,590, blts por 90 minutos. Genfgactina, gene
constitutivo, 176pb, ( amostras 01-04); SST5 - ptareda somatostatina 5, 183pb, (amostras 05-08);
SST2 — receptor da somatostatina 2, 185pb, (ansd3®-d.2). pb — pares de base; M — marcador de peso
molecular de DNA (1000pb). * amostras 08 ndo aprteseexpressao.



B

Lo

(1.1

L LE

Ll

LLH

Figura 12: Grafico da curva de dissociacdo evidamn a presenca de um unico pico. Amplificacéo das
amostras em estudo para o gpreetina.
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Figura 13: Gréfico das diluicdes seriadad 10", para formacdo da curva padrdo necessaria para a
guantificacéo absoluta por PCR em tempo real. ks em triplicatas do gefieactina.

4.3.1 — Expressdo do mRNA do receptor da somaitostaST2 e SSTS.



Foi observada a expressdo dos receptores da statiatpsubtipos 2 e 5 em
todas as amostras estudadas, com maior expressmiioo SST2 em dez das quinze
amostras dos adenomas hipofisarios, que se aprassso a isoforma dominante em
aproximadamente 70% dos tumores analisados quamdpatados com SST5 (tabela
8).

Nos adenomas classificados com clinicamente n&oidnantes, a nivel da
expressdo do mRNA, houve maior expressdo do suB§IR2 em aproximadamente
60% das amostras. Nas demais aproximadamente 4f¥%eaparam maior expressao
do SST5, onde a maior diferenca foi observada repge AHO2 quando comparada
com a expressao do subtipo SST2.

Nos somatotropinomas foi observada a expressaontbesaos receptores da
somatostatina SST2 e SST5 em todas as amostrasadaa] onde o SST2 foi mais
expresso no paciente AH26 e o subtipo SST5 no maciAHO05. Ja nos
corticotropinomas e prolactinoma foi observadaes@nca dos receptores ST2 e SST5

com maior expressao do receptor subtipo SST2 eas t@aslamostras.



4.3.2 — Expressdo do mRNA do receptor da dopanuibi@p® DR2.

O receptor da dopamina subtipo 2 foi observadoreretdas quinze amostras
analisadas, aproximadamente 90% dos adenomasgdpos$. Dentre os adenomas nao
funcionantes, o receptor DR2 apresentou elevadeegsgo do mRNA nos pacientes
AHO7, AH12, AH14 guando comparado com as demaisst@m® e auséncia nos
paciente AHO2 e AH13 (Tabela 8).

Nos somatotropinomas, corticotropinomas e prolaot@ o receptor DR2
estava expresso em todas as amostras em estudserspndo elevada expressdo no

somatotropinoma AHO3.



Tabela 8— Expressdo do mRNA dos receptores SST2, SST5 eddR2denomas hipofisarios
nao funcionantes, somatotropinomas, corticotropammm prolactinoma. Numero absoluto de cépias
estimadas e valores corrigidos pelo controle enab@eactina).

N SST2 SST5 DR2 B-ACTIN SST2/B-ACTIN  SST5/B-ACTIN DR2/B-ACTIN
AHO2 3380 44447 0 226271 1,49 19,64 0,00
AHO7 16014 6785 463426 9890000 0,16 0,06 4,68
AHO8 2174 177 81 176542 1,23 0,10 0,04
AH12 237821 58918 132593 2490000 9,55 2,36 5,32 ACNF
AH13 4680 5912 0 26257 17,82 22,15 0,00
AH14 5670 29371 8276 155846 3,63 18,84 5,31
AH37 2566 137 468 137028 1,87 0,09 0,34
AH39 14648 213 1271 298954 4,89 0,07 0,42
Mediana 5175,00 6348,50 869,50 201406,50 2,75 1,23 0,38
AHO3 7290 9405 164443 3950000 0,18 0,23 4,16
AHO5 1800 20533 4869 577095 0,31 3,55 0,84 Somatotropinomas
AH15 10181 362 3511 381573 2,66 0,09 0,92
AH26 3287 141 431 43984 7,47 0,32 0,97
Mediana 5422,50 6130,25 2391,00 250180,25 1,49 0,28 0,63
AHO4 13100 6156 15505 1210000 1,08 0,50 1,28 Corticotropinomas
AH11 57400 26043 44425 2480000 2,31 1,05 1,79
AH10 4096 250 28581 454780 0,90 0,05 6,28 Prola ctinomas

SST2 receptores da somatostatina subtipo 2; SSEptE de somatostatina subtipo 5; DR2 receptaopamina

subtipo 2. ACNF = Adenomas hipofisarios clinicaneendio funcionantes



4.4 — Comparacdes entre os perfis da expressao d®NA e protéica

Os niveis de expresséo do mRNA e protéica para esgptores da

somatostatina subtipo SST2 e SST5 apresentarans wiweexpressao concordantes na

maioria das amostras analisadas, onde foi posaiiaplementacdo das duas técnicas

de analise, embora ndo estatisticamente signigéodratbelas 9 e 10).

Tabela 9— Expressdo do mRNA e expressao protéica dos mespla somatostatina

SST2 e SST5 em adenomas hipofisarios.

mMRNA Proteina
SST2/B8-ACTIN * 100 ‘ SST5/B8-ACTIN * 100 sst2 imuno sst5 imuno
AHO02 1.49 19.64
AHO7 0.16 0.06 1+ 0
AHO8 1.23 0.10 2+ 1+
AH12 9.55 2.36 3+ 0
AH13 17.82 22.15 2+ 2+ ACNF
AH14 3.63 18.84 2+ 3+
AH37 1.87 0.09 1+ 2+
AH39 4.89 0.07 1+ 1+
Mediana 2.75 1.23
AHO3 0.18 0.23 1+ 1+
AHO5 0.31 3.55 2+ 0 Somatotropinomas
AH15 2.66 0.09 2+ 3+
AH26 7.47 0.32 2+ 1+
Mediana 1.49 0.28
AHO4 1.08 0.50 Corticotropinomas
AH11 2.31 1.05 1+ 1+
AH10 0.90 0.05 3+ 3+ Prolactinoma

SST2 receptores da somatostatina subtipo 2; SST5 receptor de somatostatina subtipo 5; D2 receptor de dopamina

subtipo 2. ACNF = Adenomas hipofisérios clinicamente ndo funcionantes. Escore 0 = imunomarcagdo ausente, escore
1+: <25%, escore 2+ : 25-50%, escore 3+: > 50%. (r = 0,5365 e p = 0,0321).



Tabela 10 -Comparacao entre o perfil da expressao génicatéigaalos receptores da
somatostatina SST2 e SSTb5.

escore imunohistoquimica

Receptor 0 1+ 2+ 3+ p valor

SST2 0 1,88(0,16-4,89) 5,52(0,31-17,82) 5,23 0.2012

SST5 1,99(0,06-3,55) 0,35(0,07-1,05) 11,12(0,09-22,15) ,33@®,09-18,84) 0.8138




5 - DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado a expressdo peotdws receptores da
somatostatina (SST1-5) e da expressdo do mRNA elosptores da somatostatina
(SST2 e SST5) e DR2 da dopamina, através de té&cdeamunohistoquimica e qRT-
PCR, respectivamente. Alguns estudos vém utilizantixnica de PCR em tempo real
para avaliar a expressdo do mRNA dos receptore®plamina e da somatostatina em
adenomas hipofisarios. Estudo realizado por DerBetial.(2009) analisaram a co-
expressao dos receptores da somatostatina e danitl@pam adenomas corticotropicos.
Casarini et al. (2009) correlacionaram a expredgs&oreceptores da somatostatina com
a resposta clinica ao tratamento com octreotide-Laliboada et al. (2007) avaliaram a
expressdo dos receptores da somatostatina em d¢wpatomas e adenomas
clinicamente nado funcionantes e Vieira et al. (30@9aliaram a expressdo dos
receptores da dopamina e da somatostatina em gepofiormais, em adenomas
clinicamente nao funcionantes e somatotropinomas.

Grande parte dos tumores humanos que expressaptoresseda somatostatina
apresenta expressado de multiplos subtipos de mrespisendo o subtipo SST2 o mais
amplamente distribuido. No entanto, pode haverrgarecias entre os niveis de
expressdo do mRNA e da expressado protéica. A esgometo mMRNA pode, em alguns
casos, apresentar-se mais elevada quando compaoadaiveis de expressdo das
proteinas, e tais divergéncias podem ser atribtdddgerencas na sensibilidade das
técnicas utilizadas; ademais, podem ocorrer dif@gentre os produtos da transcrigcdo
e da traducéo génica, pois trata-se de um proacgss@ode ndo acontecer de forma
simultanea nos eucariotos, e/ ou a regulacdo imagaws receptores (REUBI et al.,

1994, HOFLAND; LAMBERTS, 2003).



O presente estudo encontrou uma frequente e vhedpeessao dos receptores
da somatostatina e da dopamina em todos os quérendes histotipos de adenomas
hipofisarios analisados — somatotropinomas, cdrbpinomas, adenomas clinicamente
nao funcionantes e prolactinomas. Estes resultadosboraram com os achados de
estudos préevios, que também demonstraram a predest@s receptores em amostras
teciduais de adenomas hipofisarios. Demonstradrsde grande relevancia no que diz
respeito a possibilidade de direcionamento na kacdh terapia medicamentosa a ser
utilizada como adjuvante nos casos em que o pnoegdo cirirgico ndo alcangcou o
resultado esperado. (CORBETTA et al.,, 2001; PAWLWEKI et al., 2003;
TABOADA et al., 2007; TAKEI et al., 2007; FERONE ek, 2008; COLAO et al.,
2009).

A média de idade ao diagnostico deste estudo fo#2Jé anos, com uma
pequena diferenca entre 0 nimero de pacientesxaofeminino (n=23; 60,5%) e do
sexo masculino (n=15; 39,5%), entretanto, estesremlestdo dentro do percentual
descrito em estudos prévios (FERNANDEZ et al., 2009

Neste estudo foi avaliada a expressao protéicaadeptores da somatostatina
em doze somatotropinomas, tendo sido observad@semga dos cinco subtipos dos
receptores de SST (SST1-5), distribuidos de forvasigiveis nesses adenomas, sendo
que o0s subtipos SST2 e SST3 apresentaram umauigho bastante ampla, presente
em 100% dos tumores analisados, com diferenca oasergagens das células
Imunomarcadas.

Resultados semelhantes foram obtidos por Takdi €@07) que avaliaram a
apenas a expressao protéica dos receptores daostatiaf subtipos SST2 e SST5 em
22 somatotropinomas e encontraram imunomarcagao ¥i% e 954%

respectivamente, tendo o0 subtipo SST2 demonstraddor mpositividade com



distribuicdo média em mais de 50% das células taisiorhodou et al. (2006) em seu

estudo avaliaram a expressao protéica utilizancludas de imunohistoquimica, em 30

somatotropinomas de uma série de 90 adenomasddpos, e encontraram a expressao
protéica de todos os diferentes subtipos de rewEptda somatostatina, porém com
predominio da expressao protéica do subtipo SSJldedo SST2A.

Esta frequente expressao do SST2 corrobora coresusitths na literatura que
sinalizam o SST2 como amplamente distribuido nosasatropinomas, o que forma a
base para a aplicacdo clinica da terapia medicaseempiara o tratamento dos tumores
hipofisarios humanos com a utilizacdo dos analodas somatostatina, como o
octreotide e o lanreotide no controle dos sintomedacionados a hipersecrecdo em
pacientes com adenomas hipofisarios secretoredHdeuGumores carcinodides, devido
a alta afinidade destes componentes pelo recefd?2 8a somatostatina (HOFLAND;
LAMBERTS, 2003; BEVAN et al., 2004; TULIPANO; SCHA, 2007).

Sabe-se que a maioria dos tumores hipofisariogeteees de GH respondem
aos analogos da somatostatina, com uma diminuicimasmalizacdo dos niveis
hormonais, com consistente melhora dos sinais tersas da doenca, contudo, uma
parcela dos pacientes é parcial ou totalmenteteaesis ao tratamento, geralmente
devido a baixa expressao do subtipo SST2 que pside associado a auséncia do
oncogenegsp (HOFLAND; LAMBERTS, 2003; BEVAN et al., 2004; TUBIANO;
SCHULZ, 2007).

Os nossos achados mostraram uma elevada expressémedtor SST2 que foi
observada de moderada a forte em aproximadamefite d&@ pacientes, coloca-0s
como candidatos em potencial para um respostaiy@osid tratamento com octreotide
LAR, para aqueles que ndo obtiverem cura durainiéeavencao cirargica. Casarini et

al. (2009) analisando a expressdo do mRNA dos te@p da somatostatina em



somatotropinomas encontraram uma correlacdo pagtivpaciente que fizeram uso de
octreotide LAR e que demonstraram um alto nivelegpressdo do subtipo SST2,
conseguindo uma diminuicdo nas porcentagens deeGEF-1 circulante, além de
demonstrar uma correlacdo da resposta ao analoga expressao do subtipo SST1.

Nossos resultados demonstraram 0 SST1 com umédisiio de moderada a
forte em aproximadamente 35% dos tumores analis@ugss pacientes poderiam se
beneficiar com a utilizacdo de analogos seletivoreaeptor SST1. Achado semelhante
foi obtido por Zatelli et al. (2003) que estudargnnze culturas priméarias de adenomas
secretores de GH, tratadas com somatostatina ouBtBI23926, agonista seletivo ao
SST1, e observou uma significante inibicdo de GPRt, além de demonstrar uma
correlacdo positiva entre os efeitos antiproliiecst. Referido autor sugeriu que o
receptor SST1 pode representar um novo alvo tetiagpéypara o tratamento
medicamentoso na tentativa de controlar o cres¢onena secrecdo nos tumores
hipofisérios.

Benvan (2005) em sua revisdo com 921 acromegatieosonstrou que o
tratamento com os analogos da somatostatina alcang reducdo do tamanho
tumoral em 42% dos pacientes. Estes dados cormanoreom resultados previamente
descritosn vitro que demonstravam uma significante reduc¢édo no raideecélulas em
trés de seis culturas primarias de adenomas sexsede GH tratados com octreotide
em diferentes concentracdes que variaram de 1-10HMitos similares foram
demonstrados em estudos que utilizavam culturasdpias de ACNF (RENNER et al.,
1994; ZATELLI et al., 2007).

Encontramos em aproximadamente 80% dos somatobrops estudados a
presenca do subtipo SST5 com uma distribuicdo dd#erada a forte em cerca de 30%

dos pacientes. O subtipo SST5 vem ganhando destacgrtemente em varios estudos



que, demonstraram que uma ativacdo combinada aeptoees da somatostatina,
subtipos SST2 e SST5, resultam em um efeito inmibitaditivo da secrecédo de GH e
IGF-1, provavelmente mediada via uma associacacidoal de ambos os subtipos de
receptores, através dos analogos com seletividad@tglos ligantes da somatostatina
(ROCHEVILLE et al., 2000; HOEK et al., 2007).

A elevada expresséo protéica do SST2 e SST5 oloseeva aproximadamente
30% dos somatotropinomas sinaliza para a possbiéidle utilizacdo do Pasireotide,
gracas ao seu perfil de ligacdo universal aos tem=p da somatostatina, o que
teoricamente permitiia aos pacientes do presestade, beneficiar-se da acéo
combinada dos receptores visando uma maior initbe&secrecao de GH e IGF.

Em nosso estudo um resultado pouco comum quandpacano com os dados
descritos na literatura, foi a expresséo protécaubtipo SST4, que muitas vezes € tido
como infrequente ou mesmo ausente em adenomasishipa$ e até mesmo em
hipéfise normal (COLAO et al., 2007 ; FERONE et aD09). Julgamos que como
algumas revisdes sinalizaram o subtipo SST4 naicdmdle infreqliiente ou ausente,
muitos estudos deixaram de avaliar a expressaaloigpe SST4, como os estudos de
Plockinger et al(2008) que analisaram apenas os demais subtiposcdptores da
somatostatina; os de Ferone ef(2008) que estudaram somente o subtipo SST2A, e o0s
de Takei et al(2007), que analisaram a expressao dos subtipo3SSE&BSTS. Assim o
SST4 é um subtipo de receptor da somatostatinaopesttidado, necessitando, desta
forma, de mais dados sobre sua expressao e sabpapel regulatério em tecidos de
adenomas hipofisarios. Em concordancia com os sassdtados, Thodou et §006)
avaliando a expressao protéica dos receptoresrdat@statina através de técnicas de

imunohistquimica, demonstraram igualmente uma esgre significativa do receptor



SST4 em adenomas hipofisarios utilizando um amg@@rimario anti-SST4 produzido
por uma laboratorio diferente do utilizado no préseestudo.

A analise dos corticotropinomas foi realizada ent@iamostras de pacientes
que apresentavam a doenca de Cushing e foram sdbsattratamento cirargico. Em
quatro amostras foi realizada a analise da exmepsétéica e foi demonstrada a
presenca de todos os receptores da somatostagnadeaoomas estudados, sendo que
em dois pacientes foi possivel avaliar a expreskAonRNA dos receptores SST2,
SST5 e DR2. Estes dados estdo de acordo com os datldos em estudos prévios
gue demonstraram a expressao protéica dos sublgpeceptores da somatostatina em
adenomas corticotrépicos (NIELSEN et al., 2001; HOND et al., 2005; BATISTA et
al., 2006).

Batista et al(2006) analisaram a expressao do mRNA e a exprességica
dos receptores da somatostatina em treze corjgotmmas, e demonstraram a
expressdo de todos os subtipos de receptores {SST3), com altos escores do
subtipo SST5. E utilizando culturas primarias dés smrticotropinomas relataram
significante diminuicdo nos niveis de ACTH e daliferacéo celular, apos a utilizacéo
do andlogo Pasireotide. Dessa forma, a utilizagéapéutica do analogo Pasireotide
poderd vir a ser uma importante ferramenta no nratdo dos pacientes que
demonstraram a presenca do SST5 e que néo alaanganarmalizacdo dos niveis de
ACTH circulantes apds o tratamento cirurgico.

Uma das limitagbes encontradas no presente estido lbaixo niamero de
espécimes de corticotropinomas analisados, pardaleao numero reduzido de
pacientes acometidos pela doenca de Cushing, gugéloenca de baixa prevaléncia
na populacdo geral e parte devido as caractedstisarfologicas tumorais que

dificultam a obtencdo de material para os estudos.



A analise da expressao dos receptores da somatasias ACNF foi realizada
em dezessete amostras, tendo sido avaliada a s&pnetéica dos SST's em dezesseis
amostras. Encontrada a presenca de todos os neepia somatostatina com
distribuicdo variavel nos tumores. A distribuicdm 8ST's nos ACNF,aponta para a
possibilidade da utilizacdo de tratamento medicansencomo opcao terapéutica para
estes tumores com o0s analogos da somatostatina I(FKREKYWSKI et al., 2003;
TABOADA et al., 2007).

O subtipo SST3 foi 0 receptor mais frequentementmmrado nos ACNF,
presente em aproximadamente 90% adenomas estudadosima imunopositividade
prevalente do tipo moderadamente distribuida nadasétumorais. Tais resultados
estdo em consonancia com os achados obtidos poadatfet al. (2007), que analisando
a expressao dos receptores da somatostatina emogteze&denomas nao funcionantes,
encontraram uma maior prevaléncia da expressaoldipe SST3.

A elevada expressdo do SST3 é indicativa de umanpial resposta ao
tratamento medicamentoso com a utilizacdo de aogldg somatostatina seletivos ao
SST3, ou mesmo o multiligando Pasireotide. Foi destradain vitro que a ativagéo do
SST3 podem ativar vias de sinalizagdo que levapoptase por indugao da expresséao
dos genes p53, pro apoptdtica Bax e caspase 8 PAND; SCHULZ, 2007). No caso
de ACNF seria de grande importancia, visto queraxipais complicagdes neste tipo
tumoral sdo decorrentes da expansao tumoral.

Os subtipos SST2, SST4 estavam presentes em apaainente 85% dos
ACNF analisados, diferindo, contudo, na distribaighas células imunomarcadas.Em
cerca de 60% dos adenomas clinicamente néo fardieso SST2 apresentou-se como
moderado a fortemente distribuidos, indicando aipdslade de resposta positiva ao

tratamento com a utilizacdo dos analogos octreatidanreotide que possuem alta



afinidade pelo SST2, que além do efeito anti-séaeesta relacionado a uma atividade
antimitotica que pode ser importante na reducaestabilizacdo do tamanho tumoral
dos ACNF.

Plockinger et a(1994) e Warnet et #1997) obtiveram reducao significativa
do volume tumoral em pacientes com adenomas ndmohantes apOs o tratamento
com octreotide. No entanto, os efeitos anti-pradii’a do octreotide observados
vitro sobre ACNF tem sido relatados em poucos estudagradda uma reducédo da
massa tumoral em 11-13% dos casos estudados.

Os subtipos SST1 e SST5 foram expressos em aproaimente 75% e 70%,
respectivamente. Nossos achados diferem dos eadostrpor Pawlikowski et .al
(2003), que analisando a expressao protéica deptores da somatostatina em 18
tumores apontaram os subtipo SST1 e SST5 comovpassivos terapéuticos para 0s
ACNF, devido as suas maiores imunopositividadegraahstraram também uma fraca
imunopositividade do subtipo SST2A. Referidos reslds divergem com os achados
no presente estudo que demonstrou o subtipo SST8 coreceptor da somatostatina
mais expresso seguido de uma alta expresséo da SST2

No que cerne a avaliagdo da expressdo do mRNAedeptores SST2, SST5 e
DR2 foi analisado a expressdo em quinze adenonpadiddirios, sendo oito ACNF,
guatro somatotropinomas, dois corticotropinomasne prolactinoma. Em todas as
amostras foi demonstrada a presenca dos receptaresmatostatina subtipo SST2 e
SST5, com predominancia do subtipo SST2. Nas aasosin que houve uma maior
expressao do SST5 este receptor pode tornar-senportante alvo terapéutico, como
descrito por Saveanu et al. (2001), que sugerinaenegn tumores com baixa expressao
do SST2, guando comparado a expressao de SSTH5seHa de maior importancia

na regulagéo da liberacdo do GH.



Para os adenomas com maior expressao do subtipd, 8Sfatamento com
octreotide pode oferecer uma importante ferrameot&ratamento dos pacientes com
recidiva, com boas chances de apresentarem umastaspositiva, segundo 0s
resultados ja descritos na literatura, reduzindmezessidade de uma segunda
intervencao cirargica que ao longo do tempo se nmwshenos eficaz que a primeira
cirurgia, podendo acometer os pacientes a mais lezappes, além de todo o desgaste
psicolégico causado pelo estresse pré e pos opgeré@ALM et al., 2007; COLAO.,
2009).

O receptor DR2 da dopamina estava presente emia@damente 85% das
amostras estudadas. Esses resultados estdo de aocorads descritos por Ferone et al.
(2009), que demonstraram a presenca da expressarmeckptores da dopamina e da
somatostatina em adenomas hipofisarios. A utilizagds agonistas dopaminérgicos
tem sido associados a diminuicdo da prevalénciawento residual tumoral ou a
estabilidade do volume tumoral em ACNF Greenmaal.€2005) sugeriram que 0 uso
de drogas dopaminérgicas podem prevenir a expats&oassa tumoral em pacientes
com ACNF que ndo obtiveram cura na intervengaagira, ensejando a possibilidade
do uso da cabergolina como uma opgéao terapéutideateomento dos pacientes com
adenomas hipofiséarios.

No presente estudo foi observada a coexpressaoRidAntos receptores da
dopamina e da somatostatina em aproximadamente dgb®mostras estudadas. De
Bruin et al. (2009) avaliaram a coexpressao dosipagode receptores da dopamina e
da somatostatina em trinta adenomas corticotro@amcluiram que o subtipo SST5 e
DR2 sédo altamente expressos em adenomas cortioosdp que a coexpressao deles é

um fendmeno comum, sustentando a teoria que afqueaa acdo combinada dos



analogos da somatostatina e agonistas dopamingngocem ser uma opcéao terapéutica
valida para os individuos acometidos pela doengaushing.

Estudos utilizando a acdo combinada dos analogosond®tostatina e dos
agonistas dopaminérgicos demonstraram um efeitvadia inibicdo dos niveis de GH
e normalizacdo do IGF-1 em pacientes com acronggalilizando octreotide e
cabergolina (COLAO et al., 2007).

O esperado é gque haja esta correlacéo positiva estresultados da expresséo
do mRNA e da proteina, o que nos permitiria afiroquee os produtos gerados durante o
processo de transcricdo do mRNA estdo sendo tidmhiZm proteinas. Resultados
divergentes entre a expressao do mRNA e protéidamasta relacionado tanto a um
processo de internalizacdo dos receptores comasgmmoprias limitacdes das técnicas,
onde a gRT-PCR em tempo real demonstra-se umac&d@m mais sensivel de
analise. O baixo numero amostral revelou-se coma das limitacdes do nosso estudo;
na busca de um maior nimero amostral parceriadcéniiticas tem sido desenhadas
para uma avaliacdo mais segura da relacdo da e#iprdes receptores da dopamina e

da somatostatina nos tumores hipofisarios.



6 - CONCLUSAO

» A expressao protéica dos receptores da somatos{@BI 1-SST5) foi
encontrada em todos os adenomas hipofisarios, einbdicdo e frequéncia que
variaram entre os quatro histotipos tumorais esavgrpacientes estudados;

» Nos somatotropinomas, a expressao protéica do 8% €acontrada em todos
0s tumores, 0 que pode indicar uma resposta p@s# tratamento com o
octreotide nos pacientes que nao obtiverem cucarmaia;

» Para os corticotropinomas e prolactinomas ha assi@e de aumentar o
namero amostral para poder caracterizar seu pedii€ico;

» Nos ACNF, o receptor SST3 foi 0 mais expresso;

» A expressdao do mRNA dos receptores da somatost&8®i® e SST5 e da
dopamina DR2 estava presente em todos os quatodifnis tumorais, com maior
expressao do SST2;

» N&o foi encontrada uma correlagédo positiva entex@essdo do mRNA e

proteica do receptor SST’s.
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APENDICE



APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “Andlise da Expressao do mRNA dos Receptores da

Dopamina e da Somatostatina em Adenomas Hipofisarios.”
Nome do (a) Pesquisador (a): Bruno de Almeida Nunes.

Nome do (a) Orientador (a): Emygdia Rosa Leal Mesquita; Manuel dos Santos

Faria.

1. Natureza da pesquisa: o Senhor (a) estd sendo convidado (a) a
participar desta pesquisa que tem como finalidade analisar alguns tipos de adenomas
(tumores) que ocorrem na hipdfise.

2. Envolvimento na pesquisa: O Senhor (a) tem liberdade de se recusar a
participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da pesquisa,
sem qualquer prejuizo para o senhor (a). Sempre que quiser poderd pedir mais
informacgdes sobre a pesquisa através do telefone do (a) pesquisador (a) do projeto e,
se necessario através do telefone do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdo - HUUFMA.

3. Riscos e desconforto: a participacdo nesta, ndo traz nenhum risco
adicional ao individuo que serd submetido a cirurgia independentemente de sua
aceitacdo em participar do estudo.

4. Confidencialidade: todas as informacGes coletadas neste estudo sdo
estritamente confidenciais. Somente o (a) pesquisador (a) e o (a) orientador (a) terdo
conhecimento dos dados.

5. Beneficios: ao participar desta pesquisa o senhor (a) ndo terd nenhum
beneficio direto. Entretanto, esperamos que este estudo venha fornecer informacgdes
importantes sobre os tumores que serdao analisados. De forma que o conhecimento
gue sera construido a partir desta pesquisa possa em um futuro proximo auxiliar na

escolha da terapéutica medicamentosa, minimizando assim os riscos de uma segunda



intervengdo cirdrgica. Onde o0s pesquisadores se comprometem a divulgar os
resultados obtidos.

6. Pagamento: o Senhor (a) ndo tera nenhum tipo de despesa para
participar desta pesquisa, bem como nada sera pago por sua participacao.

Apoés estes esclarecimentos, solicitamos o seu ctmsato de forma livre
para participar desta pesquisa. Portanto preemdrafavor, os itens que se seguem:
Confiro que recebi cépia deste termo de consentomesn autorizo a execucao do

trabalho de pesquisa e a divulgagao dos dadososhitigste estudo.

Obs.: Nao assine esse termo se ainda tiver duvida a respeito do mesmo.

Consentimento Livre e Esclarecido
Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida,

manifesto meu consentimento em participar da pesquisa.

Sdo Luis,_ de de

Nome do Participante da Pesquisa Assinatura do Participante da

Pesquisa

Assinatura do Pesquisador

Pesquisador Responsavel: EMYGDIA ROSA LEAL MESQUITA
Laboratério de Estudos Gendmicos e de Histocompatibilidade - (LEGH)
HOSPITAL UNIVERSITARIO — UNIDADE MATERNO INFANTIL.

Enderega: Rua dos Prazeres, n2215, Centro — Cep: 65020-468



Fone: (98) 21091265

EQUIPE EXECUTORA

Prof2. Dr2. Emygdia Rosa Leal Mesquita (Bidloga-Geneticista) emygdia@elo.com

Profe. Dr2 Manuel dos Santos Faria (Médico-Endocrinologista)

mfarias@elo.com

Bruno de Almeida Nunes (Bidlogo) nunesb.bioufma@hotmail.com

Profe Msc. Marcelo Souza de Andrade (Biélogo)
Gilvan Cortés Nascimento (Médico-Endocrinologista)
Viviane Chaves de Carvalho (Médico-Endocrinologista)

Fernanda de Carvalho Ferreira (Bidloga) nandacf ferreira@hotmail.com

Maxwellem de Jesus Costa Ferreira (Bidloga)

Amanda Ferreira Vidal amanda vidal@hotmail.com

Fernanda Oliveira Graga nanda 2020 oliveira@hotmail.com.




ANEXOS



ANEXO 1 - APROVACAO COMITE DE ETICA



ANEXO 2

PROTOCOLO: Purificacao total de RNA de tecido anim&— Rneasy
Handbook

— amostra: maximo — 30 mg
15-20 mg: tecido estabilizado RN£feta

—  volume minimo de elui¢cdo = 30

Obs.: partes do cérebro sdo mais dificeis de sdisadas, ou tendem a formar
precipitados durante a purificacdo de RNA. Podenseessario aumentar-se o volume

do buffer RLT para facilitar & completa homogenézac

Obs.: Adiciona3-mercaptoetanol ao buffer RLT.

1 ml buffer RLT p/ 1Qul de B-mercaptoetanol

- Buffer RLT = 600ul para facilitar quebra e homogeneizacgéao.

Amostra Buffer RLT (pul)
<20 mg 350 ou 600
20-30 mg 600

3) Rompimento usando pildo:

Imediatamente coloque o tecido (fresco, congeladestabilizado com RNA
later) em nitrogénio liquido e triture completaneenbm o “pildo” e pestle. Decante o
p6 do tecido e o nitrogénio dentro de Rnase-freei@ntubo de microcentrifuga (2 ml).
Permita o nitrogénio evaporar, mas nao permit@iddedescongelar.

Obs.: fazer em gelo.



Adicione o volume apropriado do Buffer RLT , e hamunize o lisado
passando por pelo menos 5 vezes através de umgasbkvie de RNAse (pipeta).

4)  Centrifuge por 3 minutos a rotacdo maxima. Remawdaclosamente o
sobrenadante por pipetagem e transfira para um todseode microcentrifuga.

Obs.: use somente este sobrenadante nos passgesegu

5) Adicione 1 volume de etanol (400-5@0 70% para clarear o lisado, e
misture imediatamente por pipetagem. NAO CENTRIFEGU

Obs.: o volume do lisado pode ser 3B@u 600ul devido a perda durante a
homogenizagao e centrifugacao.

Obs.: O precipitado pode estar visivel depois dadaddo etanol. Este nédo

afeta o procedimento.

6) Transferir 700ul da amostra, incluindo algum precipitado que pdsesa
formado, para um tubo de 2 ml. Feche a tampa eiftgute por 15 segundos a 8000.9
(>10000 rpm). Descarte o flow-through.

Obs.: Reuse o tubo coletor.

Obs.: Se o volume da amostra excederdp0entrifugue sucessivas aliquotas

no mesmo spin column. Descarte o flow-through.

7) Adicionar 700l de buffer RW1 no Rneasy spin column. Feche e
centrifugue por 15 segundos a 10000 rpm, para lavarembrana do spin column.
Descarte o flow-though.

Obs.: Reuse o tubo coletor.

Obs.: Apo6s centrifugar, remova cuidadosamente @a&nspin column do tubo

coletor para que nao toque o flow-though.

8) Adicione 500ul buffer RPE no Rneasy spin column. Feche e dagtre
por 2 minutos a 10000 rpm para lavar a membrana epilumn. Descarte o flow-
though.

Obs.: Reuse o tubo coletor.

9) Adicione 500 ul de buffer RPE no Rneasy spin column. Feche e

centrifugue por 2 minutos a 10000 rpm para lavaeebrana do spin column.



10) (OPCIONAL) Coloque o Rneasy spin column em um tobletor de 2
ml e descarte o antigo com flow-though. Feche ¢rifegue por 1 minuto em rotacéo
maxima.

11) Coloque o Rneasy spin column em um novo tubo cold¢ol1l,5 ml.
Adicione 30-50ul de 4gua Rnase-free diretamente na membrana da@alpimn. Feche
e centrifugue por 1 minuto (10000 rpm) para elurNA.

12) Se o rendimento do RNA esperado € > 30 mg, repgtasso 11 usando

outra aliquota de 30-50 de Rnase-free.



ANEXO 3 - PROTOCOLO: Kit DNase | (RNase-free).

Reagentes 1 reacaq) |Concentracéo final
DNase | (RNase -free) - 2000 u/ml 2 2lu/
DNase | Reaction Buffer - 10x 3 1x
RNA - 10ug ; 3
Nuclease KD -
Total 30

1. Incubar a 37°C por 10 min;
2. Adicionar 1ul de 0,5M EDTA (para uma concentragéalfde 5mM)
3.  Aquecer a 75°C por 10 min.



ANEXO 4 - PROTOCOLO: Reacgéao da trascripatase reversa PCR (RT-PCR).
High Capacity RNA-to-cDNA kit (Applied Biosystems)

Reagentes 1 reacaqu()
RT Buffer (2x) 10
Enzyme Mix (20x) 1
RNA (1ng) -
Nuclease KD -
Total 20

Mantenha os componentes do kit no gelo;
Faca as aliquotas do mix para reacdo de RT emspbactubos;
Sele as placas ou os tubos com selos ou tampgwiaplas;

Centrifugue brevemente as placas ou tubos paranelirnolhas de ar.

a bk w0

Mantenha as placas ou os tubos no gelo até o idécreacao;

6. Incube os reagentes a 37°C por 60min, aqueca a P6PComMIn e
mantenha a 4°C. Podendo ser feita em termocicladore

7. O cDNA esta pronto para o uso em aplicacbes de &GRempo real.

Estocar em freezer -15° a -25°C.

Termociclagem da reacdo de RT-PCR.

Temperatura dos ciclos Duragéao
37°C 60’
95° C 5

4°C o0







