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RESUMO

Introducdo: Os tumores neuroendécrinos da hipofise (PitNETS) sdo neoplasias originarias da
adenohipdfise e correspondem a cerca de 10 a 15% dos tumores intracranianos. Tais tumores podem
ser classificados em funcionantes e ndo funcionantes, de acordo com a produgao de horménios em
quantidade suficiente para induzir manifestagdes clinicas. Recentemente, alteracGes nos niveis de
expressdo dos genes TERT e VDAC2 tém sugerido um importante papel desses genes no
desenvolvimento de neoplasias endocrinas, podendo também estar envolvidos na oncogénese dos
PitNETs. A patogénese molecular dos PitNETs ainda é pouco compreendida e, portanto, faz-se
necessario um maior estudo sobre esse tema em diferentes populagdes. Objetivo: avaliar a
expressdo génica de VDAC2 e TERT e alteraces moleculares em seu promotor em portadores de
PitNETSs atendidos no HUUFMA Centro de Referéncia para o Estado do Maranhdo. Metodologia:
foram analisadas 89 amostras de PitNETs de pacientes submetidos a cirurgia no Hospital
Universitéario da Universidade Federal do Maranhdo — HUUFMA. Realizou-se a extracéo de acidos
nucleicos e sintese de cDNA a partir do material biologico coletado e, posteriormente, foi feita a
PCR em tempo real para avaliacdo da expressao génica de TERT e VDAC2. Para a analise de
mutacOes no promotor TERT (posi¢es C228T e C250T), foi realizado sequenciamento de DNA.
Resultados: a maioria dos casos corresponderam ao sexo feminino (59/89 - 66,3%) e apresentavam
entre 51 e 60 anos (25/89 - 28,1%). Considerando as caracteristicas tumorais, 64 casos (71,9%)
foram classificados como ndo funcionantes e 83 tumores (93,3%) apresentaram-se como
macrotumores. Em relacdo as analises moleculares, embora os pacientes acromegalicos tenham
apresentado maior indice de expresséo (IE) de TERT (IE=1,67), ndo foram observadas diferencas
significativas dessa variavel entres os tipos tumorais. Além disso, também ndo foram detectadas
mutagdes nas posi¢oes C228T e C250T do promotor TERT. Em relacdo ao VDAC2, comparando-se
com tecido hipofisario normal, verificou-se um aumento de expressdo desse gene em portadores de
Doenca de Cushing (6,83 vezes), Acromegalia (3,08 vezes) e tumores ndo funcionantes (3,01
vezes). Foi constatada também em nossa amostra uma significante correlagédo entre as expressoes
de TERT e VDAC2 (rs= 0,278; p=0,01). Conclusédo: No presente estudo, a maior expressdo de
VDAC2 nas amostras tumorais sugere uma possivel participagdo desse gene na oncogénese dos
PitNETs. Em adicdo, a correlacdo entre VDAC2 e TERT pode apontar para uma atuagdo conjunta
de ambas as vias de sinalizacao, ensejando a possibilidade de novos alvos terapéuticos.

Palavras-chave: Tumores hipofisarios, Telomerase, Apoptose, Biomarcadores.



ABSTRACT

Introduction: The pituitary neuroendocrine tumors (PitNETS) are neoplasms originating from the
pituitary and correspond to about 10 to 15% of intracranial tumors. Such tumors can be classified
into functioning and nonfunctioning, according to whether they produce enough hormones to induce
clinical manifestations. Recently, changes in the expression levels of TERT and VDAC2 genes have
suggested an important role of these genes in the development of endocrine neoplasms, and they
may also be involved in the oncogenesis of PitNETs. The molecular pathogenesis of PitNETSs is still
poorly understood and, therefore, further studies on this topic in different populations is needed.
Objective: to evaluate the gene expression of VDAC2 and TERT and molecular alterations in its
promoter in patients with PitNETSs treated in the state of Maranhdo. Methodology: 89 samples of
PitNETSs from patients undergoing surgery at the University Hospital of the Federal University of
Maranhdo - HUUFMA were analyzed. Nucleic acids were extracted and cDNA synthesis was
performed from the collected biological material, and then real-time PCR was performed to evaluate
TERT and VDAC2 gene expression. DNA sequencing was performed to analyze mutations in the
TERT promoter (positions C228T and C250T). Results: most cases were female (59/89 - 66.3%)
and were between 51 and 60 years old (25/89 - 28.1%). Considering the tumor characteristics, 64
cases (71.9%) were classified as non-functional and 59 tumors (66.3%) presented as macrotumors.
Regarding the molecular analyses, although the acromegalic patients had a higher expression index
(IE) of TERT (IE=1.67), no significant differences were observed between tumor types. In addition,
no mutations were detected at positions C228T and C250T of the TERT promoter. Regarding
VDAC2, when compared to normal pituitary tissue, an increased expression of this gene was found
in carriers of non-functioning tumors (3.01-fold), Acromegaly (3.08-fold) and Cushing's disease
(6.83-fold). A significant correlation between TERT and VDAC?2 expression was also found in our
sample (rs= 0.278; p=0.01). Conclusion: In the present study, the higher expression of VDAC2 in
tumor samples suggests a possible participation of this gene in the oncogenesis of PitNETSs. In
addition, the correlation between VDAC2 and TERT may point to a joint action of both signaling

pathways, raising the possibility of new therapeutic targets.

Keywords: Pituitary tumors, Telomerase, Apoptosis, Biomarkers.
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1. INTRODUCAO

Os tumores neuroendocrinos da hipofise (PitNETs) sdo neoplasias de crescente
incidéncia devido a evolucdo dos exames de imagem e dos testes hormonais para sua
deteccdo (Mete et al., 2012). Os PitNETs podem ser classificados conforme o tamanho em
microtumores (<10 mm) ou macrotumores (> 10 mm). Quanto a clinica podem ser
funcionantes e nao funcionantes (Can et al., 2017).

Considerando o impacto clinico expresso pelo aumento de secre¢cdo hormonal, 0s
PitNETS funcionantes podem ser divididos em produtores de prolactina (PRL); hormonio do
crescimento ou somatotréfico (GH); horménio adrenocorticotréfico (ACTH); hormonio
tireotrofico (TSH); horménio luteinizante (LH) e horménio foliculoestimulante (FSH),
podendo co-secretar dois ou mais hormonios (Drummond et al. 2003). Por outro lado, 0s
PitNETs clinicamente ndo funcionantes (NF-PitNETs) ndo secretam quantidades
expressivas de hormonios adenohipofisarios e, portanto, ndo apresentam evidéncia clinica e
bioquimica de hiperfuncéo hipofisaria. (Tella Jr., et al., 2002; Penn, et al.,2017; Trouillas et
al., 2020; Pei et al., 2022).

Apesar da maioria dos PitNETs serem conhecidos por seu comportamento benigno,
um subgrupo significativo apresenta comportamento agressivo. Esforcos tém sido feitos para
estabelecer o comportamento clinico de tumores individuais, com énfase na identificacdo
daqueles que podem apresentar-se de forma mais agressiva (Yuan et al., 2021). Embora a
patogénese molecular dos PitNETs ainda seja pouco compreendida, alguns estudos tém
evidenciado que o desenvolvimento dessas neoplasias € um processo multifatorial, incluindo
alteracdes em genes relacionados a imortalizacdo celular e resisténcia a apoptose (Melmed,
2011).

A aquisicao de um potencial replicativo ilimitado (imortalizac&o) é considerada uma
das principais caracteristicas fenotipicas de malignidade e envolve alteragcbes em estruturas
posicionadas nas extremidades cromossdmicas denominadas teldmeros (Lu et al., 2011,
Gutierres et al., 2014). Os telébmeros sdo compostos por repeticdes de nucleotideos
(TTAGGG) e possuem como fungdo primordial a manutencdo da integridade genémica,
evitando fusdes e degradacdo cromossomica (Chico-Sordo et al., 2021). O comprimento dos
telomeros é regulado pela telomerase, a grande transcriptase reversa multicomponente que
reconhece, liga e alonga as extremidades dos telémeros usando seu molde de RNA intrinseco
(Bell et al., 2016).
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A telomerase é um complexo ribonucleoproteico formado pela transcriptase reversa
da telomerase (TERT), RNA da telomerase (TERC), discernia, dentre outras (Lu et al.,
2011). A atividade da telomerase € silenciada na maioria dos tecidos normais, contribuindo
para que os telémeros encurtem a cada nova divisdo celular. O encurtamento dos telémeros
€ um mecanismo de contagem que as células possuem para que haja um limite do nimero
de vezes que uma célula pode se dividir (Cohen, 2007).

A atividade da telomerase é predominantemente regulada pelo dominio transcriptase
reversa da telomerase (TERT) (Akincilar et al., 2016). Em humanos, essa importante
subunidade catalitica é codificada pelo gene TERT localizado no brago curto do cromossomo
5 (5p15.33). Em células sométicas, o nivel de expressao de TERT é baixo ou ausente (Cong
et al., 1999). Por outro lado, em algumas neoplasias, tém sido observados significativo
aumento da expressao desse gene e consequente ativacdo da telomerase e manutencdo do
tamanho dos telomeros (DeMasters et al., 1997). Tais achados indicam que a expressao de
TERT pode desempenhar um papel crucial na imortalizagdo celular e agressividade tumoral.

Levando-se em consideracdo que atividade da telomerase encontra-se elevada em
diferentes neoplasias envolvendo glandulas enddcrinas, tais como ovario, adrenal e tireoide
(Pacini et al., 2011), a expressdao de TERT poderia também ser um evento chave no
desenvolvimento e comportamento biolégico dos PitNETs. Atualmente, existem poucos
trabalhos investigando a dinamica dos telémeros no desenvolvimento dos PitNETS e os
mesmos apresentaram resultados contrastantes (Yoshino et al., 2003; Martins et al., 2015;
Canetal., 2017; Boresowicz et al., 2018).

Outra importante caracteristica fenotipica de malignidade celular é evasdo a
apoptose, mecanismo fisiol6gico de morte celular programada (Chin et al., 2018).

O processo apoptdtico tem como funcdo a morte programada da célula e é
coordenado pelo processo de cascata de caspases. As caspases Sd0 enzimas de acao
hidrolitica que quebram as ligagdes peptidicas de proteinas alterando-as ou inativando-as e
dessa forma interrompem os processos fisiologicos celulares desligando suas funcdes e
preparando a célula para o processo de morte celular programada (Andrade, 2022).

Nesse sentido, evidéncias indicam que os canais de anions dependentes de voltagem
(VDACs) atuam como componentes regulatérios da apoptose. Dentre outras funcoes,
estudos tem mostrado que os VDACs sdo responsaveis pelo transporte de metabdlitos de
baixo peso molecular através da membrana externa mitocondrial, incluindo trifosfato de
adenosina (ATP) e difosfato de adenosina (ADP) (Chin et al., 2018).
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Atualmente sdo descritas 3 isoformas de VDAC (VDAC1, VDAC2 e VDAC3) com
diferentes niveis de expressdo celular (Jozwiak, 2020). A VDAC1 é uma proteina pro-
apoptotica, a VDAC2 ¢ anti-apoptotica, enquanto a VDAC3 estd associada ao
desenvolvimento e manutencao do tecido sexual. VDAC2 foi indicada como a isoforma que
realiza a funcdo do canal e governa a apoptose e a autofagia; também chama a atencéo devido
as consequéncias letais do VDAC2 em embribes de camundongos (Zinghirino et al. 2020).

Durante sua evolucdo, tais isoformas divergiram estruturalmente e desenvolveram
caracteristicas que lhes permitissem desempenhar funcbes altamente especializadas. Nesse
aspecto, o complexo VDAC2-Bak parece ser fundamental na resisténcia celular a morte,
sendo essa associacdo de proteinas interrompida com o desencadeamento da apoptose (Yuan
et al., 2021). Além disso, a proteina VDAC2 também parece ser vital na gametogénese e
esteroidogénese (Maurya & Mahalakshmi, 2016).

A via intrinseca ou mitocondrial da apoptose € finamente controlada pela familia de
proteinas Bcl2, Bak (Bcl-2 homologous antagonista/killer) pertence a essa familia que pode
ser dividida em membros anti-apoptéticos (Bcl-2, Bcl-XL) e pré-apoptéticos (Bak, Bax).
Bax (Bcl-2 —associated X protein) esta inativo em células saudaveis ja Bak esta inativo ou
reprimido devido a interacdo com VDAC2. Quando Bak esté ativada ela esta dissociada de
VDAC?2 e a dissociacdo do complexo VDAC?2-Bak esta diretamente relacionado a ativacdo
da via mitocondrial da apoptose (Ambrosio, 2018).

A realizacdo do presente estudo é justificada pela necessidade de investigacdo do
papel dos genes VDAC2 e TERT na regulacdo da apoptose e imortalizacdo celular em
PitNETSs. Desta forma, a identificacdo de potenciais biomarcadores nessas neoplasias pode
ser capaz de auxiliar no comportamento agressivo do tumor, podendo assim ser de grande

utilidade na conduta terapéutica.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Glandula Hipéfise
2.1.1 Anatomia

A hipofise, também denominada de pituitaria, € uma complexa glandula do sistema
enddcrino. Apresenta cerca de 1 cm no maior diametro e 0,5 g de peso. Anatomicamente

esta localizada na sela turcica, uma depressao em forma de sela no osso esfenoide central,
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na base do créanio e conectada ao hipotdlamo pela haste hipofisaria (figura 1) (Rangel, 2009;
Chapman, et al., 2020).

Limina terminal ———— - : Sulco
B s ‘\ w —— hipotalimico
f = 3

Niicleo hipotalimico supradptico
Trato supradptico-hipofisirio
Trato tbero-hipofisirio

Trato hipotilamo-hipofisirio

mamilar

Adeno-hipéfise

(lobo anterior 1 Neuro-hipéfise
da hipéfise) r (lobo posterior
da hipéfise)

Figura 1. Sistema hipotalamico- hipofiséario (Netter, 2014)

O hipotalamo e a hipofise funcionam como uma unidade que faz a mediagao de sinais
entre o cérebro e glandulas — alvos periféricos por meio de feedback positivo ou negativo
(figura 2) (Melmed, 2016).

Fator de liberagao Horménio tréfico

THorménio
do 6rgao-alvo

a = de alca longa
b = de alga curta
¢ = de alca ultracurta

Figura 2 - Mecanismos de retroalimentacdo no controle da sintese hormonal. (Molina, 2021)
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Sdo identificados trés niveis de mecanismos de retroalimentacdo no controle da
sintese hormonal: de alca longa, de alca curta e de alga ultracurta. Os hormdnios que estéo
sob regulacao por retroalimentacéo negativa estimulam a producéo de outro horménio pelos
orgdos-alvo. A seguir, a elevacdo dos niveis circulantes desse horménio inibe a producdo
adicional do hormdnio inicial. Os fatores de liberacdo do hipotalamo estimulam a liberacéo
dos horménios tréficos pela adenohipofise. O horménio trofico estimula a produgéo e a
liberacdo hormonal do érgdo-alvo. O horménio sintetizado pelo érgdo-alvo pode inibir a
liberacdo do hormonio tréfico e do fator hipofisiotrofico por retroalimentacdo negativa de
alca longa. O hormonio tréfico pode inibir a liberacdo do fator hipotalamico por
retroalimentacdo negativa de alca curta. O fator hipofisiotréfico pode inibir sua propria
liberacdo por um mecanismo de retroalimentacdo negativa de alca ultracurta. A acuracia
desse mecanismo de controle possibilita o uso dos niveis circulantes de horménios,
hormbnios troficos e nutrientes para avaliar o estado funcional do 6rgdo enddcrino
especifico. (Molina, 2021)
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Figura 3. Vascularizacdo do sistema hipotalamico-hipofisario (Netter, 2014).
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A haste hipofisaria carreia vasos sanguineos (figura 3) e fibras nervosas, liberando a
passagem de hormonios estimuladores e inibitérios e outras moléculas sinalizadoras.
(Lechan &Toni, 2016).

A hipdfise é anatdmica e funcionalmente separada no lobo anterior (Adenohipofise)
e no lobo posterior (Neuro hipdéfise). O lobo anterior contém trés subdivis@es, incluindo
a pars distalis, pars intermedia e pars tuberalis (Figura 4). A pars distalis € a maior parte
da adenohipdfise e é responsavel pela secrecdo de hormdnios da adenohipofise na circulagdo
periférica. A pars intermedia fica entre apars distalise a Neurohipofise. Embora
considerado vestigial no homem, contém foliculos enriquecidos com células foliculo
estreladas, principalmente em seu perimetro (ou seja, a zona marginal), provavelmente
funcionando como uma subpopulacéo de células-tronco hipofisarias. A pars tuberalis é bem
definido na maioria das espécies de mamiferos, incluindo o homem, e envolve o tronco
infundibular (Lechan & Toni, 2016).

Neurdnios dos
naClecs supra-optico
8 paravantncular

infundébulo Artéra
. —— Nipoisana
supernos
Anéria
hpohisana
infenor
Plaxo capfar
secundano
Céllas
NEYVOsSS endocnnas

Hommdnics produzikios no hipotalamo ¢
Iherados Na pars Nevvoss

@ Hormdnios eslimulaldnos ou inibiténos
produzidos no Hpotatamo
HoemANios produzidos na pars Aisfaks
Figura 4. Anatomia do eixo hipotdlamo hipofisario (Junqueira, Carneiro, 2008).
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2.1.2 Hormonios produzidos

O hipotdlamo € responsavel pela liberacdo dos seguintes horménios: Hormonio
liberador do horménio do crescimento (GHRH), horménio liberador da corticotrofina
(CRH), hormonio liberador da tireotrfina (TRH), Hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) (Elias, Rodrigues e Castro, 2007).

O GHRH controla a secrecdo de GH (Elias, Rodrigues e Castro, 2007). O CRH é o
principal estimulador da secrecdo de ACTH na adenohipdfise (Ayala, 2002). O TRH
determina a sintese e a secrecdo do TSH (Moura & Moura, 2004).

O GnRH apobs alcancar a adenohipofise através do sistema porta hipotalamo-
hipofisério, estimula a secrecdo de duas gonadotrofinas: o0 FSH e o LH. Sendo estes
responsaveis pelo aparecimento e desenvolvimento das caracteristicas sexuais, pelo
crescimento, pela diferenciacdo e pelo amadurecimento puberal, bem como pelos processos
envolvidos na reproducéo (Tabela 1) (Elias, Rodrigues e Castro, 2007).

A adenohipotfise produz varios horménios (Figura 5), incluindo prolactina (PRL),
GH, ACTH, TSH, FSH e LH. (Chapman et al., 2020).

Tabela 1. Horménios hipofisarios, glandula- alvo e suas principais a¢fes / caracteristicas.

Hormo6nios hipofisarios

LH/FSH TSH PRL GH ACTH
Glandulas - Ovario, Testiculo | Tiredide Glandula Figado, osso Adrenal
alvo mamaria, (Ubiquo)
Gonadas
Efeitos Sintese e secrecdo | Sintese e Producdo de leite; | Produgdo de | Produgdo de
de Testosterona, | Secrecdo de | Inibicdo do eixo IGF-I, glicocorticoide,
estradiol, T3eT4 Gonadal crescimento aldosterona,
Progesterona, esquelético androgenos
Puberdade, Contra-
ovulacéo, regulagdo  das
espermatogénese acles da insulina

(Adaptado de Elias, Rodrigues, Castro, 2007). Legenda: LH —horménio Luteinizante; FSH —
Horménio Foliculo Estimulante; TSH — Horménio Estimulante da Tire6ide; GH — Hormdnio do crescimento;
ACTH — Horménio Adrenocorticotréfico; PRL — Horménio Prolactina; IGF-1 — Do inglés: Insulin Growth
Factor 1 ou Fator de crescimento semelhante a Insulina — Tipo 1; T3 — Hormbnio Triiodotironina; T4 -

Hormo6nio Tiroxina.
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Figura 5. Representacdo esquematica da atuagdo dos hormonios hipofisarios nos diferentes
Orgdos (Saraiva et al. 2010).

A PRL ¢é produzida nas células lactotréficas da hipofise (Bernard et al., 2019), tendo
maultiplas funcdes no organismo, atuando na memdria, e responsavel pela inducdo da
neurogénese, proliferacdo e sobrevivéncia neuronal. Além disso, é principalmente conhecida
por seu papel no desenvolvimento da glandula maméria e na lactacdo (Cabrera-Reyes et al.,
2019).

O GH é produzido pelas células somatotroficas é responsavel pelo crescimento dos
tecidos, tendo diversas acdes metabolicas. A secrecdo elevada deste horménio induzida por
PitNETSs pode causar a acromegalia (Tavares, et al., 2023).

Ja o ACTH é proveniente principalmente das células corticotroficas da hipéfise e é
responsavel pela sintese e liberagdo do cortisol (Carvalho, 2017). A secre¢do acentuada do
horménio ACTH pode dar origem a doenca de Cushing (Fukuoka, et al., 2020).

O TSH ¢ fundamental para o crescimento e desenvolvimento adequados e para as
funcdes metabdlicas. Esse hormonio impulsiona o funcionamento da glandula tireoide,
sendo importante para a sintese e a secre¢do dos hormonios tireoidianos Triiodotironina (T3)
e Tiroxina (T4) (Zhou, et al., 2020). Ressalta-se que as disfuncgdes relacionadas a secre¢ao
de TSH sdo denominadas de hipertireoidismo e hipotireoidismo (Razvi, et al., 2019). O
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hipertireoidismo é o excesso na producéo e secre¢do dos hormdnios tireoidianos (Camacho;
Furlanetto, 2009). Ja o hipotireoidismo é uma sindrome decorrente da producéo insuficiente
de horménio tireoidiano, com variada expressdo clinica, e que geralmente resulta em
diminuicdo do metabolismo basal (Silva; Furlanetto, 2009)

O FSH e o LH ligam-se a receptores nos ovarios e nos testiculos onde exercem seus
efeitos, estimulando a produgdo hormonal de esteroides gonadais e a gametogénese. Na
mulher, o FSH estimula o recrutamento dos foliculos para desenvolvimento e, no foliculo
maduro o pico de LH e FSH precedem a ovulacdo. Na mulher, o LH estimula a producéo de
esteroides sexuais pelos ovarios, desempenhando um papel importante no pico ovulatorio e
estimula a luteinizagéo do foliculo vazio e mantém a secrecéo de progesterona e estradiol
até a involucdo do corpo lateo. No homem, o FSH estimula o crescimento testicular e as
células de Sertoli a produzirem varios compostos que sdo essenciais a espermatogénese
normal (Salgado; Faria, 2003). O LH estimula as células de Leydig a produzirem
testosterona, enquanto a maturacdo dos espermatozoides necessita de FSH e LH (Salgado;
Faria, 2003).

2.2 Tumores Neuroenddcrinos da Hipofise/Pituitaria (PitNETS)

Os PitNETS sdo tumores adenohipofisarios com reconhecimento crescente devido ao
aperfeicoamento principalmente dos exames de imagem e da maior acuracia das dosagens
hormonais (Can et al., 2017; Trouillas et al., 2020). Embora provavelmente subestimada, a
prevaléncia desses tumores € aproximadamente 14,7 casos por 100.000 pessoas por ano
(Santos et al. 2007). Tal incidéncia parece aumentar com a idade (Varlamov et al. 2019). Os
PIitNETSs sdo frequentes na populacdo adulta encontrando-se em 15-20% em estudos de
necropsias ou achados radioldgicos e constituem aproximadamente 10% de todas as
neoplasias intracranianas (Machado et al. 2020, Santoro, et al. 2022).

Os PitNETs podem ser classificados de acordo com a clinica em ndo funcionantes
ou funcionantes. Os PitNETs funcionantes exibem um quadro clinico expressivo e sdo
divididos em produtores de PRL; GH; ACTH; TSH; LH e FSH. Salienta-se que um tumor
funcionante, pode co-secretar dois ou mais horménios (Cecenarro et al, 2021)

Os PIitNETs NF sdo tumores hipofisarios benignos oriundos das células
adenohipofisarias e caracterizam-se por ndo apresentar secrecdo hormonal em quantidades
excessivas de forma a produzir uma sindrome clinica embora possam expressa-los imuno-

histoquimicamente, quando ditos silenciosos (AlMalki, et al.,2020; Cheng, et al. 2019;
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Trouillas et al., 2020; Pei et al., 2022). Em geral, PitNETs NF séo classificados como
macrotumores e podem afetar estruturas proximas a hipofise (Ogino et al., 2021). Os
macrotumores sdo tumores de crescimento lento (maior que 1 centimetro de tamanho)
(Ribeiro et al. 2014).

O macrotumor inicialmente se expande para cima devido ao elemento dsseo da sela
tarcica que o limita. Na medida em que continua crescendo, comeca a exercer efeito de
massa sobre o limite inferior do quiasma optico, causando assim a compressdo mecanica das
fibras do nervo Gptico que passam ao centro do quiasma éptico. Essas estruturas s@o as
primeiras do sistema visual a serem atingidas pela expansao tumoral por se localizarem
exatamente acima da fossa pituitaria (Santoro et al., 2022).

Cerca de 30-85% dos PitNETs tratados cirurgicamente sdo clinicamente néo
funcionantes (Nishioka et al., 2015; Aydin et al., 2019).

Os PitNETSs tém essencialmente aspectos histologicos e morfoldgicos benignos, mas
pode apresentar-se de maneira agressiva por invasdo dos tecidos vizinhos, recorréncias e

resisténcias as terapias medicamentosas (Can et al., 2017; Mete e Asa, 2020).

2.3 Marcadores Moleculares em PitNETS
2.3.1 Replicagéo celular e imortalizagéo

A replicacdo do DNA é o processo de duplicacdo de uma molécula de DNA de dupla
cadeia. Esse processo ocorre de forma semiconservativa. As extremidades dos cromossomos
apresentam uma dificuldade intrinseca de replicacdo e a cada ciclo de replicacdo ha um

encurtamento de uma das duas moléculas-filhas de DNA (Ribeiro, 2009).

Durante os eventos de replicacdo, em muitas células, os telébmeros diminuem seu

tamanho conduzindo a senescéncia (morte) celular (Zaha, Ferreira, Passaglia, 2014).

Aproximadamente 90% das células somaticas cancerigenas, que alcancam a
imortalidade celular, apresentam alta expressividade da telomerase. A reativacdo do gene
silenciado da telomerase, nessas células tumorais, tem sido um dos mecanismos utilizados
para burlar o sistema natural de senescéncia celular e apoptose, permitindo assim que essas
células continuem promovendo o alongamento dos telébmeros e se repliquem de maneira

descontrolada e ininterrupta (Silva et al., 2019).
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2.3.2 Transcriptase Reversa da Telomerase - TERT

Os teldmeros sdo sequéncias repetitivas de oligonucleotideos (TTAGGG) que estdo
localizados nas extremidades dos cromossomos e, juntamente com proteinas associadas,

integram importantes elementos estruturais dos cromossomos (Figura 6).

Telomero

Centromero

2
Telomero

Célula eucariota Cromossomo

Figura 6. Localizagdo do centromero e do telémero em cromossomos humanos. (Cano,
2006).

Durante a diviséo celular, os telomeros sdo estendidos pela telomerase, no qual a
enzima transcriptase reversa da telomerase (TERT) desempenha um papel substancial
(Koelsche et al., 2013). A Transcriptase Reversa da Telomerase é um complexo proteico
ribonucleico que inclui uma subunidade catalitica TERT (proteina associada a telomerase 2)
e uma parte da RNA (TERC), e mantém a homeostase dos teldémeros e a integridade
cromossomica (Ferrer et al. 2017).

A auséncia da telomerase leva a degradacdo progressiva dos telémeros em células
humanas em divisao devido a caracteristica intrinseca da DNA polimerase (Shay e Wright,
2019). Quando o comprimento dos telémeros diminui para um tamanho critico e 0s
teldmeros perdem as funcdes, a via de resposta ao dano do DNA ¢ ativada e as células sdo
acionadas para entrar em um estadgio permanente de parada do crescimento chamado
senescéncia replicativa. Acredita-se que a senescéncia atue como uma barreira muito eficaz
contra o cancer, bloqueando a proliferacdo e as mutacOes genéticas resultantes da replicacao

do DNA. Como a proliferacéo infinita € uma caracteristica das células malignas (Hanahan e
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Weinberg, 2011), e superar a barreira da senescéncia pela estabilizacdo dos telémeros é
necessario na oncogénese €, na maioria dos casos, isso é alcangado por meio da ativacao da
telomerase (Shay e Wright, 2019, Hanahan e Weinberg, 2011).

A expressao de TERT é suprimida em tecidos somaticos adultos normais, mas pode
ser expressa em tecidos embriogénicos. A reativacdo da TERT foi detectada em
aproximadamente 90% dos canceres humanos. Assim, a atividade da telomerase em
PitNETSs tem sido objeto de alguns estudos que mostraram resultados contraditérios (Can et
al., 2017, Bell et al., 2017).

2.3.3 Apoptose

A apoptose é o processo que resulta na morte controlada da célula sem que haja
derramamento de seu contetido no ambiente circundante (D’arcy, 2019).

A apoptose pode ser desencadeada por varios fatores, entre eles: ligagdo de moléculas
a receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiacdo ionizante, danos no DNA,
choque térmico, deprivacdo de fatores de crescimento, baixa quantidade de nutrientes e
niveis aumentados de espécies reativas do oxigénio. A morte celular programada em
organismos multicelulares pode ser uma resposta a estimulos intracelulares e extracelulares
(Parolin & Reason, 2001; Grivicich et al., 2007).

Existem duas vias principais para o desencadeamento da apoptose: a via extrinseca e
a via intrinseca. A via extrinseca (figura 7) é desencadeada pela ligacdo de ligantes
especificos a um grupo de receptores de membrana da superfamilia dos receptores de fatores
de necrose tumoral (rTNF). Esta ligacdo € capaz de ativar a cascata das caspases (Grivicich
et al., 2007).
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Figura 7. Via extrinseca da ativacao da apoptose (Morais, et al. 2014). DD=dominio

de morte; DED=efetor do dominio de morte.

As proteinas atuam nas vias apoptéticas como iniciadores e como efetores da
apoptose. A via intrinseca (figura 8) € ativada por estresse intracelular ou extracelular como
a deprivacao de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou ativacdo de oncogenes.
Os sinais que sdo transduzidos em resposta a estes insultos convergem principalmente para
a mitocondria. Inumeros estudos sobre apoptose apontam a mitocondria como o principal
mediador desse tipo de morte. Essa organela integra os estimulos de morte celular,
induzindo a permeabilizacdo mitocondrial e consequente liberacdo de moléculas pro-

apoptoticas nela presentes (Grivicich et al., 2007).
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Figura 8. Via intrinseca de ativacdo da apoptose. (Grivicich et al., 2007)

2.3.4 Canal de Anion Dependente de Voltagem 2 - VDAC2

As mitocdndrias sdo importantes para a homeostase e sobrevivéncia celular, e
executam a inducdo de apoptose oportuna e controlada em células extremamente danificadas
ou envelhecidas. Anadlogo a outras organelas eucariéticas, as mitocéndrias sdo sistemas
ligados por membrana dupla, com a membrana mitocondrial interna sendo mais seletiva do
gue a membrana externa mitocondrial (Maurya & Mahalakshmi, 2016).

Para que haja troca de solutos com o citosol, as mitocondrias utilizam as proteinas
mais abundantes da membrana externa mitocondrial denominadas de canais de anions
dependentes de voltagem (VDACSs) (Naghdi e Hajnoczky, 2016).

Os VDACs, desempenham um papel importante na fisiologia mitocondrial e no
metabolismo bioenergético com a entrada e saida de Ca2+ e metabolitos como ATP e
NADH. Existem trés isoformas de VDAC: VDACL, VDAC2 e VDAC3 (Figura 9; Tabela
1) (Jozwiak et al., 2020; Mato et al., 2015).
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Os canais VDACs sao responsaveis pelo transporte de metabdlitos de baixo peso
molecular através da membrana externa mitocondrial, permitindo, assim, a passagem de ions
carregados positivamente e negativamente, NADH, ATP/ADP dentro e fora da mitocéndria.
(Yuan et al., 2021; Chin et al., 2018; Shimizu et al., 1999).

VDAC1 VDAC2 VDAC3
Figura 9. Representagdo das trés isoformas de VDAC. (Maurya&Mahalakshmi, 2016)

Varias fungbes tém sido atribuidas as isoformas VDAC, (tabela 2) entre as quais o
acoplamento direto da matriz mitocondrial a manutencao energética do citosol parece ser a
funcdo mais geral. A estrutura do VDAC é de interesse por causa de evidéncias que ligam o
VDAC a apoptose. Sugere-se que VDAC é um fator critico na liberacdo de fatores
apoptogénicos de mitocondrias de células de mamiferos e, consequentemente, varias
hipoteses descrevendo o mecanismo de apoptose mediada por mitocéndrias envolvendo
VDAC foram propostas (Bayrhuber et al., 2008).
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Tabela 2. Isoformas VDAC (1, 2, 3) e suas respectivas funcoes.

Isoformas Funcoes

- Maior capacidade de transporte molecular e papel essencialmente pro-
VDAC1 apoptético. (Mazure, 2017)
- Associa-se com Bak e Bax e liberam rapida do citocromo ¢ no citosol.

- Associado a menor progressao tumoral. (Yang; Li, 2019)

- Recruta as proteinas Bak e Bax para a membrana.
VDAC2 - Permite a liberag&o do citocromo ¢ durante a apoptose.
- Induz a apoptose mediada por Bax (Chin, et al., 2018)

- Inibe a apoptose mediada por Bak. (Cheng, et al., 2003)

- Maior expressao em espermatozoides.

VDAC3 - Génese de diversas patologias, incluindo o cancer.

-Relacionado a via de sinalizacdo de Espécies Reativas de Oxigénio.
(Reina, et al., 2016)

Legenda: VDAC= Canais de anions dependentes de voltagem. Bak e Bax = Proteinas efetoras pré-apoptoticas.

Em particular, VDAC2 faz parte do complexo de poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial (PTP) que permitia a liberacdo do citocromo ¢ durante a
apoptose. Esta ideia foi baseada na funcdo de canal do VDAC2, sua abundancia na
membrana mitocondrial externa e suas interacdes com as proteinas pro-sobrevivéncia Bcl2
e Bel-XL (Yuan et al. 2021).

A familia de proteinas Bcl2, regula a morte celular por intermédio dos membros pro-
apoptoticos e anti-apoptoticos, controlando a permeabilidade da membrana mitocondrial
durante a apoptose. (Shimizu et al. 1999)

O complexo VDAC2-Bak parece ser interrompido quando a apoptose inicia-se e,
desse modo, a superexpressdo de VDAC2 parece inibir a apoptose mediada por Bak. Tem-
se sugerido que VDAC?2 inibe a apoptose sequestrando Bak em sua forma inativa. No
entanto, 0 VDAC2 desempenha um papel importante tanto no recrutamento de Bak para a
membrana mitocondrial externa quanto na inibigdo de sua ativacdo (Yuan et al. 2021).
Embora os mecanismos moleculares que controlam a apoptose mitocondrial sejam
complexos, as moléculas pro-apoptoéticas multidominio Bakl ou Bax, sdo necessarias para

gue a via mitocondrial da apoptose seja iniciada (Mato et al. 2015).
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Os VDACs participam da adaptacdo das células a glicélise anaerdbia por meio de
sua interagdo com hexocinases (HK). A associacdo HK/VDAC dé ao HK acesso facil ao
ATP e promove a conversdo do piruvato em &cido lactico, reprogramado assim o
metabolismo energético e proporcionando uma vantagem de crescimento para as células

cancerigenas (Jozwiak et al. 2020).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
e Avaliar a expressao génica de VDAC2 e TERT e alterac6es moleculares em seu promotor

nos tumores neuroendocrinos da hipéfise (PitNETS).

3.2 Objetivos Especificos
e Analisar os niveis de expressdo génica de TERT e VDAC2 em amostras tumorais de

pacientes portadores de PitNETSs atendidos no estado do Maranhéo.

e Investigar a presenca de mutagfes no promotor TERT e seu impacto sobre a regulacédo da

expressao desse gene nos PitNETS.

e Verificar eventual associacdo entre expressao génica de TERT e VDAC2, com o tamanho

tumoral e tipos clinicos.

e Estudar a correlacdo a expressao génica de TERT e VDAC2 em PitNETSs.
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RESUMO

Introducéo: Os tumores neuroenddcrinos da hipofise (PitNETS) sdo neoplasias originarias da adenohipofise e
correspondem a cerca de 10 a 15% dos tumores intracranianos. Tais tumores podem ser classificados em
funcionantes e ndo funcionantes, de acordo com a produgdo de hormonios em quantidade suficiente para
induzir manifestacdes clinicas. Recentemente, alteragdes nos niveis de expressao dos genes TERT e VDAC2
tém sugerido um importante papel desses genes no desenvolvimento de neoplasias enddcrinas, podendo
também estar envolvidos na oncogénese dos PitNETs. A patogénese molecular dos PitNETS ainda é pouco
compreendida e, portanto, faz-se necessario um maior estudo sobre esse tema em diferentes populacGes.
Obijetivo: avaliar a expressdo génica de VDAC2 e TERT e alteragBes moleculares em seu promotor em
portadores de PitNETSs atendidos no estado do Maranhdo. Metodologia: foram analisadas 89 amostras de
PitNETs de pacientes submetidos a cirurgia no Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo
— HUUFMA. Realizou-se a extracdo de &cidos nucleicos e sintese de cDNA a partir do material biolégico
coletado e, posteriormente, foi feita a PCR em tempo real para avaliacdo da expressdo génica de TERT e
VDAC2. Para a analise de mutagBes no promotor TERT (posi¢cbes C228T e C250T), foi realizado
sequenciamento de DNA. Resultados: a maioria dos casos corresponderam ao sexo feminino (59/89 - 66,3%)
e apresentavam entre 51 e 60 anos (25/89 - 28,1%). Considerando as caracteristicas tumorais, 64 casos (71,9%)
foram classificados como nédo funcionantes e 83 tumores (93,3%) apresentaram-se como macrotumores. Em
relagdo as analises moleculares, embora os pacientes acromegalicos tenham apresentado maior indice de
expressdo (IE) de TERT (IE=1,67), ndo foram observadas diferengas significativas dessa varidvel entres tipos
tumorais. Além disso, também ndo foram detectadas mutacdes nas posi¢cbes C228T e C250T do promotor
TERT. Em relacdo ao VDAC?2, comparando-se com tecido hipofisario normal, verificou-se um aumento de
expressdo desse gene em portadores de Doenca de Cushing (6,83 vezes), Acromegalia (3,08 vezes), tumores
ndo funcionantes (3,01 vezes). Foi constatada também em nossa amostra, uma significante correlagéo entre as
expressdes de TERT e VDAC2 (rs= 0,278; p=0,01). Conclusdo: No presente estudo, a maior expressao de
VDAC?2 nas amostras tumorais sugere uma possivel participagdo desse gene na oncogénese dos PitNETs. Em
adicdo, a correlagdo entre VDAC?2 e TERT pode apontar para uma atuagdo conjunta de ambas as vias de
sinalizacdo, ensejando a possibilidade de novos alvos terapéuticos.

Palavras-chave: Tumores hipofisarios, Telomerase, Apoptose, Biomarcadores.
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ABSTRACT

Introduction: Pituitary neuroendocrine tumors (PitNETS) are neoplasms originating from
the adenohypophysis and correspond to approximately 10 to 15% of intracranial tumors.
Such tumors can be classified into functioning and non-functioning, according to the
production of hormones in sufficient quantity to induce clinical manifestations. Recently,
alterations in the expression levels of the TERT and VDAC2 genes have suggested an
important role for these genes in the development of endocrine neoplasms, and may also be
involved in the oncogenesis of PitNETs. The molecular pathogenesis of PitNETS is still
poorly understood and, therefore, further study on this topic in different populations is
needed. Objective: to evaluate the gene expression of VDAC2 and TERT and molecular
alterations in its promoter in PitNET carriers assisted in the state of Maranh&o.
Methodology: 89 samples of PitNETs from patients undergoing surgery at the University
Hospital of the Federal University of Maranhdo — HUUFMA were analyzed. Nucleic acid
extraction and cDNA synthesis were performed from the biological material collected and,
subsequently, real-time PCR was performed to evaluate TERT and VDAC2 gene expression.
For the analysis of mutations in the TERT promoter (positions C228T and C250T), DNA
sequencing was performed. Results: most cases were female (59/89 - 66.3%) and aged
between 51 and 60 years (25/89 - 28.1%). Considering tumor characteristics, 64 cases
(71.9%) were classified as non-functioning and 83 tumors (93.3%) presented as
macrotumors. Regarding molecular analyses, although acromegalic patients had a higher
TERT expression index (IE=1.67), no significant differences were observed for this variable
between tumor types. Furthermore, no mutations were detected at positions C228T and
C250T of the TERT promoter. Regarding VDAC2, when compared to normal pituitary
tissue, there was an increase in expression of this gene in patients with Cushing's disease
(6.83 times), Acromegaly (3.08 times), non-functioning tumors (3.01 times times). A
significant correlation was also found in our sample between TERT and VDAC?2 expressions
(rs=0.278; p=0.01). Conclusion: In the present study, the greater expression of VDAC2 in
tumor samples suggests a possible participation of this gene in the oncogenesis of PitNETS.
In addition, the correlation between VDAC2 and TERT may point to a joint action of both
signaling pathways, giving rise to the possibility of new therapeutic targets.

Keywords: Pituitary tumors, Telomerase, Apoptosis, Biomarkers.
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INTRODUCAO

Os tumores neuroendocrinos da hipdfise (PitNETS) sdo neoplasias com crescente
incidéncia devido a evolucdo dos métodos imagenoldgicos e dos testes hormonais para
deteccdo. Os PitNETs podem ser classificados de acordo com o tamanho, em microtumores
(<10 mm), macrotumores (>10 mm) e também em funcionantes e clinicamente néo
funcionantes segundo as manifestacbes clinicas devido a secre¢do inapropriada de
horménios (NF-PitNETS) [1, 2, 3].

Apesar da maioria dos PitNETs comportarem-se como neoplasias benignas, esforgos
tém sido feitos para estabelecer o comportamento clinico de tumores individuais, com énfase
em predizer aqueles que podem se comportar de forma mais agressiva [4]. Para tanto, o
entendimento da patogénese molecular desses tumores, ainda pouco compreendida, é de
extrema importancia. Alguns estudos tém evidenciado que o desenvolvimento dos PitNETSs
seja um processo multifatorial, incluindo alteracBes genéticas e epigenéticasem genes
relacionados a replicacdo celular e apoptose [5].

Concernente ao processo de tumorigénese, o encurtamento dos teldmeros e a ativagao
da telomerase tém sido relacionados a transformacéo celular [6, 7]. Fisiologicamente, 0s
telomeros conferem estabilidade aos cromossomos, evitam a fusdo e degradacdo do DNA
[8]. Tais estruturas sdo compostas de repeticbes TTAGGG' na extremidade dos
cromossomos, sendo a manutencdo do seu comprimento critica no desenvolvimento de
varias doencas humanas, incluindo o cancer. O comprimento dos telémeros é regulado pela
telomerase, a grande transcriptase reversa multicomponente que reconhece, liga e alonga as
extremidades dos telémeros usando seu molde de RNA intrinseco [9].

A atividade da telomerase € predominantemente regulada pelo dominio transcriptase
reversa da telomerase (TERT) [10]. Em humanos, essa importante subunidade catalitica é
codificada pelo gene TERT localizado no brago curto do cromossomo 5 (5p15.33). Em
células somaticas, o nivel de expressdo de TERT € baixo ou ausente [11]. Por outro lado, em
algumas neoplasias, tem sido observado significante aumento da expressao desse gene e
consequente ativacdo da telomerase [12]. Tais achados indicam que a expressdo de TERT
possa desempenhar um papel crucial na imortalizacéo celular e agressividade tumoral [13].

Embora seja importante manter o comprimento adequado dos telémeros para a
estabilidade do genoma, o alongamento desregulado dessas estruturas cromossémicas torna

as celulas imortais, 0 que € uma caracteristica das células cancerigenas. O aumento da

45



atividade da telomerase durante a carcinogénese impede que as células neoplasicas entrem
em senescéncia ou apoptose [13, 14].

A apoptose é um mecanismo de morte celular importante para eliminacédo de células
que perderam a funcdo no organismo, sendo, portanto, um mecanismo natural de defesa
antineoplasica [18, 4, 30]. Atuando nesse processo, as proteinas VDACs, particularmente
VDAC?2, podem interagir com membros da familia Bcl-2 proporcionando a liberagdo do
citocromo c para o citoplasma, evento crucial para desencadeamento da apoptose [31].

O crescente conhecimento do papel da resisténcia a morte celular programada na
tumorigénese tem levantado interesse no uso de moduladores da apoptose como alvo
terapéutico da terapia antitumoral [15]. Recentemente uma proteina localizada na membrana
externa da mitocdndria, VDAC (voltage-dependent anion channel), parece desempenhar um
papel importante na regulacdo da apoptose, estando envolvida na oncogénese de alguns
tumores [16]. Essa proteina apresenta trés isoformas distintas (VDAC 1, 2 e 3), com niveis
diferentes de expressdo celular [4,17]. Estudos tem demonstrado que VDAC2 é essencial
para induzir apoptose mediada por BAX [18]. Em tumores de tireoide, 0 aumento da
expressdao de VDAC?2 foi encontrado em todos os subtipos histologicos e seu silenciamento
levou a maior sensibilidade a quimioterapia [19]. Em cancer de endométrio a sobrevida
global significativamente mais curta foi observada em pacientes com alto nivel de expresséo
de VDAC1 ou VDAC2 em comparacdo com 0 paciente com baixa expressao dessas duas
porinas [32]. Entretanto, até 0 momento nenhum estudo foi realizado para avaliacdo do
papel de VDAC2 na tumorigénese dos PitNETS.

Assim, para uma maior compreensdo na patogénese dos PitNETSs, avaliamos a
expressdo génica de TERT, envolvidos no processo de imortalizagdo celular, e de VDAC?2,

relacionado a resisténcia a apoptose.
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METODOLOGIA
Participantes e amostras

Para avaliar a expressdo génica de VDAC2 e TERT em PitNETs, foram incluidas
amostras tumorais obtidas de casos acompanhados no ambulatorio de neuroendocrinologia
do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo — HUUFMA, Séao Luis,
Maranhé&o, Brasil.

Foram incluidos no estudo pacientes com idade superior a 18 anos, de ambos o0s
sexos, que apresentaram diagnostico de PitNETs. Nao foram incluidos pacientes menores de
idade (menores de 18 anos) ou que a analise histopatoldgica tenha sido incompativel com
tumor hipofisario. Os voluntérios dispostos a participarem desta pesquisa, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de ética do Hospital Universitario da

Universidade Federal do Maranh&o sob o parecer n® 2.908.868.
Avaliacao Clinica

O diagnostico de PitNET foi estabelecido com base em um quadro clinico
correspondente e exame de ressonancia magnética da hipdfise compativel com o
diagnostico, além de um painel hormonal do tumor hipofisario avaliado por meio de
imunohistoquimica, quando apropriado. Os PitNETSs clinicamente ndo funcionantes, bem
como os prolactinomas, doenca de Cushing e acromegalia, foram definidos de acordo com

as diretrizes publicadas [20-23] .

Os dados clinicos foram coletados no Servico de Endocrinologia do HUUFMA, e 0s
dados referentes as analises histopatoldgicas foram coletados no Servico de Anatomia
patoldgica do HUUFMA.

Extracdo de &cidos nucleicos e sintese de cDNA

O DNA do tecido neoplasico foi extraido utilizando o BIOPUR Kit de Extracdo Mini
Spin Plus (Mobius, PR, Brasil), enquanto que o RNA desse material foi isolado por meio
do RNeasy mini Kit - QIAGEN seguindo as recomendac¢des dos fabricantes.Os acidos
nucléicos obtidos foram quantificados em espectrofotdmetro NanoDrop Lite (Thermo
Scientific). Para a sintese do cDNA, 1 ug de RNA foi submetido a reacdo de transcrigdo
reversa (RT-PCR) utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied

Biosystems) seguindo as recomendagdes do fabricante .
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Avaliacao da expressédo génica de TERT

A anélise da expressdo genica de TERT foi realizada pela técnica de PCR quantitativa
em tempo real (QPCR) utilizando oligonucleotideos iniciadores previamente descritos para
TERT e para o gene de referéncia GAPDH (Lu et al., 2011). As reac6es de PCR tiveram o
volume final de 20 pL e foram compostas por 100 ng de cDNA molde, 10 pL de 2X Power
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) e 100 nM de iniciadores. A PCR em tempo
real foi realizada em equipamento Light Cycler® Nano SW 1.0, as seguintes condicdes de
amplificacdo foram utilizadas: incubacéo inicial a 50°C por 2 minutos, desnaturagdo a 95°C
por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Ap6s a PCR,
curvas de dissociagédo (melting) foram geradas para avaliar a especificidade da reacdo. Todas
as amostras foram analisadas em duplicata para cada gene testado. O tecido hipofisario
normal foi usado como calibrador.

Um indice de expressao (IE) foi calculado para expressdo de TERT usando a seguinte
equacdo 1.000 x 2 (-ACt), onde ACt = Ct (TERT) — Ct (GAPDH) [14]. Considerando-se a
média do indice de Expressdo (IE) de TERT, os pacientes foram classificados como “baixa
telomerase” (IE < média geral das amostras analisadas) e foram classificados como “alta

telomerase” (IE > média geral das amostras analisadas).

Anélise da expressdo génica de VDAC?2

A avaliacdo da expressdo génica de VDAC2, foi realizada pela técnica de PCR
quantitativa em tempo real — (QPCR). Utilizou-se (TagMan® and Custom TagMan® Gene
Expression Assays) oligonucleotideos iniciadores, previamente descritos para VDAC2, e
para o gene de referéncia GAPDH. Todas as reacdes foram realizadas com 100 ng de cDNA
em um volume total de 50 pl, TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
e 0 conjunto de primer/sonda pré-concebido e marcado (Assays-on-Demand™ Gene
Expression assay, Applied Biosystems ). As amostras foram analisadas em duplicata,
controles negativos foram incluidos e os produtos de PCR foram verificados usando analise
de curva de dissociagdo imediatamente ap6s RT-PCR. A reacdo de PCR seguiu as seguintes
etapas: Incubacdo inicial a 50°C por 2 minutos, a ativacdo da polimerase a 95°C por 2
minutos, desnaturacdo 95°C por 1 segundo e a extensdo a 60°C por 20 segundos em 40 ciclos
[19]. A avaliacéo da expresséo de VDAC2 foi realizada no aparelho Rotor gene Q da Qiagen.
Todas as amostras foram analisadas em duplicata para cada gene testado. A quantificagéo
relativa da expressdo génica foi calculado pelo método 2-DDCt utilizando tecido hipofisario

normal como calibrador.
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Anélise de mutacdes no promotor TERT

As PCR para identificacdo de mutag6es na regido promotora de TERT serdo compostas
por Tamp&ol0X (Tris-HCI 200 M PH 8,4 e Kcl 500 mM), 2,4 mM de Mgcl2, 0,24 mM de cada
dNTP, 0,15 uM de ambos iniciadores senso e anti-senso, uma unidade de Taq DNA polimerase
e 50ng de DNA gendmico. As reacGes de amplificacdo ocorreram em termociclador
GeneAmp®PCR System 9700 com desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de
20 segundos a 92°C (desnaturacgéo), 20 segundos a 53°C (anelamento) e 45 segundos a 68°C
(extensd@o). A extensdo final foi realizada a 68°C durante 5 minutos. Os produtos de PCR
foram visualizados em gel de agarose 2%, purificados com okit QIAquick PCR
Purification (QIAGEN) e posteriormente sequenciados pelo método de terminacéo de cadeia
dideoxi.

Os eletroferogramas obtidos pelo sequenciamento realizado no SeqStudio Genetic
Analyzer (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific) foram editados utilizando os
programas BioEdit 7.0.9.0 e ChromasPro 2.33 e as sequéncias consensos dos contigs foram

alinhadas utilizando a ferramenta de bioinformatica Clustal X.

Andlise estatistica

A analise de dados foi realizada utilizando os recursos dos softwares GraphPad Prism
versdo 9.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) e SPSS versédo 27.0 (IBM, Chicago,
IL, USA). Inicialmente, a estatistica descritiva foi realizada utilizando medidas de frequéncia
absoluta, relativa, média, desvio-padréo (+ dp). A normalidade da distribuicdo amostral foi
aferida atraves do teste Shapiro-Wilk. Os testes T de Student independente e ANOVA one-
way foram utilizados para dados com distribuicdo normal e os testes Mann-Whitney e
Kruskal-Wallis foram utilizados para dados ndo paramétricos. Modelos de regressdo linear
multipla foram utilizados para verificar a relacdo das expressdes de VDAC2 e TERT com a
presenca de comorbidades, eixo afetado e perfil hormonal. O nivel de significancia adotado
foi de 5% (P <0,05). Os resultados foram apresentados por meio de tabelas e graficos de

barras.
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RESULTADOS

Dados clinicos e demograficos

Um total de 89 amostras foram incluidas no presente estudo. A descricdo das
variaveis clinicas e demograficas esta apresentada na tabela 1. Destaca-se que a maioria da
amostra foi formada por mulheres, correspondendo a 66,3% (n=59) dos casos. Quanto a
faixa etaria, 28,1% estdo entre 51 a 60 anos. A idade média ao diagnostico foi de 51,3 anos
+13,1. Em relacdo ao tipo tumoral, os diagnosticos mais frequentes foram NF-PitNETs com
71,9% (n=64), acromegalia com 16,9% (n=15) e Doenc¢a de Cushing com 9,0% (n=8)
(Tabela 1).

No tocante ao tamanho do tumor, 93,3% (n=83) dos casos apresentavam-se como

macrotumores.

Tabela 1. Distribuicdo das varidveis de caracterizacao geral da amostra de pacientes com
PitNETSs (n=89).

Variaveis Média +dp n (%)
Sexo
Masculino 30 (33,7)
Feminino 59 (66,3)
Idade (em anos) 51,3 +13,1
Faixa etaria
20 a 30 anos 6 (6,7)
31 a 40 anos 13 (14,6)
41 a 50 anos 22 (24,7)
51 a 60 anos 25 (28,1)
61 a 70 anos 18 (20,2)
Mais que 70 anos 5 (5,6)
Diagndstico
Né&o funcionante 64 (71,9)
Acromegalia 15 (16,9)
Doenca de Cushing 8 (9,0)
Prolactinoma 1 (1,1
Gonadotrofinoma 1 (1,2)
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Continuacéo da tabela 1

Variaveis Média +dp n (%)
Tamanho do tumor hipofisario 3,1 1,6
(emcm)
Microtumor 6 (6,7)
Macrotumor 83 (93,3)

+dp - desvio padrdo; PitNETs -Tumores neuroenddcrinos da hipdfise; cm - centimetros.

Expressao génica de TERT e sua influéncia sobre os parametros clinicos e demogréaficos
O indice de expressdao médio de TERT na amostra estudada foi de 1,12 £1,93, sendo

que 25,8% (n=23) casos possuiam alta expressao desse gene (Tabela 2).

Tabela 2. Expressdo do gene TERT em pacientes com PitNETs (n=89).

Variaveis media +dp n (%)
indice de expressdo TERT 1,12 +1,93
Categoria de expressdo TERT
Alta 23 (25,8)
Baixa 66 (74,2)

PitNETs -Tumores neuroendécrinos da hipéfise; TERT — Transcriptase Reversa da Telomerase; +dp —

desvio padrao.

A Figura 1 mostra que a distribuicdo do tamanho do tumor apresentou diferencas
significantes de acordo com o diagndstico da lesdo (P = 0.009). Os microtumores foram mais
frequentes na categoria doenca de Cushing (3 de 8, 37,5%) quando comparado as categorias

acromegalia (3,1%) e nao funcionante (6,7%).
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P = 0,009
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Figura 1. Andlise comparativa da distribuicdo do tamanho do tumor de acordo

com o tipo histopatoldgico. Micro: microtumores. Macro: Macrotumores

Conforme mostrado na Tabela 3, os individuos com idade 20 a 30 anos, apresentaram
maior expressdo de TERT comparada as outras faixas etarias.

Tabela 3. Distribuicédo da expressao do gene TERT de acordo com as variaveis

demograficas e clinicas.

Expressdo de TERT

Variaveis média +dp P
Sexo 0,585
Masculino 1,28 1,98
Feminino 1,03 1,91
Faixa etaria 0,083
20 a 30 anos 2,95 3,03
31 a 40 anos 0,83 1,37
41 a 50 anos 1,13 1,47
51 a 60 anos 0,54 0,91
61 a 70 anos 1,70 2,99
Mais que 70 anos 0,36 0,82
Diagnostico 0,608
Acromegalia 1,67 3,21
Doenca de Cushing 1,02 1,01
Nao funcionante 1,01 1,64
Prolactinoma 0,20 -
Gonadotrofinoma 1,50 -
Tamanho do tumor hipofisario 0,815
Micro 0,68 0,84
Macro 1,15 1,98

TERT — Transcriptase Reversa da Telomerase; +dp — desvio padréo; P- P valor nivel de significancia; Micro-

Microtumores; Macro- Macrotumores



Em relag&o a mutacgéo, ndo foi observada a presenca de mutacao nos hotspot C228T e C250T
do promotor do gene TERT nas amostras analisadas.

Expressao génica de VDAC2 e seu impacto sobre caracteristicas clinicas e demograficas

Conforme observado na tabela 4, ndo foram observadas diferengas na expresséo de
VDAC2 nas variaveis sexo, faixa etaria, tamanho tumoral. Em relacdo a expressao de VDAC2
nos diferentes tipos tumorais, quando comparado com a amostra normal, verificou-se uma
elevacdo da expressdo desse gene em pacientes com Doenca de Cushing (6,83 vezes),

Acromegalia (3,08 vezes) e NF (3,01 vezes).

Tabela 4. Distribuicdo da expressao génica de VDAC2 de acordo com as

variaveis demograficas e clinicas.

Variaveis Expr_esséo de VDAC?2 p
media +dp
Sexo 0,507
Masculino 4,02 5,19
Feminino 2,98 4,50
Faixa etaria 0,568
20 a 30 anos 6,50 6,24
31 a 40 anos 3,58 5,01
41 a 50 anos 3,49 5,40
51 a 60 anos 3,04 4,62
61 a 70 anos 2,06 3,04
Mais que 70 anos 4,01 5,30
Diagnostico 0,625
Acromegalia 3,08 3,33
Doenca de Cushing 6,83 6,76
Nao funcionante 3,01 4,65
Prolactinoma 0,36 -
Gonadotrofinoma 0,96 -
Tamanho do tumor hipofiséario 0,909
Micro 5,68 8,03
Macro 3,21 4,56

VDAC2 — Canais de anion dependente de voltagem 2; +dp — desvio padrdo; P- P valor nivel de significancia;

Micro- Microtumores; Macro- Macrotumores
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Analise de fatores associados ao tamanho tumoral

A avaliacdo de variaveis clinicas e moleculares associadas ao tamanho dos PitNETS,

foi realizada por meio de analise multivariada (Tabela 5). Os dados revelaram que a Doenca

de Cushing foi associada a presenca de microtumores quando comparado a tumores nao

funcionantes, mesmo ap0s ajustado para fatores de confusdo (Coeficiente = -1.828, 1C95%
=-2.548 a-1.110, P <0.001).

Tabela 5. Regressdo multipla dos fatores clinicos em relagdo ao tamanho tumoral.

Intervalo de confianca a

Preditor Coeficiente 95% T p
padronizado Limite Limite
inferior superior
Expresséo de genes
TERT 0.018 -0.181 0.220 0.187 0.852
VDAC2 0.009 -0.200 0.219 0.086 0.932
Fatores clinicos
Tempo de diagndstico 0.047 -0.159 0.255 0.459 0.647
Sexo feminino 0.343 -0.081 0.768 1.609 0.112
(ref. masculino)
Idade -0.093 -0.296 0.110 -0.915  0.363
Diagnostico do tumor
(ref. N&o funcionante)
Acromegalia 0.065 -0.474 0.606 0.241 0.810
Doenca de Cushing -1.828 -2.548 -1.110 -5.066 <0.001*
Prolactinoma -0.050 -1.859 1.758 -0.056 0.955
Gonadotrofinoma -0.104 -1.931 1.723 -0.114 0.910

Medidas de ajuste do modelo: Rz = 0,284. RMSE = 0,179. Ref. = categoria de referéncia (comparagao);
*Coeficiente significante (P <0,05); TERT — Transcriptase Reversa da Telomerase; VDAC2 — Canais de
Anions Dependente de Voltagem 2; P- P valor nivel de significancia.

Modelos de regressdo multivariado também foram estimados para analisar os fatores

associados a expressédo de VDAC2 e TERT (Tabela 6). A Doenga de Cushing foi associada

ao incremento da expressdo de VDAC2 quando comparado a tumores ndo funcionantes
(Coeficiente = 0.817, 1C95% = 0.057 a 1.578, P = 0.035).
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Tabela 6. Modelos de regressdo multipla dos diversos subtipos tumorais, sexo e faixa

etaria das expressoes génica de VDAC2.

Modelo 1 (Desfecho VDAC?2)

Intervalo de confianca a

Preditores do modelo Coeficiente 95% ; P
padronizado Limite Limite
inferior superior

Diagnéstico
(ref. ndo funcionante)
Acromegalia -0.045 -0.667 0.576 -0.145 0.885
Doenca de Cushing 0.817 0.057 1.578 2.144 0.035*
Prolactinoma -0.563 -2.608 1.482 -0.549 0.585
Gonadotrofinoma -0.300 -2.350 1.750 -0.292 0.771
Sexo
(ref. masculino)
Feminino -0.234 -0.737 0.270 -0.926 0.358
Faixa etaria
(ref. 20 a 30 anos)
31 a 40 anos -0.375 -1.431 0.682 -0.707 0.482
41 a 50 anos -0.410 -1.397 0.577 -0.828 0.411
51 a 60 anos -0.546 -1.492 0.399 -1.152 0.253
61 anos ou mais -0.672 -1.621 0.276 -1.413 0.162

Medidas de ajuste do modelo 1: R? = 0,130, RMSE=1.79. Ref.= categoria de referéncia (comparagdo). * Coeficiente

significante (P<0,005). VDAC2 - Canal de Anion Dependente de Voltagem 2; P- P valor nivel de significancia.
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Modelos de regressdo multivariado também foram estimados para analisar os fatores
associados a expressao de TERT (Tabela 7). As faixas etéarias de 31 a 40 anos e de 51 a 60
anos foi identificada a reducao na expressdo de TERT quando comparado a faixa etaria mais

jovens (20 a 30 anos).

Tabela 7. Modelos de regressdo multipla dos diversos subtipos tumorais, sexo e faixa

etaria das expressoes génica de TERT.

Modelo 2 (Desfecho TERT)
Intervalo de confianca a 95%

Preditores do modelo Coeficiente

. Limite Limite t P
padronizado . . .
inferior superior
Diagnéstico
(ref. ndo funcionante)
Acromegalia 0.460 -0.124 1.0451 1.5672 0.121
Doenca de Cushing -0.047 -0.796 0.7001 -0.1273 0.899
Prolactinoma -0.468 -2.479 1.5423 -0.4636 0.644
Gonadotrofinoma 0.597 -1.421 2.6152 0.5891 0.557
Sexo
(ref. masculino)
Feminino 0.022 -0.462 0.5067 0.091 0.928
Faixa etaria
(ref. 20 a 30 anos)
31 a 40 anos -1.219 -2.255 -0.1829 -2.3417 0.022*
41 a 50 anos -0.910 -1.874 0.0541 -1.8787 0.064
51 a 60 anos -1.300 -2.218 -0.3833 -2.8222 0.006*
61 anos ou mais 0.774 -1.714 0.1543 -1.6617 0.101

Medidas de ajuste do modelo 2: R? = 0,110, RMSE = 4,44. Ref.= categoria de referéncia (comparagdo). * Coeficiente

significante (P<0,005). TERT- Transcriptase Reversa da Telomerase; P- P valor nivel de significancia.
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Correlacéo entre a expressao génica de VDAC2 e TERT

A avaliacdo da correlagédo da expressao dos genes VDAC2 e TERT demostrou uma

correlacdo positiva (fraca) diretamente proporcional entre a expressdo de ambos os genes (rs
= 0,278, P = 0,010; figura 2).

Coeficiente de correlagdao de Spearman
rs =0,278; P = 0,010

Expressao de TERT
- - N N
2 @ o @

o
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o

Figura 2. Andlise de correlacdo entre a expressao génica de VDAC2 e TERT em
PitNETS.
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DISCUSSAO

Os PitNETs sdo neoplasias relativamente comuns onde aqueles clinicamente
relevantes ocorrem em 1/1000 da populacdo e correspondem a cerca de 10 a 15% dos
tumores intracranianos. Apesar da maioria dessas neoplasias apresentarem, em geral,
comportamento benigno, esforgos tém sido feitos para predizer aqueles que podem
apresentar um maior nivel de agressividade [4]. A despeito de alguns estudos evidenciarem
que o desenvolvimento dessas neoplasias seja multifatorial, incluindo alteracdes genéticas e
epigenéticas em genes relacionados a replicacdo celular e apoptose, a patogénese molecular
dos PitNETSs € ainda um processo pouco compreendido[5]. Desta forma, o presente estudo,
de acordo com 0s nossos conhecimentos, avaliou pela primeira vez a expressdes génicas de
VDAC?2 em amostras de 89 pacientes com diagnostico de PitNETs. Em adicéo, também foi
investigado nesse grupo de pacientes o papel do gene TERT no desenvolvimento de tais
tumores.

A observacao de maior frequéncia de pacientes do sexo feminino em nossa amostra,
estd em concordancia com outros estudos [1, 24]. Em um trabalho com pacientes portadores
de PitNETs que foram submetidos ao tratamento cirurgico, observou-se também que 74,8%
dos casos eram do sexo feminino, resultado que consolida nossos achados [32]. Em outra
pesquisa onde foi realizado a analise de 231 pacientes com diagnostico de PitNETS, foi
observado que 62,78% eram de participantes do sexo feminino[33]. Esses estudos sugerem
uma predilecdo do sexo feminino.

De maneira similar, a média de idade ao diagnostico verificada em nosso grupo de
pacientes (51,3 £ 13,1 anos) foi similar & descrita para PitNETs na populacdo da Turquia.
[1]. Em um outro trabalho observou que os PitNETs ocorrem em todas as faixas etarias,
porém, hd uma maior incidéncia entre a terceira e a sexta década de vida o que corrobora
com nossa pesquisa [33].

No presente estudo, 71,9% (n=64/89) dos casos foram classificados como NF-
PitNETs. Em um trabalho com 70 amostras de PitNETs, 84% das amostras eram
correspondentes a PitNETSs néo funcionantes o que reforga a nossa pesquisa [28]. Em uma
outra pesquisa o tipo tumoral mais frequente foi o somatotropinoma [1].

No tocante ao tamanho tumoral, em outros estudos 0s macrotumores representaram

entre 83,3 € 91,9% [1, 24]. A maior presenc¢a de macrotumores em nossa amostra (93,3%)
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estd em concordancia com esses trabalhos. De maneira geral, tal caracteristica parece estar
associada a um maior grau de invaséo [25].

A expressao génica de TERT nesta pesquisa foi associado com a idade. Na faixa
etaria de 20 a 30 anos, sugere-se que a expressdo de TERT nos mais jovens esteja relacionado
a tumores mais agressivos.

No presente trabalho, ndo foi observada a presenga de mutagdo nos hotspot C228T e
C250T do promotor do gene TERT, o que pode sinalizar que tal mecanismo parece nao ser
o principal evento responsavel pela regulacdo da expressdo desse gene em PitNETS.
Referido achado esta em concordancia com outros autores que tém demonstrado uma rara
frequéncia dessas alteracfes em portadores de PitNETs em populagfes caucasianas e
asiaticas [26, 27]. Achados similares também foram observados em tumores de mama, onde
também néo foram detectadas mutacdes nessa regido genémica [28]. Distintos fenémenos,
incluindo epigenéticos, seriam responsaveis pela regulacdo da expressdo de TERT e,
portanto, tais mecanismos poderiam estar envolvidos na regulacéo da expressdo desse gene
em nosso conjunto de amostras [29].

O presente estudo avaliou de forma pioneira a expressdo de VDAC2 em PitNETSs e
seus subtipos. Nossos resultados mostraram, de forma inédita, uma regulagdo positiva e
crescente desse gene nos tipos: Nao funcionantes, Acromegalia e Doenca de Cushing, o que
pode sugerir um papel desse gene na tumorigénese dessa glandula, assim como postulado
previamente em neoplasias tiroidiana e uterina [19, 31].

Em estudo realizado anteriormente, em portadores de neoplasias de endomeétrio, foi
identificada associacdo entre maiores niveis de expressao de VDAC2, progressao da doenca
e consequente menor sobrevida [31]. Corroborando esses dados, observou-se uma regulagédo
positiva da expressdo génica de VDAC2 em linhagens celulares de tumores epiteliais da
tireoide (4,2 vezes). Esses autores também observaram aumento de expressdo de VDAC2 em
diferentes subtipos de carcinomas tireoidianos [19]. Um outro estudo da expressdo génica
das isoformas VDAC confirmou a que essas isoformas sdo expressas de forma ubiqua nos
tecidos mesmo que tenham especificidades diferentes [34]. Esses achados reforcam a
possibilidade de um papel importante dessa proteina na carcinogénese em diferentes tipos
de cancer.

Adicionalmente, a verificagdo de uma correlacdo entre as expressdes de TERT e

VDAC2 apontam para uma participacdo conjunta de ambas as vias de sinalizagédo na
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oncogénese dos PitNETS, suscitando a possibilidade de novas terapias, tendo esses genes e

seus produtos como potenciais alvos.

CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos pela presente pesquisa, pode-se preliminarmente
concluir:

Nas amostras tumorais obtidas de portadores de PitNETs houve maior expresséo de
VDAC?2 em comparacado ao tecido hipofisario normal, sendo que nos portadores de Doenca
de Cushing, Acromegalia e tumores NF essa expressao foi mais acentuada.

Em relacdo a expressdo de TERT, a mesma nédo apresentou variagdo estatistica nos
diferentes subtipos de PitNETs. Além disso, a auséncia de mutagdo na regido promotora de
TERT sugere que, nos pacientes avaliados, esse ndo seria o principal mecanismo de
regulacdo da expressdo desse gene.

Considerando o tamanho tumoral, ndo foram observadas associacGes entre a
expressdo VDAC2 e TERT e volume do tumor. Por outro lado, a correlagdo positiva na
expressdo desses genes pode apontar uma agdo sinérgica dos mesmos na oncogénese
hipofisaria. Assim, mais estudos sS40 necessarios para uma maior compreensdo desses

achados visando o desenvolvimento novos alvos terapéuticos.
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