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RESUMO 

As fosfodiesterases humanas (PDEs) compreendem uma complexa super família 

de enzimas derivadas de 21 genes e separadas em onze isoformas (PDE 1 - 11), 

difundidas nos diferentes tecidos e células, incluindo coração e cérebro. As isoformas 

PDE 4, 7 e 8 são específicas para a cAMP. Esse segundo mensageiro é responsável pela 

mediação de diversas ações fisiológicas, envolvendo diferentes hormônios e 

neurotransmissores. A via cAMP desempenha um importante papel no desenvolvimento 

e função dos tecidos endócrinos. Já as fosfodiesterases são responsáveis por assegurar a 

adequada intensidade das ações dessa via, uma vez que são enzimas responsáveis pela 

hidrólise de cAMP em sua forma inativa 5’-AMP. O objetivo desse trabalho é estudar a 

expressão de fosfodiesterases da família 4A em adenomas hipofisários esporádicos e em 

adenomas hipofisários com diferentes mutações do gene que codifica a proteína de 

interação com o receptor aril hidrocarbono (AIP). Foram incluídos no estudo, cortes de 

amostras em blocos de parafina obtidas através de biópsias de adenomas hipofisários, 

sem mutação do AIP, representativos de cada um dos principais subtipos de adenomas: 

secretores de hormônio do crescimento (GH); secretores de prolactina (PRL); secretores 

de hormônio adrenocorticotrófico (ACTH); adenomas clinicamente não funcionantes 

positivos para FSH (NFPAs). Também foram incluídas amostras de adenomas 

secretores de hormônio do crescimento (GH) com mutação AIP (Q164X, INS274, 

R304X, R304Q, Glu2228, Unusual) e hipófises normais. Os cortes foram duplamente 

marcados pela técnica de imunofluorescência para a co-localização de PDE4A nos 

diferentes tipos celulares da hipófise, a leitura das lâminas foi realizada em microscopia 

de confocal e as imagens analisadas pelo software ImageJ. Ambas as isoformas de 

PDE4A analisadas nesse estudo são presentes nos diferentes tipos celulares 

constituintes da hipófise humana. O padrão de expressão dessas PDEs variaram de 
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acordo com o tipo celular, sendo que para PDE4A4 a expressão em células hipofisárias 

normais secretoras de GH e FSH foi maior do que em células secretoras de ACTH e 

PRL. Já para PDE4A8, a expressão foi maior em células secretoras de PRL, GH e FSH. 

Entretanto, indepedente da isoforma de PDE4A a expressão de PDE é aumentada em 

todos os adenomas hipofisários esporádicos (P<0,0001). Já nas amostras de tumores 

secretores de GH com mutações do gene AIP a expressão das PDEs varia dependendo 

da mutação. Esses dados sugerem pela primeira vez que as duas isoformas apresentadas 

nesse estudo estão expressas no tecido da hipófise humana normal; que a expressão 

aumentada de PDEs em adenomas hipofisários esporádicos possa ser uma resposta 

compensatória à tumorigênese; e que a expressão de PDEs em tumores hipofisários é 

interrompida por várias mutações AIP, sugerindo um papel putativo desta isoforma na 

tumorigénese hipofisária, e possivelmente contribuindo para a perda de função do AIP.  
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ABSTRACT 

Human phosphodiesterases (PDEs) comprise a complex superfamily of enzymes 

derived from 21 genes separated into 11 PDE gene families (PDEs 1-11), diffused in 

different tissues and cells, including heart and brain. The isoforms PDE 4, 7 and 8 are 

specific for cAMP. This second messenger is responsible for mediating diverse 

physiological actions involving different hormones and neurotransmitters. The cAMP 

pathway play an important role in development and function of endocrine tissues. 

Already phosphodiesterases are responsible for ensuring the appropriate intensity of the 

actions of this pathway, as they are enzymes responsible for hydrolysis of cAMP in its 

inactive form 5'-AMP. The objective of this work is to study the expression of 

phosphodiesterase 4A family in sporadic pituitary adenomas and pituitary adenomas 

with different mutations of the gene encoding the aryl hydrocarbon receptor interacting 

protein (AIP). Paraffin sections samples obtained by pituitary adenomas biopsies 

without mutation the AIP, representing each of the principal subtypes of adenomas: 

GH-secreting tumour; PRL-secreting tumour; ACTH-secreting tumour and non-

functioning pituitary tumour positive for FSH (NFPAs) were included in the study. Also 

included samples of GH-secreting tumours with AIP mutation (Q164X, INS274, 

R304X, R304Q, Glu2228, Unusual) and normal pituitary. The samples were subjected 

to the double immunofluorescent staining for co-location PDE4A in different cell types 

of pituitary. The analysis were in confocal microscopy and the images analyzed by 

ImageJ software. Both PDE4A isoforms analyzed in this study are present in different 

cellular types of human pituitary. The expression pattern of these PDEs varied 

according to cell type. PDE4A4 expression was higher in GH and FSH normal pituitary 

cells while for PDE4A8, the expression was higher in the normal PRL, GH and FSH 

pituitary cells.  
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However, indepedent of the isoform of PDE4A, the expression is increased in all 

sporadic pituitary adenomas (P <0.0001). In the GH-secreting tumors with AIP 

mutation the expression of PDEs varies depending upon the mutation. These data 

suggest for the first time that both isoforms presented in this study are expressed in the 

tissue from human normal pituitary; the increased expression of PDEs in sporadic 

pituitary adenomas may be a compensatory response to tumorigenesis; and PDEs 

expression in pituitary tumors is interrupted by several AIP mutations, suggesting a 

putative role of this isoform in pituitary tumorigenesis, and possibly contributing to the 

loss of AIP function.  
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A Glândula Hipófise  

 A hipófise está anatomicamente localizada no osso esfenóide, mais precisamente 

na sela túrcica. Dentre as demais glândulas endócrinas, a hipófise possui fundamental 

importância por estar envolvida no controle de diversos processos, tais como: 

crescimento, desenvolvimento e reprodução do indivíduo, equilíbrio metabólico, entre 

outras funções. Isso ocorre via produção e secreção de seis hormônios: de crescimento – 

GH (células hipofisárias do tipo somatotrofo), tireo-estimulante – TSH (tireotrofo), 

adrenocorticotrófico – ACTH (corticotrofo), prolactina – PRL (lactotrofo), luteinizante 

– LH e folículo estimulante – FSH  (gonadotrofo).  

 Essa glândula endócrina é dividida em lóbulo anterior (adenohipófise) e lóbulo 

posterior (neurohipófise). As células da adenohipófise são as responsáveis pela 

produção e secreção de GH, TSH, ACTH, PRL, LH e FSH, enquanto que a 

neurohipófise não produz nenhum hormônio e é apenas responsável por armazenar e 

secretar hormônios sintetizados pelo hipotálamo (oxitocina e hormônio antidiurético – 

ADH). O sistema de sinalização hipotalâmica é uma importante diferença entre a adeno 

e a neurohipófise. O hipotálamo é composto por neurônios longos que se estendem até a 

neurohipófise, onde secretam diretamente hormônios e neurotransmissores. Em 

contrapartida, a comunicação hipotálamo-adenohipófise ocorre através de um plexo 

vascular, o sistema porta hipotálamo-hipófise. Primeiramente núcleos específicos do 

hipotálamo secretam seus hormônios na eminência medial. Esses hormônios 

hipotalâmicos são transportados pelos vasos do sistema porta hipotálamo-hipófise até a 

adenohipófise, onde cada tipo de célula hipofisária (somatotrofo, tireotrofo, 

corticotrofo, lactotrofo e gonadotrofo) expressa receptores hormonais específicos (GH-

R, TSH-R, ACTH-R, PRL-R, LH-R e FSH-R). Sendo assim, podemos dizer que o 

hipotálamo regula o funcionamento da adenohipófise de uma forma bem específica. (1) 
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Tumores Hipofisários 

 A grande maioria dos tumores hipofisários apresenta ocorrência esporádica, 

porém tumores hipofisários familiares podem ocorrer associados a síndromes 

envolvendo outras glândulas endócrinas (neoplasias endócrinas múltiplas – NEM – e 

complexo de Carney) ou em casos onde a doença envolve somente a glândula hipófise 

(predisposição familiar a adenomas hipofisários – FIPA) (2). 

 Apesar de representarem 5% do total dos tumores esporádicos em geral, estudos 

para a descoberta de genes associados à tumorigênese endócrina em tumores 

hipofisários familiares podem ser importantes (3). 

Os tumores hipofisários geralmente apresentam hipersecreção dos hormônios 

hipofisários e são denominados de acordo com o hormônio produzido: tumores 

secretores de GH (somatotropinomas), secretores de PRL (prolactinomas), secretores de 

ACTH (corticotropinomas), secretores de TSH (tireotropinomas, secretores de 

gonadotropinas (gonadotropinomas, LH ou FSH) e co-secretores. Existem também os 

tumores hipofisários não funcionantes ou não secretores (NFPAs), que são assim 

chamados por não produzirem síndromes clínicas de hipersecreção hormonal. Os 

adenomas hipofisários também podem ser classificados quanto ao seu tamanho: 

microadenomas (< 1 cm) e macroadenomas (> 1 cm). A idade média de diagnóstico é 

de 30-40 anos para tumores esporádicos enquanto que nos casos com histórico familiar 

esse diagnóstico tende a ser feito mais precocemente, abaixo dos 30 anos (3).    

Estima-se que aproximadamente 10% da população apresente anomalias 

hipofisárias compatíveis com adenomas silenciosos. A prevalência de incidentalomas de 

hipófise diagnosticados por imagem varia de 3,7 a 20% (4). Séries de autópsias 

revelaram que 6 a 22% dos indivíduos investigados possuíam massas hipofisárias 

compatíveis com tumores (5). 
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Dados epidemiológicos indicam que a prevalência dos tumores hipofisários 

sintomáticos é cerca de 1/1.000 (3), sendo que os prolactinomas são os os adenomas 

com maior prevalência (40 a 50%), seguidos pelos adenomas clinicamente não 

funcionantes (35%), somatotropinomas (acromegalia – 10 a 20%) e corticotrofinomas 

(5 a 10%). Já os gonadotrofinomas / tireotropinomas são considerados raros (6-8).    

 

A Via do AMP cíclico - cAMP 

A hipófise é uma glândula alvo de diferentes neuro hormônios, que possui 

função crucial no controle da diferenciação / proliferação celular além da secreção 

hormonal através do reconhecimento específico da super família de receptores 

acoplados à proteína G (GPCR) (9, 10). 

Após secretado, o hormônio estimulante acopla-se a proteína G na célula de 

interesse e ocorre uma alteração conformacional. A subunidade Gsα é liberada do 

complexo e liga-se a adenil-ciclase, que catalisa então a conversão de ATP no segundo 

mensageiro 3’,5’ monofosfato cíclico (cAMP). Esse composto ativa uma cascata de 

outras enzimas, amplificando assim a reação celular (11).  

O segundo mensageiro – cAMP – está envolvido na regulação de diversas 

funções celulares relacionadas com a fosforilação da proteína através da ativação da 

Proteína quinase A (PKA) (9, 11). A elevação nos níveis de cAMP intracelular leva a 

dissociação da subunidade catalítica da subunidade reguladora da PKA. Essa proteína 

quando ativada pode então fosforilar uma série de alvos que regulam enzimas efetoras, 

canais de íons, e ativa a transcrição de genes específicos que medeiam o crescimento e 

diferenciação celular (Figura1). As fosfodiesterases são reguladoras da via do cAMP, 

visto que são capazes de hidrolisar o cAMP para sua forma inativa 5'-AMP, principal 
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via para a inativação de cAMP para assegurar a adequada intensidade das ações dessa 

via (12). 

À medida que o efeito afeta a proliferação celular, cAMP pode ou não 

influenciar, deter ou até mesmo suprimir a ação mitogênica de fatores de crescimento 

em algumas linhagens de células ou, inversamente, promover a transição de G0 para G1 

e estimular o crescimento celular em outras (13, 14).  

Ainda não se sabe por que a cascata de cAMP pode ter tanto um papel 

proliferativo em algumas células (linhagem somatotrófica) ou antiproliferativo em 

outras (linhagem gonadotrófica) (9). 

A via de cAMP desempenha um papel importante no desenvolvimento e função 

dos tecidos endócrinos. Qualquer alteração nessa via provoca inúmeros distúrbios no 

sistema endócrino. Diversas mutações genéticas da via de sinalização do cAMP estão 

descritas na literatura. Como exemplo podemos citar mutações de ativação do gene que 

codifica para o receptor de TSH (TSHR) em adenomas tóxicos de tireóide (15) e do 

receptor de cálcio na hipocalcemia familial (16). Pode-se citar também a síndrome de 

McCune-Albright (17) e adenomas hipofisários esporádicos (secretores de GH) (18) nos 

quais é descrita uma mutação estimulatória da subunidade α da proteína Gs.  Mutações 

na via do cAMP também são descritas no complexo de Carney (conhecido por predispor 

à neoplasias de tireóide, hipófise, adrenais e testículos), no qual já foram descritas 

mutações inativadoras do PRKAR1A, responsável por codificar a subunidade 

regulatória 1 da proteína quinase dependente de cAMP - A (PKA) (19).    

As fosfodiesterases desempenham importante papel regulador na via do cAMP e 

da guanosina monofosfato cíclica (cGMP), através da inativação por hidrólise de cAMP 

em 5’ AMP ou de cGMP em 5’ GMP (dependendo da PDE envolvida). 
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Figura 1 – O papel da fosfodiesterase na via do cAMP. Adaptado de (11). O receptor 

acoplado à proteína G é ativado por um ligante extracelular (por exemplo um 

hormônio), o que ocasiona uma alteração conformacional do receptor. A subunidade 

Gsα se desprende do complexo, liga-se à adenil-ciclase, que catalisa a conversão de 

ATP em cAMP. A elevação de cAMP intracelular leva à dissociação da subunidade 

catalítica da subunidade regulatória da proteína quinase A. A ativação da proteína 

quinase A pode então fosforilar uma série de alvos que regulam o fluxo de enzimas 

efetoras e canais iônicos, bem como ativa a transcrição de genes específicos que 

exercem papel no crescimento e diferenciação celular. As PDEs são fundamentais na 

regulação dessa via, uma vez que é a única capaz de hidrolisar o cAMP para sua forma 

inativa 5’-AMP. Abreviaturas: CREB - proteína de ligação ao elemento de resposta 

cAMP; cAMP – adenosina monofosfato cíclico; 5’-AMP – 5’ adenosina monofosfato.   
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As Fosfodiesterases – PDEs 

As PDEs humanas compreendem uma complexa super família de enzimas 

derivadas de 21 genes e separadas em onze isoformas (PDE 1 - 11), difundidas nos 

diferentes tecidos e células, incluindo coração e cérebro (Figura 2). A transcrição 

gênica, a partir de diferentes locais de iniciação de RNAs mensageiros, resulta na 

geração de aproximadamente 100 isoformas diferentes de proteínas de PDE, que podem 

ser encontradas em todas as células e em diversos compartimentos intracelulares. 

As distintas isoformas de PDE possuem diferenças cinéticas, de distribuição e 

susceptibilidade à inibição farmacológica bem como certa seletividade aos diferentes 

substratos (cAMP e cGMP). Apesar de possuirem inúmeras diferenças, as PDEs 

possuem características estruturais em comum. Todas as 11 isoformas possuem um 

domínio catalítico conservado, de aproximadamente 300 aminoácidos, localizado na 

porção C-terminal e regiões de regulação variáveis na porção N-terminal. Em 

mamíferos, três das 11 famílias de PDE hidrolisam seletivamente cAMP (PDE 4, 7 e 8), 

três famílias são seletivas para cGMP (PDE 5, 6 e 9), e cinco famílias apresentam 

especificidade para ambos, porém a eficiência é variável (PDEs 1, 2, 3, 10, e 11). 
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Figura 2 – Representação das 11 famílias de fosfodiesterase humanas. Adaptado de 

(11). A principal característica estrutural na família PDE4 e que a difere das demais 

isoformas, é a presença de dois domínios upstream conserved region na região N-

terminal (UCR1 e UCR2). Esses domínios têm sido demonstrados como módulos 

necessários à ativação de PDE4 sobre fosforilação pela proteína quinase A (PKA). A 

família PDE4 também possui estruturas em comum a outras isoformas da família, tais 

como: o domínio GAF, que é responsável por regular a atividade catalítica das 

fosfodiesterases; e o domínio PAS, uma classe onipresente de domínio de transdução. 

Existe uma possível sobreposição entre a função do domínio GAF e do domínio PAS.  
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Atualmente sabe-se que seis famílias de PDEs possuem papel tanto na fisiologia 

como em doenças endócrinas: PDE1, PDE2 (PDE2A), PDE3 (PDE3A), de PDE4 

(PDE4B e PDE4D), PDE8 (PDE8A e PDE8B), e PDE11 (PDE11A). 

É importante salientar que o padrão de expressão das isoformas de PDEs varia 

de acordo com o desenvolvimento, estado proliferativo e estímulos hormonais da célula.    

Fisiologicamente, as fosfodiesterases estão amplamente distribuídas pelas 

glândulas endócrinas (supra-renais, tireóide, hipófise, testículos e ovários). Dentre suas 

principais propriedades podemos citar: papel na função do espermatozóide (PDE1); 

regulação da secreção de ACTH e aldosterona (PDE2); importante impacto sobre a 

lipólise, glicogenólise e secreção de insulina (PDE3); fertilidade (PDE4B e 4D); 

regulação da esteroidogênese supra-renal, níveis de TSH e controle de sinalização e 

esteroidogênese nas células de Leydig nos testículos (PDE8); e também exerce papel na 

produção de espermetazóides (PDE11) (11, 20). 

PDE1, PDE2, PDE4, e PDE11A são as PDEs mais expressas na hipófise. O 

papel fisiológico destas PDEs na hipófise humana ainda não foi extensamente 

investigado (11, 12, 21), porém as fosfodiesterases estão diretamente relacionadas a 

diversos distúrbios endocrinológicos tanto na hipófise como nas glândulas adrenais, 

tireóide, testículos e ovários (11) . 

O papel das PDEs em doenças do sistema endócrino ainda é pouco conhecido e 

sem dados concretos. Estudos sugerem que PDE2A possa exercer um papel na 

patogenese de adenomas hipofisários secretores de GH devido à interação proteica entre 

AIP e essa fosfodiesterase (22). Quanto à PDE4, infere-se que essa possa ter papel no 

adenoma tireoideano tóxico autônomo devido à uma mutação de Gsα ou de receptores 

de TSH (23). Já na hipófise, presume-se que a família PDE4A possua papel importante 

na patogênese de adenomas secretores de GH devido à conhecida interação entre AIP e 
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PDE4A5 (isoforma análoga à PDE4A4 humana) (12, 24-26). Quanto à família PDE8B, 

estão associadas às predisposições gênicas para o desenvolvimento da doença nodular 

pigmentada das supra-renais (27) e, na tireóide, há associação entre PDE8B gene 

rs4704397 snp e os níveis circulantes de TSH, a qual pode ser responsável pelo aumento 

de TSH em pacientes com evidência de autoimunidade à tireóide e para o 

hipotireoidismo subclínico em pacientes grávidas (28). Também podemos citar a família 

PDE11A, a qual possui expressão alterada em adenomas hipofisários secretores de GH 

(24); associação à predisposição genética para o desenvolvimento da doença nodular 

pigmentada das supra-renais (29); PDE11A também é descrito como um modificador de 

fenótipo em pacientes com complexo de Carney devido à mutações no gene PRKAR1A 

(30); já nos testículos, essa isoforma está associada à tumores familiares de células 

germinativas testiculares (31).  

A codificação das isoformas de PDE4 em mamíferos é remetida a quatro genes 

diferentes (PDE4A, PDE4B, PDE4C e PDE4D) e cada um desses genes codifica 

múltiplas isoformas, através da utilização de promotores específicos para cada isoforma 

e processamento alternativo de RNA mensageiro (32-34).  

As PDE4s se diferem de outras famílias de PDE por uma identidade na 

sequência da região catalítica das proteínas (32-34) e pela presença de regiões de 

"assinatura" da sequência denominada UCRs (upstream conserved region): UCR1 e 

UCR2, localizadas no terço N-terminal das proteínas (35). A Figura 3 demonstra 

esquematicamente a estrutura de PDE4A4 e PDE4A8. 

Podemos dividir as várias isoformas codificadas por um único gene em três 

grupos: isoformas ‘longas’ que contêm tanto UCR1 e UCR2, isoformas "curtas" que 

não possuem UCR1, mas incluem UCR2 e isoformas 'super-curtas' que não possuem 

UCR1 e contêm um UCR2 truncado (21). 
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Figura 3 – Representação esquemática de PDE4A4 e PDE4A8. UCR1 e UCR2 - upstream conserved region; LR1 e LR2 – regiões ligantes.   
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Em 2008 foi descrita a clonagem, seqüência, expressão e propriedades 

funcionais da isoforma que chamamos PDE4A8. Essa é uma isoforma longa da família 

PDE4A com uma região N-terminal distinta de PDE4A4 humana, PDE4A10 e 

PDE4A11. Foi relatado também sua expressão em níveis significativos em diversas 

regiões do cérebro, assim como em outros tecidos (36-38). 

PDE4A4 (análoga humana da forma PDE4A5 em rato) é uma isoforma expressa 

em uma grande variedade de tecidos (pulmão e várias regiões cerebrais) (36-39). Essa 

isoforma possui UCR1 e UCR2 bem como uma região N-terminal única, a qual é 

altamente conservada em mamíferos e possui 88% de similaridade com a região N-

terminal de PDE4A5 em ratos (37). Esse alto grau de conservação entre espécies sugere 

que essa região amino-terminal única da isoforma PDE4A4 tem funções específicas, 

descritas em 2003 por Bolger et al (25).  

Comparada a outras isoformas de PDE, PDE4A4 humana associa-se 

seletivamente com a proteína AIP (Proteína de interação com receptor aril 

hidrocarbono) também chamado de XAP2 ou ARA9, um membro da família das 

imunofilinas (25) (Figura 4). O truncamento de sua região N-terminal altera atividades 

enzimáticas e o direcionamento intracelular de proteínas (40, 41).           

 

 

Figura 4 – Representação esquemática de PDE4A4 e os locais de ligação com AIP 

(Proteína de interação com receptor aril hidrocarbono). UCR1 e UCR2 - upstream 

conserved region; LR1 e LR2 – regiões ligantes.   
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AIP – Proteína de interação com receptor aril hidrocarbono 

O gene AIP contém 6 éxons codificantes, não sofre imprinting e é expresso de 

forma ubíqua (42). O AIP é um gene que encontra-se localizado no cromossomo 

11q13.3 em pacientes com adenomas hipofisários isolados familiares e, muito 

raramente, em casos de tumores hipofisários esporádicos (2, 12). O AIP consiste em 

330 aminoácidos; disposição estrutural semelhante ao receptor glicocorticóide associado 

a imunofilina FKBP52 e imunofilina FKBP12; contém três domínios tetratricopeptideos 

(TPR), que conserva 34 seqüências de aminoácidos e tem papel fundamental nas 

interações proteína-proteína (26, 43). A Figura 5 demonstra a estrutura da molécula de 

AIP humano.  

 

Figura 5 – Desenho PyMol da estrutura da proteína de interação com receptor aril 

hidrocarbono humano (AIP). 

 

Em 2006, em um estudo de Vierimaa et al, foram identificadas mutações 

germinativas clássicas no gene AIP em pacientes finlandeses com predisposição a 

adenoma hipofisário, assim como em pacientes com tumores hipofisários esporádicos. 

Além das mutações, também foi documentada perda de heterozigose em todos os 
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tumores estudados, sugerindo que o gene AIP teria um papel supressor de tumor (2). 

Dizemos que um gene supressor de tumor é aquele que quando íntegro, reduz a chance 

de uma célula se tornar um tumor. A inativação de tais genes pode ser causada por 

mutações ou deleções envolvendo mecanismos genéticos e/ou epigenéticos. A completa 

inativação de uma proteína supressora de tumor acarreta em um descontrole do ciclo 

celular e no desenvolvimento de neoplasias. 

O AIP possui vários parceiros tais como: o receptor hidrocarboneto aromático 

(AhR), PDE4A5, PDE2A, survivin, Tom20, vírus da hepatite B proteína X, receptor 1 

do hormônio β da tireóide (TRβ1), o vírus Epstein-Barr codificado antígeno nuclear 3 e 

receptor ativado pelo proliferador de peroxissoma – PPARα (44). 

Como exemplo podemos citar o receptor hidrocarboneto aromático (AhR), 

responsável por medir a resposta celular a uma variedade de componentes xenobióticos, 

incluindo dioxinas. O AIP é uma molécula que acompanha AhR e está relacionada com  

a estabilização do complexo citoplasmático formado por AhR e a proteína chaperona 

Hsp-90. Ahr é um fator de transcrição que na presença do AIP é mantido inativo no 

citoplasma. Esse complexo pode ser desestabilizado na presença de cancerígenos ou na 

ausência de AIP, fazendo com que Ahr migre para o núcleo celular. Uma vez no núcleo 

celular, a proteína AIP se desprende do complexo e retorna ao citoplasma, enquanto o 

Ahr interage diretamente com regiões de DNA promotoras – XRE (Xenobiotic 

Regulatory Enhancer), regulando a transcrição de diversos genes (45).  

Outra possível participação do AIP na tumorigênese hipofisária pode ocorrer 

devido à interação com proteínas envolvidas na via de sinalização do AMP cíclico. O 

AIP é capaz de interagir in vitro com PDE4A5 (25) e observou-se também que a 

proteína AIP com mutação perde sua capacidade de interagir com PDE4A5, 

possivelmente interferindo na cascata intracelular de cAMP (12).  Dessa forma, o gene 
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AIP está inserido na lista de genes conhecidos e amplamente estudados na tentativa de 

elucidar a tumorigênese endócrina.  

Atualmente, mais de 40 mutações diferentes de AIP já foram identificadas em 

pacientes com tumores hipofisários familiares isolados (Figura 6) e temos também um 

número de amostras dessas mutações do AIP que perderam sua função se comparadas à 

proteína nativa (43, 46). Existem diferentes tipos de mutação do gene AIP descritas, são 

elas: Missense – essa mutação causa uma mudança em um par de bases, a qual resulta 

na alteração de um aminoácido e consequentemente na sequência de proteínas do AIP; 

Nonsense – nessa mutação é observada a inserção de um códon de parada, fazendo com 

que a proteína AIP seja muito mais curta do que deveria ser. Isto provoca um efeito 

importante sobre a função da proteína AIP; Deleções/Inserções – um ou mais códons 

inteiros são excluídos/inseridos, resultando assim na diminuição/aumento do 

comprimento da proteína AIP; Mutações de leitura – ocorre quando uma ou duas bases 

são excluídas/inseridos, fazendo com que todo a leitura do códon mude e, dessa forma, 

cada aminoácido seguinte à mutação; Promoter – mutação na região promotora que 

afeta a regulação do gene; Grandes deleções – nessa mutação grande segmento do gene 

é eliminado, o que resulta na proteína AIP sendo gravemente alterada; Splice Site – essa 

mutação afeta a montagem do gene e anomalias causadas por tal mutações no local de 

splice geralmente perturbam severamente a estrutura da proteína. 

De qualquer modo, o mecanismo de ação do AIP permanece desconhecido, 

apesar de estabelecido especificamente sua interação com o cAMP específico para 

PDE4A4. 
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Figura 6 – Mutações da proteína de interação com receptor aril hidrocarbono (AIP) descritas na literatura. Adaptada de: 

http://www.fipapatients.org/aip/ 
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O papel das fosfodiesteras  bem como sua expressão na hipófise humana ainda não foi 

extensamente investigado. A grande maioria dos estudos foram realizados em 

ratos/camundongos ou culturas celulares. Apesar de serem protocolos validados, a realização de 

experimentos em humanos é extremamente importante visto que há diferenças estruturais entre 

as isoformas de PDEs de humanos e outras espécies animais.  

Sendo assim, a realização do presente estudo mostra-se inédita e importante para a 

compreensão da expressão de isoformas da família PDE4A em diferentes adenomas hipofisários 

esporádicos bem como em adenomas hipofisários com mutação do gene AIP, visto que inúmeros 

artigos demonstram a interação entre as fosfodiesterases e essa molécula em ratos/camundongos. 

Demonstrar a expressão de PDE4A nesses adenomas pode ser um caminho importante para o 

conhecimento da tumorigênese hipofisária. 
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Objetivo Geral 

Estudar a expressão das fosfodiesterases da família 4A (PDE4A4 e PDE4A8) em 

adenomas hipofisários esporádicos (secretores de GH, PRL e ACTH e em tumores clinicamente 

não funcionantes produtores de FSH – NFPAs - sem mutação identificada de AIP) e em 

adenomas hipofisários (secretores de GH) com diferentes mutações do gene que codifica a 

proteína de interação com o receptor aril hidrocarbono (AIP).  
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Considerações éticas 

Para a realização do presente estudo, o projeto de pesquisa foi previamente aprovado pelo 

Comitê de Ética em Experimentação em Seres Humanos (COEP/UFMG): protocolo ETIC 

404/07  e CAAE 43738914.4.00005149 (anexo I). 

 

Grupos de Estudo 

Foram incluídos no estudo, adenomas hipofisários representativos de cada um dos 

principais subtipos de adenomas: 

(39) 

 Secretores de hormônio do crescimento (GH) sem mutação identificada de AIP – 7 

lâminas de diferentes pacientes; 

 Secretores de prolactina (PRL) sem mutação identificada de AIP – 4 lâminas de 

diferentes pacientes; 

 Secretores de hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) sem mutação identificada de 

AIP – 5 lâminas de diferentes pacientes; 

 Adenomas clinicamente não funcionantes positivos para FSH (NFPAs) sem mutação 

identificada de AIP – 4 lâminas de tumores diferentes; 

 Secretores de hormônio do crescimento (GH) com mutação AIP – 12 lâminas, sendo 

2 lâminas de cada mutação:  

o Q164* (c490C>T) – nonsense  

o E222* (c622dupC) – nonsense  

o R304* (c.910C>T) – nonsense  

o F269F (c.807C>T) – splice site 

o F269_H275dup (c.805_825dup) – inserção 

o R304Q (c.911G>A) - missense 
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 Hipófises normais – 3 lâminas provenientes de diferentes indivíduos. 

 

Amostras 

As amostras de tecido hipofisário foram obtidas de blocos de parafina provenientes do 

material da biópsia realizada após a cirurgia e a comprovação anatomopatológica de adenoma 

hipofisário. O tipo de tumor foi determinado com base em resultados clínicos e bioquímicos 

anteriores à cirurgia e determinação imuno-histoquímica realizada pelo Laboratório de Anatomia 

Patológica localizado na Faculdade de Medicina UFMG. Após o diagnóstico histopatológico, as 

lâminas com os cortes dos blocos de parafina foram montadas, sendo que todas as amostras 

utilizadas mostraram mais de 90% das células do tumor específico (confirmação realizada pela 

técnica de hematoxilina – eosina – HE).  

As hipófises normais foram coletadas de autópsias no prazo máximo de 24 h pós morte 

dos pacientes e realizou-se a análise da reticulina no tecido a fim de que fosse excluída qualquer 

anormalidade endócrina.  

 

Anticorpos  

 Para a marcação das fosfodiesterases, foram utilizados os seguintes anticorpos: (1) 

anticorpo monoclonal de camundongo (4A4-1), específico para PDE4A4 humano. Foi gerado 

contra o peptídeo a partir da sequência de SAERAERERQPHRPIERADA, correspondendo a 

região amino-terminal única de PDE4A4 (21, 37, 39), GenBank L20965); (2) anticorpo 

policlonal de coelho (7233), específico para PDE4A8 humana (21); (3) anticorpo monoclonal de 

camundongo (4E1.16), específico para PDE4A8 humano e gerado para o mesmo peptideo do 

anticorpo policlonal descrito em (2), a partir da sequência KGDERSRETPESDRAN, 

correspondendo à região única do amino terminal de PDE4A8 (GenBank AY593872). Todos os 

anticorpos monoclonais foram purificados por diluição limitante e, em seguida, cultivados em 
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cultura. Os anticorpos foram então purificadas a partir de sobrenadantes de cultura com uma 

matriz de afinidade de proteína G (Pierce-FisherThermoScientific, EUA). 

 

 

 

 

Figura 7 – Testes dos anticorpos anti – PDE4A4 e anti – PDE4A8  

A. Imunofluorescência do controle negativo do anticorpo 4A4-1 em tecido adiposo.  

B. Imunotransferência do anticorpo 4A4-1. Células COS7 foram transfectadas para expressar 

PDE4A4 humana (4A4), ou PDE4A8 humana (4A8), ou vetor  (Vect). Todas as construções de 

PDE também codificavam um epitopo VSV no carboxil terminal da proteína. LDS-PAGE e a 

imunotransferência com um anticorpo contra o VSV, ou contra 4A4-1, foram realizados como 

descrito nos métodos. A proteína PDE4A4 migrou a 97 kDa.  

C. Imunofluorescência do controle negativo do anticorpo 4E1.16 em tecido adiposo.  

D. Imunotransferência do anticorpo 4E1.16. Extratos de células COS7 transfectadas para 

expressar PDE4A8-VSV ou com vetor  (Vect), foram coradas imunológicamente com um 

anticorpo contra VSV, ou com 4E1.16. Em géis separados, os extratos foram imunotransferidos 

com 4E1.16 e o peptídeo usado como imunogênico (P1), ou um peptídeo não relacionado (P2). 

Todos os métodos foram tal como para a Figura 7B.  A proteína PDE4A8 migrou a 102 kDa.  
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 Já para a marcação das células específicas em cada adenoma hipofisário, foram utilizados 

os seguintes anticorpos policlonais de cabra, purificados por afinidade. (Santa Cruz 

Biotechnology, USA): (1) GH (L-20): criado contra um mapeamento de peptideos próximo do 

N-terminal do GH de origem humana; (2) ACTH (P-12): criado contra um mapeamento de 

peptideos dentro de uma região interna de POMC de origem humana. O locus genético de 

POMC (humano) de mapeamento 2p23.3; (3) PRL (C-17): criado contra um peptideo mapeado 

perto do C-terminal da prolactina de origem humana. O local genético da PRL (humano) de 

mapeamento é 6p22.3.  

Para a marcação das células secretoras de FSH em adenomas clinicamente não 

funcionantes foram  utilizados dois diferentes anticorpos (de acordo com a PDE escolhida): (1) 

FSH (clone C10), um anticorpo monoclonal de camundongo purificado, que reage com a 

subunidade β do hormônio folículo-estimulante (Dako, California, USA) e (2) FSH (8746), 

anticorpo policlonal de coelho, purificado por afinidade  que reage com o hormônio folículo-

estimulante (Abcam, Cambridge, USA).  

Como anticorpos secundários (responsáveis pela fluorescência) foram utilizados os 

seguintes anticorpos: (1) anti-cabra Alexa 546 (Invitrogen, EUA); (2) anti-cabra Alexa 488 

(Invitrogen, EUA); (3) anti-coelho Alexa 488 (Invitrogen, USA); (4) anti-coelho Alexa 546 

(Invitrogen, USA) (5) anti-camundongo Alexa 546 (Invitrogen, USA) ou (6) anti-camundongo 

DyLight 488 (Pierce-FisherThermo Scientific, EUA).  

 

Imunofluorescência 

Primeiramente os cortes passaram pelo processo de desparafinização e hidratação com 

banhos sucessivos de: xilol (3 banhos de 5 minutos cada), etanol 99,6% (2 banhos de 5 minutos 

cada), etanol 95% (um banho de 3 minutos), etanol 70% (um banho de 3 minutos), etanol 50% 

(um banho de 3 minutos), etanol 25% (um banho de 3 minutos) e água destilada (um banho de 3 
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minutos). Após esses processos, as lâminas foram transferidas para um recipiente de vidro pré-

aquecido em banho maria (temperatura 94°C - 96 °C) contendo 400 ml de solução de reativação 

antigênica (Dako Califórnia, EUA, 40 ml de estoque em 360 mL de água), no qual permanecem 

por 30 minutos dentro do próprio banho maria (temperatura 94°C - 96 °C) e posteriormente, as 

lâminas ainda dentro da solução, permanecem por 20 minutos fora do banho maria. Hidratou-se 

os cortes com uma banho de água destilada (5 minutos) e um banho de PBS 1x (tampão fosfato-

salino) por 10 minutos. 

As lâminas foram secadas com papel absovente e realizou-se um círculo em volta dos 

cortes com caneta Liquid Blocker. Os cortes foram então incubados em solução de bloqueio (1% 

de albumina bovina + 0,1% de Tween 20) à temperatura ambiente em câmara úmida durante 1 

hora. Em seguida, a fim de colocalizar a fosfodiesterase selecionada (PDE4A4 ou PDE4A8) nas 

células específicas de cada tumor hipofisário, retirou-se a solução de bloqueio e sobre cada corte 

colocou-se uma solução contendo o tampão de incubação; o respectivo anticorpo hipofisário 

primário: anti-GH (L20; 1:50), anti-PRL (C-17; 1:50), anti-ACTH (P-12; 1:50), anti-FSH (clone 

C10; 1:25) ou anti-FSH (8746; 1:25); e também o anticorpo responsável pela marcação de 

PDE4A4 ou PDE4A8. As lâminas foram deixadas overnight a 4°C em câmara úmida. As 

lâminas foram lavadas em PBS 1x (4 banhos sucessivos de 3 minutos cada), secas com papel 

absorvente e então incubadas com o anticorpo secundário anti-cabra Alexa 546 (1:100, 

Invitrogen, EUA), anti-cabra Alexa 488 (1:100, Invitrogen, EUA), anti-coelho Alexa 488 (1:400, 

Invitrogen, USA), anti-coelho Alexa 546 (1:400, Invitrogen, USA) ou anti-camundongo DyLight 

488 (1:400, Pierce-FisherThermo Scientific, EUA), de acordo com o anticorpo primário utilizado 

anteriormente, e incubadas em camâra úmida escura por 1 hora em temperatura ambiente. 

Posteriormente as lâminas foram lavadas em PBS 1x (4 banhos sucessivos de 3 minutos cada), 

secas com papel absorvente e os cortes foram montados com meio de montagem 90% de glicerol 

e lamínula.  
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Análise das Imagens 

A leitura foi realizada em microscopia confocal, utilizada para aumentar o contraste da 

imagem microscópica e construir imagens tridimensionais através da utilização de um orifício de 

abertura, pinhole, que permite uma grande definição de imagem em amostras mais espessas que 

o plano focal. 

As imagens foram capturadas através do microscópio confocal (Leica TCS SP5), objetiva 

63X, 630X e ampliação original. Todas as configurações confocais foram determinadas no início 

da sessão de leitura das imagens e manteve-se inalterada durante todo o experimento. Para a 

análise quantitativa, as imagens foram capturadas em oito bits e analisadas em escala de cinza 

(47). Foram capturadas 3-4 imagens de cada amostra, com cerca de 10-20 células escolhidas 

aleatoriamente em cada corte.  

Vários testes preliminares foram realizados antes dos experimentos finais, a fim de 

reduzir a variabilidade intra e interensaio, tanto na hipófise normal como nos adenomas e para 

controlar fatores que poderiam afetar a interpretação final da imagem obtida. Sendo assim, 

determinamos previamente as melhores condições para o ensaio de imunofluorescência, tais 

como: diluição dos anticorpos primários e secundários, solução de bloqueio, e tipo de solução de 

recuperação antigênica. Testes adicionais no microscópio confocal para confirmar as melhores 

definições para a captura das imagens e definição do número de imagens por área de cada 

amostra que fossem representativos de toda a amostra também foram realizados.  

As imagens obtidas com as leituras das lâminas foram analisadas em um programa 

específico – Image J (NIH, Bethesda, EUA), utilizado para quantificar a intensidade de 

fluorescência e a área. A fluorescência de fundo foi então subtraída da região de interesse. A 

intensidade de fluorescência corresponde ao nível de cinza da imagem, variando de zero (preto) a 

255 (branco), com uma média da área (soma dos valores de cinza de todos os pixels, dividido 

pelo número de pixels / área). 
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Análise Estatística 

Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média. Para a análise 

estatística foi utilizado o programa Prisma (GraphPad 4, La Jolla, CA, USA). Utilizamos o teste 

de Mann-Whitney ou ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls/Kruskal-Wallis 

dependendo da distribuição de normalidade da amostra. O valor de P < 0,05 foi considerado 

como estatisticamente significativo.  
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Expressão de PDE4A4 na hipófise normal versus adenomas hipofisários 

Na Figura 8 demonstramos a expressão de PDE4A4 na hipófise normal e em diferentes 

adenomas hipofisários. Na imunofluorescência da hipófise normal, mostrou-se que PDE4A4 está 

presente no citoplasma de células produtoras de GH e de FSH, mas possui expressão mínima em 

células de PRL ou de ACTH. No entanto, os dados da expressão dessa fosfodiesterase nos 

adenomas hipofisários mostram uma expressão significativamente elevada de PDE4A4 em 

adenomas secretores de GH, PRL e ACTH, bem como no adenoma hipofisário clinicamente não 

funcionante de FSH (NFPA), quando comparadas com o tipo de célula correspondente na 

hipófise normal (Figura 8A, 8B, 8C e 8D). Todas as comparações foram significativas com P < 

0.0001.  
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Figura 8 – Localização do PDE4A4 na hipófise  

A, B, C e D.  Imunofluorescência de dupla marcação utilizando o anticorpo monoclonal de 

camundongo 4A4-1 (anti camundongo DyLight 488 – coloração verde), anticorpo policlonal de 

cabra GH, ACTH e PRL (anti cabra Alexa 546 – coloração vermelha) e anticorpo policlonal de 

coelho FSH (anti coelho Alexa 546 – coloração vermelha) em hipófise normal e em adenomas 

secretores de GH, ACTH, FSH (adenoma clinicamente não funcionante FSH positivo) e PRL (A, 

B, C e D respectivamente); barra de escala: 25 µm.  

Os gráficos de barras da direita de cada painel demonstram a fluorescência relativa de 

PDE4A4 em cada adenoma, em comparação com suas respectivas células normais na hipófise 

sem adenoma. Todos os dados estão representados em média ± S.E.M.; UA, unidades arbitrárias; 

* P <0,0001. 
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Expressão de PDE4A8 na hipófise normal versus adenomas hipofisários 

Na Figura 9 demonstramos a expressão de PDE4A8 em células normais da hipófise 

humana bem como em diferentes adenomas hipofisários (Figura 9). A imunofluorescência das 

células da hipófise normal mostrou que PDE4A8 está presente em todos os tipos de células 

hipofisárias, com uma expressão um pouco mais baixa em células de ACTH. Em todos os 

subtipos adenomas hipofisários, essa fosfodiesterase possui expressão em níveis 

significativamente mais elevados (Figura 9A, 9B, 9C e 9D). Todas as comparações foram 

significativas com P < 0.0001. 
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Figura 9 – Localização do PDE4A8 na hipófise 

A, B e C. Imunofluorescência de dupla marcação utilizando o anticorpo monoclonal de 

camundongo 4E1.16 (anti camundongo Alexa 546 – coloração vermelha), anticorpo policlonal 

de cabra GH e ACTH (anti cabra Alexa 488 – coloração verde) e anticorpo policlonal de coelho 

FSH (anti coelho Alexa 488 – coloração verde) em hipófise normal e em adenomas secretores de 

GH, ACTH e NFPA (adenoma clinicamente não funcionante FSH positivo) (A, B e C 

respectivamente). 

D. Imunofluorescência de dupla marcação utilizando o anticorpo policlonal de coelho 7233 (anti 

coelho Alexa 488 – coloração verde) e anticorpo policlonal de cabra PRL (anti cabra Alexa 546 

– coloração vermelha) em hipófise normal e em adenoma secretor de PRL. 

 Barra de escala: 25 µm. 

Os gráficos de barras à direita de cada painel demonstram a fluorescência relativa de 

PDE4A8 em cada adenoma, em comparação com suas respectivas células normais na hipófise 

sem adenoma. Todos os dados estão representados em média ± S.E.M.; UA, unidades arbitrárias; 

* P <0,0001 
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Expressão de PDE4A4 em amostras de adenomas hipofisários secretores de GH com 

mutação AIP 

Assim como demonstrado na imunofluorescência da hipófise normal e nos diferentes 

adenomas hipofisários secretores de GH, PRL e ACTH, bem como no adenoma hipofisário 

clinicamente não funcionante de FSH (NFPA), demonstramos também a expressão de PDE4A4 

nas células de adenomas secretores de GH que sabidamente possuem mutação no gene AIP. 

Conforme demonstrado na Figura 10, existe certa expressão de PDE4A4 nas células produtoras 

de GH normais e expressão significativamente elevada de PDE4A4 nas células produtoras de 

GH no adenoma secretor de GH sem mutação no gene AIP. Quando observamos as amostras de 

5 diferentes mutações do AIP, podemos notar diferentes expressões de PDE4A4. Em relação às 

células de GH da hipófise normal, podemos dizer que nas mutações F269F e R304Q a expressão 

de PDE4A4 é significativamente maior. Já para as mutações F269_H275dup, R304* e E222* é 

demonstrado que a expressão da fosfodiesterase 4A4 é significativamente diminuída quando 

comparadas com as células produtoras de GH no adenoma secretor de GH sem mutação no gene 

AIP. Todas as comparações significativas com P < 0.0001.  
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Figura 10 – Localização do PDE4A4 em adenomas secretores de GH com mutação AIP 

Imunofluorescência de dupla marcação utilizando o anticorpo monoclonal 4A4-1 (coloração 

verde) e anticorpo policlonal GH (coloração vermelha) em hipófise normal e em adenomas 

secretores de GH com/sem mutação AIP; barra de escala: 25 µm. O gráfico de barra demonstra a 

fluorescência relativa de PDE4A4 em células secretoras de GH normais, em células sem 

mutação AIP e em diferentes mutações do AIP. Todos os dados estão representados em média ± 

S.E.M .; UA, unidades arbitrárias; P <0,0001, onde * é significância em relação às células da 

hipófise normal e    é significância em relação às células sem mutação AIP. 
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Expressão de PDE4A8 em amostras de adenomas hipofisários secretores de GH com 

mutação AIP 

Como observado em PDE4A4, também existe expressão de PDE4A8 nas células de 

adenomas secretores de GH que sabidamente possuem mutação no gene AIP. Observando a 

Figura 11, existe expressão de PDE4A8 nas células produtoras de GH normais e expressão 

significativamente elevada de PDE4A8 nas células produtoras de GH no adenoma secretor de 

GH sem mutação no gene AIP. Quando observamos as amostras de 4 diferentes mutações do 

AIP, podemos observar diferentes expressões de PDE4A8. Em relação às células de GH da 

hipófise normal, podemos dizer que nas mutações Q164* e F269_H275dup a expressão de 

PDE4A8 é significativamente menor, porém para a mutação R304Q é significativamente maior. 

Também é demonstrado que a expressão da fosfodiesterase 4A8 nas mutações Q164*, 

F269_H275dup e R304* é significativamente diminuída quando comparadas com as células 

produtoras de GH no adenoma secretor de GH sem mutação no gene AIP. Todas as comparações 

significativas com P < 0.0001.  
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Figura 11 – Localização do PDE4A8 em adenomas secretores de GH com mutação AIP 

Imunofluorescência de dupla marcação utilizando o anticorpo monoclonal 4E1.16  

(coloração verde) e anticorpo policlonal GH (coloração vermelha) em hipófise normal e 

em adenomas secretores de GH com/sem mutação AIP; barra de escala: 25 µm. O 

gráfico de barra demonstra a fluorescência relativa de PDE4A8 em células secretoras de 

GH normais, em células sem mutação AIP e em diferentes mutações do AIP. Todos os 

dados estão representados em média ± S.E.M .; UA, unidades arbitrárias; P <0,0001, 

onde * é significância em relação às células da hipófise normal e     é significância em 

relação às células sem mutação AIP. 
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A família das fosfodiesterases desempenham um importante papel na sinalização 

de cAMP em diversos órgãos e tecidos (10, 48-50) nos quais são responsáveis por 

catalisar a clivagem do cAMP em 5’AMP e dessa forma regular os níveis de cAMP no 

interior das células. A presença de PDE4A na hipófise pode ser regulada por uma 

interação específica proteína – proteína, como é o caso de PDE4A5 (PDE4A4 em seres 

humanos) que interage seletivamente com AIP (25).    

 Nesse estudo conseguimos demonstrar que tanto PDE4A4 como PDE4A8 são 

expressos na hipófise humana e que essa expressão é significativamente aumentada nos 

diferentes adenomas estudados, quando comparamos a célula tumoral com sua 

respectiva célula na hipófise normal.  

 Revisando a literatura, podemos encontrar estudos demonstrando a presença de 

PDE4A, PDE4B e PDE4D em células da hipófise e adenomas através da presença de 

RNA mensageiro (24) porém não encontramos nenhum estudo que demonstre 

precisamente, como aqui evidenciado, a distribuição dessas isoformas nas células 

hipofisárias normais e em diferentes adenomas hipofisários.    

 A expressão de PDE nas células é muito importante para a devida regulação das 

vias de sinalização do cAMP. Em casos onde há a desregulação dessa via, 

consequentemente há desregulação da homeostasia. Demonstramos nesse estudo a 

expressão aumentada tanto de PDE4A4 como de PDE4A8 nos quatro diferentes 

adenomas hipofisários (secretores de GH, PRL, ACTH e NFPA -  adenoma 

clinicamente não funcionante FSH positivo) em relação às mesmas células em hipófise 

normal.  

Na via do cAMP na hipófise, o receptor acoplado à proteína G é ativado quando 

o hormônio liga-se a ele, o que ocasiona uma alteração conformacional do receptor. A 

subunidade Gsα se desprende do complexo, liga-se à adenil-ciclase, que catalisa a 
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conversão de ATP em cAMP. A elevação de cAMP intracelular leva à dissociação da 

subunidade catalítica da subunidade regulatória da proteína quinase A. A ativação da 

proteína quinase A pode então fosforilar uma série de alvos que regulam o fluxo de 

enzimas efetoras e canais iônicos, bem como ativa a transcrição de genes específicos 

que exercem papel no crescimento e diferenciação celular. As PDEs são fundamentais 

na regulação dessa via, uma vez que é a única capaz de hidrolisar o cAMP para sua 

forma inativa 5’-AMP. Nos adenomas hipofisários há uma liberação aumentada de 

hormônios o que implica em consequente aumento de PKA ativando a transcrição de 

genes promotores de crescimento celular (Figura 12). A expressão aumentada dessas 

fosfodiesterases nos adenomas hipofisários esporádicos sugere uma possível 

adaptação/compensação à tumorigênese, na tentativa de supressão do efeito 

proliferativo (Figura 12). 

Sabe-se que seis famílias de PDEs possuem papel tanto na fisiologia como em 

doenças endócrinas: PDE1, PDE2, PDE3, PDE4, PDE8 e PDE11. O padrão de 

expressão das isoformas de PDEs varia de acordo com o desenvolvimento, estado 

proliferativo e estímulos hormonais da célula. No entanto, é importante salientar que a 

compreensão das funções das PDEs é de difícil entendimento devido ao fato das 

propriedades catalíticas de algumas isoformas de PDE serem semelhantes. Sendo assim, 

a atribuição de um papel específico a uma determinada isoforma de PDE pode ser 

precipitada necessitando de estudos específicos a respeito de sua localização e função 

celular.  
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Figura 12 – O papel da fosfodiesterase na via do cAMP em tumores hipofisários sem a 

mutação do AIP. O receptor acoplado à proteína G é ativado pelo hormônio produzido 

em excesso no adenoma, o que ocasiona em aumento da conversão de ATP em cAMP e 

consequente hiperativação da proteína quinase A. Essa cascata propicia a ativação da 

transcrição de genes específicos que exercem papel no crescimento e diferenciação 

celular, assim ocasionando o aumento de células no adenoma. Em contra resposta, como 

compensação na tumorigênese, observamos aumento de PDEs nos adenomas 

esporádicos. Abreviaturas: CREB - proteína de ligação ao elemento de resposta cAMP; 

cAMP – adenosina monofosfato cíclico; 5’-AMP – 5’ adenosina monofosfato.   
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A expressão de PDE4A4 e PDE4A8 na hipófise humana é demonstrada nesse 

estudo de forma clara e objetiva. Podemos afirmar que ambas as isoformas são 

presentes nos diferentes tipos celulares constituintes da hipófise humana (somatotrofo, 

corticotrofo, lactotrofo e gonadotrofo). O padrão de expressão dessas PDEs variaram de 

acordo com o tipo celular, sendo que para PDE4A4 a expressão em células hipofisárias 

normais secretoras de GH e FSH foi maior do que em células secretoras de ACTH e 

PRL. Já para PDE4A8, a expressão foi maior em células secretoras de PRL, GH e FSH.  

Pouco se sabe a respeito da expressão de fosfodiesterases na hipófises e menos 

ainda na hipófise humana, uma vez que a grande maioria dos estudos demonstra a 

associação entre PDEs e funções endócrinas em animais. 

A tumorigênese hipofisária ainda é desconhecida. Existem alguns estudos 

demonstrando que a interação de PDE4A4 com AIP possa ser de grande importância 

visto que o gene AIP é considerado um gene supressor de tumor e dentre as diversas 

mutações descritas há indícios que alterações na estrutura dos domínios TPR da 

molécula AIP podem ser preditores de adenomas hipofisários (43). Cerca de 30% das 

famílias com FIPA e 50% das acromegalias familiares possuem mutação no gene AIP 

(51). 

Aproximadamente 75% das mutações do AIP interrompe completamente a 

porção C-terminal do domínio TPR e/ou o Cα-7h (52). A grande maioria das mutações 

missense afetam as duas partes finais do domínio TPR e Cα-7h, ambas envolvidas nas 

interações com proteínas. Proteínas ligantes à AIP, tais como Ahr e PDE4A4, tem sido 

demonstradas como potenciais ligantes à parte Cα-7h da molécula AIP. De que forma a 

ausência de AIP ou sua disfunção conduz à tumorigênese e como as interações que são 

rompidas predispõem as células para a tumorigênese ainda são mal compreendidas e 

também difícil de prever, visto que o AIP interage diretamente com um número de 
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proteínas e, indiretamente, através dos três sistemas de chaperonas, com um número 

grande de outras proteínas (44). 

Demonstramos que tanto a expressão de PDE4A4 quanto a de PDE4A8 foi 

diminuída em amostras de adenomas secretores de GH com diferentes mutação do AIP.  

Para PDE4A8, mesmo não sendo encontrado na literatura possível interação com 

AIP, podemos observar que há diferenças na expressão dessa fosfodiesterase para cada 

mutação estudada. Para Q164* (c.490C>T) e F269_H275dup (c.805_825dup) 

observamos significativa diminuição de PDE4A8 em relação às células de hipófise 

normal. Já para a mutação R304* (c.910C>T) apresenta expressão semelhante às células 

normais e expressão diminuída em relação as células de GH de adenomas sem mutação. 

A mutação R304Q (c.911G>A) apresenta expressão semelhante às células de GH de 

adenomas sem mutação e expressão diminuída em relação as células normais. Essas 

diferenças de expressão sugerem que mutações do AIP podem reduzir potencialmente a 

expressão/estabilidade de PDE4A8, levando a uma alteração da via cAMP, embora uma 

possível interação não específica de PDE4A8 com AIP não possa ser descartada.  

É bem descrito na literatura a interação entre PDE4A5 (forma análoga à 

PDE4A4 em humanos) e AIP (12, 26, 43, 44, 53). Sendo assim a demonstração celular 

da expressão dessa fosfodiesterase é de grande importância para o entendimento da 

tumorigênese hipofisária. Podemos observar a expressão semelhante de PDE4A4 tanto 

nas células normais como nas células com mutação F269_H275dup, R304* e E222* 

(c.622dupC), porém expressão diminuída em relação à células de GH de adenomas sem 

mutação. Já as mutações F269F (c.807C>T) e R304Q apresentam expressão aumentada 

em relação as células normais e semelhante aos adenomas sem mutação.  

As mutações R304* e R304Q possuem mutação AIP nonsense e missense 

respectivamente. Em R304* a mutação provoca um enfraquecimento da ligação de 
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PDE4A5 e também perturba a ligação com AhR e no caso da mutação R304Q ocorre o 

enfraquecimento da ligação com PDE4A5, nas quais, a extremidade C-terminal do 

domínio TPR foi majoritariamente interrompida. Já a mutação de inserção 

F269_H275dup apesar de apresentar expressão significativamente diminuida de 

PDE4A4 não mostra ruptura de ligação com PDE4A5 (26). A mutação nonsense E222* 

apresenta expressão de PDE4A4 similiar à células hipofisárias normais bem como nas 

mutações F269_H275dup e R304*, sugestivo de um possível distúrbio na interação 

AIP-PDE4A4. Quanto à mutação splice site F269F, a expressão de PDE4A4 

significativamente maior que células normais demonstra que essa mutação, apesar de 

afetar a montagem do gene e essas anomalias perturbarem profundamente a estrutura da 

proteína, existe um efeito compensatório. 

Assim como as mutações do AIP predispõem a adenomas e também prejudicam 

a capacidade de sua interação com PDE4A5 (12, 26), essa molécula que também 

interage com muitas outras proteínas, dentre elas: survivina e RET (54), ambas 

importantes proteínas de crescimento/regulação; receptor aril hidrocarbono – AhR; 

membros da via de sinalização Gαi-2 e Gα1-3 (55); PRKAR1A (19); bem como Hsp90 

e Hsp70, pode ter a ligação comprometida dependendo da mutação do gene AIP.  

Existe na literatura um único estudo demonstrando que o efeito da expressão 

AIP sobre os níveis de cAMP não foi alterado pela a inibição geral de fosfodiesterases 

(IBMX) ou específica de PDE4 (Rolipram), bem como os níveis de secreção de GH 

pelas células também não foi alterado pelo uso desses inibidores (56). Porém, nesse 

estudo, o tipo celular utilizado não é de uma linhagem somatotrófica, tendo os estudos 

sido realizados in vitro e a concentração utilizada dos inibidores não foi relatada.  
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Figura 13 – O papel da fosfodiesterase na via do cAMP em tumores hipofisários com a 

mutação do AIP. O receptor acoplado à proteína G é ativado pelo hormônio produzido 

em excesso no adenoma secretor de GH, o que ocasiona em aumento da conversão de 

ATP em cAMP e consequente hiperativação da proteína quinase A. Essa cascata 

propicia a ativação da transcrição de genes específicos que exercem papel no 

crescimento e diferenciação celular, assim ocasionando o aumento de células no 

adenoma. Diferentemente do encontrado nos adenomas esporádicos, observamos que a 

expressões de PDEs nos adenomas com mutação do AIP é dependente do tipo de 

mutação do gene. Esse achado sugere que, dependendo da mutação, a interação entre 

AIP-PDE4A4 é comprometida (interrompida) em humanos, assim como demonstrado 

em animais, e consequentemente há a diminuição da expressão das fosfodiesterases.  

Abreviaturas: CREB - proteína de ligação ao elemento de resposta cAMP; cAMP – 

adenosina monofosfato cíclico; 5’-AMP – 5’ adenosina monofosfato.   
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Conforme nosso estudo demonstra, o aumento na expressão de PDEs em 

tumores esporádicos pode ter papel contra regulatório, porém nos adenomas com 

mutações AIP, a expressão diminuída de fosfodiesterases em algumas mutações sugere 

que, para esses tumores, a compreensão do papel das PDEs na inativação de funções 

celulares possa contribuir para o desenvolvimento de novas drogas que visem PDE na 

hipófise, de forma semelhante ao que tem sido conseguido com êxito em outras 

doenças.  

Sendo assim, devemos explorar e estudar cada vez mais a interação AIP - 

PDE4A4  nos tumores hipofisários, uma vez que essa interação específica  desempenha 

um importante papel importante na atividade supressora de tumor do AIP. No entanto, 

podemos inferir que o aumento da expressão de PDE4A4 nos diferentes adenomas de 

hipófise possa ser uma resposta celular aos efeitos de perda da supressão do tumor de 

AIP nos adenomas. 

É também possível que PDE4A4 e PDE4A8 (bem como outras isoformas de 

PDE4A ainda não demonstradas experimentalmente na hipófise) desempenhem um 

papel na formação do adenoma. Essa inferência é bem plausível visto que as mutações 

do AIP, em sua grande maioria, perturbam a interação com PDE4A4, que possui papel 

fundamental tanto na hipófise normal como nos adenomas. Do ponto de vista 

fisiológico, o AIP inibe a atividade enzimática de PDE4A4 e consequentemente ocorre 

o aumento dos níveis de cAMP, que assim ativa PKA. Sendo assim, a perda de função 

do AIP poderia aumentar a atividade de PDE4A4, os níveis de cAMP diminuiriam e 

regulariam negativamente a PKA. Dado que a ativação, em vez de inativação de PKA 

predispõe aos adenomas somatotróficos, é mais provável que o efeito das mutações de 

AIP em PDE4A4 gere uma resposta compensatória à tumorigênese, mais do que para 

promover a tumorigénese. 
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Finalmente, a desregulação de PDE4A4 e PDE4A8 aqui mostrado, abre um novo 

caminho para a tumorigênese hipofisária. Estes novos dados sugerem pela primeira vez 

que as duas isoformas apresentadas nesse estudo estão expressas no tecido da hipófise 

humana normal e que a sua expressão aumentada em tumores hipofisários é 

interrompida por várias mutações AIP, sugerindo um papel putativo desta isoforma na 

tumorigénese hipofisária, e possivelmente contribuindo para a perda de função do AIP 

observada em amostras de AIP mutantes.  

  Apesar de dados bem concretos, uma série de estudos adicionais ainda são 

necessários para avaliar melhor essa hiper expressão de PDEs nos adenomas 

hipofisários e também avaliar as diferentes expressões nas diversas mutações AIP.  
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