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RESUMO

Introdugao: O AMPK (AMP-proteina quinase ativada) ¢ uma enzima que atua como
sensor metabolico sensivel a alteragdo na relagdo ATP/AMP e encontra-se relacionado a
modulagdo da proliferacao celular. O objetivo principal desse trabalho foi estudar a
expressao de pAMPK em células somatotroficas tumorais de pacientes portadores do
diagnédstico de acromegalia submetidos a cirurgia transesfenoidal. Avaliamos também a
expressao de pAMPK em células somatotroficas tumorais de pacientes com acromegalia
com mutagdo do gene AIP e GNAS, além da correlacdo entre a expressdao de pAMPK e
os seguintes parametros clinicos: sexo; indice de massa corporal (IMC); padrao de
expressao de citoqueratina (CAMS.2); uso de metformina antes da cirurgia; niveis de GH
pré cirurgia e a necessidade do uso de terapia medicamentosa (analogo de somatostatina
ou cabergolina) apos a cirurgia. Métodos: Foram incluidos no estudo para avaliagdo da
expressao de pAMPK por imunofluorescéncia, biopsias de pacientes com diagnodstico de
acromegalia e submetidos a cirurgia para retirada do adenoma (n=16), hipéfises normais
sem alteracdo estrutural ou enddcrina (n=5) e adenomas secretores de hormonio do
crescimento (GH) com mutacao AIP (Q164X, R304*, R304Q, E222* e F269 H275dup).
As biopsias de pacientes com diagnéstico de acromegalia também foram submetidas ao
estudo para determinagdo da presenca de mutagdo GNAS. Resultados: A expressao de
pAMPK foi significativamente maior nas amostras de pacientes com acromegalia em
comparagdo as amostras hipdfises normais (p < 0.0001). Os parametros clinicos dos
pacientes com acromegalia: sexo, IMC, padrdo de expressdo de citoqueratina CAMS.2,
uso de metformina antes da cirurgia, niveis de GH pré cirurgia e necessidade de terapia
medicamentosa (anidlogo de somatostatina ou cabergolina) apds a cirurgia ndo
apresentaram correlacdo estatistica com a expressido de pAMPK nas células

somatotroficas dos adenomas de pacientes com acromegalia na amostra avaliada. A



mutagdo GNAS foi observada em apenas um paciente, cuja amostra apresentou expressao
de pAMPK semelhante aos pacientes com acromegalia sem mutagdo GNAS. As amostras
das mutagdes de AIP R304*, Q164X, e F269 H275dup apresentaram expressdao de
pAMPK iguais aos adenomas sem mutacao desse gene. Ja referente as mutagoes E222*
e R304Q, a expressio de pAMPK apresentava-se significativamente aumentada em
relacdo aos adenomas sem mutacdo neste gene (p<<0.0001). Conclusdo: Nossos dados
mostram um aumento da expressao de pAMPK em somatotropinomas esporadicos,
independente do uso pré-operatorio de metformina.

Palavras-Chave: acromegalia, expressao de pAMPK, metformina, GNAS, muta¢do do

AIP.



ABSTRACT
Introduction: AMPK (AMP-activated protein kinase) is an enzyme that acts as a
metabolic sensor by changing the ATP / AMP ratio and is related to the modulation of
cell proliferation. The aim of this work was to study the expression of pAMPK in sporadic
growth hormone-secreting pituitary adenomas (GH). We also evaluated the expression of
pAMPK in tumor somatotrophic cells of patients with acromegaly with mutation of the
AIP and GNAS gene, in addition to the correlation between the expression of pAMPK
and the following clinical parameters: sex; body mass index (BMI); cytokeratin
expression pattern (CAMS.2); use of metformin before surgery; preoperative GH levels
and the need to use drug therapy (somatostatin analogue or cabergoline) after surgery.
Methods: We included to the study, biopsies of patients diagnosed with acromegaly and
who underwent surgery to remove the adenoma (n = 16), normal pituitary glands without
structural or endocrine alteration (n = 5) and growth hormone -secreting adenomas with
AIP mutation (Q164X, R304 *, R304Q, E222 * and F269 H275dup). The biopsies of
patients diagnosed with acromegaly were also submitted to the study to determine the
presence of the GNAS mutation. Results: Expression of pAMPK was significantly higher
in patients with acromegaly compared to normal pituitary glands (p <0.0001). The clinical
parameters of patients with acromegaly: gender, BMI, expression pattern of cytokeratin
CAMS.2, use of metformin before surgery, GH levels before surgery and need for drug
therapy (somatostatin analogue or cabergoline) after surgery did not show statistical
correlation with the expression of pAMPK in the somatotrophic cells of the adenomas of
patients with acromegaly in the evaluated sample. The GNAS mutation was observed in
only one patient, who showed pAMPK expression similar to patients with acromegaly
without this mutation. The AIP R304 *, Q164X, and F269 H275dup mutations showed

pAMPK expression equal to adenomas without mutation of this gene. Mutations E222 *



and R304Q, on the other hand, showed significantly increased pAMPK expression in
comparison to adenomas without mutation in this gene (p <0.0001). Conclusion: Our
data show an increase in the expression of pAMPK in sporadic somatotropinomas,
regardless of the preoperative use of metformin.

Keywords: acromegaly, pAMPK expression, metformin, GNAS, AIP mutation.
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1. INTRODUCAO

A acromegalia ¢ uma doenga cronica decorrente da produgdo excessiva de GH /
IGF-1 e possui prevaléncia de 10 a 20% dentre os tumores hipofisarios. Na maioria dos
casos sdo adenomas benignos e ocorrem de forma esporadica e isolada, mas também
podem estar associados a sindromes familiares tais como neoplasia enddcrina multipla
tipo 1 (NEM-1); mutagdes no gene supressor de tumor AIP (Proteina de interacdo com
receptor aril hidrocarbono), FIPA (familial isolated pituitary adenomas); sindrome de
McCune-Albright, GPR101 (receptor acoplado a proteina G 101) e mutagao GNAS (gene
que codifica a porcao a da proteina G) (1).

O AMPK ¢ uma enzima responsavel pela regulacio da homeostase energética
celular em todas as células eucarioticas. Sua ativacdo ocorre mediante redugdo da
concentracao de adenosina trifosfato (ATP) e consequente elevagdo da concentragcdo de
adenosina monofosfato (AMP). Sabe-se que em tumores malignos a ativacdo de AMPK
¢ diminuida e que essa diminuicao € prejudicial, uma vez que a ativagao de AMPK atuaria
nesses tumores a fim de limitar a sintese de adcido graxo e colesterol, que estdo aumentadas
em neoplasias malignas (2). Porém, em tumores benignos, ainda nao existem dados
concretos sobre a ativagao de AMPK, apesar de um estudo relatar o aumento de ativagao
de AMPK em adenomas de colon benignos quando comparados ao cancer colorretal (3).
Ja em culturas celulares de hipofise, a eficacia de medicamentos ativadores de AMPK na
diminui¢do da proliferacao celular e producao hormonal de células hipofisarias ¢ bem
descrita (4-6).

Dessa forma, avaliar a expressao de AMPK ativada (pAMPK) em amostras de
pacientes com acromegalia, bem como em amostras de hipdfise humana normal mostra-

se relevante para o melhor entendimento da expressao de pAMPK nesses adenomas
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hipofisarios e pode fornecer dados importantes para o melhor conhecimento e

entendimento da tumorigénese hipofisaria.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A Glandula Hipoéfise

A hipofise é considerada uma glandula de extrema importancia por estar
envolvida no controle de diversos processos do corpo humano, tais como: crescimento,
desenvolvimento e reproducao do individuo, equilibrio metabolico, entre outras fungdes.
Essa glandula esta localizada no osso esfenodide, mais precisamente na sela tlrcica e €
dividida em: adenohipofise — responsavel pela producdo e secrecao de seis diferentes
hormonios: hormonio de crescimento — GH (células hipofisarias do tipo somatotréfica),
tireo-estimulante — TSH (tireotrofica), adrenocorticotréfico — ACTH (corticotrofica),
prolactina — PRL (lactotrofica), luteinizante — LH e foliculo estimulante — FSH
(gonadotrofica); e neurohipofise - que ndo produz hormoénios mas € responsavel por
armazenar € secretar oxitocina e arginina- vasopressina — AVP, hormoénios esses
sintetizados no hipotalamo (7).

A adenohipoéfise € constituida majoritariamente por células somatotréficas - 35 a
45%, que estdo localizadas predominantemente nas asas laterais da hipofise anterior. As
demais células da hipofise anterior sdo compostas por: 15 —20% de células lactotroficas,
cerca de 20% de células corticotrdficas, em torno de 10 — 15% de células gonadotroficas

e aproximadamente 5% de células tireotroficas (8).

2.2 Tumores Hipofisarios

Os tumores hipofisarios, em sua maioria, apresentam ocorréncia esporadica. Em
geral, sdo considerados raros e benignos, porém podem causar efeitos patoldgicos e
sistémicos devido a hipersecrecdo hormonal ou pelos efeitos de massa do tumor. A
compressao mecanica de estruturas cranianas (lobo frontal inferior, assoalho do terceiro

ventriculo, quiasma Optico e haste hipofisaria) ocasionada pelo volume e direcdo de
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crescimento do tumor podem causar danos temporarios ou permanentes nessas estruturas
e até mesmo comprometer suas funcdes (9-12). Além disso, quando tratam-se de tumores
funcionantes, observa-se hipersecre¢do hormonal (13-15). Além dos danos fisicos,
podemos identificar também deficiéncias cognitivas (funcdes executivas ¢ de memoria)
associadas aos adenomas hipofisarios (16, 17).

Hé também os tumores hipofisarios familiares que sdo considerados ainda mais
raros que os adenomas esporadicos e podem ocorrer associados a algumas sindromes
envolvendo outras glandulas enddcrinas, tais como neoplasias enddcrinas multiplas
(NEM), complexo de Carney, sindrome de McCune-Albright, acrogigantismo ligado ao
cromossomo X, 3PAs (adenoma hipofisario, feocromocitoma, paraganglioma), DICERI1
e sindrome pleuropulmonar e Esclerose Tuberosa (TSC) (1, 18).

Os adenomas hipofisarios sdo classificados conforme o hormdnio secretado em
excesso: adenomas secretores de GH (somatotropinomas), adenomas secretores de PRL
(prolactinomas), adenomas secretores de ACTH (corticotropinomas), adenomas
secretores de TSH (tireotropinomas), adenomas secretores de gonadotropinas
(gonadotropinomas, LH ou FSH) e adenomas co-secretores (secretam mais de um
hormonio). Hé ainda os adenomas hipofisarios clinicamente nao funcionantes (ACNFs),
que sao assim chamados por ndo apresentarem sintomas clinicos de hipersecrecao
hormonal. Porém, assim como nos adenomas que apresentam hipersecre¢ao hormonal, a
massa tumoral poder afetar outras estruturas ocasionando perda visual, cefaléia,
compressao ¢ danos ao tecido hipofisario normal. Podemos classificar os adenomas
hipofisarios quanto ao seu tamanho: microadenomas (< 1 cm) e macroadenomas (> 1 cm).
A idade média de diagnostico destes tumores ¢ de 30-40 anos para tumores esporadicos
mas, para pacientes que possuem heranga familiar, esse diagndstico tende a ser feito mais

precocemente, abaixo dos 30 anos (19).
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A prevaléncia geral dos tumores hipofisarios sintomaticos ¢ cerca de 1/1.000 (19),
sendo que os prolactinomas sdo os 0os adenomas com maior prevaléncia (40 a 50%),
seguidos pelos ACNFs (35%), somatotropinomas (acromegalia — 10 a 20%) e
corticotropinomas (5 a 10%). Ja os gonadotropinomas / tireotropinomas sao considerados

raros (20-22).

2.3 Acromegalia

A acromegalia, uma doenga cronica decorrente da producao excessiva de GH e
fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 1 (IGF-1) ¢, em 98% dos casos,
decorrente de um adenoma hipofisario hipersecretor de GH, e em casos mais raros pode
ser determinada pela hipersecrecao eutopica ou ectdpica do hormdnio liberador do GH —
GHRH - ou devido a secrecao ectopica de GH (23). Dentre os tumores hipofisarios que
apresentam hipersecre¢do hormonal, adenoma hipersecretor de GH ¢ o segundo mais
prevalente (estimado em 125 — 295 casos por milhdo), com incidéncia aproximada de 5
casos / milhao de populacao por ano (24, 25). Pode ser diagnosticada em qualquer idade,
embora a maioria dos diagnosticos ocorram entre 40 — 50 anos (26, 27) e, mesmo em
paises desenvolvidos, o diagnostico ainda apresenta atraso de 5 a 10 anos apos o
aparecimento dos primeiros sinais e sintomas da acromegalia (28, 29). Estudos recentes
sugerem que a acromegalia afeta mais as mulheres do que os homens (30).

A doenga ¢ caracterizada por sinais e sintomas decorrentes da exposi¢ao
prolongada ao excesso de GH e/ou IGF-1 e, no caso de macroadenomas, de seu efeito
compressivo em estruturas vizinhas. A hipersecrecdo do GH ¢ responsavel por inlimeras
manifestagdes clinicas do paciente, tais como: alteragdes cranio-faciais, crescimento dos
pés/maos, hiperidrose, sindrome do tinel do carpo, artralgia, macroglossia, macrognatia,

entre outras. Também ha maior prevaléncia de doengas cardiovasculares associadas a
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hipertrofia do ventriculo esquerdo e aterosclerose (31, 32), bem como presenga de
“acantosis nigricans” e efeitos anti-insulinicos do GH (33). Nos pacientes com
acromegalia também s3o descritas alteragdes do metabolismo 6sseo, tais como:
hipercalcemia, hipercalcitiria, hiperfosfatemia e maior risco de fratura, mesmo em casos
cuja densitometria mineral dssea apresenta-se normal (34, 35).

Quanto a massa tumoral, dependendo do volume, localizacdo e agressividade
tumoral, o paciente pode manifestar cefaleia, alteragdes visuais, sinais e sintomas
decorrentes de hipopituitarismo e de hiperprolactinemia nao tumoral, e raramente pode
afetar os pares de nervos cranianos 11, IV e V, (26).

A confirmagdo do diagndstico de acromegalia, a partir de uma suspeita clinica
com base nos sintomas citados anteriormente, ¢ realizada através de dosagens sanguineas
de GH e IGF-1. Nadir de GH ap0s teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) 2 horas apos
ingestao de 75 gramas de dextrosol superiores a 0,4 ng/mL (particularmente ao se utilizar
ensaios imunométricos mais sensiveis), juntamente a IGF-1 aumentado para a idade e
sexo, confirmam o diagnostico (36). Para casos nos quais haja discrepancia entre GH e
IGF-1, sugere-se a preferéncia pelo IGF-1 por ser mais confiavel (37-39). Apds a
confirmacao do diagnostico laboratorial, a ressonancia magnética da sela tarcica antes e
apods contraste com gadolinio € o exame de imagem de escolha para confirmag¢ao do tumor
e caracterizagdo quanto a localiza¢do e ao tamanho. Como o diagnostico geralmente ¢é
tardio, na maioria das vezes a imagem ¢ compativel com um macroadenoma (> lcm),
normalmente hipointenso em T1 e com realce pelo contraste menor ou mais tardio que o
tecido hipofisario normal (40).

O tratamento padrdo ouro para a acromegalia ¢ cirurgico, realizado geralmente
pela via transesfenoidal, com o objetivo de retirar o adenoma hipofisario e preservar ao

maximo o tecido normal da glandula. Porém, nos casos em que ndo ha cura cirirgica
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(aproximadamente 50%) ou para os pacientes com contraindicagdo cirurgica, opta-se pelo
tratamento medicamentoso e, em casos especificos, a radioterapia (36, 41).

O tratamento medicamentoso de primeira escolha sdo os ligantes dos receptores
de somatostatina (SRL) de primeira geracdo, tais como o lanreotide ¢ o octreotide,
capazes de reduzir a secrecdo de GH e consequentemente a de IGF-1, também podem
reduzir o tamanho tumoral em micro € macroadenomas (36, 41). Porém, para os pacientes
nao responsivos aos SRLs de primeira geragdo, outras op¢des sao o SRL de segunda
geragdo (pasireotide) e o antagonista de receptor de GH (pegvisomanto). Para o caso de
pacientes cuja combinagcdo medicamentosa seja necessaria, as seguintes opgoes devem
ser consideradas: SRL de primeira geragcdo em baixa dose (octreotida ou lanreotida) mais
pegvisomanto semanal (42); ou a combinacao de pasireotide e pegvisomanto que mostrou
ser eficaz em melhorar o controle bioquimico em cerca de 70% dos pacientes, mesmo
com baixa dose de pegvisomanto, apesar da adi¢cao de pegvisomanto ao tratamento nao
melhorar a hiperglicemia induzida pelo pasireotide (42). Outra op¢ao de medicamento ¢
a cabergolina, um agonista dopaminérgico com efeito relativamente modesto para o
controle bioquimico e cuja escolha geralmente ¢ restrita a pacientes com leves alteracdes
de GH / IGF-1 no p6s operatorio (43). Seu uso pode ser 1util como terapia complementar
para pacientes nos quais nao se alcangou o controle bioquimico com doses elevadas de
SRL ou pegvisomanto (43).

Uma nova op¢do de tratamento, aprovada recentemente nos Estados Unidos, ¢
a octreotida oral. Seu uso ¢ recomendado principalmente para pacientes que
demonstraram resposta bioquimica, completa ou parcial, a octreotida ou lanreotida
injetaveis (42). Seu uso ndo ¢ recomendado para pacientes com historico de resisténcia a
octreotida injetavel e ainda ndo existem dados suficientes sobre o uso de octreotida oral

como terapia primaria em pacientes virgens de tratamento para acromegalia (42).



24

Para casos de tumores mais agressivos e sem resposta satisfatoria a cirurgia e
medicamentos, a radioterapia ¢ uma opgao terapéutica a ser considerada. Para a escolha
desse tratamento, deve-se ponderar se sua eficacia no controle do crescimento tumoral
(90% dos casos) e contribui¢do para o controle bioquimico da doenga (cerca de 60% dos
casos) ¢ superada por seus efeitos colaterais a longo prazo: hipopituitarismo, doenga
cerebrovascular e malignidades (44, 45).

A acromegalia € associada ao maior risco de muitas comorbidades, tais como:
doencas cardiovasculares e metabolicas, neoplasias, doencas respiratérias e, por isso,
deve ser controlada. Porém, a reducdo dos niveis de GH circulantes para valores inferiores
a 1 ng/dL e a normalizagdo do IGF-1 para a idade sdo capazes de reduzir a taxa de
mortalidade desses pacientes, tornando-as comparaveis as da populagdao normal (32, 46).
Sendo assim, um diagndstico precoce e tratamento adequado da acromegalia sdo fatores
capazes de diminuir a morbi-mortalidade destes pacientes.

Dentre as mutacdes génicas associadas a acromegalia/gigantismo, a mutagao
GNAS (gene que codifica a por¢ao a da proteina G) ¢ a mais comum, com prevaléncia
de 40% na acromegalia (47). J& a mutagdo do gene supressor de tumor AIP possui
prevaléncia de 50% em FIPAs e 4% nos casos de acromegalia esporddicos, enquanto a
mutagdo GPR101 0 a4.4% em casos de acrogigantismo (47). Nesses casos, a acromegalia

geralmente acomete individuos mais jovens e os tumores tendem a ser mais agressivos

(47). (Tabela 1)
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Tabela 1 — Mutagdes associadas a acromegalia / gigantismo, prevaléncia e aspectos

clinicos. Adaptado de (47)

GENEOU  LOCALIZACAO PREVALENCIA NA ASPECTOS CLINICOS
ALTERACAO ACROMEGALIA
GENETICA
AIP 11q13.3 50% entre FIPAs Afeta pacientes mais jovens;
4% na acromegalia esporadica tumores mais invasivos, pior
resposta aos SRLs
NEM1 11q13.1 1,2% Hiperparatireoidismo, adenomas
hipofisarios; tumor
neuroendocrino pancreatico
(NEM1)
CDKNI1B 12p13.1 Raro Hiperparatireoidismo, adenomas
hipofisarios; tumor
neuroendocrino pancreatico
(NEM4)
PRKARI1A 17q22-24 65% complexo de Carney Acromegalia; mixomas cardiacos
e cutaneos; PPNAD, lesoes
pigmentadas de pele e mucosa
SDHA 5p15.33
SDHX SDHB 1p36.13 Raro Acromegalia, paragangliomas,
SDHC 1¢23.3 feocromocitoma (sindrome 3PAs)
SDHD 11q23.1
GPR101 Xq26.3 0a4,4% Acrogigantismo ligado ao X;
gigantismo de inicio precoce
GNAS 20q13.3 40% Acromegalia esporadica; sindrome
de McCune-Albright

Legenda — AIP: proteina de interacao com receptor aril hidrocarbono; FIPA (adenomas

hipofisarios familiares isolados); NEM-1: neoplasia enddcrina multipla tipo 1; CDKNI1B:

inibidor de quinase dependente de ciclina 1B; PRKAR1A: subunidade reguladora de

proteina quinase tipo I-alfa dependente de cAMP; PPNAD: doenc¢a nodular pigmentada

primaria da adrenal; SDHx: genes da familia succinato desidrogenase (A, B, C ou D);

GPR101 (receptor acoplado a proteina G 101); GNAS: gene que codifica a por¢ao a da

proteina G.
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2.3.1 Gene AIP

O gene AIP estd inserido na lista de genes conhecidos e amplamente estudados na
tentativa de elucidar a tumorigénese endodcrina, principalmente por sua capacidade de
interagdo especifica com a fosfodiesterase 4A5 (PDE4AS) — proteina envolvida na via de
sinalizagdo do AMP ciclico (cAMP) (48) — e a descrigdo de que o AIP com mutagao perde
sua capacidade de interagir com PDE4AS por possivelmente interferir na cascata
intracelular de cAMP (49).

Atualmente, mais de 40 mutagdes diferentes de AIP ja foram identificadas em
pacientes com tumores hipofisarios familiares isolados e temos também um numero de
amostras dessas mutacdoes do AIP que perderam sua fung¢do se comparadas a proteina
nativa (50, 51). Existem diferentes tipos de mutacao do gene AIP descritas (Figura 1), sdo
elas: Missense — essa mutagdo causa uma mudanga em um par de bases, a qual resulta na
alteracdo de um aminoacido e consequentemente na sequéncia proteica do AIP; Nonsense
— nessa mutacdo ¢ observada a inser¢ao de um codon de parada, fazendo com que a
proteina AIP seja muito mais curta do que deveria ser. Isto provoca um efeito importante
sobre a fun¢do da proteina AIP; Delecdes/Inser¢des — um ou mais codons inteiros sao
excluidos/inseridos, resultando assim na diminui¢ao/aumento do comprimento da
proteina AIP; Mutacdes de leitura — ocorre quando uma ou duas bases sdo
excluidas/inseridos, fazendo com que toda a leitura do cddon mude e, dessa forma, cada
aminoacido seguinte a mutacdo; Promoter — mutagcdo na regido promotora que afeta a
regulagdo do gene; Grandes delegdes — nessa mutacdo grande segmento do gene ¢
eliminado, o que resulta na proteina AIP sendo gravemente alterada; Splice Site — essa
mutacdo afeta a montagem do gene e anomalias causadas por tal mutagdes no local de

splice geralmente perturbam severamente a estrutura da proteina.
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Figura 1 — Mutagdes da proteina de interagdo com receptor aril hidrocarbono (AIP) descritas na literatura. Adaptada de:

http://www.fipapatients.org/aip/. Abreviaturas: Chr — cromossomo; AIP — proteina de interagdo com receptor aril hidrocarbono
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2.3.2 Novos marcadores imunohistoquimicos na Acromegalia

Um marcador que vem sendo utilizado e pode até mesmo impactar na terapia
médica ¢ 0 CAMS.2. Esse marcador de citoqueratina permite a importante distin¢ao entre
o padrio densamente e esparsamente granulados no adenoma, ja que a fisiopatologia
destas lesdes pode determinar sua resposta as terapias atuais que estdo disponiveis:
analogos da somatostatina versus antagonistas do GH e possivelmente agonistas da
dopamina (52-54). O CAMS.2 também vem sendo descrito como marcador estrutural e
funcional na acromegalia, visto que o padrdo densamente granulado ¢ descrito como
menos agressivo € com um desfecho clinico mais favoravel (podendo ser micro ou
macroadenoma) enquanto que o padrdo esparsamente granulado engloba macroadenomas

mais agressivos e resultados terapéuticos mais dificeis ou até mesmo nao alcancados (55).

2.4 A Via do AMP ciclico — cAMP — na hipofise normal e em adenomas hipofisarios

Na hipoéfise, o mecanismo de transducao do sinal celular ocorre através da ligagao
do hormonio estimulante ao receptor acoplado a proteina G (GPCR) (56, 57). Apds essa
ligacdo, ocorre uma alteragdo conformacional nesse receptor de forma que a subunidade
alfa da proteina G estimulatoria (Gsa) € liberada do complexo e liga-se a adenil-ciclase,
responsavel por catalisar a conversao de ATP no segundo mensageiro 3°,5’ monofosfato
ciclico (cCAMP). Essa molécula ativa uma cascata de outras enzimas, amplificando assim
a reacao celular (58).

O cAMP ¢ o segundo mensageiro envolvido na regulacdo de diversas fungdes
celulares relacionadas a fosforilagdo de proteinas através da ativagdo da Proteina quinase
A (PKA) (56, 58). O aumento dos niveis intracelulares de cAMP ocasiona a dissociagdao
da subunidade catalitica da subunidade reguladora da PKA. Quando ativada, essa proteina

¢ capaz de fosforilar uma série de alvos que regulam enzimas efetoras, canais de ions e
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ativa a transcri¢do de genes especificos que medeiam o crescimento e diferenciagdo
celular. As fosfodiesterases (PDEs), por sua vez, regulam a via do cAMP através da
hidrolise desse segundo mensageiro em sua forma inativa (5'-AMP), assegurando assim
a adequada intensidade das agdes dessa via (Figura 2A) (49). na hipéfise, PDE1, PDE2,
PDE4, e PDE11A sdo as fosfodiesterases mais expressas (49, 58, 59). No entanto, sabe-
se que a familia PDE4A possui importante papel fisioldgico na interagdo com o gene AlP,
gene supressor tumoral que pode estar mutado em grande parte dos casos de acromegalia
familiar (60, 61).

Recentemente demonstramos o aumento da expressao intracelular de PDE4A4 e
PDE4A8 em quatro diferentes subtipos de adenomas hipofisarios esporadicos (secretores
de GH, PRL, ACTH e ACNF FSH positivo) quando comparados as mesmas linhagens
celulares na hipofise normal (62). Sendo assim, hipotetizamos que nesses adenomas o
receptor acoplado a proteina G possa continuar sendo ativado pelo hormoénio estimulador
e, dentro da célula hipofisaria neoplasica, possa ocorrer aumento da conversao de ATP
em cAMP e consequente hiperativagdo da proteina quinase A. Dessa forma, ocorre a
ativacdo da transcrigdo de genes especializados no crescimento e diferenciagdo celular,
ocasionando um aumento da replicacdo celular adenomatosa. Como resposta
compensatoria, parece ocorrer o aumento de PDEs nos adenomas esporadicos na tentativa

de inativar o excesso de cAMP (62) (Figura 2B).
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Figura 2 — O papel da fosfodiesterase na via do cAMP. Adaptado de (58). (A) Hipofise

normal: ativacao do receptor acoplado a proteina G por um hormonio estimulante (GHRH
por exemplo), determina alteracao conformacional do receptor na qual a subunidade Gsa
se desprende do complexo e se liga a adenil-ciclase, que catalisa a conversao de ATP em
cAMP. A aumento nos niveis de cAMP intracelular levam a dissocia¢do da subunidade
catalitica da subunidade regulatéria da proteina quinase A. As PDEs sdo responsaveis
pela regulacdo dessa via, uma vez que hidrolisam o cAMP para sua forma inativa, o 5’-
AMP. (B) Adenomas hipofisarios: o receptor acoplado a proteina G ¢ ativado por um
hormoénio estimulante (GHRH por exemplo) e, dentro da célula hipofisaria neoplasica,
ocorreria aumento da conversdao de ATP em cAMP e, consequentemente, hiperativagao
da proteina quinase A. Como resposta compensatoria, ocorreria o aumento de PDEs nos

adenomas esporadicos para tentar inativar o excesso de cAMP. Abreviaturas: CREB -
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proteina de ligacdo ao elemento de resposta cAMP; cAMP — adenosina monofosfato

ciclico; 5’-AMP — 5’ adenosina monofosfato.

O papel das fosfodiesterases na regulagdo dos niveis intracelulares de cAMP foi
estudado em células da linhagem GH3, ou seja, células secretoras de GH e prolactina de
ratos. Foi demonstrado que os niveis de cAMP e o grau de secre¢dao de GH em células
GH3 selvagens nao foram alterados pela inibigdo geral de fosfodiesterases com IBMX
ou pela inibicao especifica de PDE4 utilizando-se Rolipram (63).

Recentemente, outro estudo demonstrou elegantemente a interacdo entre as
moléculas envolvidas na via de sinalizagdo do cAMP supracitadas, ao avaliar o efeito da
utilizacao do inibidor especifico de PDE4, rolipram, em figado e rim de camundongos
(64). Nesse estudo, o uso do rolipram levou ao aumento da ativacdo de AMPK por
aumentar a concentragao de cAMP através da inibicao da degradagdo de cAMP em AMP
pelas fosfodiesterases (64). Através do aumento da fosforilagdo de AMPK e dos niveis
de sirtuin 6 (SIRT6) no figado e rim, além da reducdo da acetilagdo do fator nuclear kappa
B (NF - «B), houve reducao da deposi¢do adiposa e inflamag¢ao nos camundongos (64).
Observou-se também nesse estudo que o aumento dos niveis de cAMP reduziram o
excesso de deposi¢ao de gordura e melhoraram a distribui¢do adiposa nos camundongos

pré-senis (64).

2.5 AMP proteina quinase (AMPK)

AMP-proteina quinase ativada (AMPK) ¢ uma enzima que desempenha
importante papel na regula¢do da homeostase energética celular em todas as células
eucaridticas. Sua ativagdo ocorre mediante reducdo da concentracdo de ATP e

consequente elevacdo da concentracdo de AMP (65). Portanto, a ativagdo do AMPK
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acontece em resposta a uma variedade de estimulos associados a danos causados pelo
estresse oxidativo, tais como: choque osmdtico, hipoxia, e privacao de glicose e outros
nutrientes durante o jejum prolongado (66). Recentemente foi demonstrado por nosso
grupo que o AMPK ¢ estimulado pelo estresse de contencdo e reduzido pela anestesia em
ratos (67, 68).

Alguns hormonios como adiponectina e leptina, e estimulos fisioldgicos como a
contracdo muscular e exercicios fisicos também podem ativar essa enzima (65). Assim, o
AMPK ¢ considerado o principal sensor do equilibrio entre as concentracdes de ATP e
AMP (69), estando presente em todos os tecidos do corpo humano.

O aumento na relagio AMP-ATP corresponde a uma redu¢ao do contetido
energético da célula e favorece a ativagdo do AMPK (pAMPK). Uma vez ativado, seu
efeito principal ¢ inativar as vias metabolicas que consomem ATP, tais como as vias
anabolicas da sintese de acidos graxos e colesterol (Figura 3). De maneira inversa, o
AMPK estimula as vias metabodlicas que produzem ATP, como as vias catabolicas de
oxidacdo de glicose e acidos graxos (66). Como exemplo, podemos citar o glicogénio,
um importante substrato para os musculos durante o exercicio fisico e para o figado
durante o jejum prolongado. Nessa via, o AMPK fosforila a enzima glicogénio sintase,
causando a quebra do glicogénio, que aumenta a glicose no sangue e diminui a sintese de
glicogénio (70). Quando os nutrientes ndo estdo disponiveis, o que pode ocorrer durante
o jejum prolongado, os lipidios passam a ser o substrato energético primario e 0 AMPK
desempenha um papel importante na regulacdo desses substratos. O AMPK fosforila e
inibe o Acetil-CoA carboxilase (ACC), uma enzima dependente de biotina que catalisa a
carboxilagdo de acetil-CoA para produzir malonil-CoA através de duas enzimas

cataliticas: biotina carboxilase e carboxiltransferase. A fun¢do mais importante do ACC
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¢ gerar malonil-CoA, que € o substrato para a biossintese de dcidos graxos e essa sintese

¢ limitada pela acdo do AMPK (71).

- Jejum prolongado
- Choque osmético

- Hipdxia
- Drogas (metformina, AICAR)
- Hormdnios
AMPK
§m
— |
tAIVIP

1 iveTs dealitnse / \\ Sintese de acido 1

no plasma graxo e colesterol

1 Sintese Proliferagdo e 1
proteica Niveis de insulina crescimento celular

no plasma 1

Figura 3 — Efeitos fisiologicos da ativacdo de AMPK mediante redu¢do de ATP e aumento

de AMP. Abreviaturas: AICAR: andlogo de AMP capaz de estimular atividade de
proteina quinase dependente de AMP; AMP: adenosina monofosfato; ATP: adenosina
trifosfato; AMPK: AMP-proteina quinase ativada; pAMPK: AMP-proteina quinase

ativada fosforilada;

A via do AMPK pode também ser ativada pela metformina, droga amplamente
utilizada para o tratamento do diabetes tipo 2. A metformina inibe o complexo I da cadeia
de transporte de elétrons, o que reduz o ATP e consequentemente ativa o AMPK.
Subsequentemente, AMPK inibe o receptor da rapamicina em mamiferos (mTOR),
(proteina responsavel por controlar crescimento e metabolismo celular em resposta a
alteracdes microambientais) levando a diminuigdo da sintese de proteinas e do

crescimento celular (72).
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A diminuicdo de AMPK ¢ associada ao fendtipo maligno das células cancerosas,
caracterizado por um aumento na producao de lipidios e aumento da sintese de proteinas
e DNA, bem como proliferacao e migracao celulares. Alteragdes da via do AMPK estao
associadas aos canceres de mama e colorretal (2, 73-76) e parecem também estar
envolvidas em diversos outros tipos de canceres (77-79).

A metformina por sua vez, apresenta-se como potencial adjuvante no tratamento
anticancer uma vez que estudos em diferentes tipos de cancer mostram sua eficicia, ainda
que limitada, na inibicdo do crescimento tumoral (4, 74, 78, 80-87). Quando ocorre a
ativacdo do AMPK, o metabolismo energético das células cancerigenas ¢ interrompido e
a sintese de acidos graxos € inibida, suprimindo assim o fenotipo de Warburg (glicélise
aerobica) mediado pela acdo do fator induzivel por hipdxia nas enzimas glicoliticas
piruvato quinase e piruvato desidrogenase (88). Dentre os varios mecanismos de acao
desse medicamento, podemos citar, além da ativagdo do AMPK, sua atuacao através da
redugdo da sinalizacao de insulina e IGF-1, sua capacidade de inibir o desenvolvimento
tumoral e a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias pelo NF-kB e a estimulacao da
resposta do sistema imunologico (células natural killer e células T) a células cancerigenas
(88). E descrito que nas células cancerigenas a metformina tem efeitos diretos e mediados
pelo AMPK. A metformina também ¢ capaz de proteger contra danos ao DNA por
inibi¢do do complexo I e supressdo da producdo de espécies reativas ao oxigénio, entre

outros (88).

2.6 Via de sinalizacio do AMPK e o eixo somatotrofico
A ligagdo de fatores de crescimento, tais como IGF-1 ou insulina, a receptores
tirosina-quinase (TKRs) promove a ativagdo de vias de sinalizagdo intracelular que

regulam a sintese de proteinas e o crescimento celular (PI3K e ERK) - Figura 4. A
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fosforilacdo de proteina quinase B (PKB/AKT) leva a ativagdo de mTOR, estimulando
crescimento e proliferacao celulares. O AMPK, por sua vez, exerce efeito inibitdrio sobre
o crescimento celular e a sintese proteica, através da inibicdo de mTOR, por aumento da
atividade do complexo TSC1-TSC2 (hamartina e tuberina, respectivamente) e da inibi¢ao
do fator de alongamento 2 da tradugdo (EF2), respectivamente. O complexo PKB/AKT,
por sua vez, pode fosforilar a unidade catalitica de AMPK em locais que ndo a treonina-

172, antagonizando assim sua ativacao desencadeada pela fosforilagdo da treonina-172.

T, | Adenilato

Ciclase

ot /\

|F'I3K| |ERK|

I Crescimento celular
| TSC1/2 |__‘ | mTOR Sintese de proteinas

///'

Figura 4 — Via de sinalizacdo do AMPK na hipéfise. Adaptado de (89). Abreviaturas:
AKT — Proteina quinase B ou PKB; AMP — Adenosina monofosfato; AMPK — AMP-
proteina quinase ativada; ATP — Adenosina trifosfato; Ca®* - calcio; CaMKK — Proteina
quinase célcio/calmodulina dependente; EF2 — Fator de alongamento eucaridtico 2; ERK
— Quinase regulada por sinal extracelular; GHRH — Hormonio liberador de hormonio do
crescimento; LKB1 — Cinase hepdatica B1 ou serina/treonina quinase; mTOR — Receptor

da rapamicina em mamiferos; pAMPK — Proteina ativada por AMP ativa; PI3K —
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Fosfatidil inositol 3 quinase; TAK1 — Proteina quinase 7 ativada por mitogénio; TKR —

Receptor tirosina quinase; TSC1 — Hamartina; TSC2 — Tuberina.

2.7 AMPK em adenomas hipofisarios

Apesar de, na maioria dos casos, o adenoma hipofisario ser um tumor de
caracteristica benigna, a via do AMPK vem sendo investigada como um possivel alvo
terapéutico para o tratamento de somatotropinomas (4-6, 84), prolactinomas (85) e
corticotropinomas (83), frente a observacao da inibi¢do do crescimento tumoral em
culturas celulares.

Estudos in vitro evidenciaram que a atividade do AMPK participa da regulacao
funcional (homeostase) das células GH3 (6). O AICAR, substancia quimica analoga ao
AMP capaz de estimular a atividade de proteinas quinase dependentes de AMP, foi capaz
de induzir clara e rapidamente a ativagdo in vivo de AMPK em células GH3 (6). Foi
também demonstrado que a ativagdo de AMPK por AICAR nessas células induziu
apoptose celular enquanto o Composto C, um inibidor de AMPK, foi capaz de
efetivamente inibir a proliferagdo celular em células GH3 (6).

A reducao da atividade da p70S6 quinase (enzima com importante papel no
crescimento celular) pelo AICAR também foi demonstrada em células da linhagem GH3
(5). No entanto, a somatostatina 14 (SS-14), composto inibidor da secrecdo de GH via
estimulag¢do de proteina G inibitoria e consequente redu¢do dos niveis intracelulares de
cAMP, ndo mostrou efeito significativo sobre a ativagdo de AMPK e a atividade da p70S6
quinase, apesar de ser capaz de aumentar o efeito inibitorio do AICAR sobre os niveis da
RPS6 (proteina ribossdmica S6) fosforilada (5). O uso combinado de AICAR e SS-14 em

linhagem celular humana de tumores secretores de GH, as quais nao respondiam a essas
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substancias isoladamente, demonstrou eficicia superior ao uso isolado de SS-14 nesses
tumores para diminuir a secre¢do hormonal (5).

Alguns estudos realizados em culturas celulares demonstraram a inibicao de
crescimento celular bem como a regulagdo da funcdo celular utilizando-se drogas
ativadoras do AMPK, como por exemplo a metformina (4-6, 83-85). Esta droga foi capaz
de inibir a proliferagdo celular e até mesmo induzir apoptose através da ativacdo de
AMPK e reducao de mTOR em células da linhagem corticotréfica de rato (AtT20), além
de inibir as vias de sinalizacao do receptor de IGF-1 e AKT (83). Observou-se também a
diminui¢do na secrecdo de ACTH, porém nao foi observado nenhum bloqueio do ciclo
celular nessa linhagem (83). Acredita-se que a apoptose € a diminui¢do da secrecdo de
ACTH induzida pelo uso da metformina possa estar relacionada ao aumento da atividade
da caspase-3, diminuicdo de Bcl-2 (B cell lymphoma protein 2) e aumento de BAX
(proteina X associada a Bcl-2), estando todas as citadas relacionadas a acdo anti-
apoptotica (83).

A metformina inibe significativamente a proliferagao celular em células GH3 in
vitro, porém o uso combinado de metformina e bromocriptina, agonista dopaminérgico
com agdo inibitoria sobre a secre¢do de prolactina ¢ GH, nao alterou a secrecdo de
prolactina por essa linhagem celular (85). No entanto, foi demonstrada baixa ativacao de
AMPK nos prolactinomas resistentes a tratamento com bromocriptina, apesar de alta
expressdo do receptor de dopamina D2 em alguns desses tumores (85). Esse estudo
também incluiu mostras xenograft, as quais foram obtidas através do enxerto de células
GH3 ou MMQ (células de rato que secretam prolactina e apresentam receptor de
dopamina funcional) em camundongos saudaveis para induzir modelos de prolactinoma

(85). Nessa amostra, demonstrou-se que o tratamento combinado de metformina e
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bromocriptina foi capaz de diminuir o crescimento tumoral e a secre¢do de prolactina em
ambos os modelos experimentais (85).

A inibi¢do da via de sinalizagdo mTOR-p70S6 constitui alvo importante do efeito
supressor da metformina no crescimento tumoral hipofisario (4). Mesmo em células cujo
aumento de cAMP foi induzido por forscolina, a metformina ainda foi capaz de induzir a
ativacdo de AMPK e inibir o crescimento celular in vitro (4). An e colaboradores (84)
demonstraram que a metformina foi capaz de inibir a proliferacao e induzir apoptose em
células da linhagem GH3. Os autores acreditam que a via apoptdtica mediada por
mitocondrias esteja envolvida, ja que observou-se diminui¢dao do potencial da membrana
mitocondrial associado ao aumento na expressao de proteinas pr6 apoptdticas (BAX e
caspase 3) e diminuicao na expressao da proteina anti apoptoticas Bel-2 nas células GH3
tratadas com metformina (84).

Outro estudo observou que as biguanidas metformina, buformina e fenformina,
reduziram a viabilidade celular em todos as amostras (sendo que a fenformina foi a
biguanida mais eficaz) e aumentaram a apoptose em somatotropinomas. Além disso,
buformina e fenformina reduziram a secre¢ao de hormonio de uma maneira especifica
para o tipo de célula. Porém a terapia combinada de metformina / SRL nao aumentou a
eficacia da monoterapia com SRL. Os pesquisadores desse estudo acreditam que os
efeitos das biguanidas nos tumores neuroenddcrinos hipofisarios podem envolver a
modula¢do de proteina quinase-dependente ativada por AMP ([Ca21] i, PI3K / Akt) e
outros mecanismos independentes (MAPK) (90).

A atividade de AMPK e a expressdo de varias enzimas metabolicas ja foram
avaliadas no hipotalamo, figado, tecido adiposo e cora¢do de um modelo de excesso de
glicocorticdide de rato, bem como em estudos in vitro usando culturas celulares primarias

de tecido adiposo humano e células hipotdlamo-hipotalamicas de rato, e uma linhagem
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celular humana de hepatocarcinoma tratado com dexametasona e metformina (91). Nesse
estudo o tratamento com glicocorticoides inibiu a atividade da AMPK no tecido adiposo
e no coragdo de ratos, a0 mesmo tempo em que a estimulou no figado e hipotalamo. Dados
semelhantes foram observados in vitro nas células adiposas, hipotaldmicas e na linhagem
de células do figado. A metformina preveniu os efeitos induzidos no AMPK pelos
corticosteroides em adipocitos humanos e neurdnios hipotalamicos de ratos (91). Esses
dados sugerem que as alteragdes induzidas por glicocorticoides no AMPK constituem um
novo mecanismo que poderia explicar o aumento do apetite, a deposi¢ao de lipidios no
tecido adiposo visceral e hepatico, bem como as alteracdes cardiacas que sdo todas
caracteristicas do excesso de glicocorticoides (91). Sugerem também que o tratamento
com metformina pode ser eficaz na prevencao das complicagdes metabolicas do excesso
cronico de glicocorticoides (91).

Um ensaio clinico randomizado duplo-cego, controlado por placebo, incluiu
pacientes sem diabetes com um quadro inflamatério tratado com prednisolona continua,
os quais foram alocados aleatoriamente para qualquer um dos grupos (metformina ou
placebo). Nao observou-se nenhuma mudanga significativa na propor¢ao da area de
gordura visceral — subcutanea entre os grupos de tratamento, porém no grupo tratado com
metformina observou-se reducdo do apetite, gordura subcutanea troncular e facial,
resisténcia a insulina, melhora da fun¢do de células B, glicemia, perfil lipidico, funcdo
hepatica, fibrindlise, aterosclerose subclinica, metabolismo 06sseo, risco de infecgao,
inflamacao, atividade da doenca e gravidade dos sintomas, bem como menos internagdes
hospitalares.

Sabe-se que o aumento na produg¢do de lipidios e aumento da sintese de proteinas
e DNA, bem como proliferacdo e migracdo celulares, sdo caracteristicas comuns ao

fenotipo maligno das células cancerosas e que o AMPK regula todos esses eventos na
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célula neoplasica (2, 81). A acromegalia, na maioria dos casos, sdo adenomas benignos,
que ocorrem de forma esporaddica e isolada, porém o padrdo celular de citoqueratina
CAMS.2 permite a importante distingdo entre o padrdo densamente e esparsamente

granulados, o primeiro mostrando-se menos agressivo do que o segundo (55).

3. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O papel do AMPK e sua expressao em células hipofisarias vem sendo estudado
ao longo dos anos porém, até o presente momento, esses estudos foram realizados em
ratos/camundongos ou culturas celulares. Apesar de serem protocolos validados, sabemos
que a realizagdo de experimentos em tecidos humanos ¢ extremamente importante, visto
que ha diferencas fisioldgicas entre humanos e outras espécies animais.

Em tumores hipofisarios benignos, ainda ndo existem dados de como esta a
ativacdo de AMPK nas cé€lulas apesar da demonstragdo da eficacia de medicamentos
ativadores de AMPK in vitro na diminui¢do da proliferagao celular e produ¢ao hormonal
de células hipofisarias. Sendo assim, a realizagdo do presente estudo mostra-se relevante
para a compreensao da expressio da AMPK ativada em pacientes com adenoma
hipofisario secretor de GH bem como em hipofise humana normal. O melhor
entendimento da expressao de AMPK ativada nesses adenomas fornecera dados

importantes para o conhecimento da tumorigénese hipofisaria.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Primario

O objetivo primario desse estudo ¢ avaliar a expressio de AMPK ativada
(pPAMPK) em células somatotroficas de adenomas hipofisarios esporadicos removidos
cirurgicamente de pacientes com acromegalia comparando-as com as células

somatotroficas de hipofises normais.

4.2 Objetivos secundarios

Esse estudo tem como objetivos secundarios:

1 - Avaliar se existe correlagdo entre a expressio de pAMPK em adenomas
hipofisarios esporadicos removidos cirurgicamente de pacientes com acromegalia e os
seguintes parametros clinicos:

a) sexo;

b) indice de massa corporal (IMC);

¢) Padrao de expressao de citoqueratina (CAMS.2);

d) uso de metformina antes da cirurgia;

e) niveis de GH pré cirurgia;

f) necessidade do uso de terapia medicamentosa (andlogo de somatostatina ou

cabergolina) apds a cirurgia.

2 - Avaliar a expressao de pAMPK em adenomas hipofisarios removidos
cirurgicamente de pacientes com acromegalia e que sabidamente possuem as seguintes
mutagdes génicas:

a) mutacdo GNAS;

b) mutagdo do gene AIP.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1 Consideracgoes éticas

Para a realizagdo do presente estudo, o projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentagdo em Seres Humanos (COEP/UFMG): protocolo
ETIC 0013.0.203.000-10 e CAAE 43738914.4.00005149 (anexo I). Os pacientes que
aceitaram participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(anexo II).

5.2 Participantes
5.2.1 Critérios de inclusao
Os seguintes critérios de inclusdo foram utilizados:
a) Pacientes com acromegalia com ou sem muta¢do do gene AIP;

b) Pacientes com biopsia cirtrgica disponivel.

5.2.2 Critérios de exclusio

Os seguintes critérios de exclusao foram utilizados:

a) Pacientes cuja biopsia cirurgica ndo estivesse disponivel ou cuja amostra fosse
insuficiente;

b) Pacientes que utilizaram medicamento para controle da acromegalia (octreotida,
lanreotida, cabergolina) antes da cirurgia para retirada do adenoma;

c) Pacientes que ndo aceitaram participar da pesquisa.

d) Pacientes que utilizavam medicamentos que direta ou indiretamente ativam
AMPK (exceto metformina): tiazolidinedionas, polifenodis, ginseng, acido

alfalipdico e aspirina.
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5.3 Amostras hipofisarias

Os blocos de parafina, provenientes do material da bidpsia pos cirurgica, foram
disponibilizadas pelo Laboratorio de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina
UFMG mediante prévia autorizacdo dos pacientes. Foram selecionadas aleatoriamente no
Laboratorio de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina UFMG amostras de 22
pacientes com acromegalia e 6 amostras foram excluidas por material insuficiente (n =
16). As amostras obtidas possuiam caracterizacdo anatomopatologica de adenoma
hipofisario. O tipo tumoral foi determinado com base em resultados clinicos e
bioquimicos anteriores a cirurgia e realizacdo de determinag¢do imuno-histoquimica do
tumor cirurgicamente extraido. Todas as amostras apresentaram mais de 90% das células
de tumor somatotréfico especifico (confirmagao realizada pela técnica de hematoxilina —
eosina — HE) e analise imunohistoquimica positiva para GH. As hip6fises normais
brasileiras foram coletadas de autdpsias no prazo maximo de 24-h pos morte de
individuos que nao apresentavam desordem endocrinoldgica e realizou-se a analise da
reticulina no tecido a fim de que fosse excluida qualquer anormalidade tecidual (n = 5)
Figura 5).

As amostras de adenomas secretores de hormonio do crescimento (GH) com
mutagdo AIP foram disponibilizadas pela Professora Marta Korbonits (Queen Mary
University of London) e, a fim de evitar a comparacdo de populagdes diferentes, também
foram disponibilizadas 3 laminas de diferentes hipofises normais provenientes da
populacdo inglesa que foram submetidas ao mesmo processo de coleta / parafinizacdo das

amostras com mutagdo do AIP (Figura 5).
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Figura 5 — Figura esquematica da selegdo de amostras hipofisarias para o estudo

5.4 Analise de prontuarios

A andlise de prontudrios foi realizada para caracterizacdo da amostra e o0s
seguintes dados foram obtidos: sexo, indice de massa corporal (IMC) pré cirurgia, idade
ao diagndstico, valores de GH e IGF-1 pré cirurgia, tamanho tumoral, invasdo de seio
cavernoso, uso de medicamento para acromegalia pos cirurgia ¢ uso de metformina oral

pré cirurgia.

5.5 Imunohistoquimica para determinacio do padrio de citoqueratina - CAMS.2
A realiza¢do da imunohistoquimica para avaliagdo do padrdo de citoqueratina

CAMS.2 seguiu o protocolo ja previamente padronizado no Laboratorio de Anatomia

Patologica da UFMG. Primeiramente, os cortes passaram pelo processo de

desparafinacao e hidratagdo com banhos sucessivos de: xilol (3 banhos de 5 minutos cada)
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e dlcool etilico 99,6%. Posteriormente, realizou-se o processo para bloqueio da
peroxidase enddgena adicionando-se solu¢ao de bloqueio da peroxidase (Spring — DHP-
125) suficiente para cobrir todo o corte na lamina (10 minutos) e posterior lavagem em
PBS (2 vezes por 5 minutos cada). O bloqueio de proteinas foi constituido de adicao da
solugdo de bloqueio de proteinas (Spring — DPB-125) e ap6s 10 minutos, lavagem em
PBS (2 vezes por 5 minutos cada). Em seguida, cobriu-se o corte com o anticorpo
primario Anti-Citoqueratina CAMS.2 (Becton, Dickinson and Company — REF 349205)
e deixou-se as em incubagdo por 60 minutos, em cadmara Umida e em temperatura
ambiente. Esse anticorpo foi previamente testado e funcionou na concentracao indicada
pelo fabricante (25ug/ml). Apds essa incubacao, realizou-se a lavagem das laminas no
PBS (3 vezes por 5 minutos cada). O bloqueio pds primario ¢ realizado pela adi¢ao da
solu¢ao de bloqueio pos primario (Novolink) na lamina; apds 30 minutos, realizou-se a
lavagem no PBS (2 vezes por 5 minutos cada). A reagdo do polimero (anticorpo
secundario) teve as seguintes etapas: adigdo da solugdo de polimero (Novolink),
incubacdo por 30 minutos em camara imida e em temperatura ambiente, seguida de
lavagem no PBS (3 vezes por 5 minutos cada). O preparo ¢ a reagao de detecgdo foram
feitos como a seguir: dilui¢ao de 50 pL do cromégeno DAB em 1 mL de solugdo tampao
substrato do DAB. Depois, foi realizada a aplicagdo de 200 pL da solugdo
cromégeno/substrato DAB, seguida de incubagdo por 5 minutos em camara umida e em
temperatura ambiente. Na sequéncia, foi realizada lavagem em agua corrente (3 vezes por
5 minutos cada, com leve agitacdo). A contra coloracdo incluiu as seguintes etapas:
passagem das laminas na hematoxilina por 30 a 60 segundos, seguida de lavagem em
agua corrente por 2 minutos; depois lavagem em xilol por 1 minuto, seguida de montagem

da lamina.
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A leitura foi realizada por microscopio eletronico. Para a avaliagdo da marcacao
da imunohistoquimica, foram considerados dois padrdes ja previamente descritos na
literatura (92, 93): esparsamente granulado e densamente granulado. A analise de todas
as laminas foi realizada com ajuda de patologista experiente, sem variagdo inter
observador e de acordo com os seguintes padroes: 1) adenomas densamente granulados:
presenca de queratina perinuclear e 2) adenomas esparsamente granulados: presenga de
corpos fibrosos (92). Os adenomas que apresentaram ambos os padroes de citoqueratina
(mistos) foram alocados conforme o padrdao de citoqueratina majoritario (densamente

granulado).

5.6 Identificacao de mutagao da subunidade alfa da proteina G — GNAS

O sequenciamento de DNA foi realizado para detectar o status mutacional dos
exons 8 ¢ 9 do GNAS (codons 201 e 227). O DNA gendémico foi extraido do tecido
tumoral de cada uma das 16 amostras selecionadas para esse estudo usando o kit de
isolamento de DNA FFPET de alta pureza (Roche Applied Science, Mannheim,
Alemanha) de acordo com os protocolos do fabricante. As rea¢des de PCR contendo 2,5
ul de tampao Taq 10X, 1,0 ul de ANTP 10 mM, 1,0 pl de primers direto e reverso (10
uM), 0,5 ul de Taqg DNA polimerase e 1 pul de DNA (100 ng / ul) foram misturados com
agua deionisada, no volume total de 25 pl. As condi¢des de PCR para amplificar os exons
8 ¢ 9 do GNAS foram as seguintes: Desnatura¢do a 94° C durante 2 minutos; 40 ciclos
de desnaturacdo a 94° C durante 30 segundos, hibridagdo a 62° C durante 30 segundos, e
extensao a 72° C durante 1 minuto; e uma extensao final a 72° C por 10 minutos. Os
produtos de PCR foram purificados pelo kit de purificagdo QIAquick PCR (Qiagen,
Valencia, CA, EUA) e enviados para sequenciamento a Eurofins Genomics

(http://www.eurofinsgenomics.com).



47

5.7 Imunofluorescéncia para marcacio de AMPK ativada — pAMPK

Primeiramente os cortes passaram pelo processo de desparafinizagao e hidratagao:
3 banhos de xilol de 5 minutos cada, 2 banhos de etanol de 5 minutos cada, um banho de
3 minutos de cada um dos seguintes reagentes: etanol 95%, etanol 70%, etanol 50%,
etanol 25% e agua destilada. Apés esses processos, as laminas foram transferidas para um
recipiente de vidro pré-aquecido em banho maria (temperatura 94°C - 96 °C) contendo
400 ml de solugdo tampao de citrato de sddio 10mM para reativagdo antigénica. Nesse
reagente as amostras permanecem por 30 minutos dentro do proprio banho maria
(temperatura 94°C - 96 °C) e posteriormente, ainda dentro da solugdo, permanecem por
20 minutos fora do banho maria. Hidratou-se os cortes com uma banho de 5 minutos de
agua destilada e um banho de 10 minutos de PBS 1x (tampao fosfato-salino).

As laminas foram secadas com papel absovente e realizou-se um circulo em volta
dos cortes com caneta Liquid Blocker. Os cortes foram entdo incubados em solugdo de
bloqueio (1% de albumina bovina + 0,1% de Tween 20) a temperatura ambiente em
camara umida durante 1 hora. Em seguida, a fim de colocalizar a pAMPK nas células
especificas secretoras de GH, retirou-se a solu¢do de bloqueio e, sobre cada corte,
colocou-se uma solugao contendo o tampao de incubagdo com os respectivos anticorpos
primarios: anti-GH (L20 - Santa Cruz Biotechnology, USA - 1:50) e pAMPK (10H2L20
- ThermoFisher Scientific, USA - 1:50). As laminas foram deixadas overnight a 4°C em
camara umida. Posteriormente foram lavadas em PBS 1x (4 banhos sucessivos de 3
minutos cada), secas com papel absorvente e entdo incubadas em camara umida escura

por 1 hora em temperatura ambiente com o anticorpo secunddrio anti-cabra Alexa 546
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(1:100, Invitrogen, EUA) e anti-coelho Alexa 488 (1:100, Invitrogen, USA).
Posteriormente as laminas 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 laminula.

5.8 Analise das Imagens

A leitura foi realizada em microscopia confocal, utilizada para aumentar o
contraste da imagem microscOpica € construir imagens tridimensionais através da
utilizacdo de um orificio de abertura, pinhole, que permite uma grande defini¢do de
imagem em amostras mais espessas que o plano focal.

As imagens foram capturadas através do microscopio confocal (Leica TCS SP5),
objetiva 63X, 630X e ampliagdo original. Todas as configuracdes confocais foram
determinadas no inicio da sessdo de leitura das imagens ¢ manteve-se inalterada durante
todo o experimento. Para a analise quantitativa, as imagens foram capturadas em oito bits
e analisadas em escala de cinza (94). Foram capturadas 4 a 8 imagens de cada amostra,
com cerca de 10-20 células escolhidas aleatoriamente em cada corte.

Testes preliminares foram realizados antes dos experimentos finais, a fim de
reduzir a variabilidade intra e interensaio, tanto na hipofise normal como nos adenomas
e para controlar fatores que poderiam afetar a interpretagdo final da imagem obtida
(parafina remenescente do processo de desparafinizacdo, ligacdo inespecifica dos
anticorpos, avaliacdo de excesso de material autofluorescente). Sendo assim,
determinamos previamente as melhores condigdes para o ensaio de imunofluorescéncia,
tais como: dilui¢do dos anticorpos primarios e secunddrios, solugdo de bloqueio, e tipo de
solucdo de recuperacdo antigénica. Testes adicionais foram realizados no microscopio

confocal para confirmar as melhores defini¢des para a captura das imagens e definigdo



49

do numero de imagens por area de cada amostra que fossem representativos de toda a
amostra.

As imagens obtidas com as leituras das laminas foram analisadas em um programa
especifico — ImageJ (NIH, Bethesda, EUA), utilizado para quantificar a intensidade de
fluorescéncia e a area. A fluorescéncia de fundo foi entdo subtraida da regido de interesse.
A intensidade de fluorescéncia corresponde ao nivel de cinza da imagem, variando de
zero (preto) a 255 (branco), com uma média da area (soma dos valores de cinza de todos

os pixels, dividido pelo numero de pixels / area).

5.9 Analise Estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o programa Prisma (GraphPad 8, La Jolla,
CA, USA). Os grupos foram testados, para cada varidvel de estudo, quanto ao seu padrao
de normalidade utilizando-se o teste de Shapiro — Wilk. Utilizamos o teste de Mann-
Whitney para a comparacgao entre dois grupos e o teste de Kruskal-Wallis seguido do pos
teste de Dunn’s para a comparagao de mais de dois grupos. Os dados de pAMPK estao
apresentados como mediana e a amplitude dos dados (minimo ¢ maximo). O valor de P
< 0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.

O teste de correlagdo de Spearman foi realizado no programa SPSS Statistics 22.0

(IBM, USA) e o valor de P < 0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.
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6. RESULTADOS
6.1 Expressao de pAMPK nos adenomas hipofisarios de pacientes com acromegalia
em comparacio a hipofise normal

Demonstramos na Figura 6 a expressdo de pAMPK na célula somatotréfica de
pacientes com acromegalia em comparacao a cé€lula somatotrofica da hipofise normal. A
expressaio de pAMPK foi significativamente maior nas células somatotroficas dos

pacientes com acromegalia (p <0.0001).
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Figura 6 — Expressio de pAMPK em células somatotroficas de pacientes com

acromegalia (n=16 / n°® células = 363) e em células somatotroficas da hipofise normal
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(n=5 / n°® células = 241) (coloracdo verde). O grafico demonstra a fluorescéncia relativa
de pAMPK; barra de escala: 10 um; UA, unidades arbitrarias; * p <0.0001.
6.2 Expressao de pAMPK nos adenomas hipofisarios de pacientes com acromegalia
quanto ao padrao de expressao de CAMS.2

O padrao de citoqueratina foi analisado em 16 pacientes, sendo classificados
em: 6 adenomas (37,5%) esparsamente granulados e dez adenomas (62,5%) densamente
granulados (8 densamente granulados e 2 formas mistas). Exemplos dos padrdes de
citoqueratina observados estdo exemplificados na Figura 7: (A) densamente granulado e

(B) esparsamente granulado.
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Figura 7 — Padrdes de expressdo de citoqueratina: (A) adenoma densamente granulado e

(B) adenoma esparsamente granulado. Barra de escala: 20 pm.

6.3 Dados clinicos dos pacientes com acromegalia incluidos no estudo

Foram avaliados nesse estudo dezesseis pacientes diagnosticados com
acromegalia, porém virgens de tratamento especifico para acro, previamente submetidos
a cirurgia transesfenoidal para ressec¢do do adenoma no Hospital das Clinicas da UFMG.

Os dados clinicos dos pacientes incluidos nesse estudo estio demonstrados na Tabela 2.
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O grupo amostral foi dividido igualmente entre o sexo feminino (n = 8 / 50%) e
masculino. De acordo com os exames de ressonancia magnética pré cirurgia: trés
pacientes (18,75%) apresentavam microadenomas e treze pacientes (81,25%)
apresentavam macroadenomas; onze pacientes (68,75%) ndo apresentavam invasdo do
seio cavernoso enquanto cinco pacientes (31,25%) apresentavam invasdo do seio
cavernoso. A média de idade de diagndstico da acromegalia foi de 45,2 + 7,9 anos. Quanto
ao indice de massa corporal (IMC) pré cirurgia, a média foi de 30,96 + 4,97 kg/m?. Cinco
pacientes (31,25%) utilizavam metformina para tratamento de diabetes mellitus
previamente a cirurgia enquanto onze pacientes (68,75%) nao utilizavam.

No que se refere aos parametros bioquimicos da acromegalia, a média de GH e
IGF-1 pré cirurgia dos pacientes foi de 11,50 + 10,56 ng/mL e 3,97 + 1,42 vezes o limite
superior da normalidade, respectivamente. Metade dos pacientes necessitou de tratamento

complementar para acromegalia pos cirurgia (analogo de somatostatina e/ou cabergolina).
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Tabela 2 — Dados clinicos dos pacientes com acromegalia submetidos a cirurgia para retirada do adenoma avaliados no estudo

IGF-1
IMC pré Idade GH pré pré I[(J;Iﬂ;Il Tamanho Invasao de an[;ls:)) c(l)e de Uso de Uso de

Amostra  Sexo  cirurgia Diagnéstico cirurgia  cirurgia ( ) Tumoral seio soma togta tina cabergolina  metformina oral

(kg/m?) (anos) (ng/mL) (ng/mL) cavernoso pés cirurgia pos cirurgia  antes da cirurgia
GHS F 28,6 60 \ 4,63 798 3,76 Micro N3o \ Sim Sim Sim
GH9 M 30,3 43 7,32 927 3,47 Macro N3o N3o No N3o
GH10 F 27,5 37 \ N/D N/D N/D Macro Sim \ N3o N3o N3o
GH11 M 36,7 35 2,3 611 2,5 Micro N3o Nio N3o N3o
GH12 M 30,9 35 \ 25,4 1231 5,42 Macro N3o \ Sim N3o N3o
GH13 F 23,4 50 6,43 1227 5,87 Macro N3o N3o N3o N3o
GH15 M 23,9 47 \ 8,18 1335 5,29 Macro N3o \ N3o N3o N3o
GH17 M 32,1 46 4,09 855 3,39 Macro N3o Sim N3o Sim
GH18 F 35,8 41 \ 34,4 849 3,18 Macro Sim \ Sim Sim N3o
GH20 M 28,1 44 27,6 613 2,29 Macro N3o Sim Sim Sim
GH22 F 35,6 46 \ 6,07 905 3,59 Macro Sim \ Sim N3o N3o
GH24 F 23 40 12,75 560 1,97 Macro Sim Sim N3o N3o
GH25 M 30,6 50 \ N/D 609 2,5 Micro N3o \ Sim N3o Sim
GH26 M 36,7 54 7,35 1473 6,19 Macro N3o Nao N3ao N3o
GH27 F 34 59 \ 3,02 992 4,41 Macro N3o \ N3o N3o Sim
GH28 F 38,2 36 N/D 1302 5,74 Macro Sim Nao N3ao N3ao

Legenda - IMC: indice de massa corporal; GH: hormonio do crescimento; IGF-1: fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1; N/D: ndo

disponivel; ULN: limite superior a normalidade.



54

6.4 Correlacio entre a expressio de pAMPK no adenoma hipofisario de pacientes
com acromegalia versus parametros clinicos

Na tabela 3 demonstramos os coeficientes de correlagdo e valor p entre os
parametros clinicos dos pacientes com acromegalia: sexo, IMC, padrao de expressio de
citoqueratina CAMS.2, uso de metformina antes da cirurgia, niveis de GH pré cirurgia e
necessidade de terapia medicamentosa (andlogo de somatostatina ou cabergolina) apds a
cirurgia. A expressdo de pAMPK nas células somatotroficas dos adenomas de pacientes
com acromegalia ndo possuem correlagdo estatistica com os parémetros clinicos

avaliados nesse estudo.

Tabela 3 — Coeficiente de correlacdo Spearman e valor de p entre os dados clinicos dos

pacientes com acromegalia submetidos a cirurgia para retirada do adenoma e a expressao

de AMPK

Uso de GH pré Terapia

Variaveis Sexo IMC CAM5.2 : . . medicamentosa
metformina cirurgia < - .
apos a cirurgia
Correlagao 0.027 -0,174 0,420 0,102 0,312 0,434
pAMPK
Valor p 0,9591 >0,9999 0,1179 0,7427 0,3301 0,3978

6.5 Analise da interferéncia do uso de metformina na expressio de pAMPK nos
adenomas hipofisarios de pacientes com acromegalia

Dentre as amostras selecionadas, o uso de metformina oral pré cirurgia foi relatado
por 5 pacientes, na dose de 850 mg duas vezes ao dia, com média de tempo de uso de 4,8

+ 2,2 anos.
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A fim de avaliarmos a possivel interferéncia do uso pré-operatério de metformina
nos resultados apresentados, as andlise comparativas foram refeitas ap6s a exclusdo das
amostras dos pacientes que fizeram uso de metformina no pré-operatdrio. Os dados se
mantiveram os mesmos e, por esse motivo, as analises com o grupo total (pacientes que
utilizaram ou ndo metformina pré cirurgia) foram mantidas. No entanto, os pacientes que
fizeram uso de metformina apresentaram valores de AMPK significativamente elevados,

reforgando o papel elevador da metformina sobre 0o AMPK.

6.6 Expressao de pAMPK nos adenomas hipofisarios de pacientes com acromegalia
quanto a mutacao GNAS

A analise genomica dos exons 8 € 9 (codons 201 e 227) demonstrou que, somente
uma adenoma dentre os 16 incluidos nesse estudo, apresentava mutacdo GNAS (Figura
8).

O paciente GNAS positivo ¢ do sexo masculino e foi diagnosticado em 2016 aos
54 anos de idade. Segundo relato do paciente, em 2015 procurou um endocrinologista
para tratamento de excesso de peso e, apds exames, foi diagnosticado com tumor de
hipofise. Ao procurar uma segunda opinido em 2016, foi encaminhado ao ambulatério de
neuroendocrinologia do HC-UFMG. A época, relatou aumento de pés ¢ mios além do
ganho de peso. Suas comorbidades ao diagnostico eram: hipertensdo, dislipidemia e

glaucoma.
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Forward Reverse
C G CT GC@EaGT G T CC C G C TG COEGTGT C C

Exon 8: Arg201Cys C>T
ACCTGCTTCGCTGCCGTGTCCTGACTTCTGGA

Figura 8 — Sequenciamento gendmico do paciente GH26 demonstrando mutacdo GNAS

Arg201Cys C>T no exon 8 do cromossomo 20.

A ressonancia magnética de 2015 mostrou uma imagem ovalada de limites bem
definidos e de contorno regulares no interior, de aspecto centrolateral direito da
adenohipodfise, com discreta assimetria no plano coronal havendo maior projecao cranial
a direita abaulando o contorno glandular superior e condicionando discreto desvio
contralateral da haste hipofisaria, sem sinais de compressao e/ou desvio das vias Opticas.

Tal lesdo mediu cerca de 13mm x 11mm x 10mm (macroadenoma) e caracterizava-se por
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hipossinal em T1 e por sinal heterogéneo hipointenso em T2, com realce ndo homogéneo
inferior a0 do restante da glandula pelo contraste, destacando-se area arredondada
hiperintensa em T2 e hipointensa em T1 em sua intimidade sem realce pelo contraste,
medindo Smm x 4mm compativel com necrose/degeneracao cistica. Haste normal, tratos
opticos sem alteragdes.

Os exames laboratoriais mostravam IGF-1=1473 ng/mL (referéncia para a idade
87-238 ng/mL), GH basal=7,35 ng/mL, GH ap6s TOTG 60 minutos=9,03 ng/mL, 90
minutos=11 ng/mL, 120 minutos=9,86 ng/mL. Ja os demais exames do painel hormonal
estavam normais.

Paciente foi submetido a ressec¢ao transesfenoidal em novembro de 2016 sem
nenhuma intercorréncia. Nao necessitou de tratamento medicamentoso para acromegalia
apds a cirurgia. Atualmente paciente realiza controle médico na neuroendocrinologia
anualmente; a ultima ressonancia magnética realizada em janeiro de 2018 mostrava
alteragcdes pos-cirargicas hipofisarias, sem sinais de lesdo expansiva, hipofise com
volume acentuadamente reduzido, aplainada no assoalho selar, impregna¢ao homogénea
e usual do meio de contraste pelo parénquima remanescente, haste centrada, cisterna livre,
assoalho selar sem sinais de infradesnivelamento, quiasma com intensidade de sinal e
configuragdo normais; tltima dosagem de IGF-1 (setembro/2018) 117 ng/mL (valor de
referéncia para a idade 36 — 200 ng/mL); apresenta sindrome da apnéia do sono grave.

Esse participante nao foi excluido de nenhuma das analises desse estudo uma vez
que os resultados para a expressdao de pAMPK (17.91 UA) apresentava-se semelhante aos
demais participantes e os dados ndo modificam com sua exclusdo. O padrio de

citoqueratina CAMS.2 em sua amostra tumoral foi densamente granulado.
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6.7 Expressao de pAMPK nos adenomas hipofisarios secretores de GH com mutaciao
do AIP

Assim como demonstrado na imunofluorescéncia da hipdfise normal e no
adenoma hipofisario secretor de GH, avaliamos também a expressao de pAMPK nas
células somatotroficas de adenomas hipofisarios que sabidamente possuem mutagdo no
gene AIP. Conforme demonstrado na Figura 9, persiste a baixa expressao de pAMPK nas
células somatotroficas da hipdofise normal e expressdo significativamente elevada de
pAMPK nas células somatotroficas do adenoma secretor de GH sem mutagdo no gene
AIP. Quando observamos as amostras de 5 diferentes mutagdoes do AIP, podemos notar
diferentes expressdes de pAMPK. Em relacdo as células somatotrofica da hipofise
normal, podemos dizer que nas mutagdes R304*, Q164X e F269 H275dup a expressao
de pAMPK ¢ significativamente maior, porém semelhante a expressao de pAMPK nas
c€lulas de adenomas secretores de GH que nao possuem mutacao no gene AIP. J& para as
mutacoes E222* e R304Q, a expressao de pAMPK ¢ significativamente aumentada
quando comparadas com as células somatotréficas do adenoma secretor de GH sem
mutacdo no gene AIP e células produtoras de GH na hipofise normal. Todas as

comparagdes foram significativas com P < 0.0001.
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Figura 9 — Expressdo de pAMPK (coloragdo verde) em celulas adenomas secretores de
GH com e sem mutacdo AIP e na hipéfise normal. O grafico demonstra a fluorescéncia
relativa de pAMPK nas células somatotrdficas da hipofise normal (n=3 / n° células= 176),
nas células somatotrdficas dos adenomas hipofisarios sem mutagdo (n=16 / n° células=
363) e diferentes mutagdes AIP (n° células R304*=109; n° células Q164X=76; n° células
F269 H275dup=54; n° células E222*= 28; n° células R304Q= 74). Barra de escala: 10

um; UA, unidades arbitrarias; * p <0.0001.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos pela primeira vez em células humanas a
presenca de expressao nuclear de pAMPK em células hipofisarias somatotréficas normais
e tumorais. A expressio de pAMPK ¢ significativamente aumentada nas células
somatotréficas tumorais quando comparada a expressio de pAMPK nas células
somatotroficas normais. Os parametros clinicos dos pacientes com acromegalia: sexo,
IMC, padrao de expressao de citoqueratina CAMS.2, uso de metformina antes da cirurgia,
niveis de GH pré cirurgia e necessidade de terapia medicamentosa (analogo de
somatostatina ou cabergolina) ap0s a cirurgia nao apresentaram correlacao estatistica com
a expressao de pAMPK nas células somatotroficas dos adenomas de pacientes com
acromegalia na amostra avaliada. Quanto as mutacdes associadas a acromegalia avaliadas
nesse estudo, a mutacdo GNAS foi identificada em apenas um paciente, o qual apresentou
expressao de pAMPK semelhante aos demais pacientes com acromegalia. A expressao
de pAMPK nas células somatotroficas dos pacientes com mutacdes do AIP sdo iguais
e/ou superiores a expressao de pAMPK nas células somatotroficas normais.

O AMPK ¢ uma molécula de resposta ao estresse. Sua ativagcdo ocorre mediante
redu¢do da concentragao de ATP e consequente elevagao da concentracao de AMP. Ja foi
demonstrado em ratos que o estresse de contengcdo aumenta a ativagdo de AMPK no
tecido cardiaco, hipotalamico e hepatico, enquanto que nos ratos submetidos a estresse
cirargico sob anestesia, ndo observou-se aumento de AMPK, o que sugere que a anestesia
possa inibir as vias que regulam a atividade da AMPK (67, 68). Do ponto de vista
fisioldgico, a ativagdo do AMPK ¢ importante, pois inibe a via de sinalizacdo de mTOR,
com consequente inibicdo da sintese proteica e crescimento celular, independentemente
da via PI3K / AKT (5, 89). E importante salientar que a ativagdo da AMPK regula

positivamente a ativacdo da p53, importante proteina supressora tumoral (71). Apesar de
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cAMP e AMPK pertencerem a vias sinalizadoras distintas, ¢ possivel que a modulacao
da ativacdo de AMPK ocorra por essas duas vias (62, 64, 95).

O grupo de pacientes incluido nesse estudo foi composto igualmente por homens
e mulheres com acromegalia descontrolada, os quais apresentavam expressao de pAMPK
significativamente aumentada em relagao as células somatotroficas das hipofises normais.
O aumento da expressao de pAMPK no adenoma secretor de GH poderia representar uma
resposta celular ao aumento das concentracdes de cAMP, conforme evidéncias prévias
(62, 64, 95). Recentemente observou-se que ao inibir especificamente a enzima PDE4,
responsavel pela inativacdo de cAMP em 5’ AMP ha elevacao da concentracao de cAMP
em consequéncia a inibicdo da degradacao de cAMP em 5’ AMP, determinando aumento
da ativacdo de AMPK (64). Por outro lado, ndo ¢ possivel excluir a participacao de outras
vias sinalizadoras na ativagdo de AMPK, podendo, inclusive, ser uma resposta
compensatoria a tumorigénese.

O CAMS.2 vem sendo utilizado e pode até mesmo impactar na terapia médica
do paciente com acromegalia. Esse marcador de citoqueratina permite a importante
distingdo entre o padrao densamente e esparsamente granulados, ja que a fisiopatologia
destas lesoes pode determinar sua resposta as terapias atuais que estdo disponiveis:
analogos da somatostatina versus antagonistas do GH e possivelmente agonistas da
dopamina (52-54). Segundo o estudo de Ezzat ef a/ (1995) o efeito inibitério do octreotida
sob a secrecdo do GH ¢ significativamente melhor nos pacientes cujo padrdo de
citoqueratina ¢ o densamente granulado quando comparados aos esparsamente
granulados (53). Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Bhayana et al/
(2005), no qual uma analise multivariada confirmou que os adenomas densamente
granulados sao um forte preditor de resposta ao octreotida quando comparados com outras

variaveis tais como: idade mais avangada ao diagnostico e estagio tumoral (54).
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Recentemente um estudo relacionou a agressividade dos adenomas
somatotréficos ao desfecho clinico de seus pacientes (55). O artigo de Cuevas-Ramos et
al divide sua amostra em tipo 1, 2 e 3, sendo que o tipo 1 englobou pacientes mais velhos,
acompanhamento mais longo e os resultados mais favoraveis, caracterizado por
microadenomas ¢ macroadenomas nao agressivos, densamente granulados. J& na
ressonancia, a imagem desses tumores se estendem ao seio esfenoidal com mais
frequéncia do que a extensdo suprasselar (imagem concava do tumor) e expressam
abundante p21 e receptor de somatostatina 2. Ja o tipo 2 compreende macroadenomas nao
invasivos, densamente ou esparsamente granulados, sem extensdo significativa (tumor
plano na imagem), com resultado bioquimico intermediario. E o tipo 3 foi caracterizado
unicamente por macroadenomas agressivos esparsamente granulados e compostos de
pacientes com resultados terapéuticos adversos, apesar de receberem mais tratamentos
(59).

Sendo assim, apesar de em nossa amostra nao termos observado correlagao
entre a expressao de pAMPK e os diferentes padroes de expressdao de citoqueratina, a
utilizacao do marcador CAMS.2 pode ser importante para determinar o melhor tratamento
medicamentoso complementar para acromegalia para o paciente e este estudo nao
objetivou avaliar desfecho clinico dos pacientes.

Esse estudo ndo observou correlacdo no grau de expressao de pAMPK na célula
somatotrofica tumoral entre os sexos feminino e masculino. Tal achado requer
confirmagao por mais estudos, porém vale ressaltar que a acromegalia ¢ uma doenca que
apresenta comportamento clinico e bioquimico semelhante em homens e mulheres (96,
97) apesar de atualmente ser descrito que a acromegalia ¢ mais prevalente entre as

mulheres (30).
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Na acromegalia observamos que os pacientes possuem maior prevaléncia de
doengas cardiovasculares (31, 32) e maior risco de desenvolvimento de diabetes mellitus
decorrente dos efeitos anti-insulinicos do GH (33), caracterizando assim que esses
pacientes possuem fatores relacionados a etiologia do que chamamos de sindrome
metabolica. A adiponectina, um hormdnio secretado pelo tecido adiposo, responsavel
pela sensibilidade a insulina modulado pela obesidade abdominal e capaz de ativar
AMPK (65), apresenta-se aumentado em pacientes com acromegalia obesos e semelhante
entre os pacientes com acromegalia eutroéficos quando comparados aos pacientes
controles normais (98). Sendo assim, podemos inferir que o IMC poderia aumentar a
capacidade de ativagdo de AMPK j& que os niveis de adiponectina apresentam-se
elevados em pacientes com acromegalia apesar de nosso estudo nao demonstrar
correlagdo entre a ativagdo de AMPK e o IMC dos pacientes que participaram desse
estudo.

A demontragao in vivo e in vitro da eficacia do uso de metformina na inibigao da
proliferacao celular sao decorrentes da crescente investigacdo para comprovagao de sua
eficadcia como potencial adjuvante/ tratamento antitumoral (80). A dose de metformina
usualmente utilizada nesses estudos (4, 84) foi o equivalente a 7g / dia para o tratamento
de um individuo adulto, dose esta substancialmente superior a dose hipoglicemiante que
os pacientes utilizavam nesse estudo e que pode justificar a auséncia de correlagdo entre
a expressao de pAMPK e o uso de metformina pré cirurgia em nossa amostra.

Na pratica clinica observa-se que em adenomas secretores de GH a taxa de
normalizac¢do bioquimica pos cirurgia transesfenoidal ¢ dependente do volume tumoral e
niveis plasmaticos de GH pré-operatdrios (99) e que as maiores taxas de remissao foram

alcancadas nos microadenomas com um valor de GH menor que 10 ng / mL (100). Em
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nossa amostra, ndo observamos correlacdo entre a expressdo de pAMPK e necessidade
de tratamento medicamentoso complementar apos a cirurgia.

Quanto a mutagdo do gene GNAS, responsavel por codificar a fragdo a da proteina
G, apesar de descrito na literatura que sua prevaléncia seria em torno de 40% em
adenomas somatotroficos (101-105), somente um paciente de nossa amostra apresentou
mutacdo GNAS Arg201Cys C>T no exon 8 e a expressao de pAMPK desse paciente foi
semelhante ao demais. A presenga da mutagdo somatica GNAS ¢ uma analise a ser
considerada pois essa mutacdo inibe a atividade da GTPase de uma cadeia alfa da proteina
G, os (106). Dessa forma, ocorre uma hiperativagdo da adenilil ciclase e
consequentemente da via do cAMP. Sendo assim, identificar essa muta¢ao foi um ponto
importante pois, apesar de um tanto controverso, os adenomas somatotréficos com
mutacdo do gene GNAS sdo descritos como mais responsivos ao tratamento com o0s
ligantes dos receptores de somatostatina (octreotida) (107).

Nos ultimos anos, o gene AIP vem sendo amplamente estudado visto que cerca de
30% das familias com FIPA e 50% das acromegalias familiares possuem mutagao no gene
AIP (108). A interagdo de PDE4A4 (enzima responsavel por inativar c(AMP em 5’ AMP)
com AIP ¢ de grande importancia visto que o gene AIP ¢ considerado um gene supressor
de tumor e, dentre as diversas mutagdes descritas, ha indicios que alteragdes na estrutura
dos dominios TPR da molécula AIP podem ser preditores de adenomas hipofisarios (50),
Jjé& que essa por¢ao da molécula é conhecida por proporcionar a interagdo PDE4A4 e AIP.

Recentemente demonstramos que tanto a expressao de PDE4A4 quanto a de
PDE4A8 foi diminuida em amostras de adenomas secretores de GH com diferentes
mutagdo do AIP (95) e, nesse atual estudo pudemos observar que, as diferentes mutagdes

do AIP também demonstram diferentes expressdes de pAMPK.
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Nesse estudo, observou-se que a expressdo de pAMPK ¢ semelhante no grupo
com mutagdo AIP R304* (nonsense), Q164X (nonsense) e F269 H275dup (mutacio de
inser¢do) quando comparadas ao grupo de adenomas secretores de GH sem mutagdo. As
mutacdes nonsense R304* e Q164X causam um enfraquecimento da ligacdo AIP -
PDE4A5S e também perturbam a ligagdo com o receptor ari hidrocarbono - AhR. Ja a
mutacao de insercao F269 H275dup ndo mostra ruptura de ligagdo com PDE4AS5 (60).

Ja nas mutagdes E222* (nonsense) e R304Q (missense), a expressao de pAMPK
¢ significativamente superior as aquelas observadas nas demais mutagdes do AIP citadas
anteriormente. A mutagdo R304Q, atualmente questionada se ¢ realmente uma mutagao
ou um polimorfismo (109), apesar de apresentar um enfraquecimento da ligacdo com
PDE4AS5 devido a extremidade C-terminal do dominio TPR ser seriamente interrompida,
apresentou nesse estudo uma elevada ativacdo de AMPK similarmente ao observado na
mutacdo nonsense E222%*. Esses dados sdo sugestivos de que apesar das mutacdes
afetarem a ligacdo AIP — PDE4AS5, isso nao afeta a ativagdo de AMPK, demonstrando
que essa ativagdo acontece por uma via diferente / alternativa e nao influenciada pela
interrupcao da interacao AIP-PDE4AS.

Nossos dados sugerem que apesar de cAMP ¢ AMPK pertencerem a vias
sinalizadoras distintas, ¢ possivel que a modulacgao da ativacdo de AMPK ocorra por essas
duas vias. Também podemos inferir que a hiperativacdo de AMPK nas células
somatotréficas com ou sem mutacao do AIP possam ser um efeito fisioldogico em resposta
ao aumento da conversdo de ATP em cAMP nessas células.

E importante salientar também que nesse estudo trabalhamos com adenomas
hipofisarios secretores de GH que tém, por caracteristica, serem benignos. A maioria dos
dados na literatura apontam para uma diminui¢do de ativagdo de AMPK em tumores

malignos, com aumento na producdo de lipidios e aumento da sintese de proteinas e DNA,
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bem como proliferacdo e migracdo celular (2, 73-79). No cancer de prostata, foi
demonstrado que a inativagdo de AMPK aumenta o comportamento maligno das células
cancerosas enquanto que sua ativagao suprime o crescimento e proliferagdo celular (110).
Ja em tumores benignos, os dados da literatura demonstram aumento de expressdo de
pAMPK em adenomas de colén benignos quando comparados ao cancer colorretal (3),
assim como observado em nossos pacientes com adenomas secretores de GH esporadicos
e nas amostras com mutacao do AIP. Sendo assim, sugerimos que os tumores hipofisarios
produtores de GH apresentam uma hiperativacdo de AMPK compensatoria, como

tentativa de supressao do crescimento e proliferacdo do adenoma.

8. LIMITACOES

Esse trabalho foi realizado em pacientes com acromegalia, virgens de tratamento
especifico para doenca e mutacdo GNAS negativa na sua maioria.

Devido ao nimero de amostras disponiveis, ndo foi possivel avaliar a expressao
de pAMPK quanto ao tamanho tumoral uma vez que a grande maioria dos pacientes
incluidos apresentavam macroadenomas.

Houve dificuldade no recrutamento de pacientes visto que precisavamos da
biopsia cirurgica e alguns pacientes ndo haviam realizado a cirurgia no HC-UFMG e
dentre os que realizaram, houve dificuldade de encontrar o material na anatomia
patoldgica e algumas bidpsias possuiam material insuficiente para analise. Como esse €
um estudo retrospectivo, alguns dados de exames e medidas corporais anteriores a

cirurgia ndo foram possiveis de serem resgatados.
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9. CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou de forma inédita a expressdao aumentada de pAMPK em
pacientes com acromegalia descontrolada submetidos a cirurgia para retirada do
adenoma, ao que parece, relacionado ao aumento da conversao de ATP em cAMP dentro
da célula hipofisaria neoplasica. Em nossa amostra os parametros clinicos tais como:
sexo, IMC, os diferentes padroes de CAMS.2, uso de metformina antes da cirurgia, niveis
de GH pré cirurgia e necessidade de terapia medicamentosa para acromegalia pos
cirurgia, ndo apresentaram correlacdo com a expressdo de AMPK. Apesar de sabermos
que, por exemplo, o padrdo esparsamente granulado possui pior prognostico € que a
acromegalia parece acometer mais as mulheres do que os homens, esse parametros
clinicos parecem nao se correlacionar com o aumento / diminuigao da ativacdo de AMPK.

A mutagdo GNAS no exon 8 identificada no paciente GH26 parece nao interferir
na expressao de pAMPK que foi semelhante aos demais pacientes com acromegalia. O
aumento da expressao de pAMPK nas diferentes mutagdes do AIP pode representar uma
resposta celular ao aumento intracelular de cAMP decorrente da diminuicao da
degradacao de cAMP em 5° AMP, em resposta a diminui¢do de fosfodiesterase 4A4 e
4A8 demonstradas previamente.

Sendo assim, esse estudo fornece importantes dados sobre a expressao de pAMPK
em adenomas hipofisarios secretores de GH esporadicos quanto ao padrio de
citoqueratina, sexo, IMC, niveis de GH pré cirurgia, necessidade de terapia
medicamentosa complementar a cirurgia, mutagdo GNAS e em adenomas hipofisarios
secretores de GH com mutagdo do AIP. Porém estudos complementares para melhor
entendimento das vias ativadoras de AMPK na hipofise devem ser considerados ja que o
AMPK vem sendo descrito como potencial modulador da proliferagdo e crescimento

celular em células hipofisarias.
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ANEXO I : Carta de Aprovacio do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n® ETIC 0013.0.203.000-10

Interessado(a): Prof. Anténio Ribeiro de Oliveira Junior
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP analisou e
aprovou, no dia 20 de agosto de 2014, a emenda ao projeto de
pesquisa intitulado "Estudo da evolugao de 1000 pacientes operados
de adenomas e outros tumores hiposarios e neuroendocrinos com
implantagédo de banco destes tumores™:

o Inclusdo de coleta de sangue para extragdo de DNA de todos os
pacientes que consentirem;

o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ac COEP um

ano apos o inicio do projeto.
Zﬁr/w (o rr}a@ '7?7&0/@&05 Rre ﬂfé ;

Profa. Dra. Telma Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepiaprpg.ufing.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 43738914.4.0000.5149

Interessado(a): Prof. Antonio Ribeiro de Oliveira Junior
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 06 de maio de 2015, o projeto de pesquisa intitulado "O papel
das fosfodiesterases e sua importancia para interacdo com o
receptor AIP (proteina com interacdo com receptor ARIL
hidrocarbono) em tumores hipofisarios" bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP

um ano apds o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

% Corry YOa:/MQS ore

Profa. Dra. Telma Campos Medeiros Loren
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@ prpg.ufimg.br
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ANEXO II: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Estudo: ESTUDO DA EVOLUCAO DE 1000 PACIENTES OPERADOS DE ADENOMAS E

OUTROS TUMORES HIPOFISARIOS E NEUROENDOCRINOS, COM IMPLANTACAO DE BANCO
DESTES TUMORES

10.

11.

Declaro que antes de assinar este documento para dar meu consentimento para
participar deste projeto, fui informado (a) sobre as técnicas e métodos utilizados
neste estudo, assim como sobre os possiveis desconfortos e os riscos decorrentes
de minha participagao.

Eu tive tempo suficiente para tomar minha decisdo e me foi dada oportunidade de
fazer perguntas, também recebi uma copia com um resumo destas informagoes,
assinada pelo investigador, para meu proprio arquivo.

Eu entendi que minha participacao € voluntaria e que tenho a liberdade de retirar
meu consentimento em qualquer momento, sem dar explicacdo para isto sei que
tal decisdao ndo afetara meus direitos legais nem meu atendimento médico.
Compreendi que em qualquer local desse consentimento, onde aparece a palavra
“tecido” eu posso substitui-la por qualquer outra amostra que eu decida doar.

Eu entendi que minha participac¢do nesse estudo terminara assim que a amostra de
tecido tiver sido obtida e toda documentagao relevante tenha sido lida e assinada
por mim ou pelo responsavel legal pela minha participagdo. Entendo também que
minha participacao passiva nesse estudo ira durar indefinidamente porque os
tecidos por mim doados poderao ser preservados por um grande periodo de tempo.
Meu médico (o médico pesquisador) respondeu minhas perguntas e esclareceu
minhas davidas.

Eu permito que meus registros sejam vistos pela equipe da investigagao autorizada
pela Institui¢do, pelas Autoridades de Satude nacionais ou pelo Comité de Etica,
sendo que esses registros serdo mantidos com a maior confidencialidade possivel.
Por isso autorizo também a execugao de fotocopias de meu histérico médico para
salvaguardar as informagdes nele contidas, se necessario.

Autorizo o envio de amostras de tecidos e/ou exames a um pesquisador da
Instituicdo para analise. Nesta transmissdo, serdo observados os principios de
protecao de dados.

Eu aceito livremente e voluntariamente participar nesta pesquisa ¢ declaro que
obedecerei as instru¢des do médico do estudo. Eu assino o presente documento
mantendo uma copia dele e das informacgdes clinicas.

Mediante minha assinatura abaixo, eu consinto na doacao de tecido retirado em
procedimento cirtrgico indicado pelo meu médico assistente. E concordo com sua
utilizagio futura uma vez avaliada e aprovada por um Comité de Etica em
Pesquisa.

O sim 0 ndo

Assinatura do(a) Paciente:

Mediante minha assinatura abaixo, eu consinto na doag@o de blocos de parafina de
tecido previamente retirado em procedimento cirtrgico indicado pelo meu médico
assistente. E concordo com sua utilizagdo futura em pesquisas avaliadas e
aprovadas por um Comité de Etica em Pesquisa.
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O sim O nao

Assinatura do(a) Paciente:

12. Mediante minha assinatura abaixo eu consinto na realizacdo de exames de sangue
para avaliag¢ao dos critérios de exclusdo, a saber: Hepatite B, HCV, HIV 1, HIV 2,
conforme descrito no folheto de informagao.

O sim 0 nao

Assinatura do(a) Paciente:

13. Mediante minha assinatura abaixo, eu consinto na realizagdo de coleta de sangue
para extragdo de DNA. E concordo com sua utilizagdo futura em pesquisas
avaliadas e aprovadas por um Comité de Etica em Pesquisa
O sim O ndo

Assinatura do(a) Paciente:

14. Em relacdo a coleta de sangue e a extracdo do DNA, e o resultado genético
(resultado do exame de DNA)
O quero colaborar com a realizagdo do exame, mas nao quero saber o resultado

genético

O quero colaborar com a realiza¢do do exame e desejo ser informado do
resultado genético

O ndo quero colaborar com a realizacao do exame

Assinatura do(a) Paciente:

Nome completo do(a) paciente:

Data:

Nome completo do Representante Legal (se aplicavel):

Assinatura do Representante Legal (se aplicavel):

Data:

Nome completo da Testemunha:

Nome completo de quem obteve o consentimento:

Data:




ANEXO III: Média de fluorescéncia de cada amostra
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Meédia de Fluorescéncia para Padrao
Amostra pAMPK CAMS.2
(UA — unidades arbitrarias)
GHS 43.06 UA Esparsamente granulado
GH9 19.17 UA Densamente granulado
GHI10 22.65 UA Esparsamente granulado
GHI11 25.83 UA Misto
GH12 16.53 UA Esparsamente granulado
GH13 15.85 UA Densamente granulado
GH15 18.82 UA Densamente granulado
GH17 13.66 UA Densamente granulado
GH18 28.93 UA Densamente granulado
GH20 22.54 UA Esparsamente granulado
GH22 19.97 UA Esparsamente granulado
GH24 24.83 UA Densamente granulado
GH25 31.11 UA Esparsamente granulado
GH26 17.91 UA Densamente granulado
GH27 11.66 UA Misto
GH28 10.71 UA Densamente granulado
R304* 19.68 UA -
Q164X 26.06 UA -
F269 H275dup 26.88 UA -
E222%* 46.08 UA -
R304Q 47.16 UA -
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Phosphodiesterases and cAMP
Pathway in Pituitary Diseases
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Hurmnan phosphodiestemses [FDEs) comprise & complex supedamily of sreymes dedved
from 24 genes ssparated info 11 PDE gens families [FDEs 1-11), supressed in difiersnt
tissues and odlls, including heart and brain. The isafomns PDE4, PRET, and POES ans
speciic for the seocond messenger cfMP, which is esponsible for mediating dverse
physickogical actions imvolving difierent hormones and neurotreremitters. The ciliP
pattrasy plys an important role in the devstopment and function of endocrine tisswes
whils phosphodisshernses are responsible for ensuning the approprizte intersity of the
actions of this pathwy by hydmohaing oAMP to s inctive form 5'-8MF. PDE1, FLEZ,
POE4, and PIE11A are highly expressed in the pituitary, and overexpression of some
PIEA isolomns have been demonsiraled in diferent piuitary adenoma sublypes. This
cheered over-mpression in pitviiary adenomas, although of wnknown eticlogy, has
been considerd a compersatony rsponse o fiumongenesis. PDEAAATE has a unique
ntemaction with the co-dhapemns and hydmocarbon receplor-ntemscing proten (AF), a
protein implicated in somatotroph tumonigenesis vie gemiine loss-ol-function musstions.
Basad on the assodation of low POE4AA expression with germiine AP -mutation-positive
samnpies, the avaiinble data sugoest that ok of AF hinders the upreguistion of FOEd64
prolen seenin spondc somatotrophinomas. This uniqus dsturbance of the cAMP-PDE
pattraay obsensed in the majonty of AF-mutation positive adenomas could contribute
1o thesir well-desoribesd pocr responss to somatostatin analogs and may support & roks
in fumorigeness.
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several daferent mENAS, and the reseltmg peoleins vary widcly in their distnbution m varous
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A proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK) atua - Belo Horizonte, MG - Brasil
como sensor metabdlico e é ativada por aumentos na relagio AMP /

ATP. Esta proteina suprime a via de sinalizagio de mamiferos alvo da Instituicao:

rapamicina (mTOR) que, quando ativada, estimula proliferacio celular Universidade Federal de Minas

e protecio contra apoptose. A via de sinalizacio mTOR também é Gerais, Departamento de Clinica

Médica da Faculdade de Medicina -

regulada pela via de sinalizacio PI3K / Akt. O adipécito é mediador Belo Hortonte, MG - Brasl.

central da resposta inflamartéria em individuos obesos e age secretando
horménios como a adiponectina. Além disso, os adipécitos secretam
fatores de crescimento semelhantes 4 insulina (IGFs) e citocinas pro-
inflamarérias, que sio importantes na patogénese do cincer. Esses fatores
aumentam a atividade da via de sinalizagio PI3K / Akt, estimulando
proliferacio celular. A relacio entre obesidade, hiperinsulinemia,
diabetes mellitus tipo 2 e aumento do risco de desenvolver diferentes ~ Recebido em: 10/02/2020.
tipos de cincer é bem conhecida. A adiponectina é essencial na regulacio Aprovado em: 30/04/2020.
da sensibilidade 2 insulina e seus niveis circulantes estio inversamente

associados 4 obesidade visceral. Estudos recentes in vitro mostraram

correlacdo significativa entre baixos niveis plasmaricos de adiponectina

e varios tipos de cinceres. A adiponectina ativa AMPK e, uma vez

ativada, AMPK suprime o complexo mTOR 1 (mTORC1). Do ponto

de vista terapéutico, existem drogas disponiveis cujos mecanismos de

acio envolvem AMPK. Um desses medicamentos ¢ a metformina, que

atua inibindo a gliconeogénese por meio da ativagio do AMPK no

figado. Esta revisio consiste numa andlise da mélecula de AMPK, vias

de sinalizacdo, regulacio (mTORC1) e metformina, bem como a relagio

entre obesidade e vdrios tipos de cinceres.
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