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1 Introducao

Os adenomas de hipéfise (PitNETSs) sdo o segundo tumor intracraniano mais comum, €
0 mais comum dos tumores neuroenddcrinos. As manifestagdes clinicas podem envolver
aumento da secrecdo de hormoénios adeno-hipofisarios, no caso de PitNETs funcionais,
enquanto tumores ndo funcionais manifestam sintomas de massa, como cefaleia e disturbios
visuais pela compressdo do quiasma Optico, ¢ quadros de deficiéncias hormonais por
hipopituitarismo. Assim, os PitNETs podem prejudicar a qualidade de vida, ou, em casos mais
agressivos, ameacar a vida dos pacientes (Villa et al., 2024). A investigacdo sobre os
mecanismos tumorais possibilita desenvolver novos recursos para diagnostico, monitoramento,
progndstico e tratamento das diversas neoplasias. Nesse sentido, uma das vias de sinalizacdo
que tem se apresentado como campo de interesse na investigagdo de diferentes tumores ¢ o
sistema purinérgico, que esta intimamente relacionado com o desenvolvimento e progressao de
diferentes neoplasias (Soares et al. 2024). Basicamente, devido ao dano celular no
microambiente tumoral, ha extravasamento de nucleotideos e nucleosideos para o meio
extracelular, principalmente de ATP. Esses elementos sao metabolizados pela acao de enzimas
especificas, como CD39 e CD73, gerando subprodutos como ADP, AMP e ADO, que também
possuem capacidade de sinalizacdo sobre receptores especificos, interferindo em diferentes
mecanismos como mensageiros extracelulares (Giuliani, Sarti, Di Virgilio, 2019). Embora a
sinalizagdo purinérgica cumpra com um papel relevante na fisiologia hipofisaria, em um tecido
que expressa praticamente todos os receptores dessa via de sinalizagdo (Stojilkovic ef al., 2010),

esse permanece como um campo de estudo pouco explorado em PitNETs. Dessa forma, este
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trabalho se concentrou em investigar a manifestagdo de ATPe e atividade enzimatica de CD39 e

CD73 nos linfocitos do plasma de pacientes com esse tipo de tumor.
2 Objetivos

Objetivo geral: Analisar ATP extracelular e metabolismo do AMP, ADP ¢ ATP em
linfocitos de pacientes com adenomas de hipofise.

Objetivos especificos: Caracterizar as amostras pelo sexo, idade, subtipo histoldgico do
tumor, estagio tumoral, tamanho do tumor, e presenca concomitante de comorbidades
(hipertensdo, sindrome metabdlica, diabetes, entre outras); Quantificar o ATP extracelular em
amostra sanguinea de pacientes com adenomas de hipofise; Quantificar o metabolismo de AMP,
ADP e ATP em linfocitos de pacientes com adenomas de hipofise; Correlacionar dados.

3 Metodologia

Esta se trata de uma pesquisa quantitativa, transversal do tipo caso-controle. O presente
estudo faz parte do projeto guarda-chuva “Neoplasias do sistema nervoso central: analise do
sistema purinérgico e estresse oxidativo”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da UFFS (CEP-UFFS), sob parecer n° 5.975.092 e CAAE
n°65163722.0.0000.5564. Foram incluidos pacientes com adenoma de hip6fise, maiores de 18
anos, submetidos a resseccdo cirargica em um dos dois hospitais de referéncia de Chapec6-SC,
no periodo de 2023 a 2024, que ndo dispunham de historico de tumores em outro sitio e que
aceitaram participar da pesquisa sob assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Participaram na pesquisa 16 pacientes, sendo que, para cada um, foram coletados
30 ml de amostra sanguinea, acondicionados em tubos de coletas especificos, incluindo tubo
com citrato, tubo sem anticoagulante e¢ tubo com EDTA. As amostras bioldgicas foram
coletadas por profissional devidamente qualificado, membro da equipe de pesquisa, e, assim
que coletadas, foram destinadas para o laboratério da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS), onde tiveram seus hemocomponentes separados para as analises posteriores. Dos
pacientes, 5 foram excluidos pela inviabilidade das amostras para as analises realizadas, sendo
selecionados apenas 11. Para a caracterizacdo das amostras, as informagdes foram obtidas a
partir dos prontudrios médicos, com controle rigoroso de acesso, limitado a equipe médica
responsavel, que forneceu as informagdes necessarias restritamente aos organizadores da
pesquisa, sob supervisdo. A graduacao observada foi o Knosp, que avalia o nivel de invasdo de
seio cavernoso, dado fornecido pelo neurocirurgido membro da pesquisa, sendo que, pelo
espaco amostral reduzido, optou-se por categorizar os pacientes em dois grupos, conforme a

literatura: baixo grau para Knosp 1 e 2; alto grau para Knosp 3 e 4 (Araujo-Castro et al. 2022).
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Para mensurar os niveis de ATP extracelular (ATPe) em soro, foi utilizado o Kit de

UNIVERSIDADE
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Determinacao de ATP (A22066) da Molecular Probes, seguindo o protocolo do manual do
fabricante, usando 10 uL de amostra, em duplicata, e a leitura foi realizada com lumindmetro.
Para mensurar a atividade enzimatica de CD39 e CD73 em linfocitos, foram utilizados os
protocolos da Atividade de Apirase e da Atividade da Ecto-nucleotidase de Pilla et al. (1996)
adaptados por Lunkes et al. (2003). A atividade da adenosina deaminase (ADA) foi
determinada a partir de duas reac¢des: primeiramente foi feita a adi¢ao de 30 pL de linfocitos e
90 uL do substrato adenosina (21 mM - pH 6,5), que foi incubada em banho maria a 37°C
durante 60 min; posteriormente, foram adicionados a solugao 80 puL de fenol/nitroprussiato de
sodio e 80 uL de hipoclorito alcalino (12,5 mL de NaoH 1M em 1,6 mL de hipoclorito alcalino a
5% em 100 mL de H20), que foi homogeneizada em vortex e incubada em banho maria a 37°C
durante 30 min. A absorbancia foi obtida a 620 nm e os resultados foram expressos em unidades
de ADA por L (U/L). Os dados obtidos foram tabulados em planilha do Excel e, apos,
analisados através do programa GraphPad Prisma versao 8.0. Para os niveis de ATPe e para a
atividade da ADA foi utilizado o teste de Mann Whitney, enquanto que a atividade da CD39 e
da CD73 foram submetidas ao teste T de Student ndo pareado. Foram consideradas
estatisticamente significantes as diferencas em que a probabilidade de rejeicdo da hipdtese de
nulidade foi menor que 5% (p <0,05).

4 Resultados e Discussao

Um total de 11 pacientes participaram da pesquisa, sendo 45,45% do sexo masculino,
com idade média de 51 anos, € 54,55% do sexo feminino, com idade média de 60 anos. Embora
45,45% dos tumores ndo tenham sido definidos em termos de produgao hormonal, 9,09% foram
definidos como secretores, € 36,36% como ndo secretores. A comorbidade mais prevalente
identificada foi hipertensdo arterial sistémica, presente em 45,45% dos pacientes, seguida por
diabetes mellitus tipo 2, em 9,09%. Outras comorbidades observadas foram hipertireoidismo e
pan-hipopituitarismo, mas 50% dos individuos observados ndo apresentaram comorbidades no
momento da pesquisa. Com relagdo a graduagao Knosp, 36,36% foram classificados em nivel
baixo, com idade média de 47 anos, € 63,64% em nivel alto, com idade média de 61 anos.

Os resultados das analises estdo representados nos graficos da figura 1. Nao houveram
diferencas significativas entre os grupos para nenhum dos testes realizados, isto ¢, para os niveis
de ATPe (p=0,3524), atividade das enzimas CD39 sobre ATP (p=0,8218), CD39 sobre ADP
(p=0,6139), CD73 (p=0,8241) e ADA (p=0,6095).
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Figura 1: Resultados da quantificacdo de ATPe e da analise enzimatica de CD39, CD73
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Para os niveis de ATPe e para a atividade da ADA foi utilizado o teste de Mann Whitney, enquanto que a
atividade da CD39 e da CD73 foram submetidas ao teste T de Student ndo pareado. Em cada grafico, os dados
estdo expressos na forma de média e mediana, ¢ a unidade de medida esta representada no eixo das variaveis
(eixo X), e as colunas representam os dois grupos observados (PitNETs de baixo e de alto grau de invasdo, da
esquerda para a direita). Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada entre os grupos. Fonte:
elaborado pelos autores (2025).

Como ha pouca literatura sobre a via de sinaliza¢do purinérgica nos PitNETs, torna-se
importante investigar a forma como esse tipo de tumor afeta as células linfocitarias,
principalmente a expressdo de CD39 e CD73. Devido a descrigao de associagao entre alteragdes
na via purinérgica e invasividade, realizada em linhagens celulares de adenomas de hipofise por
Yin et al. (2025), esperava-se encontrar alguma relagdo com a graduacao Knosp, que € utilizada
para definir macroscopicamente o nivel de invasao tumoral. Acredita-se que o espaco amostral
reduzido pode ter influenciado os resultados obtidos. Além disso, a limitagdo por ndo investigar
tais alteragdes no microambiente tumoral, pelo tamanho reduzido das amostras de tecido, ¢
outro fator relevante que impacta este estudo. Sendo assim, € necessdrio prosseguir
investigando para abranger maior nimero de pacientes, ¢ também alvejar as alteragdes
especificas do microambiente tumoral.

5 Conclusao
Para as amostras dos pacientes com adenomas de hipéfise analisadas, ndo foram encontradas

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de baixo e de alto nivel de Knosp, em
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nenhuma das analises realizadas. Torna-se relevante, portanto, prosseguir com as analises para

avaliar as alteracdes em um numero maior de pacientes, além de investigar diretamente o

microambiente tumoral.
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