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O médico deve sempre se lembrar de que trata ndo apenas a doenga, mas o ser
humano que softre; e, na esperanga de cura, deve também oferecer consolo. A jornada
de curar e ser curado transcende o corpo, alcanca a alma, ¢ onde a ciéncia ¢ a
espiritualidade se encontram em prop6sito maior.

- William Osler, em The Principles and Practice of Medicine (1892).



RESUMO

Introdugdo: Os tumores neuroendodcrinos da hipofise (PitNETs) s@o o tipo mais comum de
tumores intracranianos entre as neoplasias endocrinas, apresentando maior prevaléncia em
mulheres e individuos entre 30 e 40 anos. Estudos apontam que o sistema purinérgico, em
conjunto com a resposta tecidual a lesdo e os processos inflamatorios, estdo entre as vias de
sinalizacdo envolvidas na formac¢do do microambiente tumoral e na progressao dos PitNETs.
Objetivo: Avaliar a atividade, a expressdo génica e proteica das enzimas purinérgicas
E-NTPDase (CD39) e Ecto-5’-nucleotidase (CD73), bem como os niveis séricos de
Interleucina-1p (IL-1P) em pacientes submetidos a cirurgia transesfenoidal para ressec¢do de
PitNETs. Metodologia: Trata-se de um estudo transversal desenvolvido em janeiro de 2024.
Foram selecionados 17 pacientes com diagnostico prévio de PitNET, submetidos a ressecc¢ao
cirtirgica no periodo entre 12 e 24 meses antes desta pesquisa, juntamente com 22 individuos
do grupo controle. Foi avaliada a atividade e a expressao das ectonucleotidases CD39 e CD73
em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e plaquetas, além dos niveis de ATP
extracelular e IL-1pB sérico. A coleta do material bioldgico dos pacientes foi realizada nas
dependéncias do Hospital Regional referéncia no oeste de Santa Catarina, localizado em
Chapeco/SC. Para as analises estatisticas, inicialmente, a normalidade dos dados foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Em seguida foram aplicados os testes T de Student,
Mann-Whitney ¢ ANOVA One-way. O nivel de significancia adotado foi de 95%, e o
programa estatistico usado foi o GraphPad Prism 9.0.1. Resultados: Neste estudo, o grupo
PitNET (GP) apresentou média de idade de 57,78 anos, predominancia do género feminino
(66,7%) e hipertensdo como a doenga cronica mais prevalente (23,53%). Em relacdo as
caracteristicas tumorais, houve maior prevaléncia de macroadenomas (94,11%), da linhagem
celular PIT-1 (35,3%) e de tumores gonadotréficos (23,52%). No contexto molecular e
funcional, o grupo PitNET exibiu niveis significativamente aumentados de ATP extracelular
(p=0,0004) e IL-1p sérico (p=0,0017), indicando um ambiente inflamatorio persistente. Além
disso, observou-se reducdo da atividade de CD39 em PBMCs (p=0,0039), associada a menor
capacidade de hidrdlise de ATP, contrastando com o aumento da atividade de CD73 em
plaquetas (p=0,0096), que favorece a hidrdlise de AMP e, consequentemente, a producao de
adenosina imunossupressora. Complementarmente, verificou-se o aumento significativo na
expressao proteica de CD39 (p<0,0001) e CD73 (p=0,0013), bem como na expressao genica
de CD73 (p=0,0349). Conclusao: Os resultados demonstraram que os PitNETs, mesmo apos
a ressec¢do cirurgica, promovem alteragdes persistentes na atividade e expressao das enzimas
purinérgicas, além de elevarem os niveis de IL-1p, contribuindo para um estado de inflamagao
cronica e imunossupressdo. Os resultados auxiliam na compreensdo da fisiopatologia dos
PitNETs e sugerem que os componentes da via purinérgica ¢ os mediadores inflamatorios
podem atuar como biomarcadores prognosticos e potenciais alvos terapéuticos. Ressalta-se, a
necessidade do desenvolvimento de estudos longitudinais, capazes de validar esses
marcadores e direcionar estratégias para o tratamento e seguimento dos pacientes.

Palavras-chave: Neoplasias hipofisarias; Sinalizagdo purinérgica; Ressec¢do cirlrgica;
Ectonucleotidases; Inflamagao.



ABSTRACT

Introduction: Pituitary neuroendocrine tumors (PitNETs) are the most common intracranial
tumors among endocrine neoplasms, with higher prevalence in women and individuals aged
30 to 40 years. Studies indicate that the purinergic system, together with tissue response to
injury and inflammatory processes, are among the signaling pathways involved in the
formation of the tumor microenvironment and in PitNET progression. Objective: To evaluate
the activity, gene expression, and protein expression of the purinergic enzymes E-NTPDase
(CD39) and Ecto-5’-nucleotidase (CD73), as well as serum levels of Interleukin-1f (IL-1B) in
patients who underwent transsphenoidal surgery for the resection of PitNETs. Methodology:
This is a cross-sectional study conducted in January 2024. Seventeen patients with a previous
diagnosis of PitNET, who had undergone surgical resection 12 to 24 months prior to this
research, were selected, along with 22 individuals in the control group. The activity and
expression of the ectonucleotidases CD39 and CD73 in peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) and platelets were assessed, in addition to extracellular ATP levels and serum
IL-1pB. Biological sample collection was carried out at the Regional Hospital, a reference
center in western Santa Catarina, located in Chapecd, Brazil. For statistical analyses, data
normality was verified using the Shapiro-Wilk test, followed by Student’s t-test,
Mann-Whitney, and one-way ANOVA. A 95% significance level was adopted, and analyses
were performed using GraphPad Prism 9.0.1. Results: In this study, the PitNET group (PG)
presented a mean age of 57.78 years, with a predominance of females (66.7%) and
hypertension as the most prevalent chronic disease (23.53%). Regarding tumor characteristics,
macroadenomas (94.11%), PIT-1 cell lineage (35.3%), and gonadotroph tumors (23.52%)
were more frequent. At the molecular and functional level, the PitNET group exhibited
significantly increased levels of extracellular ATP (p = 0.0004) and serum IL-1f3 (p = 0.0017),
indicating a persistent inflammatory environment. In addition, a reduction in CD39 activity in
PBMCs was observed (p = 0.0039), associated with lower ATP hydrolysis capacity,
contrasting with increased CD73 activity in platelets (p = 0.0096), which favors AMP
hydrolysis and, consequently, the production of immunosuppressive adenosine. Furthermore,
significant increases were found in CD39 protein expression (p < 0.0001), CD73 protein
expression (p = 0.0013), and CD73 gene expression (p = 0.0349). Conclusion: The results
demonstrated that PitNETs, even after surgical resection, promote persistent alterations in the
activity and expression of purinergic enzymes, in addition to increasing serum IL-1f levels,
contributing to a state of chronic inflammation and immunosuppression. These findings
expand the understanding of PitNET pathophysiology and suggest that purinergic pathway
components and inflammatory mediators may serve as prognostic biomarkers and potential
therapeutic targets. The development of longitudinal studies is warranted to validate these
biomarkers and guide novel strategies for the treatment and follow-up of affected patients.

Keywords: Pituitary neoplasms; Purinergic signaling; Surgical resection; Ectonucleotidases;
Inflammation.
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1 INTRODUCAO

Os tumores neuroendocrinos da hipofise (PitNETs) sdo neoplasias localizadas na
regido selar, no lobo anterior da glandula pituitaria, no qual se desenvolvem a partir de
mutagdes somdticas ou germinativas em células enddcrinas, levando a secrecdo hormonal
desregulada e crescimento tumoral, caracterizado por instabilidade cromossomica e
senescéncia celular (Melmed et al., 2022). Atualmente, os dados clinicos indicam elevada
prevaléncia de PitNET em individuos entre 30 e 40 anos, sendo o terceiro tipo de tumor
intracraniano mais comum, com incidéncia variando entre 10% e 25% de todos os casos, atras
somente dos meningiomas e dos gliomas (Souza ef al., 2023).

Nesse contexto, com os avangos das técnicas de diagnéstico e de imagem, houve um
aumento significativo na identificacdo de novos casos de PitNETs. Esse achado ¢ reforcado
por um estudo realizado na Inglaterra com mais de 80.000 habitantes, que revelou uma
prevaléncia até quatro vezes maior que a registrada em décadas anteriores (Day; Lavin;
Bannister; Jenkins, 2025). Corroborativamente, um estudo epidemiologico realizado em 2020,
na Bélgica, analisou a incidéncia anual de PitNETs, que variou entre 3,9 e 7,4 casos por
100.000 habitantes, além da prevaléncia, que oscilou entre 76 e¢ 116 casos por 100.000
habitantes, evidenciando o impacto desses tumores na morbidade (Daly; Beckers, 2020).

Os PitNETs apresentam uma ampla gama de manifestagdes clinicas em razao de seu
espectro altamente varidvel e da diversidade de comportamentos exibidos entre os diferentes
fenotipos, variando de indcuos a malignos e impactando de varios modos a satde do paciente
(Melmed et al., 2022). Nessa conjectura, com o crescimento progressivo do tumor, podem
ocorrer compressao aguda de estruturas adjacentes — especialmente quando ja se configuram
como macroadenomas — € invasdao do seio cavernoso, ocasionando sintomas como déficits
visuais, diplopia, cefaleia, aumento da pressdo intracraniana ¢ compressao do quiasma optico
ou dos nervos cranianos (Ho ef al., 2024).

O diagnéstico do PitNET envolve a avaliagdo da funcdo hormonal
hipotalamica-hipofisaria, assim como a analise do crescimento e a invasdo tumoral por meio
dos exames de imagem (ressonancia magnética contrastada), com base nas classificagdes de
Knosp e Hardy. Além disso, a identifica¢do histopatologica dos tipos celulares proliferativos,
considerando o indice Ki-67 expresso pela coloragdo imuno-histoquimica, parametro
considerado padrdo-ouro para o diagnéstico dessas lesdes e reafirmado pelos principios
estabelecidos na classificacao de 2017 (Silva; Oliveira; Souza, 2022).

Ademais, compreender os principais determinantes da proliferagdo tumoral e a
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estratificacdo de risco permite um manejo mais eficaz dos pacientes com os PitNETs, uma vez
que o entendimento das caracteristicas histologicas do tumor — incluindo indice mitético,
atipia celular e marcadores moleculares — ¢ fundamental para o diagndstico, o tratamento € o
prognostico (Souza et al, 2023). O conhecimento das rotas de comunicagdo celular,
envolvendo fatores de crescimento, seus receptores, vias de sinalizag@o intracelular e o ciclo
celular sdo fundamentais (Maynard; Sfanos, 2022). Nesse contexto, evidéncias cientificas
indicam que a sinaliza¢do purinérgica e os processos inflamatérios teciduais desempenham
papéis cruciais na patogénese e progressdo das alteragdes neuroendodcrinas, uma vez que, 0s
nucleotideos extracelulares, como ATP, ADP, AMP e a adenosina, regulam diversos processos
bioldgicos por meio da cascata de hidrdlise purinérgica, regulando a disponibilidade de
nucleotideos no meio extracelular (D1 Virgilio; Adinolfi, 2017).

No microambiente tumoral, a alta concentragdo de ATP, associada a infiltracao
leucocitaria e a presenca de citocinas pro-inflamatoérias, influencia processos como apoptose,
proliferacdo, diferenciagdo celular, invasdo e metastase (Di Virgilio, 2012). O ATP liberado
ativa receptores P2X7, promovendo a secre¢do de IL-1PB e IL-18, além de sustentar a
inflamagao cronica (Zhang; Mosser, 2008). Em contrapartida, a adenosina, frequentemente
aumentada no tumor, favorece o crescimento celular, a angiogénese e a imunossupressao
(Sato et al., 2019). Esse equilibrio é regulado por enzimas como a CD39, que converte
ATP/ADP em AMP, e CD73, que transforma AMP em adenosina, e estio amplamente
distribuidas em células e tecidos (Di Virgilio, 2012; Burnstock ef al., 2002).

A investigacdo das implicagdes do sistema purinérgico em diferentes tipos de tumores
tem se consolidado como uma ferramenta essencial para a compreensdo dos mecanismos
patologicos neoplasicos (Pelegrin; Surprenant, 2009; Kumari et al., 2016). Embora estudos
sobre enzimas purinérgicas € o sistema nervoso tenham sido conduzidos em outros tumores
intracranianos, ainda existe uma lacuna no entendimento da acdo integrada dos componentes
da sinaliza¢do purinérgica nos PitNETs, uma vez que poucos trabalhos exploraram a relacao
entre os diferentes elementos dessa via e esses tumores (Mota et al., 2024).

Diante desse cenario, torna-se fundamental aprofundar o conhecimento sobre a
interagdo desses fatores em individuos com PitNETs, a fim de melhorar o progndstico e o
tratamento da doenca. Compreender as vias comuns que associam a desregulacdo da
sinalizagdo purinérgica aos PitNETs pode oferecer novas perspectivas sobre seus processos

patologicos e contribuir para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas inovadoras.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a sinaliza¢do purinérgica por meio das enzimas ectonucleotidases E-NTPDase
(CD39) e Ecto-5’-nucleotidase (CD73), além da expressao da IL-1p, em pacientes submetidos

a cirurgia transesfenoidal para resseccao de tumor neuroendocrino da hipoéfise.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (aracterizar o grupo amostral quanto aos perfis sociodemograficos e
clinico-patologicos;

e Avaliar a atividade, a expressdo génica e proteica da enzima CD39 em células
mononucleares do sangue periférico e plaquetas de pacientes submetidos a resseccao
cirtirgica de tumor neuroenddcrino da hipofise e em individuos controle;

e Avaliar a atividade, a expressdo génica e proteica da enzima CD73 em células
mononucleares do sangue periféricos e plaquetas de pacientes submetidos a ressec¢ao
cirtirgica de tumor neuroenddcrino da hipofise e em individuos controle;

e Analisar os niveis de IL-1B em pacientes submetidos a ressec¢do cirtirgica de tumor

neuroendodcrino da hipofise e em individuos controle.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 TUMOR NEUROENDOCRINO DA HIPOFISE

Os PitNETs sdo tumores endocrinos (TEs) que se desenvolvem na regido selar do
cranio, sendo considerados um dos TEs mais prevalentes — atrds apenas dos tumores
gastrointestinais e pulmonares. Representam cerca de 10% a 15% dos casos e, na maioria das
vezes, sao tumores benignos, ou seja, ndo se disseminam além do seio cavernoso (Melmed et
al., 2022). Os PitNETs podem surgir de diferentes linhagens celulares ou de células nulas, que
ndo expressam nenhum produto génico. Estima-se que aproximadamente 1 em cada 1100
pessoas seja diagnosticada com PitNET ao longo da vida, seja em razdo de manifestacdes
clinicas, seja por achados incidentais em exames de imagens — conhecidos como
incidentalomas — durante a investigagdo de outras patologias neuroendocrinas (Mota et al.,
2024).

Diante desses dados, torna-se fundamental compreender a anatomia patoldgica dos
PitNETs. A hipofise ¢ dividida em dois lobos de origens distintas: o lobo anterior
(adeno-hipofise), derivado do ectoderma oral, e o lobo posterior (neuro-hipofise), originado
do neuroectoderma (Melmed et al, 2022). A glandula pituitaria anterior ¢ composta por
células altamente especializadas, originadas do ectoderma oral, que produzem hormdnios
especificos sob a regulacao de fatores de transcri¢ao proprios de cada tipo celular (Mete ef al.,
2018).

Dessa forma, os tumores secretores lactotr6fos sintetizam prolactina; os
somatotroficos produzem hormdnio do crescimento; os corticotroficos secretam
proopiomelanocortina, precursores do hormoénio adrenocorticotréfico; os gonadotréficos
liberam hormoénio foliculo-estimulante e hormoénio luteinizante; e os tireotroéficos sido
responsaveis pela produgdo da tireotrofina, também conhecida como hormonio estimulante da
tireoide (TSH) (Setton ef al., 2022).

Além dessas, a glandula pituitdria apresenta outras células, como células
foliculo-estelares, foliculares da zona marginal, células hormonais granulares, mesenquimais,
endoteliais e imunologicas, enquanto o lobo posterior contém pituicitos, um tipo de célula
glial, além de extensdes axoOnios de neurdnios localizados no hipotalamo (Tritos; Miller,
2023). Esses neuronios secretam diretamente na circulagdo periférica dois hormonios

essenciais: a ocitocina e a vasopressina (Sousa et al., 2023).
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Figura 1 - Fungdes do sistema hipotdlamo-hipofise
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Nesse contexto, os PitNETs sdo classificados em dois grupos principais: os tumores
funcionantes ou secretores, € tumores nao-funcionantes ou silenciosos (Setton et al., 2022).
Os PitNETs silenciosos, vistos principalmente nos subtipos gonadotréfico e corticotropico,
representam aproximadamente um ter¢co de todos os casos e apresentam uma taxa de
recorréncia de 51,5% ao longo de 10 anos, impactando negativamente o prognostico geral dos
pacientes (Almalki et al., 2020). Esses tumores podem nao secretar hormonios em quantidade
suficiente para provocar aumento detectavel nos niveis séricos (tumores completamente
silenciosos) ou podem secretar horménios cujos produtos ndo causam sinais clinicos, ou
sintomas tipicos de excesso hormonal. Essa caracteristica peculiar torna o diagnostico e o
manejo clinico desses tumores desafiadores (Mota et al., 2024).

Em alguns casos, os PitNETs podem causar sintomas compressivos, como cefaleia ou
perda parcial da visdo, devido a pressdo exercida sobre os nervos opticos. Em situagdes mais
graves, pode ocorrer hemorragia aguda por apoplexia hipofisaria, além de sinais e sintomas
relacionados a produ¢do hormonal insuficiente ou excessiva, comprometendo a fungdo normal
da hipofise (Ho et al., 2024).

Os PitNETs secretadores, como exemplificado anteriormente, caracterizam-se pela
produgdo excessiva de hormonios, o que pode resultar em diversas manifestacdes clinicas (De
Souza et al., 2023). Dados de prevaléncia indicam que aproximadamente um ter¢o desses
tumores secretam prolactina em excesso — hormonio responsavel por estimular a producao

de leite apos o parto. Esse aumento anormal pode levar a condi¢des patologicas, como
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hipogonadismo, infertilidade, galactorreia, amenorreia, secura vaginal, baixa libido
masculina, niveis reduzidos de testosterona e disfun¢ao erétil (Setton et al., 2022).

Os tumores produtores de hormdnio do crescimento em excesso causam acromegalia
em adultos e gigantismo em criangas, com sintomas como aumento das maos, pés e
caracteristicas faciais, além de cefaleia, osteoartrite, diabetes, apneia do sono e maior risco
cardiovascular, incluindo hipertensao (Ho et al, 2024). Quanto aos tumores que secretam
corticotropina em excesso estimulam a secre¢do de ACTH e, consequentemente, a liberagao
de cortisol pelas glandulas adrenais, resultando em hipercortisolemia e na Doenga de Cushing
que pode ocasionar obesidade, hipertensdo, osteoporose, ansiedade, depressao e distirbios do
sono (Almalki et al., 2020). Por outro lado, os tumores produtores de tireotropina secretam
quantidades excessivas de TSH, podendo levar ao hipertireoidismo, com manifestagdes como
sudorese, arritmias, irritabilidade e perda rapida de peso (Ho et al., 2024).

Embora a grande maioria dos PitNETs seja considerado benigno e sua etiopatogenia
permaneca pouco compreendida, avangos significativos foram alcancados na compreensao de
sua oncogénese por meio de estudos recentes (De Souza et al., 2023). Entre as descobertas
mais relevantes destacam-se as mutagdes inativadoras em genes supressores tumorais € as
mutacdes ativadoras de oncogenes, que desempenham papéis fundamentais no
desenvolvimento desses tumores (Mota et al., 2024). Além disso, ressalta-se a influéncia de
sinais hormonais provenientes do hipotalamo, que indicam disfung¢des na regulagdo do ciclo
celular, promovendo proliferagdo celular anormal e crescimento tumoral (De Souza et al.,
2023).

Nesse contexto, ao longo das ultimas décadas, foram feitas revisdes periddicas na
classificagdo dos PitNETs, refletindo o progresso no entendimento dos processos biologicos
subjacentes. Em suas primeiras definigdes, em meados de 2004, a Organizagao Mundial da
Satde (OMS) categorizava os tumores como “tipicos” ou “atipicos”, com base na presenga de
dois dos trés marcadores proliferativos: o indice Ki-67, a contagem mitdtica e a
imunocoloragdo para p53 (Silva; Oliveira; Sousa, 2022). Posteriormente, a classificacdo da
OMS de 2017 trouxe uma mudanga paradigmatica ao adotar uma abordagem baseada na
linhagem celular, determinada pelo fator de transcricdo (FT) e pela coloragdo
imuno-histoquimica hormonal (Li ef al., 2024).

Ademais, cada fator de transcricdo desempenha papel essencial na maturacdo das
células-tronco hipofisarias, conforme a sua funcdo especifica. Assim, o FT homeodominio da
classe POU, especifico da hipédfise (PIT-1), é responsavel pela diferenciacdo das células

acidofilas, o FT esteroidogénico 1 (SF1) conduz a formagdo das células gonadotroficas,
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enquanto o membro da familia T-box TBX19 (T-PIT), promove a maturagdo das células
corticotroficas (Melmed et al., 2022). Esse avango classificatorio permitiu uma caracterizacao
mais precisa dos tumores, contribuindo para diagnosticos especificos e para abordagens
terapéuticas direcionadas ao fenotipo celular (Mota et al., 2024).

Embora os termos “tipico” e “atipico” tenham sido retirados da classificagdo da OMS
de 2017, os valores prognosticos do Ki-67 e da contagem mitotica foram preservados, com
maior destaque para os tipos histologicos de “alto risco” (Melmed et al., 2022). Estes incluem
os tumores corticotrofico silencioso, os tumores pluri hormonais positivos para PIT-1, os
tumores somatotroficos com granulacdo escassa, tumores lactotroficos em homens e os
tumores de células de Crooke (Silva; Oliveira; Sousa, 2022). Tais mudangas foram observadas
em um estudo no qual a andlise dos FTs contribuiu para aprimorar as informagdes dos
diagnosticos, permitindo a reclassificacdo de 12% dos tumores em 171 pacientes (De Souza et
al., 2023).

Nesse cenario, em 2022, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) atualizou a
classificacdo dos PitNETs, priorizando a linhagem celular dos tumores em detrimento de sua
producao hormonal. Essa atualizagdo passou a basear-se em critérios morfoldgicos,
moleculares e clinicos, associados a imuno-histoquimica e a outras coloragdes especiais,
reconhecidas como técnicas essenciais para sua defini¢do (Silva; Oliveira; Sousa, 2022).
Além disso, os PitNETs passaram a ser classificados considerando a linhagem celular, os
fatores de transcrigdo, a diferenciagdo entre subtipos histoldgicos e os perfis hormonais
expressos pelas células tumorais (OMS, 2022). Essa nova classifica¢do foi fundamental para o
reconhecimento da heterogeneidade biologica desses tumores e possibilitou uma compreensao
mais aprofundada de sua biologia, auxiliando tanto na definicdo do prognostico quanto na
escolha da conduta clinica e das estratégias terap€uticas personalizadas.

Outrossim, a classificacio da OMS de 2022 introduziu uma nova categoria
denominada “tumores sem linhagem celular distinta”, que inclui os “tumores pluri
hormonais” e os “tumores de cé€lulas nulas”, definidos por uma populagdo monomorfica de
cé¢lulas com multiplas expressdes de fatores de transcricdo (Melmed et al., 2022). Apesar dos
avancos representarem um progresso significativo na avaliacdo diagndstica dos PitNETs,
ainda persistem desafios importantes para clinicos e patologistas. Uma das principais
limitagdes da classificagdo da OMS tem sido a auséncia de critérios padronizados para
determinar a imunopositividade dos fatores de transcri¢do, o que torna essa avaliacdo

suscetivel a interpretacdes subjetivas (De Souza et al., 2023; Li et al., 2024).



Quadro 1 - Classificacdao dos tumores neuroendocrinos da hipofise de acordo com o tipo,
subtipo, fator de transcri¢ao e hormonios secretados.

LINHAGEM PIT-1

Densamente granulados, caracterizados pela expressdo do fator de
transcrigdo PIT-1 e secre¢do do hormonio do crescimento (GH)
associado a subunidade alfa.

TUMORES
SOMATOTROFICOS
Esparsamente granulados, também ha expressdo de PIT-1, mas a
secrecdo se restringe predominantemente ao GH.
Esparsamente granulados, expressam PIT-1 e receptores de estrogénio
alfa (ERa), com secregdo de prolactina em padréo paranuclear.
TUMORES
LACTOTROFICOS
Densamente granulados, apresentam expressdo de PIT-1 e ERa, com
secre¢do difusa e citoplasmatica de prolactina.
TUMOR Caracteriza-se pela coexpressio de GH (predominante), prolactina e
MAMOSOMATOTROFICO subunidade alfa, sob regulacio de PIT-1 e ERa.
Apresenta expressao de PIT-1 e GATA3, com secre¢ao da subunidade
TUMOR TIREOTROFICO alfa e do hormonio estimulante da tireoide (TSHP).
TUMOR DE LINHAGEM Compostos por células monomorficas com expressdo predominante de
PIT-1 PLURI HORMONAIS GH, podendo secretar outros hormdnios dessa linhagem de forma
MADURO variavel (PRL, TSH).
TUMOR DE LINHAGEM Apresentam células monomorficas com coloragao focal ou variavel,
PIT-1 IMATURO sem produg@o hormonal definida ou com expressdao de multiplos
hormoénios da linhagem PIT-1.
TUMOR DE Definido por células monomorficas com expressao predominante de
CELULAS-TRONCO PRL e secrecdo focal e variavel de GH, sob regulagdo de PIT-1 e ERa.
ACIDOFILAS
TUMOR MISTO Composto por duas populagdes celulares morfologicamente distintas,
SOMATOTROFICO E uma secretando GH e outra secretando prolactina, ambos sob controle
LACTOTROFICO de PIT-1 e ERa.

(Continua)
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(Continuac¢io)
LINHAGEM T-PIT
Apresenta expressdo de T-PIT e secrecdo de ACTH e outros derivados
do pré-opiomelanocortina (POMC).
TUMORES
CORTICOTROFICOS N .
Regulado por T-PIT, com secre¢do de ACTH e derivados do POMC,
porém com menor conteudo de granulos citoplasmaticos.
LINHAGEM SF-1
TUMOR Caracterizados pela expressio de SF-1, ERa e GATA3, com secre¢ao
GONADOTROFICO varidvel da subunidade alfa, LH e FSH. Em alguns casos, ndo ha
secrecao hormonal evidente.
TUMORES SEM LINHAGEM CELULAR DISTINTA
TUMOR PLURI Compostos por uma populacdo monomorfica de células, que
HORMONAL expressam multiplas combinagdes hormonais de forma simultanea.
TUMOR DE CELULAS Nao apresentam expressdo de fatores de transcricdo ou secre¢do
NULAS hormonal detectavel.

(Conclusao)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Com o aprimoramento constante das ferramentas de analise fenotipica, os patologistas
passaram a dispor de uma classificagdo com valor preditivo, capaz de contribuir tanto para a
escolha terapéutica quanto para a defini¢do de um prognoéstico mais acurado (Simsek Bagir et
al., 2020; Melmed et al., 2022). A maioria desses tumores apresenta comportamento
biolodgico benigno (>99%), baixo indice proliferativo e evolugao clinica indolente, adquirindo
apenas raramente caracteristicas agressivas. A transformacdo maligna com invasao de tecidos
adjacentes ¢ incomum, sendo raros os casos de metastases cranio-espinhais e/ou sistémicas
(Rutkowski; Zada, 2019).

Além disso, a ampliagdo dos critérios histopatologicos para realizagdo dos
diagnodsticos tem gerado custos elevados, sublinhando a necessidade de simplificar a
abordagem por meio de algoritmos praticos (Melmed et al., 2022). E importante destacar que
mutagdes oncogénicas sdo raramente observadas em PitNETs, assim como a malignizacao de

tumores pré-existentes. Contudo, alteragcdes em determinados genes especificos podem
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desempenhar papel crucial no desenvolvimento de subtipos de PitNETs (Mota et al., 2024).

A identificacdo precisa do tipo de tumor e sua classificacdo sdo fundamentais para
determinar a abordagem terapéutica adequada, que pode incluir cirurgia, tratamento
medicamentoso ou somente acompanhamento clinico (Melmed et al., 2022). As opg¢des
terapéuticas para PitNETs sdo definidas com base no subtipo tumoral e na presenca ou
auséncia de producdo hormonal, no tamanho, na extensdo da invasdo tecidual e na
compressao de estruturas adjacentes (Almalki et al, 2020). O tratamento pode variar desde
terapias medicamentosas — como o uso de agonistas dopaminérgicos para o manejo de
prolactinomas — até intervencdes cirurgicas realizadas por via transesfenoidal ou
transcraniana, com ou sem associa¢ao a radioterapia (Yao et al., 2019).

De forma geral, para pacientes que necessitam de intervencao, a cirurgia endoscopica
transesfenoidal ¢ considerada a terapia de primeira linha, exceto nos casos de prolactinomas,
cujo tratamento inicial preferencial ¢ medicamentoso, utilizando bromocriptina ou
cabergolina (Melmed et al., 2020. A cirurgia endoscépica transesfenoidal representa um
avango significativo ao permitir a remogao precisa dos tumores com minima interferéncia nos
tecidos circundantes, resultando em melhores desfechos clinicos (Kolodny et al., 2020). Ja os
microadenomas ndo funcionais que ndo causam sintomas podem nao necessitar de tratamento
imediato, mas devem ser acompanhados por meio de ressonancia magnética em intervalos
regulares (Drummond; Ribeiro-Oliveira Jr; Soares, 2022).

Ademais, alguns macroadenomas podem exigir intervengdo cirurgica por meio de
craniotomia. Embora represente uma alternativa terapéutica relevante, esse procedimento esta
associado a maior morbidade quando comparado a via transesfenoidal (Chen et al., 2018).
Apos a cirurgia, estima-se que entre 5% e 15% dos pacientes apresentem recorréncia de
PitNETs ao longo do seguimento. Nos PitNETs nao funcionantes, essa taxa de recorréncia €
particularmente significativa, uma vez que, mesmo apOs a ressec¢do cirurgica inicial, uma
parcela expressiva dos pacientes apresenta recidiva tumoral em até cinco anos (Martins et al.,
2023).

Corroborando essas evidéncias, estudo recente demonstrou que aproximadamente 50%
dos pacientes com PitNETs foram submetidos a cirurgia; entretanto, cerca de 25% evoluiram
com doenca residual ou persistente, exigindo tratamento adjuvante — como radioterapia ou
terapia medicamentosa — para adequado controle da doenca (Jimenez-Canizales et al., 2023).
Esses achados reforcam que, embora a cirurgia represente o tratamento de escolha na maioria
dos casos, a complexidade bioldgica e clinica desses tumores frequentemente demanda uma

abordagem multimodal e individualizada.
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Figura 2 - Tumor neuroenddcrino da hipofise — PitNET
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Fonte: Adaptado de Melmed., et a/ (2022).

Figura 2 - Etapas de desenvolvimento do PitNET, que se iniciam com alteragdes na fase de glandula normal,
evoluindo posteriormente para microadenoma, macroadenoma e, por fim, carcinoma.

3.2 SISTEMA PURINERGICO

A matriz extracelular das purinas foi inicialmente identificada em 1929 por Drury e
Szent-Gyorgi, que relataram seus efeitos potentes sobre o coragdo de mamiferos.
Posteriormente, em 1959, Pamela Holton sugeriu que o ATP poderia atuar como transmissor
neural, capaz de provocar alteragdes no tonus vascular quando liberado e estimulado
(Burnstock et al, 2002). Assim, foi introduzido o termo “sinalizacdo purinérgica” para
descrever esse novo sistema de comunicacdo, caracterizado pela interagdo entre purinas
extracelulares, enzimas responsaveis pela hidrolise de nucleotideos e nucleosideos, e
receptores que se ligam a essas moléculas (Di Virgilio; Adinolfi, 2017).

Em 1972, Burnstock apresentou o conceito de sinalizagdo purinérgica, no qual
nucleotideos e nucleosideos passaram a ser compreendidos de acordo com sua localizagao no
ambiente intracelular, onde estdo envolvidos no metabolismo e no fornecimento de energia
para as células, e no ambiente extracelular, onde funcionam como mediadores na sinaliza¢ao

purinérgica (Burnstock et al., 2002).
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Nesse contexto, o principal nucleotideo extracelular ¢ a adenosina trifosfato (ATP),
cujos produtos de hidrolise — adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e
adenosina (ADO) — desempenham papéis fisiologicos relevantes (Di Virgilio, 2012). Além
disso, evidéncias demonstraram que pirimidinas extracelulares, como trifosfato de uridina
(UTP), difosfato de uridina (UDP) e agucares conjugados ao UDP (como UDP-glicose),
também atuam como moléculas sinalizadoras, ativando receptores purinérgicos fora das
células (Kepp et al., 2021; Yegutkin; Boison, 2022).

Atualmente, ¢ amplamente reconhecida pela comunidade cientifica a fungao do ATP
como neurotransmissor, atuando tanto no sistema nervoso central (SNC) quanto no sistema
nervoso periférico (SNP) (Melmed et al., 2022). Além disso, o ATP participa de multiplos
processos celulares essenciais, como a regulacdo da morte celular programada (podendo
estimular ou inibir), a proliferacdo, migracao e diferenciagdo celular, bem como a secrecdo de
fatores de crescimento ¢ de mediadores inflamatérios (Burnstock, 2002).

Para o controle molecular ser devidamente estabelecido, foram identificadas duas
principais familias de receptores purinérgicos: os receptores P1, especificos para adenosina
(Ado), e os receptores P2, que reconhecem ATP, ADP, UTP, UDP e UDP-glicose (Di Virgilio,
2012). Os receptores P1 sdo do tipo metabotrdpico, acoplados a proteina G, e subdividem-se
em quatro subtipos: Al, A2A, A2B e A3 (Di Virgilio; Adinolfi, 2017). Entre eles, os
receptores A2A e A2B promovem a ativagdo da adenilil ciclase, aumentando a produgdo de
AMP ciclico (cAMP), enquanto os receptores Al e A3 inibem essa enzima, reduzindo os
niveis de cAMP (Robson; Sévigny; Zimmermann, 2006).

Ademais, os receptores P2 sdo divididos em duas subclasses principais: P2X, de
natureza ionotropica, ¢ P2Y, de natureza metabotropica. A familia P2Y conta com oito
subtipos descritos: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14. Destes, os
subtipos P2Y'1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2Y11 estdo associados a ativagdo da fosfolipase C (Di
Virgilio; Adinolfi, 2017). Por outro lado, a familia P2X compreende sete receptores (P2X1 a
P2X7), entre os quais se destaca o P2X7, amplamente estudado no contexto das neoplasias. A
ativacdo desse receptor pelo ATP promove o influxo de ions Na® e Ca?", bem como o efluxo
de ions K, desempenhando papel crucial na regulacdo da sinalizagdo intracelular (Costa et
al., 2022).

Entre as enzimas identificadas nesse sistema, a CD39 inclui oito membros e
desempenha papel fundamental na degradagdo de nucleotideos extracelulares, convertendo
ATP em ADP e AMP. A CD73, por sua vez, catalisa a hidrélise do AMP em adenosina e

também desfosforila diversos nucleotideos 5’-monofosfatados, formando seus respectivos
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nucleosideos (Di Virgilio; Adinolfi, 2017). Enquanto isso, a adenosina desaminase (ADA) ¢é
responsavel pela conversdo da adenosina em inosina e hipoxantina. Essa enzima apresenta
trés subtipos: ADAR1, ADAR2 e ADAR3. Dentre eles, ADAR]1 ¢ ADAR2 possuem
atividade enzimatica, enquanto ADAR3 nao apresenta atividade catalitica. A ADAR2 ¢
considerada o principal componente enzimatico presente no soro, estando envolvida na

estimulacdo de células T (Manica; Bagatini, 2021).

3.3 SISTEMA PURINERGICO E TUMOR NEUROENDOCRINO DA HIPOFISE

O ATP desempenha papel crucial na configuracdo do microambiente tumoral (TME),
mediando diversas fungdes dos componentes presentes no meio extracelular, especialmente na
regulacdo da atividade de células imunoldgicas malignas ou com diferenciacdo terminal
incompleta (Li et al, 2024). A concentragdo de ATP extracelular no TME ¢ regulada pelo
equilibrio dinamico entre sua liberacdo e degradacdo. Diferentes tipos celulares, como células
cancerigenas, neutrdfilos infiltrantes de tumor e macrofagos associados ao tumor, liberam
ATP como parte de seus processos fisioldgicos normais ou em resposta a condi¢des de
estresse (Manica; Bagatini, 2021; Costa, 2022).

Ademais, as enzimas CD39 e CD73 destacam-se como as principais metabolizadoras
de nucleotideos no TME, sendo responsaveis por converter ATP em adenosina. Essa
conversao exerce papel essencial ao promover a transi¢do de células imunologicas de um
estado proé-inflamatorio para um estado anti-inflamatério (Di Virgilio, 2012). Essas enzimas
apresentam ampla expressao em diferentes tipos celulares, incluindo fibroblastos associados a
tumores, um subconjunto imunossupressor de células NK, macrofagos relacionados ao tumor
e células supressoras derivadas de mieloides (Costa, 2022).

Outrossim, a cascata envolve a enzima de superficie celular adenosina desaminase
(ADA), responsavel por desaminar hidroliticamente o metabdlito adenosina, convertendo-o
em inosina. A deficiéncia dessa enzima pode levar a condigdes patologicas ou a exacerbacao
de doengas cronicas, em virtude do aumento anormal dos niveis de adenosina extracelular (Di
Virgilio, 2012). A adenosina, por sua vez, atua como biomarcador de lesdo celular, mediando
efeitos anti-inflamatoérios e funcionando como uma potente molécula imunossupressora
(Robson; Sévigny; Zimmermann, 2006).

Além disso, as enzimas CD39 e CD73 apresentam ampla distribuicdo em diversos
tecidos e tipos celulares. A CD39 ¢ altamente expressa em células endoteliais, células

musculares lisas, células dendriticas e linfocitos, enquanto a CD73 ¢ encontrada em multiplos
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orgaos, como cdlon, rins, cérebro, figado, coracdo, prostata e pulmdes (Di Virgilio, 2012).
Ambas também estdo presentes em plaquetas, onde desempenham fungdes essenciais no
contexto vascular e imunologico (Costa, 2022).

E relevante destacar que a degradacio extracelular de ATP ndo exige necessariamente
a coexpressao de CD39 e CD73 na mesma célula, podendo ocorrer de maneira eficiente
quando essas ectonucleotidases sdo expressas em células distintas, mas proximas, dentro do
microambiente tumoral (TME) (Di Virgilio, 2012). Além disso, a expressao dessas enzimas ¢
regulada por condi¢des tipicas do TME, como a hipdxia, que atua como estimulo positivo
para a expressdo de CD39 e CD73 por meio de mecanismos transcricionais mediados pela
subunidade alfa do fator induzivel por hipoxia (Li et al., 2024).

Outros fatores também contribuem para essa regulacdo, incluindo baixa
disponibilidade de glicose, pH acido, fator transformador de crescimento [ (TGF-p),
interferons tipo I e fator de necrose tumoral-o. (TNF-a). Esses elementos reforcam a adaptacao
metabodlica e imunossupressora, promovendo a progressdo tumoral (Figueiredo, 2019;
Maynard; Sfanos, 2022). A degradagdo extracelular de ATP, mediada sequencialmente pelas
enzimas CD39 e CD73, exerce papel significativo na imunossupressao, nao somente pela
reducdo da imunoestimulacdo dependente de ATP, mas também pela geracdo de adenosina,
que, por sua vez, contribui para a progressao tumoral por meio de mecanismos imunolégicos
e ndo imunologicos (D1 Virgilio; Adinolfi, 2017).

A superexpressdao de CD39 em células malignas estd associada a supressdo da
imunidade anticancerigena, enquanto a superexpressao de CD73 relaciona-se ao aumento da
capacidade de invasdo tumoral e do potencial metastatico (Gao et al., 2017). Esse efeito
ocorre principalmente pela sinalizacdo mediada pela adenosina via receptor A2B, mecanismo
que se associa a reducao da sobrevida dos pacientes (Costa, 2022).

A dinamica entre células imunoldgicas, plaquetas e enzimas do sistema purinérgico
exerce papel central na progressdo tumoral. A ativagdo exacerbada e a superexpressao de
linfécitos infiltrantes de tumor revelam um papel duplo: por um lado, linfocitos T citotoxicos
e células NK reconhecem antigenos tumorais e desencadeiam lise celular, atuando como
barreira antitumoral; por outro, subpopulagdes regulatdrias e linfocitos em estado de exaustdo
favorecem um microambiente imunossupressor (Friman et al., 2017; Chen; Mellman, 2017).

Nesse contexto, a ativagdo plaquetaria também contribui de forma decisiva, uma vez
que as plaquetas liberam mediadores inflamatoérios, fatores de crescimento, TGF-, VEGF e
ATP, promovendo angiogénese, remodelamento da matriz extracelular e disseminacdo

metastatica (Franco; Corken; Ware, 2015). Além disso, a interagdo direta entre plaquetas e
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células tumorais protege estas ultimas contra o ataque imunologico e facilita sua adesdo ao
endotélio durante a circulagdo, bem como a colonizagdo de sitios metastaticos (Labelle;
Begum; Hynes, 2011). Assim, tanto linfocitos quanto plaquetas desempenham fungdes que
podem ser antagdnicas, mas que, no balancgo global, tendem a favorecer o avango do tumor,
configurando-se como importantes marcadores prognosticos e potenciais alvos terapéuticos
(Buergy et al., 2012; Mei et al., 2014).

Diversos estudos destacam a relacdo entre a elevada expressao de enzimas geradoras
de adenosina ou de seus receptores com a piora na progressao tumoral (Di Virgilio, 2012). A
atividade aumentada de CD39 estd correlacionada a estdgios avancados da doenca
(estadiamento TNM) e a prognosticos desfavoraveis em diferentes tipos de tumores,
desempenhando papel crucial tanto no inicio da angiogénese quanto na progressao da
neovascularizagao. Além disso, altos niveis de células CD4" ¢ CD8" no TME podem estar
associados a progressdo tumoral ou ao desenvolvimento de resisténcia as terapias (Kunzli et
al., 2011). No contexto tumoral, no qual ATP ¢ AMP sdo continuamente liberados no espago
extracelular, a atividade da CD73 ¢ intensificada, contribuindo para a criacdo de um
microambiente imunossupressor € pro-tumoral (Li et al., 2024).

Biomarcadores intratumorais relacionados a atividade de CD73 também sdo
associados a uma evolucdo desfavoravel em diversos tipos de neoplasias (Kuzli et al., 2011).
Nessa conjuntura, a CD73 pode interagir com componentes da matriz extracelular, como
fibronectina e laminina, favorecendo a motilidade das células cancerigenas. Essa interacao
contribui para a disseminacdo celular e refor¢a a metastase na progressao tumoral (Li ef al.,
2024). Ademais, o eixo CD39/CD73, presente em células imunes associadas ao tumor,
desempenha papel central no esgotamento imunoldgico, prejudicando a resposta imune
antitumoral. Esse comprometimento do sistema imunoldgico favorece a progressao tumoral,
refor¢ando a relevancia dessas enzimas no TME (Hesse et al., 2024).

O estudo das implicag¢des do sistema purinérgico em diferentes tipos de tumores tem
se consolidado como uma ferramenta crucial para a compreensao dos mecanismos patologicos
subjacentes (Di Virgilio; Adinolfi, 2017). O ATP, liberado por células neoplasicas
disfuncionais apos dano celular, contribui para o estabelecimento de um processo inflamatorio
cronico ao ativar receptores purinérgicos — principalmente P2X7 — em células imunes e
tumorais. Esse mecanismo pode levar a ativacdo do inflamassoma NLRP3 e a subsequente
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-1, promovendo um ambiente
pro-tumorigénico e favoravel a progressao tumoral (Pelegrin; Surprenant, 2009; Kumari et al.,

2016).
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Figura 3 - Ativagdo do inflamassoma NLRP3
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Figura 3 - A ativacdo do inflamassomo NLRP3, que processa pro-IL-1 em IL-1 ativa. Os inflamassomos com
outras proteinas NLRP atuam similarmente. Varios PAMPs ou DAMPs induzem expressao de pro-IL-1p via
sinalizagdo de receptor de reconhecimento de padrdo. ASC, proteina do tipo speck associada a apoptose
contendo CARD; IL-1, interleucina-1.

Além disso, alguns neurOnios pertencentes aos sistemas nervosos magnocelular,
parvocelular e autdbnomo co-secretam ATP, enquanto células endocrinas ou as estruturas ao
seu redor, também podem libera-lo (Hesse et al., 2024). No meio extracelular, o ATP atua
como ligante para duas familias de receptores purinérgicos: os P2X, os quais sdo canais
i6nicos com dois dominios transmembrana (P2XRs), e os P2Y, que possuem sete dominios
transmembrana (P2YRs) (Di Virgilio, 2012). Ambos os receptores sao amplamente expressos
em diversas cé€lulas endocrinas, desempenhando papéis fundamentais em processos celulares

e na comunicagao intercelular (Li ef al., 2024).
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Outrossim, a sinalizagdo purinérgica mediada pelo ATP e pelos receptores P2X exerce
papel crucial na regulagdo da atividade celular em PitNETs, influenciando tanto o controle das
células enddcrinas quanto a modulagdo da secre¢cao hormonal (Di Virgilio, 2012). O ATP,
juntamente com ADP e adenosina, atua como agonista natural, gerando efeitos variados na
sinalizacdo do cdlcio intracelular, a depender do subtipo de receptor purinérgico expresso
(Manica; Bagatini, 2021). Os receptores P2X sdo canais i0nicos cuja ativagdo pelo ATP
promove influxo de calcio, regulando a liberagao hormonal (D1 Virgilio, 2012). A presenga de
subunidades como P2X2, P2X3, P2X4, P2X6 e P2X7 em células hipofisarias sugere um papel
direto desses receptores na fisiologia hipofisaria e na homeostase endodcrina, por meio da
regulacdo da secre¢do hormonal (Li et al., 2024).

No contexto dos PitNETSs, a ativacdo excessiva ou desregulada dos receptores P2X
pode estar associada tanto ao crescimento tumoral quanto a alteragdes na secrecao hormonal,
caracteristicas frequentemente observadas nesses tumores (Costa et al., 2022). Estudos
apontam a expressdo de receptores especificos — como P2X2 em terminais
neuro-hipofisarios e células gonadotroficas, e P2X4 em células lactotroficas — evidenciando
que os efeitos do ATP e do ADP variam entre os diferentes tipos celulares da hipofise (Li et
al., 2024).

A ativacdo desses receptores em células tumorais pode desencadear sinais que
estimulam a proliferagdo celular por meio de vias de sinalizagao intracelular que favorecem a
sobrevivéncia e a divisdo celular (Stojilkovic ef al, 2010). No entanto, a identificagao
detalhada dos receptores em outros tipos celulares, como somatotroficas, corticotroficas e
tireotroficas, ainda € limitada, ressaltando a necessidade de estudos adicionais para esclarecer
a relacdo entre a sinalizagao purinérgica e o desenvolvimento e progressao tumoral (Andrejew
et al., 2020).

Em PitNETSs, a sinalizacdo mediada pelo receptor P2X7 pode desempenhar um papel
importante tanto na progressao tumoral quanto na regulacdo de respostas inflamatdrias locais,
impactando diretamente o TME (Di Virgilio, 2012). Dependendo do subtipo de receptor
purinérgico expresso, essa sinalizacdo pode modular a homeostase do célcio intracelular de
diferentes maneiras, influenciando processos, como: proliferacdo celular, secre¢do hormonal e
morte celular (Costa et al., 2022). Dessa forma, a sinalizagdo purinérgica mediada por
receptores P2X apresenta implicagdes significativas tanto na fisiologia normal da hipofise

quanto na patologia associada aos PitNETs (Li et al., 2024).
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Figura 4 - Principais componentes da sinalizacdo purinérgica
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Figura 4 - O ATP ¢ liberado no espago extracelular, atuando nos receptores P2X e P2Y. No meio extracelular o
ATP pode ser hidrolisado pela CD39, CD73 em ADP, AMP, Ado.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO E SELECAO DOS PARTICIPANTES

Este estudo transversal foi desenvolvido ao longo de janeiro de 2024. Foram incluidos
39 individuos residentes no municipio de Chapecd, oeste do estado de Santa Catarina (SC).
Desse total, 17 eram pacientes (homens e mulheres), selecionados por contato prévio dos
pesquisadores com o servigo de neurologia de um Hospital Regional referéncia no oeste de
Santa Catarina, em Chapeco (SC).

Os pacientes voluntarios tinham idade igual ou superior a 18 anos e diagnostico prévio
de PitNETs, conforme o departamento de neurologia/oncologia do hospital. Além disso, os
pacientes selecionados foram submetidos a resseccao cirargica do PitNETs no periodo de 12 a
24 meses antes desta pesquisa.

Os pacientes incluidos neste estudo estavam em uso de medicamentos para tratar
doencas de base, incluindo anti-hipertensivos, antidiabéticos, antidepressivos, inibidores da
HMG-CoA redutase e levotiroxina. Vinte e dois individuos saudaveis, sem qualquer doenga
de base em tratamento, como problemas cardiovasculares, cancer, diabetes ou qualquer outra
doenca cronica transmissivel, ou ndo transmissivel, também foram recrutados para compor o
grupo controle.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEP) da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), campus Chapecd (SC), sob
protocolo n.° 6.602.966. A coleta de informagdes e materiais biologicos foi realizada somente

apos assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

4.2 AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Para o registro dos dados antropométricos, os participantes foram pesados ¢ medidos
com roupas leves e sem calgados. Foi utilizado uma balanca digital com capacidade de 150 kg
e um estadidmetro portatil. A composi¢do corporal foi classificada com base no indice de
massa corporal (IMC), seguindo a tabela de classificacdo para adultos da Organizagdo

Mundial da Saude (WHO, 2024), aplicavel a ambos os sexos.
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4.3 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Um total de 30 mL de sangue total foi coletado de pacientes em jejum e controles por
profissionais qualificados. Um sistema de coleta a vacuo (Vacutainer® , BD Biosciences, San
Diego, CA, EUA) foi utilizado em tubos com gel separador, tubos contendo EDTA e tubos
contendo citrato de sodio. O material coletado foi homogeneizado e transportado em caixa de

isopor com gelo até o local de processamento.

4.4 PROCESSAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO E SEPARACAO DE CELULAS
MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (PBMCs)

As amostras coletadas foram processadas no laboratorio de bioquimica da UFFS —
Campus Chapeco (SC). O sangue coletado em tubos de citrato de sdédio foi armazenado em
microtubos a -80 °C até a realiza¢do das andlises. O sangue armazenado nos tubos com gel
separador e EDTA foi centrifugado a 3.500 rpm por 15 min. Em seguida, o soro foi obtido dos
tubos com gel separador, que também foi armazenado em microtubos a —80°C até a
realizacdo das analises necessarias.

Em relagdo aos tubos com EDTA, foi coletada a camada leucocitaria da qual foram
obtidas as células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), conforme protocolo
estabelecido por Boyum (1968), com adaptacdes. Para tanto, a camada leucocitaria foi diluida
em solugdo salina (1:1). Em seguida, a mistura foi transferida para um tubo conico contendo
Ficoll-Histopaque e centrifugada a 1800 rpm por 30 min. Apds a centrifugacdo, a camada
intermediaria contendo as PBMCs foi coletada.

Em seguida, as células foram transferidas para um novo tubo, lavadas duas vezes com
10 mL de solug¢do salina e centrifugadas novamente por 5 min a 1500 rpm. Quando
necessario, as células foram lavadas com 5 mL de tampao hemolitico para eliminacao de
residuos de hemacias, seguida de centrifugacdo por 5 min a 1500 rpm. Os PBMCs resultantes
foram armazenados em microtubos com 600 pL de solugdo salina e congelados a —80 °C até
que os experimentos fossem realizados para avaliar a atividade enzimatica das

ectonucleotidases (Leal, 2005).
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5. ANALISE DA SINALIZACAO PURINERGICA E INTERLEUCINA 1p

5.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE ECTONUCLEOTIDASES

A atividade das ectonucleotidases foi avaliada em amostras de PBMC de individuos
controle e pacientes. Para avaliar as atividades de ATPase, ADPase ¢ AMPase, os substratos
ATP, ADP e AMP foram utilizados, respectivamente, com a medi¢ao do fosfato inorganico
(P1) produzido como resultado da atividade hidrolitica no final de cada reagdo. Assim, apds os
ajustes de proteina, 20 pL de cada amostra de PBMC foram adicionados a uma mistura de
reagdo de cada enzima e pré-incubados a 37 °C por 10 min.

A reacao foi iniciada pela adicao dos substratos especificos para cada enzima. Apos a
incubagdo a 37 °C por 70 min, as reagdes foram interrompidas pela adicao de 150 puL de acido
tricloroacético (TCA; 15%), e o fosfato inorganico liberado devido a hidrolise, foi
determinado usando verde malaquita como reagente colorimétrico. Uma curva padrao foi
preparada com KH:PO. . A absorbincia foi medida a 630 nm, e os resultados foram
apresentados como nmol/Pi/min/mg de proteina. Os resultados foram corrigidos para hidrolise

nao enzimatica (Lunkes et al., 2003; Pilla et al., 1996)

5.2 DETERMINACAO DOS NiVEIS DE ATP EXTRACELULAR (eATP)

Para a determinacdo de ATP extracelular (eATP), foi utilizado o Molecular Probes™
ATP Determination Kit (Invitrogen™, Waltham, MA, EUA), seguindo as recomendagdes do
fabricante. Cada contetido de reagdo consistiu em 1,25 pg/mL de luciferase de vagalume, 50
uM de D-luciferina ¢ 1 mM de DTT em tampao de reacao 1x. Em seguida, 10 pL. da amostra
de soro foram misturados com 90 pL do conteudo da reagdo e incubados a 37 °C por 15 min.
Apds o tempo de incubagdo, a luminescéncia foi medida com um espectrofotdmetro em um
comprimento de onda de 560 nm (Varioskan™ LUX, Thermo Scientific™, Waltham, MA,
EUA). Uma curva padrao de ATP foi preparada em concentragdes variandode 1 nM a 1 uM.

Os resultados foram expressos em nM de ATP extracelular. (Karamohamed; Guidotti, 2001).



36

5.3 DOSAGEM DE PROTEINAS DAS AMOSTRAS

A quantificagdo dos niveis de proteina nas amostras foi determinada conforme o
método de Bradford (1976) e ajustada conforme necessario para cada analise. Quando
necessario, as amostras foram diluidas com solucdo salina ou conforme exigido pelos

protocolos.

5.4 DETERMINACAO DE CITOCINAS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Foram determinados os niveis da interleucina 1f, utilizando BD™ Cytometric Bead
Array (CBA) Human Thl/Th2 Cytokine Kit II (catdlogo n.° 551809), seguindo as

recomendacdes do fabricante. Os resultados foram apresentados como picograma por mL

(pg/mL).

5.5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism 9.0.1 (GraphPad
Software, San Diego, Califoérnia, USA). A normalidade dos dados foi analisada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Outliers foram analisados pelo software e removidos utilizando o Teste de
Grubbs. Em relacao as variaveis estudadas, as diferencas entre os grupos foram avaliadas
utilizando o teste 7 de Student para dados paramétricos e teste de Mann-Whitney para dados
ndo paramétricos.

As diferencas entre os subgrupos para as atividades enzimaticas foram avaliadas por
meio da analise de varidncia de um fator (ANOVA One-way). Os resultados foram
apresentados como média + erro-padrdo para varidveis paramétricas e como medianas e
intervalos de confianga de 95% (IC 95%) para variaveis ndo paramétricas. Diferengas com a
probabilidade de rejeicdo da hipdtese nula, com valor inferior a 5% (p<0,05), foram

consideradas estatisticamente significativas.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS DOS PARTICIPANTES

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas sociodemograficas e antropométricas dos
participantes desta pesquisa, incluindo idade, sexo e indice de massa corporal (IMC). A média
de idade dos individuos do grupo PitNET foi de 57,78 anos (£13,52), enquanto no grupo
controle foi de 51,88 anos (£13,62). Observou-se predominancia do sexo feminino no grupo
PitNET (64,70%; n=11), em relagao ao sexo masculino (35,30%; n=6).

Em relacdo a composi¢ao corporal, a média do IMC dos pacientes do grupo PitNET
foi de 30,70 (£7,61) e do grupo controle foi de 28,79 (£3,50). Analisando detalhadamente, no
grupo PitNET, 29,41% (n=5) dos individuos eram obesos, 52,95% (n=9) apresentavam
sobrepeso e 17,64% (n=3) eram eutr6ficos. Da mesma forma, no grupo controle, 40,90%
(n=9) dos participantes eram obesos, 31,82% (n=7) estavam acima do peso e 27,28% (n=6)
eram eutroficos.

Entre as principais doengas cronicas de base, a hipertensdo arterial foi a mais
prevalente no grupo PitNET (23,53%; n=4), seguida da associacdo hipertensdo arterial +
diabetes tipo 2 (11,76%; n=2) e hipertensdo arterial + dislipidemia (11,76%; n=2). Além
disso, 23,53% (n=4) dos pacientes relataram ndo possuir nenhuma doenga cronica, enquanto
outras condi¢des isoladas ou associadas corresponderam a 5,88% (n=1). No que se refere aos
habitos de vida, o tabagismo foi identificado em 11,76% (n=2) e o etilismo em 5,88% (n=1),
enquanto a maioria dos pacientes com PitNET (82,35%; n=14) relatou ndo apresentar maus

habitos.



Tabela 1 - Caracterizacdo sociodemografica e antropométrica conforme parametros da OMS.

CARACTERISTICAS PitNET Controles
NUMERO AMOSTRAL n=17 n=22
IDADE (ANOS) 57,78 +£ 13,52 51,88 +13,62
GENERO (%)

Feminino 64,70% (n=11) 50,00% (n=11)
Masculino 35,30% (n=6) 50,00% (n=11)

IMC (KG/M2) 30,70 7,61 28,79 + 3,50
Eutrofia 17,64% (n=3) 27,28% (n=6)
Sobrepeso 52,95% (n=9) 31,82% (n=7)
Obesidade 29,41% (n=5) 40,90% (n=9)

DOENCAS CRONICAS DE BASE (%)
Hipertensao arterial
Diabetes (tipo 2)
Hipotireoidismo
Dislipidemia
Hipertensao arterial + diabetes (tipo 2)
Hipertensao arterial + dislipidemia
Hipotireoidismo + depressao

Hipertensao arterial + diabetes (tipo 2) +
dislipidemia + depressdo

Nenhuma doenga
TABAGISMO E ETILISMO (%)
Tabagismo
Etilismo

N3ao fumantes e abstémios

23,53% (n=4)
5,88% (n=1)
5,88% (n=1)
5,88% (n=1)
11,76% (n=2)
11,76% (n=2)
5,88% (n=1)
5,88% (n=1)

23,53% (n=4)

11,76% (n=2)

5,88% (n=1)
82,35% (n=14)

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).
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6.2 CARACTERISTICAS DOS TUMORES NEUROENDOCRINOS DA HIPOFISE

A Tabela 2 demonstra a classificagao dos PitNETs dos participantes, estratificados por
tipo e linhagem tumoral. Todos os casos foram macroadenomas. Os tumores gonadotréficos
tiveram maior incidéncia (23,52%; n=4), enquanto os da linhagem celular PIT-1 concentraram

o maior niumero de pacientes (35,30%; n=6).

Tabela 2 - Classificacdo tumoral de acordo com o tamanho, a linhagem celular e a producao

hormonal conforme subtipo histologico

CLASSIFICACAO DE TUMORES

POR TAMANHO
Microadenoma
Macroadenoma

POR LINHAGEM CELULAR
PIT-1
T-PIT
SF-1
Nenhuma linhagem celular distinta
POR SUBTIPO HISTOLOGICO
Tumor somatotréfico densamente granulado
Tumor somatotrofico
Tumor lactotréfico esparsamente granulado
Tumor lactotroéfico densamente granulado
Tumor corticotréfico densamente granulado
Tumor gonadotréfico

Tumores com linhagem multi-hormonal

Tumores com linhagem celular-nula

5,88% (n=1)

94,11% (n=16)

35,30% (n=6)
11,76% (n=2)
23,52% (n=4)
29,41% (n=5)

5,88% (n=1)
17,64% (n=3)
5,88% (n=1)
5,88% (n=1)
11,76% (n=2)
23,52% (n=4)
17,64% (n=3)

11,76% (n=2)

Fonte: Elaborada pelo autor (2025).



40

6.3 ALTERACOES DA SINALIZACAO PURINERGICA NAS ECTONUCLEOTIDASES

Buscando identificar possiveis alteragdes na sinalizagdo purinérgica, avaliamos a
atividade das ectonucleotidases na hidrolise de nucleotideos e do nucleosideo Ado em
PBMCs e em plaquetas, nos grupos controle (GC) e PitNET (GP). Assim, constatamos que o
GP apresentou niveis aumentados de ATP extracelular (p=0,0004) em comparacdo ao GC
(Fig. 5).

Além disso, verificamos uma redu¢do na hidrolise de ATP em PBMCs mediada pela
enzima CD39 (p=0,0039) em GP quando comparado com o GC (Fig. 6A). Por outro lado,
observou-se um aumento significativo na hidrolise de AMP em plaquetas realizadas pela
enzima CD73 (p=0,0096) em GP quando comparado com o GC (Fig. 7C). Apesar disso, nao
foram observadas diferencas de significancia estatistica entre os grupos para hidrolise de ADP
(Fig. 6B) e AMP (Fig. 6C) em PBMCs, nem para a hidrolise de ATP (Fig. 7A) e ADP (Fig.
7B) em plaquetas.

Outrossim, analisamos a expressao génica e proteica das enzimas purinérgicas CD39 e
CD73, bem como os niveis de IL-1P. Nesse caso, verificamos um aumento significativo
(p=0,0349) na expressdo génica de CD73 (Fig. 8B), acompanhado de aumento da expressao
proteica (p=0,0013) (Fig. 8D). Também foi observado aumento altamente significativo da
expressao proteica de CD39 (p<0,0001) no GP em comparagdao ao GC (Fig. 8C). Ademais,

registramos elevagdo significativa nos niveis de IL-1B (p=0,0017) no GP em relagao ao GC

(Fig. 9).
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Figura 5 - A imagem demonstra os niveis de ATP extracelular em amostra sanguinea de GC e GP. Os dados sdo
apresentados como erro padrdo médio. Andlise estatistica: ANOVA One-Way. IC 95% foram considerados

estatisticamente significativos. ***p=0.0004.
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Figura 6 - As imagens demonstram atividade das enzimas purinérgicas CD39 e CD73 em PBMCs em GP
comparado ao GC. As imagens demonstram a atividade da enzima CD39 para a hidrélise de ATP (A) e ADP (B)
em PBMCs ¢ a atividade da CD73 para a hidrdlise de AMP (C). A analise estatistica: ANOVA One-Way. IC
95% foram considerados estatisticamente significativos. Os resultados em A foram expressos como erro padrdo
médio, (n=22) para GC, (n= 16) para GP; **p=0.0039. Os resultados em B foram expressos como erro padrdo
médio, (n=22) para GC, (n= 16) para GP; p=0.6933. Os resultados em C foram expressos como erro padrdo
médio, (n=22) para GC, (n=17) para GP; p=0.0757.
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Figura 7 - As imagens demonstram atividade das enzimas purinérgicas CD39 e CD73 em plaquetas em GP
comparado ao GC. As imagens demonstram a atividade da CD39 para a hidrdlise de ATP (D) e ADP (E) e a
atividade da CD73 para a hidrélise de AMP (F). A analise estatistica: ANOVA One-Way. IC 95% foram
considerados estatisticamente significativos. Os resultados em D foram expressos como erro padrdo médio,
(n=22) para GC, (n= 17) para GP; p=0.2160. Os resultados em E foram expressos como erro padrdo médio,
(n=22) para GC, (n= 17) para GP; p=0.2259. Os resultados em F foram expressos como erro padrdo médio,

(n=20) para GC, (n=17) para GP; **p=0.0096.
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Figura 8 - As imagens demonstram a expressdo génica e expressdo proteica das enzimas purinérgicas CD39 e
CD73 em GC e GP. As imagens mostram a expressdo génica das enzimas purinérgicas CD39 (A) e CD73 (B),
bem como a expressdo proteica das enzimas purinérgicas CD39 (C) e CD73 (D). A analise estatistica: ANOVA
one-way. IC 95% foram considerados estatisticamente significativos. Os resultados em A foram expressos como
erro padrdo médio, (n=9) para GC, (n=6) para GP; p=0.2334. Os resultados em B foram expressos como erro
padrdo médio, (n=9) para GC, (n=8) para GP; p=0.0349. Os resultados em C foram expressos como erro padréo
médio, (n=12) para GC, (n=9) para GP; ****p=0.0001. Os resultados em D foram expressos como erro padrao

médio, (n=9) para GC, (n=9) para GP; **p=0.0013.
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Figura 9 - A imagem demonstra o resultado dos niveis de Interleucina-1p por citometria de fluxo, em grupo
controle e grupo PitNETs. A andlise estatistica: ANOVA One-Way. IC 95% foram considerados estatisticamente
significativos. Os resultados foram expressos como erro padrio médio, (n=9) para GC, (n=9) para GP;

#4p=0.0017.
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Tabela 3 - Sintese dos resultados da atividade, expressao génica e proteica das enzimas
purinérgicas e niveis de IL-1p em pacientes submetidos a ressec¢ao cirtirgica e em controles

Anadlise das enzimas purinérgicas Erro padrio no grupo Erro padrao no grupo p-Valor
CD39,CD73 e da IL-1p Controles PitNET
Niveis de ATP Extracelular 1.501 3.653 **%*(,0004
Hidrolise de ATP 7.511 5.665 **0,0039
em PBMCs
Hidrolise de ATP 6.462 12.77 0,2160

em plaquetas

Hidrolise de ADP 7.511 9.109 0,6933
em PBMCs
Hidroélise de ADP 6.723 11.29 0,2259

em plaquetas

Hidrolise de AMP 3.390 5.022 0,0757
em PBMCs
Hidrolise de AMP 2.005 6.076 **(,0096

em plaquetas

Expressdo génica 0.2351 0.2153 0,2334
de CD39
Expressao génica 0.1738 0.3040 *0,0349
de CD73
Expressao proteica 0.7998 1.232 HAAEL
de CD39 0,0001
Expressao proteica 0.09221 0.6880 *%0,0013
de CD73
Niveis de IL-1p 0.07983 0.5999 **0,0017

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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7 DISCUSSAO

O perfil sociodemografico e clinico-patoldgico dos participantes deste estudo revelou
que a média de idade entre os pacientes diagnosticados com PitNET foi de 57,78 anos (+
13,52). Além disso, o IMC médio foi de 30,70 (+ 7,61) indicando obesidade como
comorbidade relevante, condicdo reconhecida como fator de risco para o surgimento de
diversos tipos de neoplasias, incluindo tumores hipofisarios (Avgerinos et al., 2019). Outro
achado importante foi a elevada frequéncia de hipertensao arterial isolada ou associada ao
diabetes mellitus, visto que a obesidade e a sindrome metabolica causam alteragdes
enddcrino-metabodlicas que favorecem o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares e de
tumores (OMS, 2024).

E importante destacar que o excesso de tecido adiposo promove um estado
inflamatério cronico de baixo grau, caracterizado pela liberagdo de citocinas pro-inflamatoérias
e adipocinas, contribuindo para resisténcia a insulina, disfuncdo endotelial e alteracdes no
microambiente tumoral. Esse cenario favorece a proliferagdo celular, a progressio de
neoplasias e impacta negativamente o prognostico, além de dificultar o tratamento (Iyengar et
al., 2016). Nesse sentido, destaca-se a relevancia da prevencdo por meio da erradicacao de
maus habitos.

Outrossim, do ponto de vista histopatoloégico, os PitNETs sdo classificados em
tumores neuroenddcrinos da hipofise ndo funcionantes e tumores neuroendocrinos secretores
(Melmed et al, 2022). Estes ultimos incluem prolactinomas, corticotropinomas,
somatotropinomas, tireotrofinomas, gonadotropinomas e adenomas pluri hormonais, definidos
com base no hormodnio secretado, na celularidade, no tamanho e nas alteracdes estruturais
decorrentes da atividade hormonal (Setton et al, 2022). Desse modo, estudos demonstram
que os PitNETs secretores correspondem a aproximadamente dois ter¢os do total de PitNETs,
sendo os prolactinomas os tumores que apresentam maior incidéncia, representando
aproximadamente 40% do total dos tumores secretores, seguidos pelos tumores
gonadotroficos e somatotroficos. (Costa ef al., 2024).

Nesse contexto, no presente estudo, observamos maior incidéncia em tumores
classificados como macroadenomas, com predominancia da linhagem celular PIT-1 e do
subtipo histolégico gonadotréficos. Esses achados corroboram com estudos prévios, que
relatam a predominancia de macroadenomas gonadotropicos derivados de células de linhagem
PIT-1 (Melmed et al., 2024; Costa et al., 2024). Além disso, vale ressaltar a maior incidéncia

dos tumores secretores em individuos entre 30 e 60 anos, com prevaléncia do sexo feminino,
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achado compativel com dados epidemioldgicos que apontam maior frequéncia em mulheres
na faixa etéria entre 20 a 50 anos (Mete et al., 2018)

No que se refere ao metabolismo extracelular das purinas, avaliamos a atividade
enzimatica de CD39 e CD73 em PBMC:s e plaquetas, além de expressao génica por RT-PCR e
proteica por citometria de fluxo. Os resultados demonstraram aumento significativo dos niveis
séricos de ATP extracelular no grupo PitNET em comparagdo ao controle. O ATP, em
condigdes fisiologicas, permanece predominantemente em meio intracelular; contudo, em
situagdes de necrose, hipdxia ou estresse metabolico, ele ¢ liberado para o meio extracelular,
onde atua como DAMP (damage-associated molecular pattern), ativando células do sistema
imune (Di Virgilio et al., 2018).

Esses achados sdo corroborados por Feng et al. (2011), que relacionaram altas
concentracoes de ATP extracelular a lise tumoral e a reducao da atividade da CD39. Com base
nisso, ¢ no desequilibrio fisiologico decorrente da doenga, seria esperado que, apds a
resseccdo cirurgica, os niveis séricos de ATP extracelular retornassem a valores basais, em
razado da remoc¢ao do fator desencadeador das alteracdes homeostaticas (Di Virgilio; Sarti;
Coutinho-Silva, 2020). No entanto, em nosso estudo, o ATP extracelular manteve-se elevado
mesmo apos a ressec¢do cirurgica transesfenoidal hipofisaria, o que sugere que, mesmo com a
remocdo dos PitNETs, os pacientes podem continuar apresentando um processo
pro-inflamatorio residual, refratario ao procedimento.

Outrossim, o ATP extracelular exerce sua principal acdo por meio da ativacdo do
receptor P2X7, expresso em macrofagos, mondcitos e outras células imunocompetentes
(Ferley et al., 2020). A ligagdo do ATP a esses receptores provoca influxo de ions, alteragao
na permeabilidade de membrana e ativagdao do inflamassoma NLRP3, complexo multiproteico
responsavel pela detec¢dao de sinais de perigo celular, resultando na secrecdo de citocinas
(Martinez-Garcia et al., 2019). Consequentemente, a ativagdo do inflamassoma leva ao
recrutamento de proteinas adaptadoras e ativacdo da caspase-1, que processa a pro-IL-13 em
IL-1B madura, promovendo a proliferagdo de linfocitos e intensificando a resposta imune,
desse modo, ampliando a inflamacao local e sistémica (Zhang; Mosser, 2008).

Nesse contexto, tais achados corroboram com nossos resultados, que evidenciaram
aumento significativo de IL-1fB. Dados semelhantes foram descritos em pesquisa envolvendo
alguns tumores cerebrais, como os gliomas, onde ocorreu aumento persistente da producao de
IL-1B, desencadeando uma resposta pro-inflamatoria associada a angiogénese, o0
remodelamento da matriz extracelular, a evasdo da resposta imune e a progressao neoplésica

(Chen et al., 2025).
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A interacdo entre IL-1P e a sinalizacdo purinérgica pode favorecer o crescimento
tumoral e a resisténcia terapéutica, uma vez que essa interleucina exerce papel multifacetado
na progressao tumoral e na modulagao da inflamagdo (Pelegrin; Surprenant, 2009). Nesse
cenario, nossos achados refor¢am essa hipotese, pois os elevados niveis de ATP extracelular
foram acompanhados de aumento significativo de IL-1B (Di Virgilio et al., 2018;
Martinez-Garcia et al., 2019). Assim, alteragdes persistentes na vias purinérgicas descritas em
PitNETs e outros tumores sélidos, tém sido associados a maior agressividade e recorréncia,
reforcando seu potencial como marcador de mau progndstico, ajudando a explicar as altas
taxas de recidiva observadas apds a ressecg¢ao cirtrgica de PitNETs.

Em concordancia, Manica et al. (2015) relata efeito pré-inflamatorio residual em
melanomas cutaneos, caracterizado por redugdo da hidrdlise de ATP, ADP e AMP associada a
menor atividade das ATPases nos pacientes avaliados. Nessa conjuntura, esse estudo reforca
que embora a maior disponibilidade de ATP extracelular esteja ocorrendo e favoreca a
atividade de CD39 com a alta concentragdo de substrato, ocorreu a manutengdo da cascata
inflamatéria. Além disso, a alteracao na expressdo génica de CD39 e CD73, corrobora para a
permanéncia do processo inflamatorio (Michaud et al., 2011; Pietrocola et al., 2016).

Nesse caso, estudos indicam que a alta disponibilidade de ATP extracelular pode
favorecer a atividade da CD39 devido a alta concentracdo de substrato, porém, em algumas
condigdes, o ATP extracelular elevado pode inibir a atividade de CD39 (D1 Virgilio; Adinolfi,
2017). Isso ocorre porque altas concentragdes de ATP podem saturar a enzima, reduzindo sua
capacidade de metabolizar o ATP eficientemente (Kepp ef al., 2021; Yegutkin; Boison, 2022).
Além disso, o excesso de ATP pode ativar vias inflamatorias alternativas, que competem com
a funcao reguladora da CD39, contribuindo para um estado inflamatorio persistente (Costa et
al., 2022). Esses achados sugerem que determinados tumores podem liberar moléculas na
circulagdo sistémica capazes de gerar microambientes favoraveis as recidivas tumorais.

Ademais, considerando o papel das ectonucleotidases no controle dos niveis de ATP,
avaliamos a atividade das enzimas purinérgicas CD39 e CD73 em PBMCs e plaquetas no
grupo PitNET e controles. Desse modo, convergente com altos niveis de ATP, foi observado
uma redugdo significativa na hidrdlise de ATP pela enzima CD39 em PBMCs nos pacientes
deste estudo, justificando os niveis aumentados de ATP extracelular. Em contraste,
verificou-se aumento significativo na hidrolise de AMP nas plaquetas, realizada pela enzima
CD73. Nessa conjectura, pesquisa recente com pacientes em estadgio inicial de cancer de
bexiga demonstrou resultados semelhantes, relacionando o avango tumoral e a invasdo

tecidual ao aumento da hidrélise de nucleotideos e da atividade das ectonucleotidases (Hesse
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et al., 2024). Assim, a maior disponibilidade de ATP extracelular pode favorecer a atividade
maxima de CD39, haja vista a presenca de substrato em elevadas concentragdes, reforgando o
papel da atividade das enzimas purinérgicas com a progressao tumoral (Kunzli et al., 2007,
Morello et al., 2021). Todos esses achados indicam que os pacientes no grupo PitNET tiveram
alteracdes na sinalizacdo purinérgica com a cascata em direcdo ao acimulo de ATP
extracelular.

Além disso, o ADP tem sua importancia no processo de sinalizacdo purinérgica,
desempenhando fungdes sinalizadoras endogenas em casos de dano celular, induzindo a
agregacao plaquetaria (Di Virgilio, 2012). Nessa conjectura, segundo Morello ef al. (2021), as
altas concentracdes de ADP sdo comumente encontradas em estdgios tumorais avangados,
especialmente em fases metastaticas, estimulando a formagao de trombos. Nesse contexto, os
pacientes deste estudo provavelmente ndo devem apresentar riscos tromboticos provenientes
da alteracdo de ADP, haja vista que esse nucleotideo esta sendo amplamente hidrolisado a
AMP. Desse modo, entende-se que as células cancerigenas podem criar um microambiente
favoravel a sua manutencao desse processo por meio da liberagdo aumentada de ATP por
células tumorais apoptoéticas e linfocitos infiltrantes (Kunzli ez al., 2011).

Outrossim, também verificamos aumento significativo da expressdo génica e proteica
em CD73, bem como o aumento consideravelmente significativo da expressdo proteica de
CD39 no grupo PitNET em relacdo ao controle. O aumento da expressdo génica de CD73
pode estar associado a ambientes inflamatérios ou hipoxicos, nos quais a geracdo de
adenosina favorece a homeostase tecidual (Di Virgilio ef al.,, 2018). A produgdo elevada de
adenosina pode induzir feedback positivo sobre a expressdo de CD39 em células imunes,
como mecanismo regulatorio da inflamag¢dao (Michaud et al., 2011;). Isso ocorre porque a
geracao de adenosina a partir do AMP (mediado por CD73) pode estimular a expressao de
CD39 em células imunes, buscando regular a inflamag¢do (Di Virgilio ef al., 2018). Estudos
tém revelado, que a superexpressdo de CD39 em células malignas estd associada com uma
imunidade antitumoral prejudicada (Pietrocola et al, 2016) e a superexpressao da CD73 foi
relacionada ao aumento da capacidade de invasao e potencial metastatico (Gao et al., 2017).

Nesse cendrio, estudo recente demonstrou que em tumores sélidos, como cancer de
bexiga, adenocarcinoma de pancreas e glioblastoma, apresentam baixa expressdo das
ATPases, enquanto as linhagens de cancer de bexiga e glioblastoma apresentaram alta
expressao de enzimas do eixo CD39/CD73 (Hesse et al., 2024), o que corrobora com nosso
estudo, pois, assim como os glioblastomas, os tumores relacionados ao sistema nervoso

evidenciaram aumento na hidrolise de AMP, e consequentemente a isso, elevagcdo nos niveis
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de adenosina. Além disso, altos niveis de enzimas geradoras de adenosina ou de receptores de
adenosina sao relacionados a pior progndstico, estando associado a progressdo do cancer
(Pulte et al., 2011).

Dessa forma, podemos concluir que o aumento da expressdo protéica e génica de
CD73 e CD39 estd intimamente relacionado a regulagdo da hidrdlise de ATP e AMP,
influenciando os niveis de nucleotideos extracelulares e a resposta imune. Essa interacao
complexa tem implicacdes significativas na fisiologia e na patologia, destacando a
importancia do metabolismo de nucleotideos na modulacao da inflamagao e na homeostase
imunoldgica. Assim, a manipulacdo dessas vias pode constituir estratégia terapéutica
promissora para restaurar a fun¢do imune e controlar os processos inflamatdrios observados
neste estudo.

Por fim, os achados refor¢am a necessidade de acompanhamento prolongado em
pacientes com PitNETs, uma vez que a desregulagdo da sinalizagdo purinérgica pode
contribuir para a recorréncia tumoral. Ademais, ressalta-se a importancia de novas
investigacoes voltadas a elucidar os efeitos dessa via em outros tumores neuroendocrinos,
ampliando a compreensdao dos mecanismos envolvidos e favorecendo o desenvolvimento de

estratégias de manejo clinico mais eficazes e individualizados.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

As alteracdes observadas na expressdo e a atividade das enzimas CD39 e CD73,
associado ao aumento nos niveis de IL-1B, podem contribuir para o desequilibrio nos niveis
de ATP extracelular ¢ de AMP, favorecendo a formacao de um microambiente tumoral
supressor ou promotor carcinogénese. Assim, em condi¢des patologicas, como tumores e
doengas inflamatdrias, esses processos podem induzir um perfil inflamatério sistémico que
estimula tanto a imunossupressao quanto a progressao tumoral, em decorréncia das mudancas
na concentracdo dessas moléculas e da alteragdo da atividade das enzimas purinérgicas.

Além disso, a ampla hidrolise de AMP em plaquetas, observada no estudo, sugere um
efeito protetor contra distirbios tromboticos, ao promover a formagao de adenosina, molécula
com propriedade vasodilatadora e antiagregante plaquetdrio. Essa dindmica indica que a
atividade purinérgica plaquetaria pode contribuir para a manuten¢do da homeostase vascular,
podendo reduzir o risco de eventos tromboembolicos. Todavia, o aumento de adenosina no
microambiente tumoral tem efeitos imunossupressores, razao pela qual o impacto clinico
global deve ser interpretado a luz de outros determinantes hemostaticos e inflamatorios.

Nesse contexto, observou-se ainda que, mesmo apds a resseccdo cirirgica
transesfenoidal do PitNET — considerada a principal abordagem terapéutica resolutiva e a
qual os participantes do estudo foram submetidos —, persistiu a desregulagdo da sinalizagdo
purinérgica. Em conjunto, esses achados reforcam a possibilidade de recorréncia tumoral ao
longo da vida, uma vez que tais alteracdes configuram potenciais marcadores de mau
prognostico. Ressalta-se também a possibilidade de doenca residual, visto que, além da
elevada taxa de recidiva observada nos cinco primeiros anos apos a intervencao cirurgica,
também foram identificadas alteragdes persistentes na sinalizagdo purinérgica.

Por fim, os biomarcadores identificados neste estudo evidenciam-se promissores como
ferramentas de apoio na pratica clinica, contribuindo tanto para o monitoramento quanto para
o planejamento terapéutico. Ressalta-se, porém, que ainda sdo escassos os estudos que
abordam de forma abrangente esse tipo de tumor, necessitando, desse modo, de novos estudos
longitudinais e prospectivos, com acompanhamento pos-cirtrgico dos pacientes, a fim de

avaliar as taxas de recorréncia e o progndstico desses biomarcadores.
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNOCHAPECO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES
HUMANOS CURSO DE MEDICINA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) para participar como voluntario em uma pesquisa. Apos leitura
e esclarecimento sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
rubrique todas as paginas e assine no final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas
¢ sua e a outra ¢ do pesquisador.

Titulo da pesquisa: Qualidade Assistencial a pacientes portadores de patologias
neuroendocrinoldgicas em Chapeco e regiao.

Pesquisador responsavel: Esp. Marielle Lang Makiyama

Endereco: Rua Fernando Machado, 615, Centro. Chapeco—SC, CEP 89803003

Telefone para contato: (49) 99811-2825

E-mail: lelilang@yahoo.com.br

O Comité de FEtica em Pesquisa envolvendo seres humanos, é um colegiado
interdisciplinar e independente, de relevancia publica, de carater consultivo, deliberativo e
educativo, criado para defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade
e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa em padrdes éticos. O
CEP/Unochapeco esta localizado na propria Instituicdo Bloco P. Hordrio de funcionamento
definido de segunda a sexta-feira das 8h as 12h e das 13h30min as 17h30min para contato dos
pesquisadores e participantes das pesquisas. Telefone e e-mail para contato, (49) 3321-8142,
cep@unochapeco.edu.br.

O objetivo desta pesquisa ¢ analisar a qualidade assistencial prestada aos pacientes
submetidos as cirurgias neuroendocrinoldgicas no hospital de referéncia regional em
Chapeco/SC. Descrever a origem e a existéncia de seguimento clinico pos-operatdrio dos
pacientes operados, verificar o tempo entre o diagnodstico e abordagem cirargica hipofisaria e
identificar a incidéncia e prevaléncia de patologias neuroendocrinoldgicas em Chapeco e
regido. Além disso, verificar e correlacionar os dados clinicos, histologicos e bioquimicos dos
pacientes.

A sua participagdo na pesquisa consiste em responder um breve questionario sobre
acompanhamento pds-neurocirurgico com o neurocirurgido e/ou com um endocrinologista,
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coleta de sangue e peca tumoral durante a cirurgia. Para essa pergunta poderdo ser obtidas trés
possiveis respostas: sim (ainda acompanha), ndo (ndo acompanha) e sem seguimento atual
(acompanhou por um tempo, mas perdeu seguimento). Em caso de resposta negativa sera
verificado o motivo da perda do seguimento terap€utico. Além disso, por meio dos contatos
com os pacientes, serd explicado os motivos do trabalho em questdo. A sua participacao
podera envolver os seguintes riscos ou desconfortos: invasdo de privacidade na investigagao
da patologia, tratamento e seguimentos terapéuticos; responder a questdes sensiveis, tais como
atos ilegais, violéncia, sexualidade; revitimizar e perder o autocontrole e a integridade ao
revelar pensamentos e sentimentos nunca revelados; discriminagdo e estigmatizagdo a partir
do contetido revelado; divulgacdo de dados confidenciais (registrados no TCLE); tomar o
tempo do sujeito ao responder ao questionario/entrevista. Entretanto, lhe sera garantida
assisténcia imediata, sem Onus de qualquer espécie a sua pessoa, com todos os cuidados
necessarios a sua participagao, de acordo com seus direitos individuais e respeito ao seu
bem-estar fisico e psicologico. Os dados obtidos através desse contato serdo respeitados e
analisados com cautela e responsabilidade. Todos os contatos e uso das informagdes obtidas
serdo realizados apds a aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos — CEP/UNOCHAPECO. Os participantes poderdo sentir algum constrangimento,
timidez ou perturbagdo durante a coleta de medidas antropométricas, ou coleta sanguinea.
Embora sejam raros, os eventos adversos graves relacionados com puncdo sanguinea podem
incluir perda dos sentidos com crises convulsivas cronicas tonicas. Os eventos menos graves
incluem dor no sitio da venipuntura, ansiedade e desmaio. Os eventos adversos mais
documentados ocorrem em servicos de transfusdo de sangue, onde deficiéncias, na pratica de
venopunctura ou a anormalidade anatdmica resultam na produgdo de contusdes, hematomas e
lesdo de estruturas anatomicas nas proximidades da entrada da agulha (WHO, 2010). A
identidade de todos os pacientes do estudo serd preservada. Além disso, serdo observadas
todas as normas e recomendagdes sanitarias quanto aos riscos de infec¢ao por SARS-CoV-2, a
fim de proteger contra a COVID-19 os participantes e pesquisadores envolvidos neste estudo.

Os beneficios esperados pela sua participagdo na pesquisa sdo a geracao de dados
importantes, desconhecidos até o momento, que poderdo adequar a qualidade assistencial e
gerar protocolos de cuidados desses pacientes. Ademais, evidenciar a qualidade assistencial
prestada aos pacientes com patologias neuro hipofisarias submetidos a tratamento cirargico,
sua origem, intervalo entre diagnostico e tratamento e seu seguimento ambulatorial
pos-operatorio. Esse ¢ de importancia cientifica e social, uma vez que os dados acima nao
foram levantados no municipio de Chapeco e por ndo existir um fluxograma de seguimento
desses pacientes apds a realizacdo da neurocirurgia. Assim sendo, o trabalho aqui descrito
surtird material teérico-cientifico para os profissionais da area de saude, podendo contribuir
para que a medicina baseada em evidéncia seja cada vez mais frequente e referéncia
procedimentos e protocolos assistenciais, auxiliando profissionais da satde a aperfeigoar sua
qualidade assistencial. Além disso, o conhecimento de novos marcadores relacionados ao
surgimento e progressao das doengas ¢ de suma importancia para um melhor prognostico.

As informacdes obtidas através da coleta de dados e amostras bioldgicas serdo
utilizadas para alcangar os objetivos acima propostos, € para a composicao do relatorio de
pesquisa, resguardando sempre sua identidade durante todas as fases da pesquisa. Ao término
da pesquisa, os resultados obtidos serdo retornados a sua pessoa pela apresentacao do trabalho
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em banca e possivel publicacdo em revista cientifica. Voc€ podera recusar-se a participar ou
retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢ao alguma. Caso nao
queira mais fazer parte da pesquisa, favor entrar em contato com o pesquisador responsavel.

E garantido indenizagdo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa a sua
pessoa. Apoés a leitura e esclarecimento de todas as duvidas pelo pesquisador, o TCLE devera
ser rubricado por ambos (pesquisador e pesquisado), nas duas vias em todas as folhas e
assinado em seu término.

CONSENTIMENTO DA PESSOA COMO PARTICIPANTE DE PESQUISA

Eu, , abaixo  assinado,
concordo em participar do estudo. Fui devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador
sobre a pesquisa e os procedimentos nela envolvidos, bem como os riscos e beneficios
decorrentes da minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a
qualquer momento e ter acesso ao registro do consentimento sempre que solicitado.

Local: Data / /

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura do pesquisador responsavel
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Abstract

Pituitary neuroendocrine tumors (PitNETs) are the most common intracranial tumors.
Evidence suggests that these types of tumors may have high recurrence rates. In
this context, the purinergic system, oxidative stress, and inflammation are important
signaling pathways involved in the cancer’s pathophysiology. This study aimed to
evaluate the sociodemographic and diagnostic profiles, as well as assess the puriner-
gic signaling, immunological, and redox profiles, of patients after PitNET resection.
We collected sociodemographic data and the patients’ diagnostic profiles. We also
collected blood samples to analyze glycemia, triglycerides, albumin, and ATP levels.
The ectonucleotidase activity was determined in peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs). In addition, we evaluated their redox and immunological profiles. There
was a prevalence of gonadotropic macroadenoma derived from PIT-1 cells. We found
that patients included in the PitNET group had increased glycemia, serum ATP levels,
and ATP hydrolysis in PBMCs. Analyzing their immunological profiles, we found
that patients had increased levels of 1L-6, IL-10, and TNF, while the IL-27 level was
decreased. Regarding their redox profiles, PitNET patients had increased levels of ROS
and protein carbonylation. Unexpectedly, patients also showed increased levels of
non-protein thiols (NPSHs), total thiols (PSHs), and ascorbic acid. Thus, the dysregula-
tion of purinergic signaling sustained chronic inflammation and oxidative imbalance
in PitNET patients for a long time after surgical resection. These data suggest that
patients with PitNETs require long-term accompanying to prevent cancer recurrence
prognosis. The biomarkers highlighted in this study may be good tools to help the
medical approaches.
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1. Introduction

Pituitary neuroendocrine tumors (PitNETs) are malignant masses of cells derived from
adenohypophysis that affect the neurologic—endocrine axis [1]. Epidemiologically, these
malignant neoplasms have an incidence of 3.9 to 7.4 cases per 100,000 inhabitants per year
and a prevalence of 76 to 116 cases per 100,000 inhabitants [2]. In addition, PitNETs are the
most common type of disease affecting the pituitary gland, accounting for approximately
15% of all brain tumors [3,4].

The possible treatments for PitNETs include anti-secretory drugs, surgical resection,
chemotherapy, radiotherapy, and immunotherapy [5,6]. However, due to the aggressive
nature of PitNETs [5], traditional treatments may have no sustainable effects [7], and tumor
recurrence in resected patients is a concern that limits life quality [8,9]. In this panorama,
the previous retrospective cohort revealed that 45.71% of patients who received surgical
management of the tumors had recidivism [10], which indicates that PitNETs have high
rates of recurrence.

Nowadays, several studies have shown that purinergic signaling is involved in the cancer’s
pathophysiology. This cell signaling pathway has as a key molecule adenosine triphosphate
(ATP), which seems to be increased in the tumor microenvironment (TME) [11-13]. In this sense,
other dysregulations have also been reported, such as in the hydrolytic activity of CD39 and
CD73 enzymes [14-16]. Furthermore, this cell signaling pathway also plays a role in inflamma-
tion [17,18], which justifies the reason for it to be broadly investigated. Despite that, currently,
no evidence shows the involvement of purinergic signaling in PitNETs" pathophysiology or
after surgical resection.

Recent evidence has also shown that purinergic signaling and oxidative stress are
interconnected pathways [19] and are present in the tumor context [20,21]. In this context,
itis known that redox imbalance produces free radicals, such as reactive oxygen species
(ROS), which are molecules capable of causing damage to lipid membranes and DNA [22].
Related to PitNETs, the limited literature available suggests a possible involvement of
oxidative stress in the pathophysiology of these neoplasms [23,24], and the need for new
solid discoveries in this area is urgent.

Therefore, considering the lack of literature, we aim in this article to highlight the
sociodemographic characteristics and cancer classification, as well as evaluate the nu-
ances of the purinergic signaling, oxidative stress, and inflammatory profiles, of long-time
post-resected PitNET patients. We hypothesize that the patients have dysregulation of
purinergic signaling after surgical resection, which directly impacts their immune profiles
and oxidative balance. Taken together, this unfavorable panorama may signal cancer
recurrence in the PitNET context, requiring more attentive approaches to prevent a bad
long-term prognosis.

2. Results
2.1. Seciodemographic Characteristics of Participants

Table 1 presents the sociodemographic characteristics of the participants involved in this
research, including age, gender, and BML The mean age of the individuals in the PitNET
group was 57.78 years (£13.52), while in the controls, it was 51.88 (£13.62). We verified a
predominance of female individuals (64.70%; n = 11) in the PitNET group in comparison with
males (35.30%; n = 6). Regarding body composition, the mean BMI of patients in the PitNET
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group was 30.70 (= 7.61), and in the control group, it was 28.79 (+ 3.50). Analyzing in detail, in
the PitNET group, 29.41% (n = 5) of individuals were obese, 52.95% (n = 9) were overweight, and
17.64% (n = 3) were eutrophic. Similarly, in the control group, 40.90% (1 =9) of the participants
were obese, 31.82% (n = 7) were overweight, and 27.28% (n = 6) were eutrophic.

Table 1. Sociodemographic characterization of subjects. * Based on WHO [25] parameters.

Subject Groups
- PitNETs Controls

Characteristics n=17 w=22

Age (years old) 57.78 +13.52 51.88 +13.62
Gender (%)
Male 35.30(n=6) 50.00 (n=11)
Female 64.70 (n=11) 50.00 (n=11)
BMI(kg/m?) * 30.70 = 7.61 28.79 £ 3.50
Eutrophic 17.64 (n =3) 27.28 (n =6)
Overweight 5295 (n=9) 31.82(n=7)
Obesity 29.41 (n=5) 40.90 (n =9)
Baseline chronic diseases (%)

Arterial hypertension 2353 (n=4) -
Diabetes (type 2) 588 (n=1) -
Hypothyroidism 588 (n=1) -

Dyslipidemia 588 (n=1) -
Arterial hypertension + diabetes (type 2) 11.76 (n =2) -
Arterial hypertension + dyslipidemia 11.76 (n = 2) -
Hypothyroidism + depression 588 (n=1) -
Arterial hypertension + diabetes (type 2) + dyslipidemia + depression 588 (n=1)
No disease 23.53(n=4) -
Bad habits (%)
Smoking 11.76 (n = 2) -
Alcoholism 588 (n=1) -
No bad habits 8235 (n=14) -

Among the main baseline chronic diseases, we found that arterial hypertension was
the most prevalent disease in the PitNET group, with 23.53% (n = 4) of the total, followed
by the association between arterial hypertension + diabetes (type 2) (11.76%; n = 2) and
arterial hypertension + dyslipidemia (11.76%; n = 2). In addition, 23.53% (1 = 4) of the
patients reported not having any type of chronic disease. Other baseline chronic diseases
or associations corresponded to 5.88% (n = 1) (see more details in Table 1). Regarding bad
habits, smoking corresponded to 11.76% (n = 2) and alcoholism to 5.88% (1 = 1), while
82.35% (n = 14) of the PitNET patients did not indicate bad habits.

2.2. Tumor Classification of Patients

In this study, we compiled the tumor classification of the patients included in the
PitNET group (Table 2), considering the medical diagnosis based on the immunohistochem-
istry, tumor size, and cell lineage. Thus, 94.11% (n = 16) of cases were macroadenomas and
5.88% (1 = 1) were microadenomas. In the classification of histology, 23.52% (n = 4) were
cases of the gonadotroph subtype, 17.64% (n = 3) the somatotroph subtype, 17.64% (1 = 3)
the multihormonal subtype, 11.76% (1 = 2) the densely granulated corticotroph subtype,
and 11.76% (1 = 2) null cells. The tumors classified as densely granulated somatotrophs,
sparsely granulated lactotrophs, and densely granulated lactotrophs each accounted for
5.88% (n = 1) of the total cases. Relative to the cell lineages, 35.30% (n = 6) were from PIT-1,
29.41% (n = 5) were of no distinct cell lineage, 23.52% (1 = 4) were from SF-1, and 11.76%
(1 = 2) were from T-PIT.
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Table 2. Tumoral classification according to size, hormone production, and cell lineage.

Tumor Classification

By size
Microadenoma 5.88% (n=1)
Macroadenoma 94.11% (n=16)

By histological subtype

Densely granulated somatotroph 5.88% (n=1)
Somatotroph 17.64% (n = 3)

Sparsely granulated lactotroph 5.88% (n=1)
Densely granulated lactotroph 5.88% (n=1)

Densely granulated corticotroph 11.76% (n =2

)

Gonadotroph 23.52% (n =4)

Multihormonal 17.64% (n =3)

Null cell 11.76% (n = 2)
By cell lineage

PIT-1 35.30% (n = 6)

T-PIT 11.76% (n =2)

SF-1 23.52% (n=4)

)

No distinct cell lineage 2941% (n =5

2.3. Levels of Biochemical Markers

The blood glucose (glycemia), triglyceride, and albumin levels in the PitNET group
and controls are shown in Figure 1A-C. Individuals in the PitNET group had increased
glucose levels (p = 0.0218) when compared with the control group (Figure 1A). However,
there was no statistically significant difference for triglyceride (Figure 1B) and albumin
(Figure 1C) levels.
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Figure 1. The levels of biochemical markers. In comparison with the controls, patients in the PitNET
group presented increased glycemia (A), while there was no statistical significance for the levels of
triglycerides (B) and albumin (C). Statistical analysis: Student's t-test or the Mann-Whitney test was
used to compare the groups. p < 0.05 was considered statistically significant. * (p < 0.05).

2.4. Patients Presented Purinergic Signaling Alterations

Seeking possible alterations in purinergic signaling, we measured the serum eATP
levels, as well as the ectonucleotidase activity in the hydrolysis of nucleotides in PBMCs of
both groups (Figure 2A-D). Curiously, we found that the PitNET group had expressively
increased levels of eATP (p = 0.0004) in comparison with the control group (Figure 2A). In
addition, we also found that the PitNET group presented significantly decreased levels
of ATP hydrolysis (p = 0.0039) (Figure 2B), while there were no statistically significant
differences between the PitNET and control groups for the hydrolysis of ADP (Figure 2C)
and AMP (Figure 2D).
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Figure 2. Extracellular ATP (eATP) levels and ectonucleotidases activity in PBMCs. We found that
the PitNET group had significantly increased levels of ATP in serum (eATP) in comparison with the
control group (A). Regarding the ectonucleotidase activity, we found an increased hydrolysis of ATP
(B), while there was no statistical significance for hydrolysis of ADP (C) and AMP (D). Statistical
analysis: Student’s f-test or the Mann-Whitney test was used to compare the groups. p < 0.05 was
considered statistically significant. ** (p <0.01); *** (p < 0.001).

2.5. Patients Had Alterations in Cytokine Profiles

The results of the dosage of cytokines are shown in Figure 3A-G. The patients belong-
ing to the PitNET group presented increased levels of IL-6 (p = 0.0413) when compared
with the control group (Figure 3C). Similarly, the levels of IL-10 (p < 0.0001) (Figure 3D)
and TNF (p = 0.0259) (Figure 3F) were also significantly increased. Meanwhile, we found
highly reduced levels of IL-27 (p <0.0001) in individuals belonging to the PitNET group
when compared with the control group (Figure 3E). There was no statistical significance for
the levels of IL-2 (Figure 3A), IL-4 (Figure 3B), and IFN-y (Figure 3G).
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Figure 3. Inmunological profiles. The levels of IL-2 (A), IL-4 (B), and IFN-y (G) were unchanged,
while IL-6 (C), IL-10 (D), and TNF (F) were increased in patients with PitNETs. In the case of [L-27,
levels were reduced in the PitNET group (E). Statistical analysis: Student’s t-test or the Mann-Whitney
test was used to compare the groups. p < 0.05 was considered statistically significant. * (p < 0.05);
4% (p < 0.0001).

2.6. Patients Had an Imbalance in Their Redox Profiles

The redox profiles of the enrolled subjects are shown in Figure 4A-H. The PitNET
group had increased levels of ROS (p = 0.0466) in comparison with the control group
(Figure 4A). Similarly, patients in the PitNET group also presented high levels of protein
carbonylation (p < 0.0001) (Figure 4D). However, there was no statistical significance for
the pro-oxidant marker levels of MPO (Figure 4B) and TBARS (Figure 4C). Regarding the
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antioxidant panorama, compared with the controls, we found elevated levels of NPSH
(p = 0.0411) (Figure 4E), PSH (p = 0.0001) (Figure 4F), and ascorbic acid (p = 0.0001) (Fig-
ure 4G). We did not find statistical differences in the levels of SOD in the comparison of the
control versus PitNET groups (Figure 4H).
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Figure 4. Redox profiles. We discovered that patients from the PitNET group had a redox imbalance,
with increased levels of ROS (A) and protein carbonylation (D). In contrast, we also verified an
increase in the levels of NPSH (E), PSH (F), and ascorbic acid (G) in the PitNET group. We did not
find any statistical significance for the levels of MPO (B), TBARS (C), and SOD (H). Statistical analysis:
Student's i-test or the Mann=Whitney test was used to compare the groups. p < 0.05 was considered
statistically significant. * (p < 0.05); *** (p < 0.001); **** (p < 0.0001).

3. Discussions

As in other cancer types that also require surgical resection, hypophysectomy with
extensive removal of the pituitary mass is the usual treatment for neuroendocrine neo-
plasms that affect this gland. This approach is considered a standard in the treatment
of patients [26]. However, evidence has highlighted that some PitNET subtypes have
aggressive behaviors toward conventional therapies [7]. From this panorama, we set out to
understand the possible intricate nuances behind the physiology of patients after PitNET
long-term surgical resection. Surprisingly, we found that patients presented dysregula-
tion of purinergic signaling, with high extracellular levels of ATP, which culminated in
chronic inflammation involving increased IL-6, TNF, and IL-10 levels and decreased 1L-27
levels, as well as a pro-oxidative state accompanied by elevated ROS and protein carbony-
lation. Taken together, these findings may signal possible neoplastic recurrences in the
post-resected patients.

We started our research by verifying the sociodemographic data. Thus, in this study,
the mean age of the patients in the PItNET group was 57.78 (+ 13.52), being very similar to
that found in previous work [27]. Furthermore, the BMI of 30.70 (£7.61) for the individuals
in the PitNET group represents a risk to the development of cancer [28,29], including
pituitary cancer [30]. We also verified that patients belonging to the PitNET group presented
arterial hypertension or an association between arterial hypertension and diabetes. It is
known that a high body fat mass may increase the risk of type 2 diabetes and heart disease
and increase the risk of developing certain types of cancer [31].
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In the last update of the WHO to classify endocrine and neuroendocrine tumors,
pituitary tumor subtypes were organized according to histology and the cell lineage from
which they were derived [32]. Among PitNETs, gonadotrophs originating from PIT-1
cells are one of the most common tumor types [33]. Thus, thinking about elucidating
the subtypes of diagnosed PitNETs in this study, we compiled them according to size,
histology, and cell lineage (Table 2). Corroborating the data from the literature, we found
that the most prevalent tumor was classified as a gonadotropic macroadenoma derived
from PIT-1 cells.

In the context of cancer, one of the cell signaling pathways involved in pathophysiology
is purinergic signaling, which has been shown to play a role in several cancer types, such
as melanoma [34], lung cancer [35], and gastric cancer [36]. A key component of this cell
signaling, the nucleotide ATP [13], can be found at higher levels in cancer cells to the
detriment of healthy cells [37]. ATP can be released from tumoral cells via cell membrane
damage or from membrane channels [358]. We expected that after surgical resection, serum
ATP levels would be at a basal level. However, we found high ATP levels in patients in the
PitNET group (Figure 2A). This peculiar result regarding ATP levels was also demonstrated
by Manica et al. [15] in the melanoma cancer context. These data seem to indicate that some
cancer types may release proper molecules into the bloodstream to make niches feasible for
future neoplastic recurrences.

Qutside the cells, the ectonucleotidases CD39 and CD73 are important components
of the purinergic system that regulate the extracellular levels of nucleotides, such as ATP,
ADP, and AMP, as well as nucleosides [37]. Thus, considering the role of ectonucleotidases
in controlling ATP levels, we performed an assay to verify the enzymatic activity of
ectonucleotidases in the hydrolysis of ATP, ADE, and AMP Convergent with high levels
of ATP, we discovered a reduction in the ATPase function of purinergic ectoenzymes
(Figure 2B), a result that justifies the increased levels of eATP found in patients. Thus,
all these findings indicate that patients in the PitNET group had alterations in purinergic
signaling with the cascade toward ATP accumulation in the serum.

Intrinsic to the functions played by ATP, it can activate the P2X7 receptor in inflamma-
tory cells and promote the release of inflammatory cytokines, such as IL-6 and TNF [39,40].
Although a long time had passed since the patients’ tumor resection, we investigated
whether there was any possibility that high levels of eATP altered their immune profiles.
Curiously, we found that the levels of IL-6, IL-10, and TNF were significantly increased,
and the IL-27 level was decreased (see Figure 3). Therefore, our results prove that patients
were under a chronic inflammatory process due to high levels of e ATP for a long time after
surgical resection, a condition that may favor carcinogenesis and means poor prognosis in
the long term.

Regarding the function of IL-10 in a cancer context, this interleukin may contribute to
tumor progression by interrupting inflammation, leading to antitumor immunity. Mean-
while, it recruits and stimulates cytotoxic CD8+ cells in the tumor microenvironment,
promoting immunological memory and suppressing the local release of pro-inflammatory
cytokines [41]. In a study of advanced renal cell carcinoma, it was found that increased
levels of [L-10 are associated with the potential development of metastasis [42]. In the case
of colorectal cancer, increased IL-10levels have also been linked to a negative prognosis [43].
Based on these excerpts from the literature, the high IL-10 levels found in the patients in
our study are another point of concern that may indicate cancer recurrence.

As shown previously, we found decreased levels of [L-27 in patients from the PitNET
group. IL-27 is considered the newest member of the IL-6/1L-12 interleukin family [44]. The
role of this interleukin in the human body has still not been elucidated, but it seems to act
as a pleiotropic molecule. A body of evidence suggests it is involved in inflammation and
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favors tumors, whereas others indicate an anti-inflammatory and anti-cancer effect [45-47].
Despite that, Mascanfroni et al. [48] correlated an increase in CD39 expression positively
with IL-27, connecting this interleukin to purinergic signaling. Given the results found
for IL-27 levels, it is possible to infer that high levels of ATP may be related to the down-
regulation of CD39 controlled by the lower levels of IL-27, favoring the accumulation
of this molecule in the peripheral bloodstream of PitNET patients for a long time after
surgical resection.

It was recently demonstrated that PitNET patients are associated with elevated levels
of ROS and signs of oxidative damage, which promotes the recruitment of immune cells and
may lead to a pre-neoplastic condition [23]. In this sense, it is known that ATP is capable of
ROS stimulation via P2X7 receptor agonism [12]. Since increased levels of ATP in patients in
the PitNET group were found and evidence about the pro-neoplastic role of ROS, we sought
to characterize the redox profiles of the individuals included in this research. Factually,
we found that patients had elevated levels of ROS and protein carbonylation (Figure 4).
These results corroborate the hypothesis that patients still presented a redox imbalance after
tumor surgical resection, favoring oxidative damage and possible neoplastic resurgence.

Although the patients presented increased levels of pro-oxidant molecules, we also
verified that they presented increased levels of ascorbic acid and PSH/NPSH. In this sense,
ascorbic acid is known as a potent antioxidant substance [49], as well as PSH/NPSH [50,51].
In addition, a curious fact we found in a previous study was that metformin, used to treat
type 2 diabetes, was able to raise the levels of both ascorbic acid and thiols in patients and
PBMCs [52]. Thus, as individuals mainly in the PitNET groups were continuously using
this drug to treat type 2 diabetes, a possible explanation for our results was that metformin
improved the levels of these antioxidants, but without any efficient effect on oxidative
molecules, since increased ROS and protein carbonylation was detected.

All the results found in this research demonstrate that patients with PitNETs require
long-term follow-up due to the consequences of purinergic signaling dysregulation, particu-
larly on oxidative stress and cytokine profiles, which can favor tumor recurrence. Moreover,
we encourage further studies to deepen the understanding of the impacts of purinergic
signaling in other neuroendocrine tumors and to expand the knowledge and medical care
for patients.

4. Materials and Methods
4.1. Study Design and Participant Selection

This cross-sectional study was conducted throughout January 2024. A total of
39 subjects residing in the municipality of Chapecd, western Santa Catarina state (5C), were
included. Of this total, 17 were patients (male and female) selected by the researchers’
prior contact with the neurology service of the Hospital Regional do Oeste (HRO), in
Chapeco, SC. The volunteer patients were 18 years old or older and had a previous diagno-
sis of PitNETs according to the hospital’s neurology/oncology department. In addition,
the selected patients had undergone surgical resection of the tumor approximately 12 to
24 months before this research. The patients included in this study were taking medications
to treat baseline diseases, including antihypertensives, antidiabetics, antidepressants, HMG-
CoA reductase inhibitors, and levothyroxine. Twenty-two healthy individuals without any
underlying disease, such as cardiovascular problems, cancer, diabetes, or any other chronic
communicable or non-communicable diseases, were also recruited to compose the control
group. The control individuals were matched with the patients regarding age and sex.

This project was approved by the Human Research Ethics Committee (HREC) of
the Federal University of the Southern Frontier (UFFS), the Chapec6, SC, campus, under
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protocol number 6.602.966. The collection of information and biological materials was
carried out only after the signing of the free and informed consent form (FICF).

4.2, Anthropometric Assessment

To record anthropometric data, the participants were weighed and measured wearing
light clothing and without shoes. A digital scale with a capacity of 150 kg and a portable
stadiometer were used. Body composition was classified based on the body mass index
(BMLI), following the classification table for adults from the World Health Organization [25],
applicable to both sexes.

4.3. Collection of Biological Material

A total of 30 mL of whole blood was collected from fasting patients and controls by
qualified professionals. A vacuum collection system (Vacutainer®, BD Biosciences, San
Diego, CA, USA) was used in tubes with separating gel, tubes containing EDTA, and tubes
containing sodium citrate. The collected material was homogenized and transported in a
polystyrene box containing ice to the processing local.

4.4. Processing of Biological Material and Separation of Peripheral Blood Mononuclear
Cells (PBMCs)

The collected samples were processed in the biochemistry laboratory of the UFFS, the
Chapecé, SC, campus. The blood collected in sodium citrate tubes was stored in microtubes
at —80 °C until the analyses were performed. The blood stored in the tubes with separating
gel and EDTA was centrifuged at 3500 rpm for 15 min. Afterward, the serum was obtained
from the tubes with separating gel, which was also stored in microtubes at —80 °C until
the necessary analyses were carried out.

Regarding the tubes with EDTA, the buffy coat from which the peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were obtained was collected, according to the protocol es-
tablished by Béyum [53], with adaptations. For this purpose, the buffy coat was diluted
in saline solution (1:1). Then, the mixture was transferred to a conical tube containing
Ficoll-Histopaque and centrifuged at 1800 rpm for 30 min. After centrifugation, the in-
termediate layer containing the PBMCs was collected. Then, the cells were transferred
to a new tube, washed twice with 10 mL of saline solution, and centrifuged again for
5 min at 1500 rpm. When necessary, the cells were washed with 5 mL of a hemolytic
buffer to eliminate red blood cell residues, followed by centrifugation for 5 min at
1500 rpm. The resulting PBMCs were stored in microtubes with 600 uL of saline solu-
tion and frozen at —80 °C until experiments were performed to evaluate the enzymatic
activity of ectonucleotidases.

4.5. Analysis of Peripheral Biochemical Markers

We analyzed the levels of blood glucose, triglycerides, and albumin in participants
using colorimetric assays with an automated clinical analyzer (Wiener lab., CM 200).
All analyses were performed following the manufacturer’s kits (Wiener lab., Rosario,
Argentina). The whole blood from subjects was used to detect the levels of blood glucose,
while the triglyceride and albumin levels were analyzed in serum. Briefly, we added into
each specific analyzer compartment the colorimetric reagent, buffer solution, and samples.
Then, approximately 10 uL of the samples was automatically pipetted into an empty well
and mixed with the colorimetric reagent and buffer solution. After the incubation time,
the colorimetric reaction was read spectrophotometrically by the equipment. The blood
glucose and triglyceride results were expressed in milligrams per deciliter (mg/dL). In the
case of albumin, the results were expressed in grams per deciliter (g/dL).
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4.6. Analysis of Purinergic Signaling
4.6.1. Determination of Extracellular ATP (eATP) Levels

For the determination of extracellular ATP (eATP), the Molecular Probes™ ATP Deter-
mination Kit (Invitrogen™, Waltham, MA, USA) was used, following the manufacturer’s
recommendations. Each reaction content consisted of 1.25 pg/mL of firefly luciferase,
50 uM of D-luciferin, and 1 mM of DTT in 1x reaction buffer. Then, 10 uL of the serum
sample was mixed with 90 uL of the reaction content and incubated at 37 °C for 15 min.
After the incubation time, the luminescence was measured with a spectrophotometer at a
wavelength of 560 nm (Varioskan™ LUX, Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA). An
ATP standard curve was prepared at concentrations ranging from 1 nM to 1 uM. The results
were expressed in nM of extracellular ATP.

4.6.2. Assessment of Enzymatic Activity of Ectonucleotidases

The activity of ectonucleotidases was evaluated in PBMC samples from control individ-
uals and patients. To evaluate the ATPase, ADPase, and AMPase activities, the substrates
ATP, ADPF, and AMP were used, respectively, with the measurement of inorganic phosphate
(Pi) produced as a result of the hydrolytic activity at the end of each reaction. Thus, after
protein adjustments, 20 uL of each PBMC sample was added to a reaction mixture of
each enzyme and pre-incubated at 37 °C for 10 min. The reaction was initiated by the
addition of the specific substrates for each enzyme. After incubation at 37 °C for 70 min, the
reactions were stopped by the addition of 150 uL of trichloroacetic acid (TCA; 15%), and
the inorganic phosphate released due to hydrolysis was determined using malachite green
as a colorimetric reagent. A standard curve was prepared with KH»PO,. The absorbance
was measured at 630 nm, and the results were presented as nmol/Pi/min/mg protein. The
results were corrected for non-enzymatic hydrolysis [54,55].

4.7. Analysis of Immunological Profile
4.7.1. Cytokine Determination by Flow Cytometry

The levels of interleukin-2 (IL-2), interleukin-4 (IL-4), interleukin-6 (IL-6), interleukin-
10 (IL-10), interferon-y (IFN-y), and tumor necrosis factor (TNF) were determined using the
BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 Cytokine Kit II (catalog N°. 551809),
following the manufacturer’s recommendations. The results were expressed in picograms
per mL (pg/mL).

4.7.2. Determination of IL-27 Levels

The levels of IL-27 were assessed by sandwich immunoassays using a human ELISA
kit (Invitrogen®), following the manufacturer s instructions. Firstly, the serum was diluted
2x with a diluent buffer. Afterward, 100 uL of each sample was added to a 96-well
microplate, covered, and incubated for 2.5 h at 37 °C with gentle shaking. Then, the
supernatant was discarded, and the wells were washed 4x with a wash buffer solution and
dried by the inversion of the plate against an absorbent sheet. In the sequence, 100 uL of
a biotin conjugate was added to each well and incubated with gentle shaking for 1 h at
37 °C. After the plate was washed 4 x, 100 uL of a streptavidin-HRP solution was added,
followed by incubation for 45 min at room temperature. Finally, 100 uL of a TMB substrate
was added to the wells, and the mixtures were incubated for 30 min at room temperature in
the dark. The reaction was stopped with 100 pL of a stop solution. The readings were taken
at 450 nm with a spectrophotometer (Varioskan™ LUX, Thermo Scientific™). The results
were calculated considering the interpolation of the equation of the absorbance curve by
the concentration and were expressed in picograms per milligram of protein (pg/mg).
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4.8. Analysis of Redox Profile
4.8.1. Reactive Oxygen Species (ROS)

The level of ROS was estimated by the fluorometric protocol established by Ali
et al. [56]. For this, 10 uL of serum was incubated with 10 puL of 2’,7'-dichlorofluorescein
diacetate (DCFH-DA; 7 uM) and 240 pL of phosphate-buffered saline (PBS). After 30 min
of incubation at 37 °C, the final product of DCFH-DA oxidation, dichlorofluorescein (DCF),
was measured. The fluorescence intensity was read with an excitation of 488 nm and an
emission of 525 nm (Thermo Scientific™ Varioskan™ LUX). The results were expressed as
a percentage (%) of the fluorescence intensity compared to the control.

4.8.2. Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS) Assay

We performed a colorimetric assay to analyze lipoperoxidation by measuring the
levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARSs). For this assay, we followed the
protocol developed by Jentzsch et al. [57], with some modifications. Thus, 20 uL of each
serum sample was mixed with 55 uL of distilled water, 100 L of orthophosphoric acid
(0.2 M), and 25 pL of TBA (0.1 M), and the mixture was incubated at 37 °C for 45 min.
Finally, the pink product was read with a spectrophotometer (Varioskan™ LUX, Thermo
Scientific™) at 532 nm. The results were expressed in nmol/L of TBARS.

4.8.3. Myeloperoxidase (MPO) Enzymatic Activity

We analyzed the MPO activity in PBMCs from patients and controls according to
a study by Suzuki et al. [58]. For this, we used a modified peroxidase system, mixing
12 uL of the samples with 148 pL of amino antipyrine (AAP) in a phenol solution (2.5 mM
AAP; 20 mM phenol) and 17 uL of H;O, solution (17 mM). After 30 min of incubation at
37 °C, the system was read spectrophotometrically at 492 nm (Varioskan™ LUX, Thermo
Scientific™). The results were expressed in uM of quinoneimine per milligram of protein
produced in 30 min (uMq/mg/30 min).

4.8.4. Protein Carbonylation

Serum protein carbonylation was determined by the modified method of Wehr and
Levini [59]. First, the proteins from 1000 puL of serum were precipitated with 500 uL of
10% TCA and centrifuged at 5000 rpm for 5 min, discarding the supernatant. Then, the
proteins were incubated for 30 min at room temperature with 150 uL of DNPH (10 mM).
After incubation for 30 min at room temperature, 500 uL of TCA (10%) was added to the
precipitated proteins, and they were centrifuged at 5000 rpm for 5 min. After discarding
the supernatant, the red precipitate was washed twice with 1000 pL of ethanol/ethyl
acetate (1/1), followed by centrifugation at 10,000 rpm. Subsequently, the supernatant was
removed, and the precipitate was dissolved in 1500 pL of a protein denaturation solution
(SDS 2%; pH 8.0). Readings were performed with a spectrophotometer at a wavelength of
380 nm. The results were expressed in nM of protein carbonyl per mg of protein.

4.8.5. Ascorbic Acid (Vitamin C)

The levels of ascorbic acid were assessed by the method of Jacques-5ilva et al. [60],
with adaptations. Briefly, 200 pL of each serum sample was first deproteinized with the
addition of an equal volume of trichloroacetic acid (TCA; 10%). Afterward, 100 pL of the
remaining supernatant was mixed with 25 pL of distilled water, 25 pL of TCA (13.3%), and
20 pL of 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), followed by 2 h of incubation at 37 °C. After
time elapsed, the reaction was stopped by adding 135 uL of sulfuric acid (65%), and the
orange-red product generated was spectrophotometrically read with the absorbance set at
520 nm (Varioskan™ LUX, Thermo Scientific™). The results were expressed in pug/dL.
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4.8.6. Total Thiol (PSH) and Non-Protein Thiol (NPSH)

Both levels of thiols were determined according to Ellman [61], with adjustments. For
the total thiol assay, 30 uL of serum in a 96-well plate was added to 200 uL of potassium
phosphate buffer (PPB) (IM; pH 6.8) and 20 uL of 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid)
(DTNB) with immediate reading. For the non-protein thiols, the serum samples were
previously deproteinized by adding an equal sample volume of TCA (10%), and the
remaining supernatant was used. Then, 40 uL of each sample was mixed with 260 uL of
PPB and 15 pL of DTNB, with immediate reading. All reads were measured at 412 nm
(Varioskan™ LUX, Thermo Scientific™). The results were expressed in uM, using a cysteine
standard curve as the parameter.

4.8.7. Superoxide Dismutase (SOD) Enzymatic Activity

The superoxide dismutase (SOD) enzyme activity was determined in whole-blood
samples from patients and controls, according to the study by McCord and Fridovich [62].
Initially, the concentrated blood samples were diluted in PBS (pH 7.2). Afterward, the
samples were mixed with 180 uL of a glycine buffer (50 mM; pH 10.5). The reaction was
initiated by adding 10 uL of an adrenaline solution (60 mM; pH 2.0), followed by kinetic
readings every 30 s, for a total of 10 min, at a wavelength of 480 nm (Varioskan™ LUX,
Thermo Scientific™). Adrenaline’s auto-oxidation was used to correct the values obtained
in the samples. The results were expressed in units per milligram of protein~! (units.mg of
protein™1).

4.9. Protein Dosage of Samples

The quantification of the protein levels in the samples was determined according to
the Bradford [63] method and adjusted as required for each analysis. When necessary, the
samples were diluted with saline solution or as required by the protocols.

4.10. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism 9.0.1 software (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). The data normality was analyzed using the Shapiro—
Wilk test. Outliers were analyzed and removed using the Grubbs test. Regarding the
studied variables, differences between groups were evaluated using Student’s t-test for
parametric data and the Mann-Whitney test for non-parametric data. The results were
presented as means + standard deviations for parametric variables and as medians and
95% confidence intervals (95% Cls) for non-parametric variables. Differences for which
the probability of rejecting the null hypothesis was less than 5% (p < 0.05) were considered
statistically significant.

5. Conclusions

For the first time, we found that after surgery resection of PitNETs, patients present
dysregulation of purinergic signaling, with high extracellular levels of ATP, which culmi-
nates in chronic inflammation and a pro-oxidant state. Taken together, these findings bring
to light the possibility of patients having tumor relapses throughout their lives due to poor
prognosis markers left by PitNETs. In addition, the biomarkers highlighted in this study
may be good tools to help medical approaches. We further highlight that few studies in
the literature have focused on broadly understanding this tumor type, and that is why
we suggest new prospective longitudinal studies be developed, carrying out post-surgical
monitoring of these patients to verify the recurrence rate.
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