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RESUMO

Os Tumores Neuroenddcrinos Hipofisarios (PitNETs), também conhecidos como
adenomas hipofisarios, embora majoritariamente benignos, podem apresentar
comportamento agressivo e invasividade, dificultando o sucesso terapéutico. O
microambiente tumoral (TME), através da via purinérgica (CD39 e CD73) e dos
checkpoints imunolégicos (PD-L1), desempenha um papel central no escape imune,
mas esta dindmica permanece pouco explorada nestas neoplasias. O objetivo dessa
pesquisa foi avaliar a expressao génica de CD39, CD73 e PD-L1 no tecido tumoral
de pacientes com PitNETs e correlaciona-la com o grau de invasividade. Trata-se de
um estudo quantitativo transversal e observacional, incluindo 19 pacientes da
Regido Sul do Brasil, submetidos a resseccéo cirurgica entre 23 de maio de 2023 a
08 de julho de 2025. A extensao tumoral foi classificada pela escala de Knosp
revisada em baixo grau (0, 1 e 2) e alto grau (3 e 4) de invasdo. A quantificagao
relativa da expressé&o génica no TME foi realizada via qRT-PCR. Como resultados,
encontrou-se expressao de CD73 significativamente maior no grupo de alto grau de
invasdo (p = 0,0240). A andlise de correlagdo revelou associagdo positiva e
significativa entre CD39 e CD73 (r = 0,5542; p = 0,0170). Conclui-se que o fenétipo
invasivo dos PitNETs esta fortemente associado a ativagao coordenada da via
purinérgica, impulsionada de forma independente do eixo PD-1/PD-L1. A
ectonucleotidase CD73 mostra-se um potencial biomarcador de agressividade e um

promissor alvo para imunoterapias nos PitNETs.

Palavras-chave: Tumor Neuroenddcrino Hipofisario. Microambiente Tumoral. CD39
e CD73. PD-L1. Biomarcadores.



ABSTRACT

Pituitary neuroendocrine tumors (PitNETs), also known as pituitary adenomas,
although predominantly benign, can exhibit aggressive behavior and invasiveness,
hindering therapeutic success. The tumor microenvironment (TME), through the
purinergic pathway (CD39 and CD73) and immune checkpoints (PD-L1), plays a
pivotal role in immune escape; however, this dynamic remains underexplored in
these neoplasms. The aim of this study was to evaluate the gene expression of
CD39, CD73, and PD-L1 in the tumor tissue of patients with PitNETs and to correlate
these expression levels with the degree of invasiveness. This is a quantitative,
cross-sectional, observational study including 19 patients from Southern Brazil who
underwent surgical resection between May 23, 2023 to July 8, 2025. Tumor
extension was classified according to the revised Knosp grading system into
low-grade (grades 0, 1 and 2) and high-grade (grades 3 and 4) invasion. Relative
quantification of gene expression within the TME was performed using gRT-PCR. As
results, a significantly higher expression of CD73 was found in the high-grade
invasion group (p = 0.0240). Correlation analysis revealed a significant positive
association between CD39 and CD73 (r = 0.5542; p = 0.0170). In conclusion, the
invasive phenotype of PitNETs is strongly associated with the coordinated activation
of the purinergic pathway, which appears to be driven independently of the
PD-1/PD-L1 axis. The ectonucleotidase CD73 emerges as a potential biomarker for
tumor aggressiveness and a promising therapeutic target for immunotherapy in
PitNETs.

Keywords: Pituitary Neuroendocrine Tumor; Tumor Microenvironment; CD39 and
CD73; PD-L1; Biomarkers.
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1 INTRODUGAO

A hipofise, também chamada pituitaria, € a principal glandula do sistema
endocrino, localizada na sela turcica do osso esfendide, na base do crénio. A
hipéfise € formada por duas partes: o lobo anterior/adenohipéfise e o lobo
posterior/neuro-hipdfise (Scott et al., 2025). Da adenohipéfise, formam-se os
tumores neuroenddcrinos hipofisarios, do inglés Pituitary Neuroendocrine Tumors
(PitNETs), também conhecidos como adenomas de hipdfise. Os PitNETs s&o os
tumores neuroenddcrinos mais prevalentes, correspondendo ao segundo tumor
intracraniano primario mais comum e representam entre de 10 a 20% das neoplasias
intracranianas. Com uma prevaléncia estimada de 1 caso a cada 1.000 individuos na
populacdo geral, possuem grande relevancia clinica (Villa et al., 2024; Capatina et
al., 2024).

Embora benignos, os PitNETs podem exibir um comportamento agressivo, em
até 35% dos casos (Terry et al., 2024), em que os tumores causam significativa
morbidade devido aos efeitos de massa, como cefaleias intensas e compressao dos
nervos oOpticos. Além disso, a hipersecrecao hormonal exacerbada leva a sindromes
enddécrinas severas, como acromegalia e doenga de Cushing (Chanson; Maiter,
2019; Osorio et al., 2022). O manejo dessas condigdes complexas destaca a
necessidade de esclarecer a compreensdo dos mecanismos biolégicos que
orquestram a progressao tumoral e a resposta terapéutica (Chiloiro; Marinis, 2023).

Nesse contexto, o microambiente tumoral (TME) € um campo de investigagao
fundamental. O sistema purinérgico, uma via de comunicagéo celular mediada por
nucleotideos como a adenosina trifosfato (ATP) e nucleosideos como a adenosina
(ADO), emerge como um regulador crucial da biologia tumoral (Burnstock, 2018;
Giuliani et al., 2019). Enquanto a homeostase tecidual garante que os niveis de ATP
extracelular permanegam minimos, a neoplasia apresenta um perfil oposto. No TME,
a hipdxia, o estresse metabdlico e a necrose induzem um efluxo maci¢co de ATP, o
qual passa a atuar como um potente sinal pré-inflamatério (Giuliani et al., 2019). A
sinalizagdo purinérgica subsequente, através dos receptores P1 e P2, modula
processos vitais como proliferacao celular, inflamagao e a resposta imune (Virgilio;
Adinolfi, 2016).

A intensidade e a natureza dessa sinalizagédo séo reguladas por uma cascata

de enzimas de superficie celular denominadas ectonucleotidases. Dentre elas, a
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CD39 (ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase-1) e a CD73 (ecto-5'-nucleotidase)
desempenham um papel central (Giuliani; Sarti; Di Virgilio, 2021). A enzima CD39 é
responsavel por iniciar a clivagem do ATP extracelular, convertendo-o primeiramente
em adenosina difosfato (ADP) e, em seguida, em adenosina monofosfato (AMP),
que por sua vez € convertido em ADO pela CD73 (Stefan; Bollen; Jansen, 2006;
Giuliani; Sarti; Di Virgilio, 2021).

Este processo é fundamental, pois transforma um sinal imunoestimulante, o
ATP, em um metabdlito com potente agado imunossupressora, a ADO (Giuliani; Sarti;
Di Virgilio, 2021). Como consequéncia, a ADO pode favorecer o crescimento tumoral
e a resisténcia a algumas imunoterapias em pacientes oncolégicos (Maj et al., 2017).
Assim, neutralizar essas enzimas pode inibir a progressao tumoral, evidenciando o
papel da adenosina como um componente essencial do TME imunossupressor (Di
Virgilio, 2012).

Em paralelo a sinalizagdo purinérgica, a modulacdo de checkpoints
imunoldégicos emerge como alvo de terapia para impedir o escape imune tumoral,
com destaque para o eixo PD-1/PD-L1 (proteina de morte celular programada 1 e
seu ligante). Tal via é responsavel por manter a tolerancia imunoldgica periférica e
prevenir a autoimunidade, contudo, a expressao de PD-L1 é frequentemente alterada
por diversas células neoplasicas. Ao interagir com a PD-1, presente na superficie de
linfoécitos T ativados, o PD-L1 tumoral desencadeia sinais inibitérios que induzem a
disfuncédo e a apoptose destas células de defesa, consolidando a manutencédo de um
microambiente altamente imunossuprimido (Lin et al., 2024).

No contexto dos PitNETs, a expressao de PD-L1 tem sido investigada como
um potencial mediador de agressividade, embora a sua relagdo com o grau de
invasdo ainda apresente divergéncias na literatura (Krzentowska et al., 2025a).
Compreender o papel do PD-L1 nestas lesdes torna-se particularmente relevante
quando avaliado em conjunto com o eixo purinérgico (CD39 e CD73). Dessa
maneira, como os tumores podem orquestrar multiplas vias de evasio imunoldgica
de forma independente ou sinérgica, a investigagdo simultdnea do mecanismo
classico de checkpoint (PD-L1) e da via adenosinérgica permite uma visao integrativa
das estratégias de sobrevivéncia destas neoplasias.

Assim, o estudo do sistema purinérgico e das vias de checkpoint imune no
material biolégico de pacientes diagnosticados com PitNETs mostra-se uma area

promissora de investigacdo e ainda pouco abordada na literatura. Compreender os
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mecanismos pelos quais esses tumores também podem adquirir caracteristicas
agressivas, incluindo a influéncia dos fatores abordados, € fundamental para o
desenvolvimento de terapias pods-ressecionais mais eficazes, farmacos mais
especificos, imunoterapias direcionadas e terapias combinatérias que potencializem

a resposta imune antitumoral dos pacientes com PitNETSs.
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2 OBJETIVOS

Analisar por meio de qRT-PCR a expressdao génica de mRNA das
ectonucleotidases de superficie celular CD39, CD73 e da proteina transmembrana
PD-L1 no tecido tumoral de pacientes com tumores neuroenddcrinos de hipofise,

ressecados na regido Sul do Brasil, entre 23 de maio de 2023 e 08 de julho de 2025.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as amostras pelo sexo, idade, tamanho do tumor, nivel de
invasdo das estruturas anatdmicas circundantes e a presenga concomitante
de comorbidades (hipertensao arterial sistémica, diabetes mellitus tipo 2,
entre outras);

e Analisar a expressao génica de CD39, CD73 e PD-L1 no tecido tumoral de
pacientes com tumores neuroenddécrinos pituitarios por gRT-PCR;

e Correlacionar os dados e resultados obtidos.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 TUMORES NEUROENDOCRINOS HIPOFISARIOS

A adenohipdfise deriva do ectoderma oral e tem origem epitelial,
diferenciando-se em diversos tipos celulares enddécrinos especializados sob acéo
conjunta de fatores de transcricdo (TFs) génica que definem a linhagem celular. Ha
trés principais TFs: o fator de transcricao hipofisario especifico 1 (PIT-1) diferencia
as células em somatotrofos, lactotrofos, somatomamotrofos e tireotrofos; o fator de
transcricdo hipofisaria T-box (T-PIT) forma adrenocorticotréfos; e o fator
esteroidogénico-1 (SF-1), que gera os gonadotréfos (Scott et al., 2025; Kidwell;
Trippett; Aghi, 2026; Raventos et al., 2026). As células adenohipofisarias secretam
distintos hormdnios de forma sistémica, destacando-se os somatotréfos que
secretam horménio do crescimento (GH), lactotrofos a prolactina (PRL), tireotrofos
liberam tireotrofina (TSH), adrenocorticotrofos a corticotrofina (ACTH) e gonadotréfos
produzem horménio luteinizante (LH) e horménio foliculo estimulante (FSH) (Scott et
al., 2025).

Originarios da porgao anterior da pituitaria, os PitNETs constituem o segundo
tipo de neoplasias primarias mais comuns do sistema nervoso central (SNC). Sao
descritos como benignos e correspondem por quase um quinto, cerca de 10 a 20%,
de todas as massas intracranianas diagnosticadas na pratica clinica (Drummond et
al., 2018; Kidwell; Trippett; Aghi, 2026). A dimensao epidemioldgica destas lesdes foi
apresentada na 5% edicdo da classificagdo da OMS (2022), que os categorizou
definitivamente como as neoplasias neuroenddcrinas mais prevalentes em humanos.
Na populacdo geral, estima-se que uma em cada mil pessoas tenham PitNET,
refletindo uma prevaléncia que atinge até 116 casos por 100.000 habitantes e uma
taxa de incidéncia anual que varia entre 3,9 e 7,4 casos a cada 100 mil individuos
(Villa et al., 2024; Capatina et al., 2024).

Os PitNETs sao neoplasias intracranianas muito heterogéneas, devido as
distintas linhagens celulares que podem originar um tumor, além de apresentar riscos
de recidiva e um potencial comportamento agressivo (Kidwell; Trippett; Aghi, 2026).

O comportamento agressivo € descrito quando um tumor é radiologicamente
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invasivo com taxa de crescimento elevada, apesar de terapias adequadas como
cirurgia e radioterapia (Krzentowska et al., 2025b). Esse comportamento agressivo
dos PitNETs benignos ndo prevé que um tumor de hipofise se torne
metastatico/carcinoma hipofisario (Dagher et al., 2026). Os carcinomas hipofisarios
possuem rara prevaléncia, com aproximadamente 1 caso a cada 1 milhdo de
pessoas (Raverot et al., 2021). Ademais, PitNETs agressivos demonstram altos
niveis séricos hormonais, invasao das estruturas anatdbmicas vizinhas, alta atividade
proliferativa, rapido crescimento, pouca responsividade e/ou recidiva
independentemente das terapias adotadas (Chiloiro; Marinis, 2023).

A classificagcdo dos PitNETs por meio dos TFs permite distingui-los por
subtipos tumorais e direcionar tratamentos, contudo, ndo é capaz de elucidar os
padrées de comportamento e crescimento tumoral, como agressividade, resposta ao
tratamento utilizado e o risco de recidiva (Kidwell; Trippett; Aghi, 2026). Dessa forma,
novos e distintos métodos de estudar e classificar os tumores sdo fundamentais, que
possam utilizar e relacionar diferentes dados dos pacientes, desde sintomatologias e
sinais clinicos, achados radiolégicos, patolégicos e moleculares, além de alteracdes
genéticas e bioquimicas que influenciam a tumorigénese (Kidwell, Trippett; Aghi,
2026).

Ao considerar a ampla diversidade de caracteristicas clinicas, radiologicas e
histopatoldgicas distintas, o uso do termo adenoma hipofisario nao é capaz de refletir
as nuances dos comportamentos variados desses tumores (Terry et al., 2024).
Também, a divisdo em adenoma e carcinoma é considerada rudimentar, pois ignora
os aspectos de invasao, recidiva, hipersecrecao hormonal persistente, tumores nao
ressecaveis e refratarios ao tratamento (Asa et al., 2017).

Desse modo, a OMS, desde 2022, classifica os tumores adenohipofisarios em
PitNETs, o que abrange os tumores benignos de varios subtipos, além de tumores
benignos com comportamento agressivo, que correspondem de 7 a 35% dos PitNETs
benignos, os quais causam grande morbimortalidade. Os carcinomas hipofisarios sao
renomeados para PitNETs metastaticos. Contudo, o termo adenoma hipofisario ainda
€ amplamente utilizado na literatura (Terry et al., 2024).

O diagnodstico e a classificagdo dos tumores devem ser realizados ao
considerar o quadro clinico, niveis hormonais seéricos, achados de ressonancia
magnética (RNM) - que avalia tamanho tumoral e invas&o do seio cavernoso - além

de caracteristicas histopatologicas (Krzentowska et al., 2025b). Entre os métodos
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histopatolégicos apontados pela OMS para classificagdo de PitNETs, aponta-se o
uso de imunohistoquimica (IHC) combinada com a avaliagdo de TFs para determinar
a linhagem tumoral que formou o tumor, coloragdo hormonal para confirmar
hipersecre¢cdo hormonal e auxiliar na diferenciagéo celular (Raventos et al., 2026).

Alguns métodos auxiliares em ascensao na pratica clinica séo identificacao de
receptores de somatostatina e dopamina, indices de proliferacdo celular Ki-67,
analise da presenca de granulos secretores centrais densos e imunocoloracédo de
p53. Essas ferramentas complementam o diagnostico por neuroimagem a ajudam a
guiar o tratamento de escolha (Raventos et al., 2026). Krzentowska et al. (2025b)
apontam que investigar os TFs é util nos PitNETs silenciosos, isto €, que nao
secretam hormdnios em niveis significativos clinicamente.

O uso de neuroimagem, como RNM, revolucionou o rastreio destas lesoes.
Atualmente, é frequente a deteccdo de massas hipofisarias de forma acidental
durante a investigacdo de quadros neurolégicos inespecificos, como crises
convulsivas, traumas cranioencefalicos, alteragcbes visuais ou cefaleias idiopaticas
(Daly; Beckers, 2020). Esses achados casuais constituem os chamados
incidentalomas hipofisarios, que representam uma parcela significativa dos
diagndsticos (Giraldi; Allen; loachimescu, 2023).

As variantes funcionais destas neoplasias provocam sindromes sistémicas
severas decorrentes da produgcdo hormonal exacerbada. Nesses quadros, os
pacientes frequentemente desenvolvem condicbes como hipogonadismo,
galactorreia, doenga de Cushing ou acromegalia, dependendo da linhagem celular
afetada (Osorio et al., 2022). Nesse ambito, Tritos e Miller (2023) apontam que cerca
de 68,4% dos pacientes com PitNETs sdo do sexo feminino, 47,8% dos pacientes
tém macroadenomas, e os tumores secretores de gonadotrofinas representam
aproximadamente 53% dos adenomas hipofisarios clinicamente importantes (Tritos;
Miller, 2023; Martins et al., 2025).

A investigagdo da morfologia por meio do didmetro maximo da lesao norteia
sua classificagcao radioldgica. Neoplasias menores que 1 cm sdo categorizadas como
microadenomas €, em sua maioria, comportam-se como microincidentalomas
assintomaticos e sem progressao de tamanho. Em contrapartida, lesées superiores a
1 cm, os macroadenomas, possuem maior tendéncia de expansdo e manifestacao
sintomatica, especialmente cefaleias e alteragdes visuais (Daly; Beckers, 2020). No

extremo deste espectro estdo os adenomas gigantes, que ultrapassam 4 cm, em que
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nota-se um padrdo de crescimento indolente e ndo secretores, com prevaléncia
maior no sexo masculino, impdem grave morbidade. O principal mecanismo de dano
dos adenomas gigantes é a compressdo mecanica de estruturas extrasselares,
resultando primariamente em perdas de acuidade e de campo visual, além de
quadros de cefaleia, faléncia funcional (hipopituitarismo) ou desregulagéo enddcrina
(Iglesias; Berrocal; Diez, 2018).

Embora a maioria dos PitNETs apresente um crescimento contido nos limites
anatbmicos da sela turcica (Carneiro; Mendes; Bastos, 2015), o fendtipo invasivo
representa um desafio clinico. A progressdo tumoral pode atingir partes Osseas,
como o esfendide, e avancar para compartimentos meningeos e até mesmo para o
parénquima cerebral. Essa expansdo extrasselar, observada em até 40% das
abordagens cirurgicas, esta diretamente associada a desfechos clinicos
desfavoraveis. O acometimento do seio cavernoso, por exemplo, impossibilita a
exérese total da lesdo, o que aumenta substancialmente as taxas de recidiva e
impulsiona a morbimortalidade desses pacientes (Villa et al., 2024).

No ano de 1993, Knosp e associados propuseram um método de classificagao
da invasdo do seio cavernoso observada por meio de RNM, a qual passou a ser
amplamente utilizada na avaliagcdo cirurgica dos pacientes com PitNETs
(Araujo-Castro et al., 2022). O uso de neuroimagem associado a classificacao de
Knosp para avaliagdo da invasividade dos PitNETs permite complementar a
classificagdo que antes era realizada apenas por microscopia (Micko et al., 2015).

A avaliacdo da extensao parasselar dos PitNETs pela classificagao de Knosp é
realizada com base em estruturas de referéncia obtidas pelos cortes coronais de
RNM. Nessa analise, trés linhas sao tragadas em relacdo as secgdes transversais
das artérias carotidas internas intracavernosas e supracavernosas: uma tangente
medial, uma linha intercarotidea que conecta os centros das secc¢des transversais e
uma tangente lateral (Micko et al., 2015). Os graus de classificacdo Knosp para
avaliagdo de invasao do seio cavernoso variam de 0 a 4, como demonstrado no
Quadro 1 e na Figura 1. Atualmente, utiliza-se a Classificagdo de Knosp Revisada,
que inclui 2 subtipos de grau 3 (Araujo-Castro et al., 2022). Com o aumento do grau
tumoral, a invasao do seio cavernoso pode aumentar proporcionalmente, mas a
possibilidade de resseccao total do tumor tende a diminuir. Micko et al. (2015)

apontam que a invasao do assoalho selar ocorre entre 46 e 85% dos casos.
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Quadro 1 - Relagao entre o grau Knosp e o achado radioldgico.

Classificagao Knosp Interpretacgao
Revisada

O tumor permanece restrito, sem ultrapassar a tangente

medial das artérias cardtidas internas intracavernosas e

supracavernosas.

O tumor ultrapassa a tangente medial mas permanece
1 - , . ,

limitado pela linha intercarotidea.

O tumor se estende além da linha intercarotidea, sem
2 " ,

ultrapassar a tangente lateral das carodtidas internas.

O tumor ultrapassa a tangente lateral das carétidas
3 . . : ~

internas, caracterizando invasao cavernosa.

O tumor ultrapassa a tangente lateral das cardtidas
3a . , . . , ,

internas invadindo o compartimento superior do seio

cavernoso.

O tumor ultrapassa a tangente lateral das carétidas
3b , , . , e .

internas invadindo o compartimento inferior do seio

cavernoso.

Ha envolvimento completo da artéria cardtida interna
4 .

intracavernosa pelo tumor.

Fonte: Elaborado pelos autores (2026).

Krzentowska et al. (2025b) classificaram os tumores com grau Knosp 1 e 2
como néo invasivos, enquanto os graus 3 e 4 foram considerados invasivos. Neste
estudo, adotou-se abordagem semelhante, agrupando os tumores de grau Knosp 1 e
2 como “Baixo Grau” e os de grau Knosp 3 e 4 como “Alto Grau”, em consonancia
com a proposta de Krzentowska e colaboradores. Também, incluiu-se o grau 0 nos

tumores de baixo grau.
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Figura 1 - Esquemas graficos de RNM da hipofise e érgaos circundantes condizentes

com extensao selar de tumor neuroenddcrino hipofisario.

Fonte: Adaptado de Micko et al. (2015).
Nota: A imagem ilustra a progressdo da invaséo lateral do tumor (verde) em direcdo ao seio
cavernoso, utilizando as artérias carétidas internas (vermelho) como referéncias anatdémicas. No grau
0, o tumor é restrito a sela tarcica. Nos graus 1 e 2, o tumor cruza a linha medial ou intercarotidea,
mas permanece contido medialmente a tangente lateral. No grau 3 (a e b), ha invasdo dos
compartimentos superior e inferior do seio cavernoso, ultrapassando a tangente lateral. No grau 4,
ocorre o envolvimento total da artéria carétida. Para fins de analise neste estudo, os graus de 0 a 2
representam tumores de "Baixo Grau" e os graus 3 e 4 representam tumores de "Alto Grau" de

invasao.

O manejo dos PitNETs é complexo e deve considerar os fatores clinicos e
bioldgicos, nao havendo um protocolo unico aplicavel a todos os pacientes. A terapia
€ guiada pelo subtipo tumoral e sintomas clinicos associados a hipersecrecao
hormonal, a presenga ou nao de sintomas de massa, o risco de recidiva, presenga ou
auséncia de comportamento agressivo (Raventos et al., 2026). Contudo, para a
maioria dos PitNETs, a primeira linha de tratamento € a cirurgia de ressecgao via
endonasal (Shih et al., 2026), especialmente para os clinicamente relevantes. Com
excecao dos tumores secretores de PRL, em que a terapia padrdo-ouro € o uso de
agonistas de dopamina. Mesmo assim, em casos refratarios ao tratamento inicial,

deve-se optar pela ressecgao cirurgica (Derwich-Rudowicz et al., 2025).
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A radioterapia é reservada para tumores residuais, recidivantes e casos
inoperaveis (Derwich-Rudowicz et al., 2025). Os casos refratarios também podem ser
manejados com temozolomida (TMZ), entretanto, cerca de um terco dos pacientes
nao é responsivo a medicacéo (Cossu et al., 2023). Por isso, ainda sdo necessarios
sistemas de classificacdo preditivos, ndo apenas descritivos, que possam integrar
sintomas, caracteristicas histopatolégicas e moleculares. Isso possibilitaria
quantificar riscos e prever comportamento tumoral, garantindo a escolha da conduta
terapéutica mais assertiva e personalizada para cada paciente (Raventos et al.,
2026).

3.2 O INFILTRADO IMUNE NOS TUMORES NEUROENDOCRINOS HIPOFISARIOS

Nos PitNETs, o infiltrado imune compde uma parcela significativa da massa
tumoral e tem se revelado um determinante crucial para o comportamento biolégico,
a invasividade e a resposta terapéutica dessas neoplasias. Diferentemente do tecido
hipofisario normal, o cenario imunolégico dos PitNETs sofre remodelagcédo ativa
através da secrecao de citocinas e quimiocinas pelas préprias células tumorais, o
que atrai e sequestra leucécitos da periferia para o interior do tumor, subvertendo
suas fungdes para favorecer o escape imune (Marques et al., 2019; Marques;
Grossman; Korbonits, 2020).

Dentre as populagbes leucocitarias, os macrofagos associados ao tumor
(TAMs) constituem a célula imune mais abundante nos PitNETs. Investigacdes
imuno-histoquimicas e analises recentes de transcriptdmica e de sequenciamento de
RNA de célula unica (scRNA-seq) demonstram que esses macréfagos adotam
predominantemente o fenétipo M2 (CD163+), associado a imunossupressao e reparo
tecidual, em detrimento do fendtipo M1 (HLA-DR+) pro-inflamatorio (Marques et al.,
2019; Vela-Patino et al., 2024). Essa polarizagdo para M2 correlaciona-se
clinicamente com caracteristicas de maior agressividade tumoral, como o0 aumento
da densidade microvascular, maior taxa de proliferacdo celular e invasdo do seio
cavernoso (Marques; Grossman; Korbonits, 2020). Além disso, as subpopulacdes de
TAMs apresentam assinaturas transcricionais distintas que variam de acordo com a

linhagem do PitNET (PIT-1, TPIT ou SF1), sugerindo que interagdes especificas
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entre 0 macréfago e a célula tumoral guiam a evolugédo do microambiente (Lin et al.,
2024).

Além do compartimento mieloide, os PitNETs sao infiltrados por linfocitos,
notadamente ceélulas T CD4+ e CD8+, cuja funcionalidade é frequentemente
comprometida. A agressividade tumoral nos PitNETs n&o é ditada apenas pela
quantidade absoluta de células T, mas pelo desbalanco em suas subpopulagdes.
Demonstrou-se que tumores com indices proliferativos mais altos exibem uma
proporgao significativamente menor de linfécitos T citotdéxicos (CD8+) em relagao aos
linfécitos T helper (CD4+) e as células T reguladoras (Tregs) (Marques et al., 2019).
Corroborando esses achados, analises em nivel de célula unica revelaram que os
linfécitos T presentes nos PitNETs frequentemente exibem fortes assinaturas de
exaustdao e de resposta ao estresse oxidativo, indicando um estado de disfungao
metabdlica que impede a rejeigdo imunologica do tumor (Yan et al., 2024).

E neste cenario de exaustao linfocitaria e dominancia de macréfagos M2 que
o sistema purinérgico exerce seu papel. No contexto da biologia tumoral geral,
sabe-se que essas populagcdes celulares caracterizam-se por expressar
constitutivamente altos niveis das ectonucleotidases CD39 e CD73. Ao se
estabelecerem no TME, essas células sequestram o ATP extracelular e o convertem
rapidamente em adenosina (Roh et al., 2020; Sun et al., 2022). Esse acumulo de
adenosina atua de forma paracrina nos receptores A2A dos linfécitos T CD8+ e
células Natural Killer (NK) recém-recrutados, inibindo sua fungdo efetora e
perpetuando o ciclo de imunossupressao (Xia et al., 2023; Lin et al., 2024). Portanto,
a composi¢ao do infiltrado imune nos PitNETs fornece o substrato celular tedrico
ideal para a hiperativagdo da via CD39/CD73, justificando a investigagdo destas

enzimas como biomarcadores de agressividade tumoral.

3.3 SISTEMA PURINERGICO NOS TUMORES

Na oncologia moderna, compreende-se que a progressao neoplasica nao
depende exclusivamente das células tumorais, mas de uma intrincada rede de
interacdes denominada TME. O TME € um ecossistema complexo constituido pelas
préoprias células malignas, estroma de suporte, vasos sanguineos e um diversificado

infiltrado imune (Shen et al., 2024). O sucesso da resposta antitumoral ou a
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ocorréncia de escape imune dependem profundamente da sinalizacdo bioquimica
que ocorre neste espago extracelular, onde metabdlitos locais ditam o
comportamento celular e a resisténcia a terapias sistémicas (Roh et al., 2020; Huang
et al., 2024).

A rede de sinalizagdo purinérgica baseia-se na agéo de nucleosideos (como a
adenosina e a adenina) e de nucleotideos (como o ATP) atuando no ambiente
extracelular. Em tecidos saudaveis, a presenca dessas moléculas fora da membrana
plasmatica é minima, no entanto, o microambiente tumoral & frequentemente
marcado por uma liberagdo macica de ATP decorrente de lise ou estresse celular.
Esse efluxo agudo transforma o ATP em um potente sinal de perigo local (Giuliani et
al., 2019). A exportagao dessas moléculas para o meio extracelular pode ocorrer via
exocitose vesicular, lisossomos ou através de canais especializados de membrana,
como as conexinas/panexinas e o receptor P2X7 (Antonioli et al., 2013).

Do ponto de vista estrutural e funcional, os receptores purinérgicos dividem-se
conforme a sua afinidade por ligantes especificos e vias de transducgao de sinal. Os
receptores que respondem a nucleosideos englobam as familias PO (que possuem
afinidade pela adenina) e P1 (especificos para a adenosina). Ambas as classes
compartilham o mecanismo de sinalizacdo metabotrépica, operando exclusivamente
por meio do acoplamento a diferentes proteinas G, sejam elas inibitérias (Gi) ou
estimulatorias (Gs) (Fredholm et al., 2001; Borrmann et al., 2009). Em paralelo, o
grupo de receptores P2 subdivide-se funcionalmente: os canais de ions P2X,
compostos por sete subtipos (1 a 7), e a classe metabotropica P2Y acoplada a
proteina G, que abrange multiplos subtipos (1 a 14) ativados por nucleotideos
extracelulares (Burnstock, 2018). Praticamente todas as linhagens celulares
expressam algum repertorio desses receptores, permitindo respostas dinédmicas de
inflamacéao e sobrevivéncia (Verkhratsky et al., 2014).

Os diferentes elementos desse sistema de sinalizagdo contribuem para a
constituicido de uma rede de sinalizagdo imunomoduladora no TME. Os receptores
da familia P1 sdo elementos que favorecem o ambiente imunossupressor, pela
modulacao da inflamacéo tecidual local. O TME é profundamente influenciado pelas
concentragdes de ATP e pelo estado de estresse oxidativo local. Essa modulagao
ocorre de maneira dual, dependendo diretamente da classe de receptor purinérgico
acionada. De um lado, a sinalizagao via receptores da familia P1 consolida um perfil

celular tolerogénico e imunossupressor; em contraste, a estimulagdo da familia P2
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provoca uma gama de respostas pleiotropicas, que variam da inducéo de intensas
cascatas inflamatérias e a proliferagcao até vias de morte celular. Consequentemente,
o balanc¢o da sinalizagdo purinérgica dita se o TME adotara um comportamento de
estimulo a imunidade antitumoral ou de suporte a progressdo neoplasica (Virgilio;
Adinolfi, 2016).

A modulacdo dessa complexa rede de sinais € orquestrada pelas
ectonucleotidases, proteinas de membrana encarregadas de clivar o ATP e gerar
metabolitos com fungdes imunoldgicas opostas. Nesse processo, a degradagao do
ATP em ADP e, posteriormente, em AMP ¢é catalisada sobretudo pela enzima CD39,
embora as pirofosfatases/fosfodiesterases (NPPs) também possam atuar de forma
paralela. Adicionalmente, o catabolismo do NAD+ pela via da enzima CD38 serve
como uma fonte alternativa de AMP. Contudo, a etapa final e irreversivel dessa
cascata corresponde a conversao do AMP em ADO, reacdo mediada exclusivamente
pela CD73. Deste modo, o eixo CD39/CD73 atua como o mecanismo regulador
primario do TME, esgotando o ATP pré-inflamatério extracelular e inundando o meio
com nucleosideos de acao imunossupressora (Stefan; Bollen; Jansen, 2006; Giuliani;
Sarti; Di Virgilio, 2021). Como mostrado na Figura 2, no TME, a cascata CD39/CD73
€ a principal responsavel pela hidrélise de ATP em ADO, e é essencial na interagcao
entre tumor e células imunes (Giuliani; Sarti; Di Virgilio, 2021).

A enzima CD39 é uma glicoproteina integral de membrana responsavel por
fosfo-hidrolisar o ATP em AMP, em um processo dependente de ions calcio (Ca*) e
magnésio (Mg*) (Antonioli et al., 2013). Essa enzima é constituida por 510
aminoacidos, com peso molecular entre 70 e 100 kDa. Estruturalmente, a CD39
possui dois dominios transmembrana, que sao situados nas extremidades N e
C-terminal, um pequeno dominio citoplasmatico e um amplo dominio hidrofébico
extracelular (Antonioli et al., 2013; Shen et al., 2025). Este dominio extracelular
possui cinco regides conservadas de apirase (ACR 1-5), que sao essenciais para a
atividade catabolica da enzima (Antonioli et al., 2013). Além disso, a enzima possui
sete sitios potenciais de N-glicosilagdo, que s&o cruciais para o dobramento correto
da proteina, direcionamento para a membrana e integridade funcional (Shen et al.,
2025).

A segunda etapa do catabolismo dos nucleotideos purinérgicos € executada
pela CD73, que atua desfosforilando o AMP extracelular em ADO (Antonioli et al.,

2013). A CD73 é composta por 548 aminoacidos (~70 kDa) e se apresenta na forma
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de um homodimero nao covalente. Diferente da CD39, a CD73 n&o possui
segmentos proteicos transmembrana, ela se fixa a membrana plasmatica através de
uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) ligada a um residuo de serina (Ser 523)
em sua porgao C-terminal (Antonioli et al., 2013; Shen et al., 2025). O dominio
N-terminal coordena a ligagédo de dois ions metalicos (Zn* e Co*) e é essencial para
a atividade fosfo-hidrolase (Shen et al., 2025). Um aspecto regulatério de alta
importancia € que tanto o ATP quanto o ADP atuam como inibidores competitivos da
CD73, o que garante que a produgao de ADO ocorra apenas apos o esgotamento do
ATP extracelular pela CD39 (Antonioli et al., 2013).

Figura 2 - Representacéo da cascata das ectonucleotidases.

0o P O
ATP ADP AMP Adenosine(Ado)

CD39

Fonte: Adaptado de Hu et al. (2023).

Além de sua classica expressdo nas populagdes imunes infiltrantes, as
enzimas CD39 e CD73 desempenham um papel intrinseco e direto na biologia das
préprias células tumorais e do estroma de suporte, como os fibroblastos associados
ao tumor (CAFs). A superexpressao dessas ectonucleotidases pelas células
malignas estimula vias de sinalizagdo que promovem proliferagao celular, transigao
epitélio-mesenquimal (EMT) e angiogénese tumoral (Roh et al., 2020; Shen et al.,
2024). Somado a isso, células tumorais sédo capazes de secretar ativamente
vesiculas extracelulares e exossomos contendo altas concentragbes de CD39 e
CD73. Essas formas soluveis e exossomais circulam sistemicamente e no TME,
ampliando o raio de imunossupressao para além do leito tumoral primario. Esse

mecanismo tem sido associado a piores prognosticos e a resisténcia a inibidores de
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checkpoint imunolégico (ICls), como as terapias anti-PD-1 e anti-PD-LA1,
evidenciando a versatilidade do eixo CD39/CD73 na orquestragdo do escape imune
(Roh et al., 2020; Huang et al., 2024).

Fisiologicamente, CD39 e a CD73 s&o expressas constitutivamente em
diversos tecidos (como cérebro, rins e pulmdes) e estdo intrinsecamente associadas
a células endoteliais e populagdes de células imunes, incluindo linfécitos B,
neutroéfilos, macréfagos e células Tregs (Antonioli et al., 2013).

No entanto, no contexto de patologias e neoplasias, a expressdo dessas
ectonucleotidases € fortemente modulada pelas condigdes do microambiente.
Fatores como estresse oxidativo, hipdxia tecidual crénica e citocinas
pré-inflamatorias (incluindo TGF-B, TNF-a e IFNs) promovem a regulacao positiva da
expressao de CD39 e CD73 por meio da ativacdo de fatores de transcricdo como
Sp1 e Stat3. Consequentemente, o aumento da expresséo dessas enzimas tem sido
amplamente documentado em diversos tumores sélidos, sugerindo um papel central
desta via de degradagao na tumorigénese, progressdo da doenga e supressao da
resposta imune antitumoral (Antonioli et al., 2013).

A principal consequéncia da hiperatividade do eixo CD39/CD73 no TME ¢é a
reconfiguragdo imunolégica que culmina no fenbmeno de escape imune. Ao ser
gerada, a adenosina atua de forma paracrina e autdcrina ligando-se
predominantemente aos receptores purinérgicos, com destaque para o receptor A2A
(A2AR), amplamente expresso na superficie de células imunes infiltrantes (Sun et al.,
2022). A ativagdo do A2AR, que é acoplado a proteina Gs, desencadeia o acumulo
intracelular de AMPc e a consequente ativagao da Proteina Quinase A (PKA). Nas
células efetoras antitumorais, como os linfécitos T citotoxicos (CD8+) e as células
NK, essa via sinalizadora exerce um bloqueio profundo. A sinalizacdo A2AR/PKA
suprime diretamente a ativacdo do complexo mTORCH1, prejudicando o metabolismo
celular e a producao de citocinas inflamatdrias essenciais, como o interferon-gama
(IFN-y) (Mastelic-Gavillet et al., 2019).

Além de suprimir a fungdo das células efetoras, a via adenosinérgica afeta de
forma complexa a biologia dos linfécitos T CD8+. Curiosamente, a inativagdo da
sinalizagcdo do A2AR, embora restaure a atividade efetora dessas células, altera a
homeostase da glutationa e suprime a atividade da GPX4, deixando os linfocitos T
CD8+ vulneraveis a morte por ferroptose resultante da peroxidagao lipidica. Isso

indica que intervengbes visando o eixo da adenosina podem exigir abordagens
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combinadas para preservar a sobrevivéncia destas células no TME (Chen et al.,
2024).

Em paralelo a agado sobre as células efetoras, o acumulo de adenosina atua
ativamente no recrutamento e na estabilizacdo de populagdes celulares com perfil
imunossupressor e pro-tumoral. A sinalizagéo via receptores A2AR e A2BR induz a
polarizacdo de macréfagos associados ao tumor (TAMs) para o fendtipo M2 e
promove 0 acumulo de células supressoras derivadas da linhagem mieldide
(MDSCs), que auxiliam na angiogénese e na evas&o imune (Roh et al., 2020; Sun et
al., 2022). Notavelmente, a sinalizagao purinérgica também estimula a expansao de
Tregs. De forma sinérgica, as Tregs coexpressam ambas as ectonucleotidases em
niveis elevados na sua membrana, o que mantém um ciclo de retroalimentagao
positiva: ao migrarem para o tumor, produzem ainda mais adenosina, aprofundando
a tolerancia imunologica local (Roh et al., 2020).

Inversamente, estudos demonstram que o bloqueio farmacoldgico ou genético
da CD73 é capaz de reverter esse quadro, repolarizando macrofagos para um
fendtipo inflamatério e apresentador de antigenos (MHC-Il), o que restaura a
comunicagdo com as celulas T CD4+ e CD8+ (Murphy et al., 2026; Chen et al.,,
2020). Dessa forma, a enzima CD73 orquestra uma reprogramagao completa do
microambiente, justificando sua investigacdo como um marcador de agressividade e
potencial alvo terapéutico em neoplasias solidas.

Nesse contexto, embora seja uma via relevante no funcionamento da fisiologia
hipofisaria, as alteragdes da sinalizagao purinérgica permanecem um tépico pouco
explorado no contexto dos PitNETs. Estudos utilizando a linhagem de adenoma
hipofisario GH4 evidenciaram que a adenosina exerce uma fungao reguladora crucial
sobre os canais de calcio dependentes de voltagem (tipo L) nessas células
neoplasicas (Burnstock, 2014). O impacto direto do efluxo de nucleotideos na
agressividade dos PitNETs foi elucidado por , que trabalhou com a Panexina 1, um
canal de membrana que facilita a exportacdo de ATP. O grupo observou que os
tumores com fendtipo mais invasivo apresentam forte aumento da expressao de
Panexina 1 (Yin et al.,2025).

O consequente acumulo de ATP no meio extracelular permite a estimulagao
autoécrina dos receptores P2X7 nas proprias células neoplasicas, deflagrando a
entrada maciga de calcio. Esse evento intracelular funcionou como gatilho para a

liberacdo de metaloproteinases de matriz, principalmente a MMP2 e MMP9,
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culminando na reorganizagao citoesquelética e na facilitacdo da invasao (Yin et al.,
2025). No cenario neurocirurgico, a hiperatividade dessas colagenases (MMP9)
traduz-se clinicamente em invasao do seio cavernoso, rica vascularizagao local e
recidivas frequentes (Marques; Grossman; Korbonits, 2020).

Diante dessas evidéncias, € notério que o efluxo de ATP desempenha um
papel na invasividade local dos PitNETs. Contudo, conforme amplamente descrito em
outros modelos tumorais, o excesso de ATP no TME precisa ser rigorosamente
regulado pelas ectonucleotidases para evitar a sinalizag&o inflamatoria excessiva e
suprimir a resposta imune antitumoral (Giuliani; Sarti; Di Virgilio, 2021). Assim, a
super-regulagao da cascata CD39/CD73 emerge como 0 mecanismo légico pelo qual
os PitNETs converteriam esse ATP em adenosina, garantindo seu escape imune. No
entanto, o perfil de expressao e a atividade funcional da CD39 e CD73 no tecido de
pacientes com PitNETs permanecem como uma importante lacuna cientifica. Diante
disso, a investigacdo destas enzimas em amostras tumorais torna-se fundamental
para compreender como o0s adenomas de hipofise subvertem a sinalizacao

purinérgica para garantir sua progressao e escape imune.

3.4 O EIXO DE CHECKPOINT IMUNE PD-1/PD-L1 NOS PITNETS

Os mecanismos de evasao imune mediados por moléculas do eixo
PD-1/PD-L1, estdo envolvidos na modulagdo do TME, com isso, favorecem a
progressao tumoral (Krzentowska et al., 2025a). A PD-1 €& uma proteina
transmembrana expressa na superficie de células T ativadas, células B, mondcitos e
outras células do sistema imune, ja o PD-L1 & expresso em células que apresentam
antigenos. A interagdo PD-1/PD-L1 € um dos principais mecanismos de checkpoints
imunoldgicos, pois induz inibigdo dos linfécitos T, mantém tolerancia imunoldgica,
previne a autoimunidade e quando expressa em células neoplasicas, permite a
evasao imune em um TME imunossupressor (Lin et al., 2024).

O PD-L1 esta presente na maioria das células do corpo humano, contudo,
células tumorais demonstram expressao aumentada, como ja descrito em canceres
de mama, pulmao, glioma, melanoma e outros. Desse modo, quando o PD-L1 das
células neoplasicas liga-se com a PD-1 presente nos linfécitos infiltrados, a

supressdao € induzida. Os sinais inibitorios causam disfungdo e apoptose nos
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linfécitos T e induz a tolerancia imunologica nas Tregs, o que permite a fuga imune
das neoplasias. A via é capaz de promover a geragao de Tregs e aumentar sua agao
no TME, essas células, ao produzir citocinas pro-inflamatdrias, como ADO e TGF-f3,
contribuem para a manutengdo de um microambiente inflamatorio, autoimunidade
supressa e escape imune tumoral (Lin et al., 2024). Ao influenciar o eixo
PD-1/PD-L1, os tumores promovem a polarizacdo de TAMs ao fendtipo M2, que
liberam fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), TNF-a, fator de crescimento
fibroblastico e citocinas que promovem a angiogénese, auxiliam a imunossupressao
e favorecem o crescimento tumoral (Lin et al., 2024).

Cossu e colaboradores (2023) apontam que a expressao de PD-L1 em
PitNETs é variavel, corroborando com os achados de Krzentowska et al. (2025a), que
descreveram que a presenga de PD-L1 em PitNETs sugere sua potencial
sensibilidade a imunoterapias. Os PitNETs lactotréficos, plurihormonais
somatotréficos e PIT-1 positivos tém maior expressdo de PD-L1, em contraste com
corticotroficos, gonadotréficos e tumores de células nulas que apresentam expressao
reduzida do ligante, o que sugere que a expressdo pode ser influenciada pela
linhagem celular e TFs de origem. Também, ndo encontraram significancia estatistica
na avaliacdo de PD-L1 com a invasividade tumoral, mas sim uma tendéncia a esta
associacao (Krzentowska et al., 2025a). Semelhantemente, Guo et al. (2025)
encontraram acumulo de marcadores imunossupressores em PitNETs funcionais.

A associacdo entre a expressdo de PD-L1 e a invasdo do seio cavernoso
ainda é discutida. Salienta-se que Cossu e sua equipe (2023) ndo encontraram
associacao entre o grau Knosp, invasao tumoral e invasao do seio cavernoso com o
nivel de expressédo de PD-L1 nos 86 pacientes analisados em seu estudo. Também,
os autores sugerem que PitNETs primarios tém maior expressao de PD-L1 do que os
casos recidivantes. Com isso, apontam a necessidade de desenvolver marcadores

mais precisos para avaliar o uso de imunoterapias.

3.5 IMUNOTERAPIAS

As imunoterapias sido tratamentos usados na oncologia, como adjuvantes,
monoterapias e/ou combinagcdo com outros medicamentos, em alguns tipos de

cancer e podem substituir quimioterapia e radioterapia. Elas demonstram grande
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acao contra tumores de alta carga mutacional, como descrito em melanomas e
canceres de pulmao. Ao considerar que muitos pacientes sao resistentes as terapias
padrées devido ao acumulo de mutacdes nas células neoplasicas que facilitam o
escape imune, faz-se necessario implementar tratamentos mais direcionados (Mucha
et al., 2026).

A composicdo do TME difere entre os tipos tumorais, o que pode afetar a
expressdo génica de CD39 e CD73. A utilizagdo de anticorpos monoclonais
anti-CD39 e anti-CD73 ainda é discutida e prefere-se combinar com ICIs ou
quimioterapia. O uso de anticorpo anti-CD73 em monoterapia ou em combinacao
evidenciou suprimir crescimento tumoral em varios modelos por potencializar as
respostas imunes antineoplasicas (Xia et al., 2023; Mucha et al., 2026). Diversos
tipos de tumores sao insensiveis aos ICls, possivelmente pelo TME utilizar distintas
vias imunossupressoras e algumas neoplasias aumentarem a expressao génica das
ectoenzimas CD39 e CD73 apds agao de farmacos (Mucha et al., 2026).

Como as terapias antineoplasicas causam alta liberacdo de ATP extracelular,
o qual é desfosforilado pelas CD39 e CD73 para formar ADO, ocorre a manutengao
de um ambiente imunossupressor, com inibicdo de células imunes efetoras e
ativacado de Tregs. Por isso, limitar a liberacdo de ATP e sua conversao em ADO é
fundamental para evitar o escape imune tumoral. Ademais, a maior sinalizagao da
ADO em tecidos tumorais aumenta a expressdao dos receptores de checkpoint
imunes, que contribuem para a manutencdo de um TME imunossupressor e o
escape imune. Dessa forma, essas vias atuam de forma sinérgica para progressao
neoplasica, por isso, o bloqueio dessas vias demonstra ser promissor para
potencializar o uso de quimioterapicos e outras imunoterapias (Xia et al., 2023).

A expressdo génica de CD73 em tumores é correlacionada com a infiltracéo
de células imunes, pior taxa de sobrevivéncia e uma menor sobrevivéncia geral em
pacientes oncologicos. Em um estudo clinico que investigou inibidores da via
adenosinérgica, inibir a via CD39 e CD73 aumentou a ativacado das células imunes,
expandiu a atividade das células T no sangue, além de aumentar a infiltracdo de
células T no tecido tumoral. Como a adenosina possui rapida metabolizagao, aferir o
nivel de adenosina em amostras de pacientes € ineficiente, por isso, ndo se usa a
ADO como biomarcador medindo diretamente sua concentragdo em amostras
tumorais. Contudo, os perfis de expressdo génica relacionados a adenosina

mostraram uma boa correlagdo com os niveis de adenosina em tumores. Assim, o
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perfil da expressdo génica relacionada a ADO tém potencial para uso como
biomarcadores para prever a resposta terapéutica (Xia et al., 2023)

Liu et al. (2022) relatam que a combinagao de anticorpo anti-CD39 e anticorpo
anti-PD-1 sdo capazes de diminuir o crescimento tumoral. Também, bloquear a
atividade da CD39 pode tornar neoplasias resistentes a farmacos sensiveis a agao
do anticorpo anti-PD-1. A terapia com anticorpo monoclonal anti-CD39 também
demonstra potencial, como o ES014 que inibe a atividade de CD39 e de TGF-j3, que
participa da progressdo do TME imunossupressor (Xia et al., 2023).

A compreensdao dos mecanismos de checkpoint imunolégico, principalmente
de PD-1 e PD-L1, permitiu desenvolver os ICls, que bloqueiam as proteinas do ponto
de controle, permitem a reativagao das células T (Lin et al., 2024), ampliam sua agao
citotoxica e promovem a destruicdo das células neoplasicas (Cossu et al., 2023;
Mucha et al.,, 2026). Os medicamentos consistem em anticorpos monoclonais
anti-PD-1 pembrolizumabe e nivolumabe, que promovem a destruicdo de células
neoplasicas ao inibir o PD-L1, fazendo o sistema imune reconhecer o tumor
(Lopes-Pinto et al., 2024), como brevemente esquematizado na Figura 3. Mucha e
sua equipe (2026) descrevem que as taxas de resposta ao tratamento com ICls
depende da expressao génica das proteinas do eixo PD-1/PD-L1 ou se os pacientes
foram previamente tratados com outras terapias.

O uso desses farmacos demonstrou eficacia significativa na terapia de outros
tumores solidos e pode ser adjuvante em PitNETs agressivos que n&o respondem ao
tratamento convencional e demonstram progressao tumoral (Cossu et al., 2023). Em
PitNETs, combinar TMZ com inibidores de PD-1 potencializa a indu¢géo da apoptose
e induz parada do ciclo celular nas células adenohipofisarias, além de diminuir a
secrecdo hormonal em PitNETs funcionantes (Guo et al., 2025). Outro estudo
encontrou efeitos positivos no uso de inibidores de checkpoints em casos refratarios
e metastaticos, como controle da hipersecre¢cdo hormonal em alguns subtipos de
PitNETs e redugdo da massa tumoral. No entanto, alguns pacientes nao foram
responsivos e até mesmo apresentaram progressdo da doenca (Lopes-Pinto et al.,
2024).
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Figura 3 - Representagao do eixo PD-1/PD-L1 na interac&o entre célula
tumoral adenohipofisaria e célula T, onde agem os inibidores de checkpoint

imunoldgicos.

Inibidores de checkpoint
imunoldgice:
* Sinalizagdo estimulatdria ativa
cElula T
+ Citotoxicidade antitumaral de
células T

Célula T inibida

Célula Tumaral

Fonte: Adaptado de Cossu et al. (2023).

Assim, ao considerar os mecanismos de progressao tumoral, alteragdes no
microambiente celular e suas repercussdes sistémicas, faz-se necessario formular
estratégias de diagndstico, acompanhamento e terapéutica que sejam aplicadas aos
diferentes subtipos de PitNETs. Adicionalmente, tais métodos devem ser estendidos
para casos agressivos e recidivantes, além de combinar maneiras de bloquear

diferentes eixos imunes para impedir a progressao tumoral.
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4 METODOLOGIA

4.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa guarda-chuva intitulado “Neoplasias do Sistema
Nervoso Central: Anadlise do Sistema Purinérgico e do Estresse Oxidativo” foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
da Fronteira Sul (CEP/UFFS-CAAE: 65163722.0.0000.5564), pela diregao hospitalar
Associacao Hospitalar Lenoir Vargas Ferreira - Hospital Regional do Oeste e pelo
hospital particular de Chapecé-SC. O contato com paciente/responsaveis s passou
a ser realizado apos essa aprovagao no comité de ética e nos hospitais. Igualmente,
as coletas de pesquisa somente comecaram apds a assinatura do TCLE pelo

paciente ou responsavel.

No termo, os pacientes ou os responsaveis por eles afirmam ter compreendido o
objetivo da pesquisa e declaram estar de acordo com a sua realizagdo, sem
qualquer remuneracao ou forma de recompensa, sendo sua participacao voluntaria e
com autonomia para desistir da colaboragdo do estudo quando desejar, sem
necessidade de qualquer explicagdo e sem nenhuma forma de penalizacéo.
Destaca-se que os principais beneficios para a participagdo na pesquisa sao a
contribuicdo para os avangos da ciéncia, principalmente na area médica, os quais
podem ser uteis no continuo combate aos tumores em Sistema Nervoso Central,
como PitNETs, além de proporcionar maior qualidade de vida, bem-estar, conforto

para os pacientes e para a comunidade.

4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

A presente pesquisa faz parte do projeto guarda-chuva “Neoplasias do
Sistema Nervoso Central: Analise do Sistema Purinérgico e Estresse Oxidativo”
desenvolvido na UFFS. Trata-se de um estudo quantitativo, observacional e

transversal.
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4.3 LOCAL DO ESTUDO

A pesquisa foi realizada no municipio de Chapecd, estado de Santa Catarina
(SC), na regiao Sul do Brasil, em que o servigo publico de referéncia para tratamento
oncoldgico da regido, a Associacdo Hospitalar Lenoir Vargas Ferreira - Hospital
Regional do Oeste (HRO) € o ponto de coleta de dados e de amostras bioldgicas. A
obtencdo das amostras foi realizada nos setores de Neurocirurgia e no Centro
Cirargico e o acesso aos prontuarios € designado, conforme assinatura do Termo de

Confidencialidade, nos respectivos setores do hospital.

4.4 POPULACAO E AMOSTRAGEM

Tamanho amostral: O presente estudo teve carater exploratério e utilizou
todas as amostras disponiveis no periodo de coleta. Nao foi realizado calculo de
tamanho amostral a priori, por esse motivo, os achados devem ser interpretados
com cautela, especialmente em analises que envolvem multiplas comparagoes. Para
transparéncia, reportamos o numero efetivo de amostras em cada analise e
discutimos a limitacdo do poder estatistico na secao de limitagdes.

Critérios de inclusdao: Foram incluidos 19 pacientes de ambos o0s sexos
diagnosticados com adenoma de hipodfise, maiores de 18 anos, submetidos a
ressecgao cirurgica nos hospitais de referéncia de Chapec6-SC com aprovagao para
o projeto, dentro do periodo de 2023 a 2025, que concordaram em participar da
pesquisa sob assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Critérios de exclusao: Foram excluidos pacientes que apresentavam outros
tipos de neoplasias nao correspondentes a adenomas de hipdfise, e pacientes
menores de 18 anos.

Ingresso a pesquisa: Para cada participante, os médicos da equipe de
pesquisa contaram os pacientes, ou seus responsaveis, que foram submetidos a
resseccao cirurgica de tumores de SNC. Com a devida antecedéncia ao
procedimento cirurgico, esses profissionais efetuaram o convite para que o paciente
participasse da pesquisa de forma voluntaria, realizando os esclarecimentos gerais
sobre a pesquisa, incluindo a autonomia do participante, os possiveis riscos e

beneficios, os dados coletados, o uso desses dados, os objetivos e a justificativa da
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pesquisa. Essa abordagem foi realizada na sala de espera, nos setores de
neurologia ou no bloco cirurgico, de acordo com a necessidade da instituicao local,
com o objetivo de respeitar a logistica e a rotina do setor hospitalar, o trabalho dos
profissionais envolvidos no procedimento cirurgico e o conforto dos pacientes. Apos
essa etapa, foi disponibilizado o TCLE para integragédo definitiva do participante a
pesquisa. Os participantes foram integrados apenas sob a assinatura do TCLE.
Todos os individuos participantes da pesquisa foram identificados por numeros, de

forma a preservar o sigilo dos dados e a privacidade.

4.5 OBTENGAO DE AMOSTRAS

As amostras coletadas dos participantes da pesquisa foram compostas pelo
tecido tumoral ressecado e dados dos prontuarios dos pacientes. Os tumores
ressecados pelo neurocirurgido sao divididas, de forma que apenas parte do tecido é
encaminhada como amostra para a pesquisa. Essas amostras foram inicialmente
armazenadas em microtubo contendo 1,5 mL de reagente estabilizador RNALater, e
transportadas até os laboratérios da UFFS Campus Chapecd, em que foram
definitivamente armazenadas até o periodo de extragdo para a analise por
gRT-PCR. Vale ressaltar que, as coletas foram realizadas por um profissional de
enfermagem membro do grupo de pesquisa, seguindo técnicas assépticas a fim de
reduzir os danos inerentes ao procedimento.

Os dados clinicos dos participantes foram disponibilizados pela equipe
médica responsavel, que forneceu as informagdes necessarias sob supervisao e
controle de acesso, restritamente aos organizadores da pesquisa. Os dados
coletados pelos pesquisadores foram: Idade, sexo, diagndstico de adenoma de
hipofise (a partir de radiografico e anatomopatoldgico), volume tumoral, nivel da
escala KNOSP, grau de funcionalidade pré-operatério conforme escala Karnofsky,
tabagismo e comorbidades no pré-operatério, uso de corticoides ou profilaxia
anticonvulsiva no pré-operatério, ocorréncia de convulsao intra-operatéria e grau de
ressecgao cirurgica. Essas informagbdes foram coletadas a servigo exclusivo da
caracterizagao e analise estatistica deste estudo. Destaca-se que os dados dos
prontuarios estao arquivados em dispositivos protegidos com senha pela equipe
meédica participante da presente pesquisa; a equipe deste estudo atuou sob

assinatura dos termos de compromisso e de confidencialidade firmados entre os
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pesquisadores e 0 HRO para realizar a analise dos prontuarios. Ademais, os direitos
de privacidade dos participantes sao preservados e, dessa forma, toda divulgagao

da pesquisa ¢ feita de forma anénima.

4.6 TRANSPORTE E ARMAZENAMENTO DE AMOSTRAS

Todas as amostras bioldgicas foram transportadas em caixas térmicas
refrigeradas até os laboratorios da UFFS do Campus Chapecd, em prazos menores
de 4 horas apos sua extragdo. No respectivo laboratério, o material foi
acondicionado em microtubos, identificado e guardado em prateleira propria de um
freezer -80° C. As identificagbes nos microtubos incluem as seguintes informagdes:
nome do projeto, tipo de amostra, numero do participante. Para cada tipo de
amostra, houve uma caixa especifica, a fim de evitar perdas pela manipulacédo de
material.

Esse armazenamento se deu pelo tempo necessario para a realizagao do
estudo descrito no cronograma de desenvolvimento do projeto. Apds esse periodo,
realizou-se o descarte das amostras conforme protocolos estabelecidos para tal
procedimento. Nesse sentido, o descarte dos tubos de coleta e demais materiais
infectantes e/ou perfurocortantes utilizados na pesquisa também foi realizado pelos
pesquisadores de acordo com as orientagdes descritas nos protocolos institucionais
da UFFS.

4.7 PREPARO DAS AMOSTRAS E ANALISE VIA QRT-PCR

ApOs o armazenamento dos tumores humanos em freezer de temperatura
-80° C, foram desempenhadas etapas preparatérias para a realizagcdo do teste
gRT-PCR. A partir de protocolo técnico disponibilizado pela Thermo Fisher Scientific,
2025, foi efetuada extracdo de mRNA dos adenomas de hipodfise, seguida de
quantificacdo por espectrofotometria via NanoDrop. Em seguida, foi realizada a
remogao de possiveis fragmentos de DNA contaminantes segundo orientagdes de
Life Technologies (2012). Como ultimo processo antes do Quantitative Polymerase
Chain Reaction (QPCR), o mRNA extraido foi submetido a reacdo de transcricao

reversa, conforme protocolo de Thermo Fisher Scientific (2018).
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A etapa de transcricdo reversa permite a obtencdo do DNA complementar
(cDNA) de fita simples dos tecidos em questdo, o que garante a execugado do
gRT-PCR por ser o composto base para as reagbes em cadeia da polimerase. O
teste qRT-PCR foi realizado segundo orientagdes técnicas de Thermo Fisher
Scientific, 2023, com uso de corante SYBR Green e com primers referentes aos
alvos CD39, CD73 e PD-L1, conforme o Quadro 2. Ao final da amplificagao,
realizou-se a analise da curva de dissociacado para averiguar a especificidade dos

produtos amplificados por meio do gene de referéncia ACTB.

Quadro 2 - Primers usados na reagao de amplificagdo de cDNA por gRT-PCR.

Gene Direcao Sequéncia Nucleotidica
Forward TGCCCCTTATGGAAGATATAAAGGA
CD39
Reverse TAACTGCTGCACCACTCCTG
Forward GCCTGGGAGCTTACGATTTTG
CD73
Reverse TAGTGCCCTGGTACTGGTCG
Forward TGCCGACTACAAGCGAATTACTG
PD-L1
Reverse CTGCTTGTCCAGATGACTTCGG
Forward TCCCTGGAGAAGAGCTACG
ACTB
Reverse GTAGTTTCGTGGATGCCACA

Fonte: Elaborado pelos autores (2026).

4.8 ANALISE E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Os dados quantitativos da expressdao de mRNA dos genes de interesse por
gRT-PCR foram visualizados com a interface Design and Analysis Software 2.7.0.
Os dados foram inicialmente tabulados em planilhas eletrbnicas, e, para a
quantificagcéo relativa da expressao génica de mRNA no TME, utilizou-se o método
284C¢t Para a analise estatistica, foi usado o software GraphPad Prism 11. A
normalidade foi testada via teste de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov. Devido ao

reduzido tamanho amostral, optou-se por comparar a expressao génica de CD39,
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CD73 e PD-L1 dos grupos de “Alto Grau” e “Baixo Grau” por meio do teste de
Mann-Whitney. Os resultados foram expressos em média e desvio padrao ou
mediana e faixa de variagcdo, conforme a natureza da variavel. De acordo com a
normalidade dos resultados, verificou-se a correlagdo entre as variaveis pelo teste
de correlacdo de Spearman, sendo reportados o coeficiente de correlagdo (r) e o
valor de significancia. O limiar de significancia estatistica foi fixado em 5% (p < 0,05).
Foram excluidos os outliers dos resultados. O processamento das informagdes

contou com o suporte tecnoldgico e laboratorial da UFFS.

4.9 ARMAZENAMENTO DE DADOS E DEVOLUTIVA DOS RESULTADOS

As amostras biolégicas e os dados coletados analisados nos prontuarios
ficardo sob a guarda do pesquisador responsavel na Universidade Federal da
Fronteira Sul e foram utilizados exclusivamente para o desenvolvimento desta
pesquisa e em conformidade com o projeto de estudo. Desse modo, elas somente
poderdo ser utilizadas em pesquisas futuras mediante o incremento de nova
autorizacao do participante.

Os dados de arquivos digitais foram padronizados no formato de planilhas e
estardo dispostos em um sistema de “nuvem”, para o qual havera restricdo de
acesso por “e-mail” e “senha”, sob conhecimento apenas dos responsaveis pela
pesquisa. Também foram acondicionados em um HD externo que permanecera sob
responsabilidade da pesquisadora principal por 5 anos, sendo que, apds esse
periodo de 5 anos, o grupo de pesquisadores ira realizar a exclusao desses arquivos
digitais como forma de descarte. Com relagao aos documentos fisicos, os mesmos
foram acondicionados em pastas de arquivos especificando a pesquisa e o tipo de
material disposto nesta, os mesmos serdo armazenados em armario com chave na
UFFS sob responsabilidade da pesquisadora principal. Esses documentos fisicos,
apos o periodo de 5 anos, serdo fragmentados através de maquina especifica e,
apos, sera realizado o descarte em lixo descartavel.

Ao final da pesquisa o grupo de estudo desenvolvera um relatorio cientifico
com todos os principais dados, resultados e conclusdes deste trabalho. Tal descri¢ao
cientifica sera entregue de forma presencial e eletrbnica ao Centro de Estudos do
HRO. Igualmente, sera enviado um email com a devolutiva dos resultados do estudo

aos participantes da pesquisa. Ademais, € importante ressaltar que os resultados
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serdo divulgados em eventos e/ou publicagbes cientificas, mantendo sigilo dos

dados pessoais.
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5 RESULTADOS

A apresentagdo dos resultados obtidos nesta pesquisa foi estruturada em
duas etapas principais para facilitar a compreensdo dos achados. Primeiramente,
detalha-se o perfil clinico dos participantes, com destaque para a estratificagdo do
grau de invasdo tumoral pela classificagdo Knosp. Em seguida, sdo expostos os
resultados quantitativos das analises moleculares via qRT-PCR, contemplando a
avaliacao da expressao génica de CD39, CD73 e PD-L1 nos diferentes graus de
invasao, finalizando com as analises de correlacao estatistica entre os marcadores

investigados no microambiente tumoral.

5.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Participaram deste estudo 19 pacientes submetidos a resseccao de PitNETs.
Do total, 52,6% eram mulheres, cuja mediana de idade foi de 57 anos (Intervalo
Interquartil [1Q]: 48—63 anos), e 47,4% eram homens, com idade mediana de 46
anos (IQ: 40-59 anos). Considerando a amostra completa, a mediana de idade foi
de 55 anos (IQ: 41-62,5). Nenhum dos individuos era tabagista, utilizava
anticonvulsivantes ou apresentou crises epilépticas antes da cirurgia.

A comorbidade mais prevalente foi a hipertensio arterial sistémica, presente
em 31,6% dos casos, também foram relatados diabetes mellitus tipo 2 (5,3%) e
hipotireoidismo (5,3%), conforme descrito na Tabela 1. Entre as manifestagoes
relacionadas ao efeito de massa tumoral, a cefaléia foi a mais comum (26,3%),
seguida por alteragdes visuais (5,3%) e pan-hipopituitarismo (5,3%), igualmente
especificados na Tabela 1. Entretanto, ndo ha informacbes detalhadas sobre a
produgcdo hormonal dos tumores de todos os participantes, o que limita a
possibilidade de cruzamento com esses dados clinicos.

A avaliagdo funcional foi realizada por meio da escala de Karnofsky
Performance Status (KPS), utilizada para estimar progndstico e acompanhar a
evolugao clinica de pacientes oncoldgicos (Ferreira; Moreira; Lourenco, 2024).
Nenhum paciente apresentou comprometimento funcional relevante: todos obtiveram
pontuagéo superior a 70. A maioria (78,9%) alcangou valores acima de 90 pontos,

enquanto apenas um paciente (5,3%) registrou escore inferior a 80.


https://www.zotero.org/google-docs/?lgYlhL
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Para categorizagdo dos casos, utilizou-se o grau de invasao cavernosa
segundo a escala de Knosp revisada, fornecido pelo neurocirurgido integrante da
pesquisa. Devido ao numero reduzido de participantes, a classificagdo foi
simplificada em duas categorias, semelhante ao critério de Araujo-Castro e
associados (2022): graus 1 e 2 foram agrupados como baixo grau, enquanto graus 3
e 4 foram considerados de alto grau de invasdo. Assim, 31,58% dos pacientes
apresentaram PitNETs classificados como baixo grau Knosp, 63,16% como alto grau
Knosp, e um caso (5,3%) n&o teve graduagao registrada. Nenhum tumor foi
classificado como grau 0. Ao classificar por tamanho tumoral, considerou-se o maior
diametro da neoplasia, desse modo, 14 pacientes possuiam macroadenomas
(73,68%), 2 tinham microadenomas (10,53%), 2 adenomas gigantes (10,53%) e 1

nao teve tamanho registrado (5,3%).

Tabela 1 - Caracterizacdo das Amostras Selecionadas.

Sexo

Feminino 10 (52,6%)

Masculino 9 (47,4%)

Faixa etaria
<50 anos 8 (42,1%)
>50 anos 11 (57,9%)

Uso de Corticoide no
Pré-operatério
Nao 18 (94,7%)

Sim** 1(5,3%)

Cefaleia Persistente
Sim 5 (26,3%)

N&o 14 (73,7%)

Distirbio Visual
Sim 1 (5,3%)

N&o 18 (94,7%)

Pan-hipopituitarismo
Sim 1(5,3%)

N&o 18 (94,7%)

Diabetes Mellitus

Sim 1(5,3%)

N&o 18 (94,7%)

Hipertensao arterial

Hipotireoidismo

Sim 1(5,3%)

N&o 18 (94,7%)

Volume tumoral em cm?

0+4,7924 6 (31,58%)
47924+ 6 (31,58%)
9,5698

sistémica
Sim 6 (31,6%)
Nao 13 (68,4%)
Grau KNOSP
1 2 (10,53%)
2 4 (21,05%)

Tamanho Tumoral

Micro 2 (10,53%)
Adenomas

Macro 14
Adenomas (73,68%)



9,5698 3 (15,79%)
14,3472
14,3472 ~ 1 (5,26%)
19,1246
19,1246+ 2 (10,53%)
23,902
Nao 1 (5,26%)
informado

3a 7 (36,84%)

3b 1(5,26%)

4 4 (21,05%)

N&o 1(5,26%)
informado
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Adenomas 2 (10,53%)
Gigantes

Nao 1(5,3%)
informado

Escore escala KPS*

100290 15 (78,9%)
89a80  3(15,8%)
79.a 70 1(5,3%)

Grau de Ressecc¢ao

Cirargica
Total 7 (36,84%)
Subtotal 7 (36,84%)
Parcial 5 (26,32%)

KNOSP Simplificado

Alto 12
(63,16%)
Baixo 6 (31,58%)
Nao 1 (5,26%)
informado

* Karnofsky Performance Status (KPS).

** Dexametasona 16mg/dia.

Fonte: Dados da pesquisa (2025); Valores percentuais aproximados.

Os registros de imagem e os laudos operatérios serviram de base para

classificar o grau de ressecc¢ao tumoral em trés niveis: ressecgao total (eliminagao

completa da massa), subtotal (presenca de doenca residual intimamente ligada a

tecidos criticos) e parcial (intervengdo com finalidade descompressiva). A Tabela 2

evidencia como esses desfechos variam: a cura cirurgica (ressecgao total) foi obtida

em 100% dos tumores nivel Knosp 1. Em contrapartida, ndo houve sucesso na

remocao total de nenhum tumor Knosp 4, cenario em que predominaram cirurgias

parciais (75%) e subtotais (25%). Quando aplicada a escala simplificada, verificou-se

que a ressecgao total foi possivel em metade (50%) dos pacientes com baixo grau

de Knosp, enquanto nos tumores de alto grau esse indice limitou-se a 33%.

Tabela 2 — Distribuicdo dos pacientes segundo o grau de invasao (escala de Knosp)
e a extensdo da resseccgao cirurgica do tumor.

Grau KNOSP

Resseccéao
Total (n)

Resseccéao
Subtotal (n)

Resseccao
Parcial (n)

Total de
Pacientes
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Grau 1 2 0 0 2
Grau 2 1 2 1 4
Grau 3a 3 3 1 7
Grau 3b 1 0 0 1
Grau 4 0 1 3 4
Total Geral 7 6* 5 18

Fonte: Elaborada pelos autores (2026).
*O paciente com grau Knosp nao informado nao foi considerado na contagem.

5.2 RESULTADOS DAS ANALISES

5.2.1 Resultados da quantificagdo da expressao de CD39

A Figura 4 apresenta o resultado das analises de qRT-PCR para o gene
CD39, comparando os grupos de Alto e Baixo graus de invasdo. Para a expressao
de CD39, o grupo de PitNETs com baixo grau Knosp apresentou mediana 0,6405 (n
= 4), enquanto a mediana do grupo com alto grau Knosp foi de 0,9190 (n = 11), ndo
havendo aumento da expressao nos tumores de alto grau em comparacéo aos de
baixo grau. A diferenga entre os grupos apresentou valor p = 0,2256, sem relevancia

estatistica.
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Figura 4 - Gréfico de dispersao representando os niveis relativos de expressao de

mMRNA do gene CD39 em tumores de baixo e alto grau, avaliados por gRT-PCR.
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Fonte: Resultados da Pesquisa (2025).

5.2.2 Resultados da quantificagdo da expressao de CD73

A Figura 5 apresenta o resultado das analises de qRT-PCR para o gene
CD73, comparando os grupos de Alto e Baixo graus de invasdo. Para a expressao
de CD73, o grupo de PitNETs com baixo grau Knosp apresentou mediana 0,3885 (n
= 4), enquanto a mediana do grupo com alto grau Knosp foi de 1,203 (n = 10), com
aumento na expressao génica nos tumores de alto grau em comparagao aos tumores
de baixo grau. A diferenca entre os grupos apresentou valor p = 0,0240,

estatisticamente relevante.
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Figura 5 - Gréfico de dispersao representando os niveis relativos de expressao de

mMRNA do gene CD73 em tumores de baixo e alto grau, avaliados por gRT-PCR.
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Fonte: Resultados da Pesquisa (2025).

5.2.3 Resultados da quantificagdao da expressao de PD-L1

A Figura 6 apresenta o resultado das analises de qRT-PCR para o gene
PD-L1, comparando os grupos de Alto e Baixo graus de invasdo. Para a expressao
de PD-L1, o grupo de PitNETs com baixo grau Knosp apresentou mediana 1,220 (n =
4), enquanto a mediana do grupo com alto grau Knosp foi de 0,9165 (n = 12), nédo
havendo aumento da expressado nos tumores de alto grau quando comparados aos

tumores de baixo grau. A diferengca entre os grupos apresentou valor p = 0,1703,
sem relevancia estatistica.
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Figura 6 - Grafico de dispersao representando os niveis relativos de expressao de

mMRNA do gene PD-L1 em tumores de baixo e alto grau, avaliados por gqRT-PCR.
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Fonte: Resultados da Pesquisa (2025).

5.2.4 Resultado dos testes de correlagao entre a expressao dos genes

Foi realizado o teste de correlacdo de Spearman, devido os dados nao terem
distribuicdo normal, comparando os pares dos genes de interesse, sendo entre
CD39 e CD73 e entre PD-L1 e CD73, ambos representados na Figura 7.
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Figura 7 - Teste de correlagédo entre a expressao génica quantitativa de CD39 e
CD73, e entre PD-L1 com CD73 no tecido de PitNETSs.
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CD39 e PD-L1

10

cD73

CD73 e CD39 (r = 0,5542; p = 0,0170);
CD73 e PD-L1 (r=0,2178; p = 0,3854).

CD73 e CD39 (r=0,5542; p = 0,0170);
CD73 e PD-L1 (r = 0,2178; p = 0,3854).
Fonte: Resultados da pesquisa (2026).

A anadlise de correlagdo mostrou uma associagdo positiva moderada e
estatisticamente significativa entre as 18 amostras de CD73 e CD39 (r = 0,5542;
IC95%: 0,1030 - 0,8162; valor p = 0,0170; n = 18), indicando que a variagdo em
CD73 explica aproximadamente 30,7% da variancia observada em CD39 (R2 =
0,3071). Em contraste, ndo foi observada correlagao significativa entre os genes
CD73 e PD-L1 (r = 0,2178; 1C95%: -0,2911 - 0,6305; valor p = 0,3854; n = 18),
sugerindo auséncia de evidéncia de associagdo entre essas duas variaveis no

presente conjunto de dados.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou o perfil de expressao génica de CD39, CD73 e
de PD-L1 no TME de PitNETs advindos de uma amostra de 19 pacientes submetidos
a ressecgao cirurgica. Notou-se a elevada prevaléncia de tumores com alto grau
Knosp, 63,16% dos casos, consistente com a descrigdo de Micko et al. (2015), que
observaram a alta prevaléncia de tumores invasivos, entre 46 e 85%, evidenciando o
potencial invasivo dos PitNETs e a necessidade clinica de identificar marcadores de
agressividade. Apesar da maioria desses tumores ser benigna e ndo demonstrar
comportamento agressivo, a invasdo do seio cavernoso permanece um grande
desafio ao sucesso terapéutico, estando associada a maiores taxas de tumor
residual e de recorréncia (Villa et al., 2024).

Embora a distribuicdo entre os sexos na amostra seja relativamente
equilibrada, observou-se uma maior prevaléncia de pacientes do sexo feminino, em
52,6% da amostragem, achado que reforca a tendéncia descrita na literatura,
inclusive, que mais da metade dos pacientes sdo mulheres (Tritos; Miller, 2023;
Martins et al., 2025). Ha poucos trabalhos que descrevem a relagdo entre faixa
etaria e a incidéncia de PitNETSs, alguns descrevem, por exemplo, que prolactinomas
sdo mais comuns em mulheres jovens, em contraste, afetam homens com mais de
50 anos (Chanson; Maiter, 2019; Martins et al., 2025). Desse modo, a faixa etaria
parece variar com o0 sexo do paciente e o subtipo tumoral, o que reforca a
necessidade de pesquisas adicionais que explorem essa relacdo de forma mais
aprofundada. Tais investigagdes poderdo esclarecer se essas distingoes refletem
aspectos biolégicos, fatores populacionais ou limitagdes metodologicas dos estudos
disponiveis.

Os resultados de tamanho tumoral, com alta prevaléncia de macroadenomas
(73,68%) estdo em consonancia com trabalhos prévios que apontam que
macroadenomas sao mais comuns, no entanto, a propor¢do observada em nossa
amostra foi superior a descrita em estudos epidemioldgicos, que relatam
prevaléncias proximas a 50% (Tritos; Miller, 2023; Martins et al., 2025). Contudo,
apenas 5 pacientes com macroadenomas relataram cefaléia, sintomas que
costumam estar muito presentes nesses casos pelos efeitos de massa. Um paciente

com adenoma gigante apresentou perda visual e pan hipopituitarismo. Essas
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discrepancias podem estar relacionadas a uma avaliagdo clinica menos
aprofundada, a subnotificagcdo dos sintomas pelos pacientes e/ou equipe médica,
além do diagndstico precoce por imagem, fatores que podem ter limitado a
identificacdo de manifestagcdes esperadas em macroadenomas (Tritos; Miller, 2023;
Martins et al., 2025).

A dimensdo do tumor desempenha um papel fundamental na definicdo do
prognéstico e na estratégia cirurgica, afetando drasticamente a viabilidade da
resseccdo completa da lesdo. Corroborando essa premissa, Chen et al. (2022)
observaram que o acréscimo de apenas 1 mm no diametro maximo do tumor reduz
em 5% a probabilidade de sucesso na remocgao total. Ao avaliar os desfechos
operatorios da amostra, ficou evidente que o nivel de invasividade determina o éxito
cirurgico. Exames de imagem indicaram que graus menores de invasao favorecem
ressecgdées mais amplas. Detalhadamente, metade (50%) dos pacientes com
classificagdo de Knosp de baixo grau obteve remogéo total, taxa que caiu para 33%
naqueles com alto grau. Nenhum individuo com Knosp 4 alcangou ressecgao
completa, limitando-se a procedimentos parciais (75%) ou subtotais (25%). Tais
resultados confirmam os achados literarios de que a invasao no seio cavernoso € o
maior obstaculo para a cura cirrgica dos PitNETs. E justamente a presenca
frequente de tecido tumoral remanescente que impulsiona a necessidade de
investigar novos biomarcadores e opgdes terapéuticas (Araujo-Castro et al., 2022;
Villa et al., 2024).

Diante da auséncia de dados da atividade hormonal dos pacientes, a
classificagdo pelo grau Knosp mostrou-se uma estratégia metodoldgica eficaz,
permitindo concentrar o trabalho no comportamento biolégico intrinseco dos
tumores, independentemente de seus efeitos endocrinos sistémicos. O achado mais
expressivo da pesquisa foi a elevada expressdo de CD73 nos tumores de alto grau
Knosp, e principalmente, uma diferenca estatistica significativa em relagdo aos
tumores mais restritos. Tal achado sugere maior producéo de ADO, que atua como
potente imunossupressor no TME, favorecendo a ativacdo de Tregs e a inibigdo de
células T citotoxicas. Esse mecanismo, associado ao efluxo de ATP e a inducao de
MMPs descritos por Marques, Grossman e Korbonits (2020) e Yin et al. (2025), pode
explicar a notavel capacidade desses tumores de invadir estruturas adjacentes.

Dessa maneira, a maior ativagdo da via adenosinérgica contribui para a

persisténcia de um microambiente imunossuprimido e para o escape imune frente as
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defesas do hospedeiro (Xia et al., 2023). A constatagdo do aumento de CD73 nos
PitNETs € condizente com o comportamento desse gene em outros tumores sélidos,
em que é frequentemente associado a progndsticos ruins € ma resposta as terapias
(Mucha et al., 2026). Tais evidéncias reforcam a relevancia e o potencial da CD73
como biomarcador preditivo de agressividade e um possivel alvo terapéutico.

O fato de a expressao de CD73 ter atingido significancia estatistica mesmo
diante de uma amostra reduzida ressalta a robustez bioldégica deste achado. Por
atuar como a ectonucleotidase central na producdo de adenosina, os dados
sugerem que a via purinérgica, impulsionada fortemente pela atividade de CD73,
constitui um mecanismo essencial para a aquisicdo e manutencdo do fendtipo
invasivo nos PitNETs.

A analise do gene CD39 demonstrou que PitNETs com alto grau de invasao
apresentaram uma expressdo mediana numericamente superior em comparag¢ao ao
grupo de baixo grau. Embora essa diferengca represente um aumento de
aproximadamente 43% na mediana de expressao no grupo mais invasivo, a analise
pelo teste de Mann-Whitney nao apontou significancia estatistica, com isso, esse
gene ndo pode ser associado ao grau de invasao pela classificagdo Knosp nas
amostras analisadas. Contudo, a auséncia de relevancia estatistica neste ensaio
esta fortemente associada ao pequeno tamanho amostral, particularmente no grupo
de baixo grau, o que confere baixo poder estatistico a pesquisa, chamado de Erro
Tipo Il. Diante da clara diferengca numérica nas medianas, ndo se pode descartar o
papel do CD39 na invasividade dos PitNETs, o que requer comprovagao com mais
pesquisas e com amostragem ampliada.

A anadlise de correlacdo entre os genes fortalece a compreensado da via
purinérgica nos PitNETs. A co-expressao positiva e significativa observada entre
CD39 e CD73 reflete a natureza coordenada deste eixo bioquimico. Na literatura
oncolodgica geral, sabe-se que a expressdo de ambos 0s genes € co-regulada por
fatores de transcricdo comuns, como o Sp1 e STAT3, os quais sdo ativados
simultaneamente pelas condi¢cdes de hipdxia e inflamagao do microambiente tumoral
(Antonioli et al., 2013; Giuliani et al., 2019).

Essa co-regulacdo transcricional € uma exigéncia fisiolégica da via: a
atividade final da enzima CD73 é totalmente subordinada a eficiéncia da CD39, uma
vez que o acumulo de ATP e de ADP no meio atua como inibidor competitivo da

proteina CD73 (Antonioli et al., 2013). Portanto, a associagéo estatistica encontrada
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no presente estudo corrobora que a maquinaria purinérgica € induzida em bloco no
microambiente invasivo, garantindo que a via seja traduzida de forma funcional para
assegurar a conversao eficiente de ATP em adenosina. Contudo, interpretacdes
definitivas sobre a for¢ca dessa correlagdo devem ser feitas com cautela, em virtude
das limitagcdes inerentes ao tamanho amostral.

Outra pista molecular relevante sobre a biologia desses tumores provém da
avaliacao simultdnea do checkpoint imunolégico classico (PD-L1) em face a via
purinérgica. A auséncia de diferenga significativa na expressdo de PD-L1 entre os
grupos e sua falta de correlagdo com CD73 sugerem que 0s mecanismos de escape
imune mediados pela ADO e pelo eixo PD-1/PD-L1 podem atuar de forma
independente nos PitNETs. Essa heterogeneidade ja foi observada em diferentes
subtipos histoldgicos, justificando a variabilidade observada (Krzentowska et al.,
2025a).

Avaliar simultaneamente os genes da via purinérgica (CD39/CD73) e do
checkpoint imunoldgico classico (PD-L1) fornece pistas importantes sobre a biologia
dos PitNETs. Os resultados demonstraram que, enquanto a expressao de PD-L1 nao
teve alteragédo significativa, a expressdo de CD73 foi drasticamente superior nos
tumores mais invasivos. A auséncia de aumento de PD-L1 sugere que a progressao
e o fendtipo invasivo, isto é, alto grau Knosp, nestes tumores podem nao depender
do eixo classico de evasao imune PD-1/PD-L1. Em contrapartida, a expressao
elevada de CD73 aponta para a via da adenosina como o provavel mecanismo
predominante de imunossupressdo e que facilita a invasdo tecidual no
microambiente destes tumores. Este perfil genético reforca a relevancia do eixo
purinérgico como um potencial alvo terapéutico para tumores neuroenddcrinos
hipofisarios, especialmente os agressivos.

A associagdo entre invasdao e crescimento tumoral em tumores
neuroenddcrinos  hipofisarios € conhecida, somada com as alteragdes nas
propor¢oes de linfécitos T (Marques et al., 2023). Como essas células infiltrantes
habitualmente expressam altas concentracbes de ectonucleotidases (Maj et al.,
2017), a conversédo do ATP extracelular em ADO atua diretamente como fator
permissivo para a agressividade tumoral, ainda que estudos como o de Guo et al.
(2025) encontrem dificuldades em associar estatisticamente os padrdes de infiltrado

a invasividade de forma isolada.
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Os achados deste estudo trazem implicacbes terapéuticas substanciais. Os
PitNETs invasivos, caracterizados por alta expressdao de CD73, poderiam ser
candidatos ideais para ensaios clinicos com imunoterapias anti-CD73. Além disso, a
comprovada independéncia entre os niveis de CD73 e PD-L1 sugere que terapias
combinadas, visando o bloqueio simultdneo de ambos os eixos, podem oferecer
uma conduta mais eficaz contra o escape imune tumoral e oferecendo uma
abordagem oncoldgica significativamente mais eficaz e personalizada para

pacientes com tumores neuroenddcrinos hipofisarios invasivos e refratarios.
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7 LIMITAGOES DO ESTUDO

Apesar da relevancia dos achados, este estudo apresenta algumas
importantes limitagcbes metodoldgicas. Primeiramente, ndo foi realizado calculo
amostral prévio para estabelecer o numero minimo de participantes, dessa forma,
utilizou-se as amostras disponiveis, o0 que pode limitar a representatividade dos
resultados e dificulta uma analise fidedigna da populacdo afetada por PitNETs.
Segundamente, nao foi possivel classificar os tumores nos subtipos tumorais
estabelecidos pela OMS devido a auséncia de dados anatomopatolégicos e
imunohistoquimicos. Em consonancia, uma das amostras bioldgicas ndo continha
material suficiente para PCR, e o paciente sem classificacdo de Knosp foi excluido
dos resultados e das analises estatisticas. Ademais, alguns dados clinicos foram
perdidos nos prontuarios, como idade de um paciente e a classificacdo Knosp de
outro, também, nao estavam disponiveis avaliacbes de niveis hormonais nos
participantes da pesquisa, o que restringe a integridade das informagdes
disponiveis.

Outro ponto importante € a auséncia de analise funcional envolvendo as
moléculas ATP, ADP e ADO, limitando a compreensido mais aprofundada do sistema
purinérgico no comportamento tumoral e do microambiente imune. Os resultados
nao significativos de CD39 e de PD-L1 n&o excluem a possibilidade de associagcao
entre a expressao génica e o grau de invasdo Knosp, com o tamanho reduzido da
amostra, ocorre aumento de chance de erro tipo Il. Além disso, ndo ha literatura
consolidada sobre a expressdo de CD39 e CD73 em PitNETs, dificultando
comparagdes com nossos achados. A expressdao génica de PD-L1, apesar de
descrita por alguns autores, parece depender do subtipo tumoral e do fator de
transcricdo da célula de origem, e ndo existe consenso sobre seu impacto no

comportamento e evolucédo dos PitNETSs.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo atingiu seus objetivos ao caracterizar o perfil clinico e
molecular de pacientes com PitNETs. Do ponto de vista clinico-epidemioldgico, a
pesquisa caracterizou-se por uma distribuigdo equilibrada entre os sexos, com idade
mediana na quinta década de vida e o predominio absoluto de macroadenomas,
sendo a hipertensao arterial sistémica a comorbidade mais prevalente na amostra.
No ambito molecular, este trabalho evidencia que o microambiente tumoral de
PitNETs com comportamento invasivo é fortemente modulado pela hiperativacdo da
via purinérgica. A expressao significativa da ectonucleotidase CD73 nos tumores
com alto grau de Knosp aponta para a produgao exacerbada de adenosina como um
possivel mecanismo biolégico para promover a agressividade tumoral, a invasao
tecidual e o escape imunoldgico destas neoplasias.

Adicionalmente, embora o aumento na expressao isolada de CD39 n&o tenha
atingido significancia estatistica na comparagéo entre os grupos, a forte correlagao
positiva encontrada entre CD39 e CD73 demonstra que elas atuam de forma
coordenada e sinérgica. Esse achado consolida a premissa de que a maquinaria de
producdo de adenosina € induzida em bloco no microambiente invasivo, apesar das
limitagdes impostas pelo reduzido tamanho amostral.

De forma notavel, o comportamento estavel da expressao de PD-L1 e sua
total auséncia de correlagdo com o eixo purinérgico revelam que as estratégias de
evasdo imune operam por modulos independentes nestes tumores. Demonstrou-se
que a progressao para o fenétipo invasivo na amostragem estudada demonstrou ter
relagdo com a atividade da via da adenosina, ndo sendo impulsionada pela via
classica de checkpoint imune PD-1/PD-L1.

Conclui-se, portanto, que a enzima CD73 desponta como um promissor
biomarcador intrinseco de agressividade e invasividade em PitNETs. Os achados
fornecem substratos para o avango da oncologia, sugerindo que o bloqueio
farmacolégico direcionado ao CD73 pode representar uma estratégia terapéutica
eficaz para o manejo de tumores neuroenddcrinos hipofisarios invasivos,
especialmente em estratégias combinadas. Contudo, fazem-se necessarios estudos
prospectivos multicéntricos, com coortes mais robustas e analises funcionais, para

validar a aplicabilidade clinica destas moléculas na pratica médica.
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