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RESUMO



Resumo

Romanholi DJPC. Efeito da administracdo de octreotide, cabergolina e a
associagdo de ambos nos niveis de ACTH e cortisol em pacientes com doenga
de Cushing : correlagdo da resposta clinica com a expressdo tumoral dos
receptores de dopamina (DRD2) e de somatostatina (SSTR2 e SSTR)) [tese].
Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 113p.

Introdugdo: A doenca de Cushing apresenta elevada morbimortalidade.
Seu tratamento de escolha é a cirurgia transesfenoidal que possui resultados
satisfatérios em cerca de 70% dos casos. Na doenga persistente ou
recorrente, reabordagem cirurgica, radioterapia e adrenalectomia bilateral
podem ser realizadas, porém, essas opg¢des apresentam como
desvantagens o desenvolvimento de hipopituitarismo e a dependéncia de
terapia de reposigdo. Até o momento, nenhuma droga tem se mostrado
eficaz no tratamento do corticotrofinoma. Os esquemas terapéuticos mais
eficazes sédo os inibidores da esteroidogénese que ndo atuam no tumor
hipofisario. Objetivos: avaliar o efeito do octreotide e da cabergolina
administrados isoladamente e em associacdo nas concentragcdes urinarias
de cortisol e plasmaticas de ACTH em pacientes com corticotrofinomas;
correlacionar esse efeito com a expressao tumoral dos receptores SSTR2,
SSTR5 e DRD2; correlacionar a expressao tumoral desses receptores
através de RT-PCR quantitativa e imunohistoquimica; avaliar se o uso prévio
dessas drogas altera a expressdao desses receptores. Casuistica e
Métodos: grupo controle composto por 11 pacientes (10 mulheres e 1
homem) entre 21 e 43 anos sem tratamento prévio a neurocirurgia e um
grupo tratado formado por 11 pacientes (2 homens e 9 mulheres) entre 22 e
53 anos que receberam o seguinte tratamento antes da cirurgia: coleta de
trés amostras de cortisol urinario e ACTH plasmatico, seguida da introdug¢ao
de octreotide 100 pg, subcutaneo, 8/8h durante 30 dias e nova coleta de trés
amostras de cortisol urinario e ACTH plasmatico. Em seguida, iniciou-se a
cabergolina 0,5 mg via oral 3 vezes na semana durante 30 dias com nova
coleta de trés amostras de cortisol urinario e ACTH plasmatico. A seguir, 0
octreotide era associado por mais 30 dias com nova coleta de trés amostras
de cortisol urinario e ACTH plasmatico. Resultados: Os valores de cortisol
urinario apresentaram queda significante apds o uso de cabergolina isolada
(P = 0,016) e em associacdo ao octreotide (P = 0,012). A eficacia do
tratamento combinado nao foi maior que a da cabergolina isolada. Os valores
de ACTH plasmatico n&o revelaram diferenca significante durante o tratamento
e nao se correlacionaram com os valores de cortisol. A média de expressao
do mRNA do gene DRDZ2 foi maior no grupo tratado (1,170 + 0,417) quando
comparada ao grupo controle (0,776 + 0,252) (P = 0,036).
Houve dissociacdo entre os conteudos de mRNA e da proteina desse
receptor. Nao foi possivel analisar a expressdao do mRNA do gene SSTRS,
pois o tratamento das amostras com DNAse causou degradagdo do RNA.
A imunorreatividade para SSTRS esteve presente em todos os pacientes e
nao foi alterada pelo tratamento prévio. Nao houve diferenca estatistica na



expressdo do gene SSTR2 entre os grupos controle (1,253 £ 0,511) e
tratado (1,267 + 0,386) bem como diferenga significante da imunoexpressao
do SSTR2 entre os grupos. Houve correlagcao entre os conteudos de mRNA
e da proteina desse receptor (P = 0,021). Nao houve correlagdo entre a
expressao dos receptores analisados e a resposta ao octreotide e a
cabergolina isoladamente ou em associagcdo. Conclusdes: a cabergolina
isolada representa opcéao terapéutica na doenga de Cushing persistente ou
recorrente. A associagao de octreotide na dose estudada por 30 dias nao foi
mais eficiente em reduzir o cortisol urinario. A resposta a essas drogas nao
esta relacionada a expressao dos receptores SSTR2, SSTR5 e DRD2.

Descritores: 1.Doengca de Cushing 2.Octreotide 3.Cabergolina
4.Receptores de Somatostatina 5.Receptores de Dopamina
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Summary

Romanholi DJPC. Effect of the administration of octreotide, cabergoline and
the association of both on ACTH and cortisol levels in patients with Cushing’s
disease: correlation of clinical response with tumoral expression of the
dopamine (DRDZ2) and somatostatin (SSTRZ2 and SSTRS) receptors [thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”, 2010. 113p.

Introduction: The Cushing’s disease presents high morbimortality.
Its treatment of choice is transsphenoidal surgery which has satisfactory
results in about 70% of cases. In persistent or recurrent disease, a second
transsphenoidal surgery, radiotherapy and bilateral adrenalectomy can be
carried through, however, these options present disadvantages as
development of hypopituitarism and lifelong dependence on hormone
replacement therapy. Presently, no drug has shown efficacy in
corticotrophinomas treatment. The most efficient agents are the inhibitors of
steroidogenesis which have no effect at pituitary tumor. Objectives: To
evaluate isolated octreotide and cabergoline effects and their association on
plasma ACTH and urinary cortisol in Cushing’s disease patients, to correlate
this effect with tumoral expression of SSTR2, SSTR5 and DRD2 receptors; to
correlate tumoral expression of these receptors by quantitative RT-PCR and
immunohistochemistry; to evaluate whether these drugs modifies these
receptors expression. Patients and methods: control group with 11 patients
(10 women and 1 man) between 21 and 43 years who underwent pituitary
surgery with no prior treatment and a treated group with 11 patients (2 men
and 9 women) between 22 and 53 years that received the following treatment
before surgery: : after three baseline urinary cortisol samples and one
plasma ACTH sample, patients received octreotide 100 pg, subcutaneous
8/8h for 30 days collecting three urinary cortisol samples and one plasma
ACTH. After that, cabergoline was introduced 0,5 mg 3x/week for 30 days
collecting three urinary cortisol samples and one plasma ACTH sample.
Then, octreotide was associated to cabergoline for another 30 days followed
by three urinary cortisol and one plasma ACTH sample. Results: Urinary
cortisol concentrations significantly decreased after isolated and combined
cabergoline use (P = 0,016 and P = 0,012, respectively). Combined treatment
efficacy was not greater than isolated cabergoline administration. Plasma
ACTH did not change statistically during treatment and did not correlate with
urinary cortisol. The average of DRD2 gene expression was higher in control
group (0,776 £ 0,252) in relation to treated group (1,170 £ 0,417) (P = 0,036).
It had dissociation between mMRNA and protein contents of this receptor.
SSTR5 gene mRNA expression was not analyzed due to RNA degradation
after DNAse tissue treatment. SSTR5 immunoreactivity was present in all
patients and it was not modified by previous treatment. No statistic difference
was observed between SSTR2 gene expression in control group (1,253 +
0.511) and in treated group (1,267 % 0,386). There was no significant
difference in SSTR2 immunoexpression between groups. It had correlation
between the mRNA and protein contents of this receptor (P = 0.021).



No significant relationship was found between hormonal response to isolated
and combined therapy and receptors mMRNA expression levels.
Conclusions: cabergoline represents therapeutical option in persistent or
recurrent Cushing’s disease. Octreotide-cabergoline association in the
studied dosage and for the period of 30 days was not more efficient in
eliciting urinary cortisol reduction. The responsiveness to these drugs did not
correlate to SSTR2 and DRD2 mRNA expression.

Descriptors:  1.Cushing’s  disease 2.Octreotide 3.Cabergoline
4.Somatostatin Receptors 5.Dopamine Receptors
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1.1 Definigoes

A sindrome de Cushing (SC) é um estado clinico resultante de
prolongada e inapropriada exposicdo do organismo a concentragdes
excessivas de cortisol (F). E caracterizada por elevacéo dos niveis de F livre,
perda da contra-regulagdo normal do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA)
e alteragao no ritmo circadiano de secrec¢ao de F (Trainer e Grossman, 1991;
Newell- Price et al., 1998).

A causa mais comum de SC é a exposi¢ao excessiva e prolongada
aos glicocorticéides (GC) exdgenos sejam eles orais, injetaveis, topicos e
inalatérios largamente aplicados na pratica clinica (Hughes et al., 1986;
Nutting e Page, 1998).

A SC enddgena é uma endocrinopatia rara que pode ser dividida em
dois grandes grupos de acordo com as concentragbes plasmaticas de
ACTH: ACTH-independente e ACTH-dependente. As causas dependentes
de ACTH representam 80-85% dos casos de SC e dentre elas a doenga de
Cushing (DC), adenoma hipofisario produtor de ACTH é responsavel por
80% dos casos. Os 20% restantes sao representados pela secrecao
ectopica de ACTH (SEA) principalmente por carcinéides bronquicos ou
carcinoma de pequenas ceélulas de pulmao, mas raramente, podem ainda

estar relacionados a outros tumores secretores de ACTH (feocromocitoma,
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carcinoides intestinais, tumores pancreaticos neuroendocrinos) (Salgado et
al.; 2006). Em menos de 1% dos casos é descrita a secregdo ectopica de
CRH (Corticotrophin release hormone) por tumores extra-hipotalamicos
(Isidori et al., 2006).

O grupo ACTH-independente é representado por doengas adrenais
primarias tais como: adenomas (60%), carcinomas (40%), doenca nodular
adrenal pigmentada primaria (PPNAD abaixo de 1%) ou hiperplasia micronodular
bilateral (isolada ou associada ao complexo de Carney), hiperplasia adrenal
macronodular pela expressdo de receptores andmalos (<1%), sindrome de
Mc Cune Albright (<1%) e secrecao ectépica de F por adenomas adrenais
ectépicos localizados em rim, figado, retroperitbnio e gbénadas (<1%)
(Newell-Price et al., 1998; Ayala et al., 2000; Lacroix et al., 2001).

Ainda mais raramente, foram descritos casos de hiperplasia

corticotrofica e carcinoma hipofisario como causas de SC ACTH dependente.

1.2 Histoérico

Harvey Willians Cushing (8/4/1869-07/10/1939) foi um renomado
neurocirurgido conhecido como o “pai da neurocirurgia moderna” que em
1912 descreveu o caso da Minnie G, sua primeira paciente com estigmas
tipicos de hipercortisolismo (Cushing, 1912 apud Newell-Price et al., 1998).

Em 1932, Harvey Cushing publicou uma série com mais 11 pacientes

correlacionando caracteristicas clinicas de hipercortisolismo com o achado
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anatomopatolégico de basofilismo hipofisario. Apesar da identificacdo de
tumor hipofisario em apenas trés dos 12 pacientes relatados, a essa
situacdo denominou-se SC que ainda hoje se constitui em grande desafio

para endocrinologistas (Findling e Raff, 2006).

1.3 Epidemiologia

Os tumores hipofisarios sdo neoplasias comuns e dados de
necropsias relatam adenomas hipofisarios em 20 a 25% da populagéo
geral (Asa e Ezzat, 2002). Os corticotrofinomas representam 10% dos
adenomas hipofisarios e a DC apresenta uma incidéncia entre 0,7 a 2,4
casos por milhao por ano (Lindholm et al., 2001). Entretanto, sugere-se
que essa enfermidade € mais comum do que se imagina. Num estudo
com pacientes obesos e portadores de diabetes mellitus (DM) tipo 2
especialmente com mau controle glicémico e dos niveis pressoéricos, a
prevaléncia da SC esteve entre 2 a 5% (Leibowitz et al., 1996;
Contreras et al., 2000; Catargi et al., 2003, Chiodini et al.,2005).
O paciente com DC apresenta quatro vezes maior risco de morrer
principalmente por complicacbes cardiovasculares e alteracdao do
metabolismo da glicose (Etxabe e Vazquez, 1994; Lindholm et al., 2001).
E descrita uma taxa de mortalidade cardiovascular em cinco anos acima

de 50% quando ndo tratada (Orth, 1995; Dekkers et al., 2007).
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1.4 Manifestagoes Clinicas da Doenca de Cushing

Os sinais e sintomas da DC resultam diretamente da exposicéo
cronica ao GC e seu diagndstico geralmente é dificil, pois nenhum dos sinais
ou sintomas é patognomonico dessa doenga (Tabela 1).

Existe um largo espectro de manifestagdes, desde um quadro
subclinico até o mais florido, dependendo da duracdo e intensidade da
producgao esteroide.

Conforme se observa na Tabela 1, as queixas que melhor
caracterizam e discriminam SC s&o: estrias purpuricas e maiores que 1 cm,
pletora facial, fraqueza muscular proximal, fragilidade capilar e osteoporose
sem causas aparentes. As queixas mais comuns, porém menos
discriminatérias sao: depressdo, fadiga, ganho de peso, dorsalgia,
diminuicdo de concentragao, alteragbes no apetite, reducdo da libido,
prejuizo na memoria recente, insbnia, irritabilidade, anormalidades
menstruais, gibosidade dorsal, obesidade, preenchimento facial (facies em
lua cheia), preenchimento de fossa supraclavicular, edema periférico, acne,
hirsutismo ou calvicie feminina, cicatrizagdo prejudicada, hipertensao
arterial, osteoporose vertebral, DM tipo 2, hipocalemia, nefrolitiase e

infecgcées incomuns (Newell-Price, 2008).
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Tabela 1 - Manifestagdes clinicas da doenga de Cushing com respectivas
frequéncias. Adaptado de Newell-Price et al.(2006)

Proporgdio
Obesidade ou ganho de peso o5%
Pletora facial 0%
Facies em lua cheia 0%
Diminuicfo de libido 0%
Adelgacamento da pele 85%
Diminuicio do crescimentolinear em criancas 70-80%
Irregularidade menstrual 20%
Hipertensio arterial 75%
Hirsutisme 75%
Depressaoilabilidacde emocional 70%
Fragilidacle capilar 65%
Intoleradncia a glicose 60%
Fraqueza muscular 60%
Osteopenla ou fratura S50%
Nefrollitiase 50%

Em criangas, o ganho de peso associado ao retardo de crescimento séo

os achados mais comuns (Magiakou et al., 1994, Leinung € Zimmerman, 1994).
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1.5 Diagnoéstico da Doenga de Cushing

Varios testes embasados nas caracteristicas fisiologicas do eixo HHA
tém sido utilizados para confirmar o diagndstico da DC, mas nenhum deles
mostrou-se totalmente capaz de distinguir todos os casos de DC de
individuos normais e/ou portadores de pseudo-Cushing (Newel-Price et al.,
1998). Trés testes diagndsticos de primeira linha sdo atualmente
empregados para a confirmagédo de hipercortisolismo: a medida do F livre
em urina de 24h; supressao do F por doses baixas de dexametasona e a
avaliagdo do ritmo circardiano do F, usando a dosagem do F sérico ou

salivar entre 23 e 24h (Tabela 2) (Newel-Price et al., 2008).

Tabela 2 - Diagnostico laboratorial de hipercortisolismo

DIAGNOSTICO LABORATORIAL DO HIPERCORTISOLISMO

Aumento da producéo de cortisol

Excrecdoaumentada de cortisol na urinade 24 h

Perda daretroalimentagao negativa do cortisol {eixo HHA)

Auséncia de supressiio do cortisol apés 1 mg de dexametasona por via oral overnight.

Auséncia de supressiio do cortisol apés 2 mg de dexametasona classico (0.5 mg 6/6 h por via oral }

Perda do ritmo circadiano do cortisol

Concentragdes elevadas de cortisol sérico entre 23-24h

Concentragfes elevadas de cortisol salivar entre 23-24h
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Frente a confirmacao laboratorial do hipercortisolismo, segue-se a
investigacao quanto a sua possivel etiologia. Essa investigacdo dependera
da disponibilidade dos testes bioquimicos e exames de imagem em cada
servico. Exames hormonais basais (ACTH plasmatico), testes dinamicos
(supressdo com doses altas de dexametasona, teste com CRH e teste da
desmopressina) e exames de imagem (ressonancia magnética e cateterismo
bilateral e simultaneo de seios petrosos inferiores) podem ser realizados

(Tabela 3) (Nieman et al., 2008).

Tabela 3 - Diagnostico da etiologia do hipercortisolismo

DIAGNOSTICO DA ETIOLOGIA DO HIPERCORTISOLISMO

Medida do ACTH plasmatico

Teste de supressdo com dose alta de dexametasona {HDDST}
Teste de estimulo com CRH

Teste da desmopressina

Ressondncia magnética de sela tlrcica (R}

Cateterismo bilateral e simultdneo de seios petrosos inferiores (CBSSPI}
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1.6 Tratamento da Doeng¢a de Cushing

Em geral, a terapia inicial e de escolha é a adenomectomia seletiva
por um cirurgido com elevada experiéncia.

Frente ao insucesso dessa abordagem, outras terapias estao
disponiveis: reabordagem cirurgica, radioterapia, adrenalectomia bilateral e

terapia medicamentosa (Aghi, 2008).

1.6.1 Tratamento Cirurgico Inicial

A adenomectomia transesfenoidal é considerada o tratamento inicial
de escolha quando um microadenoma € detectado na RM hipofisaria ou
visualizado durante o ato operatério.

Em centros com elevada experiéncia, as taxas de remissao cirurgica
atingem entre 65-90% e o risco de recorréncia nesses pacientes é de 5-10%
em cinco anos e 10-20% em dez anos (Bochichio et al., 1995; Chee et al.,
2001; Stévenaert et al., 2002; Hammer et al., 2004; Hofmann et al., 2008).

Hipofisectomia parcial ou até mesmo total induz a uma menor
taxa de remissdo (<70%) e estd associada a maior incidéncia de
complicagdes e hipopituitarismo (Trainer et al., 1993; Stévenaert et al., 2002;
Hammer et al., 2004).

O sucesso cirurgico costuma ser menor em pacientes portadores de
macrodenoma e naqueles com invasao de dura-mater ou seio cavernoso (taxas

de remissao abaixo de 65% e recorréncia de até 45%) (Cannavo et al., 2003).
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Alguns fatores estao relacionados a um melhor prognéstico: detecgao
do microadenoma na RM, tumor com limites bem definidos sem invasio dos
seios cavernosos ou dura-mater, confirmagao histolégica de tumores
corticotroficos, baixas concentracbes de F sérico no pds-operatério e
insuficiéncia adrenal prolongada (Sonino et al., 1996; Hammer et al., 2004;

Atkinson et al., 2005; Kelly, 2007; Hofmann et al., 2008).

1.6.2 Tratamento Cirargico para Doenga Recorrente ou Persistente

A reabordagem cirurgica esta associada a menores taxas de remissao
e maiores chances de hipopituitarismo e complicagdes. As taxas de
hipopituitarismo chegam a 50% na hipofisectomia parcial (Friedman et al.,

1989) e 100% na hipofisectomia total (Patil et al., 2008).

1.6.3 Radioterapia

Radioterapia externa convencional fracionada ou radioterapia
estereotaxica determinam o controle do hipercortisolismo em aproximadamente
50-60% dos pacientes em trés a cinco anos (Sonino et al., 1996;
Estrada et al., 1997; Sheehan et al., 2000; Castinetti et al., 2007).

O beneficio maximo da radioterapia geralmente ocorre apds trés a
12 meses e durante esse periodo € necessario estabelecer uma terapia

medicamentosa para o controle do hipercortisolismo (Minniti e Brada, 2007).
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Todos os tipos de radioterapia induzem disfungao de outros setores
hipofisarios, portanto, a avaliagdo do desenvolvimento de hipopituitarismo e
a necessidade de reposicdo hormonal deve ser realizada periodicamente
(Vance, 2009).

O risco de aparecimento de tumor secundario a radioterapia é de 1 a 2%
(Brada e Jankowska, 2008). Outras complicacbes também sao descritas:
epilepsia de lobo temporal, disfungao cognitiva, alteracdo comportamental,
paralisia de pares cranianos, radionecrose, manifestacbes vasculares e

atrofia dptica.

1.6.4 Adrenalectomia Bilateral

A adrenalectomia bilateral, preferencialmente via laparoscépica, € um
tratamento definitivo que promove controle imediato do hipercortisolismo.
Entretanto, o hipocortisolismo permanente requer educagcdo e seguimento
dos pacientes pela necessidade de reposicdo de GC e mineralocorticoide
(Gumbs e Gagner, 2006; Walz et al.,, 2006; Barczynski et al., 2007;
Porterfield et al., 2008).

A monitorizagdo das concentracdes de ACTH plasmatico e a RM de
sela é obrigatéria para o diagndstico precoce de progressdo tumoral
corticotrofica e sindrome de Nelson (10-35%) (Sonino et al., 1996; Pereira et

al.,1998; Assie et al., 2004; Assie et al., 2007).
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1.6.5 Tratamento Medicamentoso

A terapia medicamentosa apresenta um importante papel no
tratamento da DC. Além de sua aplicagdo frente ao insucesso cirurgico,
drogas hiporticortisolémicas podem ser utilizadas no preparo do paciente
para a cirurgia hipofisaria com o intuito de diminuir complicagbes no
perioperatorio (Biller et al., 2008).

O tratamento clinico também ¢é aplicado a pacientes que aguardam os
efeitos tardios da radioterapia e ainda, naqueles com elevado risco cirurgico
(Biller et al., 2008).

A terapéutica medicamentosa pode ser dividida em: inibidores da
esteroidogénese adrenal, drogas moduladoras da secre¢cdao de ACTH e

bloqueadores da acao do F (Tabela 4).

Tabela 4 - Tratamento medicamentoso da doenga de Cushing

INIBIDORES DA ESTEROIDOGENESE ADRENAL
Cetoconazol
Metirapona
Aminoglutetimida
Mitotane
Etomidato
MODULADORES DA SECRECAQ DE ACTH
Valpreoato de Sédio
Agonistas do receptor PPARp
Ciproeptadina
Ritanserina
Agonistas dopaminérgicos
Analogos de somatostatina
Acido retinéico
ANTAGONISTAS DO RECEPTOR DE CORTISOL
Mifepristone
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A terapia direcionada a adrenal (inibidores da esteroidogénese) pode
ser altamente efetiva, porém, ndo tem efeito sobre o adenoma hipofisario

nem restabelece a dindmica do eixo HHA.

1.6.5.1 Cetoconazol

Cetoconazol é um derivado imidazdlico largamente utilizado como
antifungico administrado na dose de 200 mg duas a trés vezes ao dia.
Essa droga inibe fortemente as enzima 17,20 liase e 17a hidroxilase
(Loose et al., 1983; Feldman, 1986; Weber et al., 1993). Existem relatos de
que essa droga apresenta agdes extra-adrenais antagonizando o receptor de
GC e diminuindo a secrecdo de ACTH in vitro (Loose, 1983).

Em estudo recente utilizando-se cetoconazol como terapia primaria ou
adjuvante nas doses de 200 a 1200 mg/d, observou-se normalizagao das
concentracdes de F urinario em 50% dos casos e 15% de recorréncia.
Os autores relataram cinco casos de aparecimento de imagem tumoral onde
nao existia imagem de adenoma na RM inicial (Castinetti et al., 2008).

Uma metanalise do uso de cetoconazol na dose 400 a 1200 mg/dia
reportou taxa de remisséo de 70% (25-93%) com hepatotoxidade em cerca
de 12% dos casos (Engelhardt e Weber, 1994).

Outros efeitos colaterais ja relatados foram: nauseas, vOmitos,
cefaléia, sedacéo, diminui¢ao da libido e impoténcia. Este medicamento esta
contra-indicado na gestagédo pelo risco de teratogénese. Sua associagao

com certos medicamentos deve ser cuidadosamente monitorada.
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A absorgao de cetoconazol depende da acidez gastrica, portanto os
bloqueadores do receptor de histamina e inibidores de bomba de prétons

devem ser evitados (Engelhardt e Weber, 1994).

1.6.5.2 Metirapona

A metirapona atua inibindo a 11B hidroxilase que converte 11
deoxicortisol em F e é utilizada na dose de 250 mg trés vezes ao dia até a
dose maxima de 6 g/dia. Seu uso esta associado ao aumento de ACTH, o
que resulta em aumento de andrégenos e mineralocorticoides ocasionando

hipertensdo arterial e hirsutismo (Shalet e Mukherjee, 2008).

1.6.5.3 Aminoglutetimida

E um agente anticonvulsivante que inibe a conversdo de colesterol &
pregnenolona e outras enzimas, tais como 11 hidroxilase, 18a-hidroxilase e
a aromatase. Pode ser utilizado na dose de 250 mg duas a trés vezes ao dia
(Dexter et al., 1967; Santen e Misbin, 1976) Geralmente, é utilizada em
associacdo com a metirapona ja que seu uso isolado n&o apresenta taxas
adequadas de remissao (Child et al., 1976).

Os efeitos colaterais mais comuns sdo: rash cutadneo, nauseas,
sonoléncia, tonturas, embacgamento visual, hipotireoidismo, bdcio e
deficiéncia de aldosterona, o que implica na reposicao de mineralocorticoide

(Dexter et al., 1967; Santen e Misbin, 1976).
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1.6.5.4 Mitotane

Foi introduzido em 1960 para o tratamento do carcinoma adrenal e
posteriormente passou a ser utilizado no tratamento das causas benignas de
SC. E administrado em dose de 250 a 500 mg 3x/dia até 4 a 12 gramas ao
dia. O seu efeito é lento, manifestando-se apds duas a quatro semanas de
tratamento (Paiva e Ribeiro, 2005). Atua inibindo a 113 hidroxilase,
18a hidroxilase, 3a hidroxilase, hidroxiesteroide-desidrogenase e outras
enzimas de clivagem da cadeia do colesterol. Em doses superiores a quatro
gramas ao dia, tem acdo adrenolitica (Hart e Straw, 1971) havendo
necessidade de reposicdo com GC pelo risco de desenvolvimento de
sindrome de Nelson.

Os efeitos colaterais podem limitar seu uso. Esta contra-indicado

na gestacgao.

1.6.5.5 Etomidato

E um anestésico intravenoso que inibe a 11B hidroxilase e
17a hidroxilase. Sua indicagdo seria apenas o controle agudo do

hipercortisolismo (Drake et al., 1998).

1.6.5.6 Acido Retinéico

Acido retindico é uma droga eficiente para tratamento de diferentes
tipos de neoplasias, tendo sido utilizada na DC em modelos animais.

Derivado natural e sintético da vitamina A, regula diversas fases do crescimento
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e diferenciacao celular, modula diversos genes envolvidos na regulacao da
transcricdo, apoptose e proliferacdo celular (Pitha-Rowe et al., 2003;
Altucci et al., 2007).

O 4acido retinoico ndo atua em corticotrofos normais onde o
COUP-TF1 (chicken ovoalbumin ipstriannomoter transcription factor 1),
receptor 6rfao pertencente a superfamilia dos receptores dos esteroides se
expressa e inibe vias responsivas ao acido retinodico (Kliewer et al., 1992).
Em contra partida, esta proteina nado esta expressa nos tumores
corticotroficos.

A cultura primaria de corticotrofinomas humanos com 10 nM de
acido retindico resultou em inibicdo da produgao ACTH, da proliferagao
celular e induziu a apoptose em seis de oito tumores corticotroficos
(Paez-Pereda et al., 2001). Estudo comparativo randomizado utilizando
acido retindico ou cetoconazol em cades com DC por 180 d mostrou
reducdo nas concentracées de ACTH e a-MSH (melanocyte stimulating
hormone) e reducao do volume tumoral no grupo que recebeu o acido
retindico, sugerindo que esse agente provavelmente inibe a transcrigdo
da proé-opiomelanocortina (POMC) (Castillo et al., 2006). A eficiéncia
desse agente em humanos ainda precisa ser mais bem avaliada
(Labeur et al., 2009).

O fator limitante da terapia retindica € que em concentragdes
necessarias para o tratamento de neoplasia, esse agente pode causar
teratogenicidade, toxicidade muco-cutaneo, alteracdo da fungao hepatica,

mucosite e fotossensibilidade grave (Miller et al., 1997).
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1.6.5.7 Valproato de Sédio

E um agente anticonvulsivante inibidor da recaptacdo do acido gama-
amino-butirico (GABA) hipotalédmico que possui agéo inibitéria sobre a secrecéo
de CRH (Ambrosi et al., 1990). Os relatos de supresséo da secregdo de ACTH

com doses diarias de 600 mg nao foram confirmados (Colao et al., 1997).

1.6.5.8 Agonistas do Receptor PPARy

Em 2002, o receptor hormonal nuclear PPARYy (peroxisome proliferator
activated receptor y) foi identificado nos corticotrofinomas (Heaney et al., 2002).

Trabalhos em ratos utilizando rosiglitazona mostraram redugdo do
volume tumoral e das concentragcbes de ACTH em 75% dos casos e
diminuicao da cortisolemia em todos os casos (Heaney et al., 2002).

Os estudos utilizando a rosiglitazona nas doses de 4 a 16 mg/dia em
portadores de DC ndo mostraram grande eficacia dessa droga em reduzir as
concentracdes de F urinario, ressalvando-se o fato de que foram realizados
com numero reduzido de pacientes (Ambrosi et al., 2004; Hull et al., 2005;
Giraldi et al., 2006). Com a pioglitazona os resultados também foram

desapontadores (Suri e Weiss, 2005).

1.6.5.9 Ciproeptadina

A ciproeptadina € um antagonista n&do seletivo de serotonina (5-HT) e
de histamina utilizada na DC a partir de 1975 (Krieger et al., 1975).

Ha controvérsias quanto a agcdo desses agentes na hipdfise ou através de
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inibicdo de CRH (Van Waveren Hogervorst et al.,1996). A eficacia dessa
droga nao esta comprovada na DC e seus principais efeitos colaterais sado

sedacao e ganho de peso (Sonino e Fava, 2001).

1.6.5.10 Ritanserina

Ritanserina é um antagonista especifico da 5-HT que foi utilizado em
casos isolados de DC, porém, sem efeito sustentado na maioria dos

pacientes (Sonino et al., 2000).

1.6.5.11 Antagonista do Receptor de Cortisol

Mifepristone (RU486) € um potente antagonista dos receptores de GC
e da progesterona (Baulieu et al., 1991), embora para este efeito em
progesterona sejam necessarias doses muito maiores (5 a 20 mg/kg/d)
(Johanssen e Allolio, 2007).

Exceto para reversao de sintomatologia neuropsiquiatrica grave, a
sua utilidade clinica é limitada dado o fato de n&o reduzir a
hipercortisolemia e ainda estimular o aumento das concentragdes de ACTH
(Healey et al., 1985).

O mifepristone causa hipocalemia grave atribuida ao excesso de
ativacdo do receptor mineralocorticoide, que responde a terapia com
espironolactona (Chu et al., 2001).

Assim, s6 ha referéncia a sua utilizacdo em casos especiais e

geralmente por periodo curto de tempo (Nieman et al., 1985; Chu et al., 2001).
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1.6.5.12 Agonistas dopaminérgicos

Dopamina é o neurotransmissor predominante no sistema nervoso
central (SNC) humano onde esta relacionada a diversas fun¢des: cognicao,
emogao, locomogao e regulagao do sistema endocrino (Missale et al., 1998).
A dopamina apresenta diferentes papéis em outros sistemas: modulacio da
funcao renal e cardiovascular, motilidade gastrointestinal, sintese e secrecao
hormonal (Missale et al., 1998).

A dopamina exerce suas fung¢des através dos seus receptores (DR)
que podem ser subdivididos em duas familias de acordo com suas
caracteristicas bioquimicas e farmacolégicas: D1-like (DRD1 e DRDY5) e
D2-like (DRD2, DRD3 e DRD4). Através de splicing alternativo com a
inclusdo ou a exclusdo do exon 6, o mMRNA (RNA mensageiro) do DRD2
pode formar duas isoformas (DRDZ2 longo e DRD2 curto). A sequéncia
extra do DRDZ2 longo estéa situada na regido que se liga a proteina G, o
que determina caracteristicas diferentes entre essas duas isoformas
(Giros et al., 1989).

Os diferentes receptores de dopamina apresentam distintas
distribuicées e papéis nos diversos 6rgéos e tecidos (Missale et al., 1998).

O DRD2 esta expresso nos lobos anterior e intermediario da hipofise
(Caron et al., 1978; Munemura et al., 1980) onde a dopamina exerce o
controle inibitorio sobre a secrecdo de prolactina (PRL) e MSH
(Bem-Jonathan, 1985, Stack e Surprenant, 1991).

Os agonistas dopaminérgicos sao uma importante classe de drogas

indicada para o tratamento de desordens neurologicas, disfungéo
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cardiovascular e doengas neuro-enddcrinas. Podem ser derivados do ergot
(bromocriptina, cabergolina e pergolida) ou nao (quinagolida).

Os efeitos de bromocriptina na DC permanecem controversos ja que
nao € claro se a diminuicdo das concentragbes de ACTH ocorre via CRH ou
diretamente na hipofise (Lamberts et al., 1980; Boscaro et al., 1983; Yin et
al.,, 1994). Alguns estudos sugerem que adenomas originarios do lobo
intermediario da hipofise possam responder melhor a bromocriptina
(Lamberts et al., 1980) onde ha maior concentragdo de melanotrofos que
expressam DRD2 (Caron et al., 1978).

A administracdo de bromocriptina causa queda nas concentragdes de
ACTH em 50% dos pacientes com DC, efeito que nao ocorre em longo prazo
(Lamberts et al., 1980; Boscaro et al., 1983). Em doses altas de bromocriptina
(40 mg/d) ha descricbes de melhores respostas clinicas, mas com rara
eficacia em longo prazo (Mercado-Asis et al., 1992; Morris e Grossman, 2002)
ressalvando-se os possiveis efeitos colaterais que sdo congestao nasal,
nauseas, hipotensao postural, cefaléia e alucinagoes.

Quando comparada a bromocriptina, a cabergolina apresenta maior
especificidade e afinidade a isoforma D2 do receptor de dopamina (DRD2),
além de maior duragao de agao (Colao et al., 2000). O seu uso ja esta mais
estabelecido na DC (Pivonello et al., 2004; Pivonello et al., 2009).

Pivonello et al. (2004) investigaram a expressao dos DRs e a agéo da
cabergolina em 20 corticotrofinomas. Nesse estudo, o0s pacientes
apresentaram normalizagao do hipercortisolismo em 40% dos casos e queda

de mais de 50% da cortisoluria em 60% dos casos. Ainda foi demonstrada a
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expressdao de DRD2 por RT-PCR e imunohistoquimica em 70-80% dos
tumores, sendo que, 40% dos casos expressaram DRDZ2 longo
isoladamente, 20% expressaram apenas DRDZ2 curto, 40% apresentam as
duas isoformas e 20% expressavam DRD4. Esses dados foram
posteriormente confirmados no trabalho de de Bruin et. al (2009) que
descreveram que 78% da expressao de DRDZ2 é representada pela isoforma
longa e que a expressao de DRD4 é praticamente indetectavel.

Pivonello et al. (2009) avaliaram 20 pacientes com DC que nao
apresentaram remissdo apos tratamento cirurgico e que receberam
cabergolina em doses de 1 até 7 mg/sem. Apos trés meses, 10 pacientes
apresentaram normalizagao da cortisoluria e cinco pacientes apresentaram
resposta parcial (considerada 25% de queda na cortisoluria). Entre os 15
pacientes responsivos, cinco apresentaram escape entre seis e 18 meses de
seguimento. Apos 24 meses, 40% dos pacientes (8/20) mantiveram controle
do hipercortisolismo e 20% desses apresentaram diminuicdo do volume
tumoral (Pivonello et al.,, 2009). A presenca de escapes ao longo da
utilizagcao de cabergolina é bastante reconhecida. O mecanismo responsavel
pelo desenvolvimento desses escapes nao esta definido. Down-regulation de
receptores ou ainda mecanismos de desensibilizacdo pds-receptor podem
estar envolvidos nesse processo. Independente da causa, a eficacia da
monoterapia com cabergolina em longo prazo é questionada.

Os efeitos colaterais associados a cabergolina sdo os mesmos da

bromocriptina, em menor propor¢ao, conferindo melhor tolerabilidade.
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E importante ressaltar que publicagdes recentes relataram maior risco de
valvopatias associadas ao uso crénico de agonistas dopaminérgicos derivados

do ergot (Shade et al., 2007; Zanettini et al., 2007; Steiger et al., 2009).

1.6.5.13 Analogos de Somatostatina

A somatostatina (SST) é um hormdnio secretado pelos neurdnios
hipotalamicos e € considerada uma importante reguladora da secrecéo
endodcrina. O gene que codifica a SST esta localizado no cromossomo 328
e foi identificado em 1972. Suas fungdes variam desde o aumento da
motilidade gastro-intestinal até mediacdo de resposta imune e inibicdo da
secregao hormonal (Barnett, 2003).

A partir da clivagem da molécula pro-SST sado sintetizadas duas
isoformas biologicamente ativas de SST: SST com 14 aminoacidos (aa)
(SST-14) e SST com 28 aa (SST-28) (Sevarino et al., 1987).

As SST-14 e SST-28 exercem suas atividades através de receptores
de membrana ligados as proteinas G (GPRs). Entre 1992 e 1994 foram
caracterizados cinco tipos de receptores de SST (SSTRs): SSTR1, SSTR2,
SSTR3, SSTR4 e SSTRS. Apods splicing alternativo, duas formas de SSTR2
podem ser originadas: uma longa SSTR2a e uma curta SSTR2b (Vanetti et
al., 1992). Os genes que codificam os diferentes SSTRs est&do localizados
em distintos cromossomos: SSTR1 (14q13), SSTR2 (17924), SSTR3
(22913.1), SSTR4 (20p11.2) e SSTRS (16p13.3). Esse fato sugere que os

SSTRs apresentam fungdes diferentes (Patel e Srikant, 1997; Patel, 1999).
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Os receptores de SST estdo relacionados a varios sistemas de 2°
mensageiros. Esses sistemas incluem a inibicdo da atividade da adenilato
ciclase e a atividade de canais de calcio (funcao inibitéria da SST), assim
como a estimulagcao da fosfotirosina fosfatase (PTP) ou a estimulagdo de
atividade MAPK (acao da SST na proliferagao celular) (Patel, 1999).

Os cinco subtipos de receptores ligam-se a SST14 e SST28 com alta
afinidade e afinidades distintas em relacdo a diferentes analogos da SST

(Tabela 5).

Tabela 5 - Afinidades de ligagédo (ICsp) da somatostatina e seus analogos
(octreotide e pasireotide); dopamina e seus agonistas (bromocriptina e
cabergolina) e da dopastatina quimérica BIM-23A760 Adaptado de de Bruin
et al. (2008)

Composto SS5TRI 55TR2 SSTR2 55TR4 SSTR5 DRD2 curto DRD2 longo

Andlogos da somatostatina

Somatostatina 0,93 0,15 0.56 150 0,29
Octreotide 280 0,38 710 =1 000 6,30
Pasircotide 23 1.0 15 >100 0,16

Agonistas dopaminérgicos

Dopaminag 350 320
Bromocriptina 4.5 3.9
Caboergolina 3,53 0.41

Dopastatinas quiméricas

BIM-23A760 622 0,03 160 =1 000 42 15°

|C50: nM
'ICso para o receptor DRD?2 (isoformas longa e curta)

A hipéfise humana expressa mRNA de SSTR1, SSTR2, SSTR3 e

SSTRS5, porém nao expressa mRNA de SSTR4 (Panetta e Patel, 1995).
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Em 2005, Van der Hoek et al. caracterizaram as propriedades
funcionais diferentes entre os receptores SSTR5 e SSTR2 na regulagao de
secrecao de ACTH em corticotrofinomas. Nesse trabalho, foram avaliados os
efeitos da SST14 e diferentes analogos da SST (octreotide e pasireotide) em
cultura de células ATt20 (linhagem celular de corticotrofinomas de murinos)
pré-tratadas em meio de cultura com e sem dexametasona. Observou-se
uma inibicdo da secrecdo de ACTH dose-dependente pela SST14 e
pasireotide e a mesma nao foi afetada pela presenca de dexametasona no
meio de cultura. Por outro lado, a dexametasona causou uma diminui¢gao na
poténcia de inibicdo da secrecdo de ACTH pelo octreotide. A avaliagdo da
expressdo do mRNA dos diferentes SSTR comprovou niveis bastante
diminuidos de expressdao de SSTR2a e SSTR2b nas células pré-tratadas
com dexametasona e a manutengao dos niveis de mMRNA de SSTR5 nessas
células. Esses dados comprovam o down-regulation dos receptores SSTR2
e a resisténcia do SSTR5 frente ao hipercortisolismo (Stalla et al., 1994).

Estudos mais recentes utilizando reacdo em cadeia da polimerase via
transcriptase reversa quantitativa (QRT-PCR) confirmam que a maioria dos
corticotrofinomas expressa o SSTR5 em altos niveis quando comparado ao
SSTR2 e SSTR1 (Hofland et al., 2005; Batista et al., 2006). Esse dado
sugere que o receptor SSTR5 é alvo potencial para o controle da secregéo
de ACTH na DC.

Acredita-se que as concentragdes de GC possam modular a agao da
SST e seus analogos nas células corticotréficas hipofisarias assim como nos

somatotrofos e lactotrofos (Lamberts et al., 1989).
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Hofland et al. (2008) confirmaram que a agao da SST também sofre
alteracgdes frente ao hipercortisolismo em outros tumores nao hipofisarios
(carcinoma medular de tiredide, carcinoma de pequenas células de pulmao e
carcinoma pancreatico).

De Bruin et al., (2009), descreveram, elegantemente, o efeito do
hipercortisolismo (dexametasona) na expressdao dos SSTRs (SSTR2 e
SSTR5) em cultura de tumores da linhagem neuroendécrina (carcinoma
medular de tiréide e carcindide pancreatico). Nesse trabalho foi comprovado
que o hipercortisolismo causa down-regulation do SSTR2 e ndo do SSTR5 e
que esse efeito além de ser dose-dependente, é totalmente revertido quando
ha normocortisolismo. Os autores justificam esse achado pelo fato de serem
descritos elementos responsivos ao GC (GRE) no gene SSTR2 de murinos
enquanto que apenas Half-sites GRE sao encontrados no gene do SSTR5
(Kraus et al., 1998; Gordon et al., 1999). E ainda, que o promotor do gene de
SSRT2 esta sob controle direto dos GC e o promotor do gene de SSTR5 néo
esta (Petersenn et al., 1999; Petersenn et al., 2002).

Os analogos da somatostatina (SST) atualmente disponiveis
(octreotide e lanreotide) apresentam acao predominante no SSTR2 e tém
sido amplamente utilizados no tratamento de tumores neuroenddcrinos e
acromegalia (Tabela 5). Infelizmente, esses farmacos apresentam limitados
resultados na DC, onde existe o predominio dos receptores SSTR5
(Lamberts et al., 1989; Ambrosi et al., 1990; Invitti et al., 1990; Stalla et al., 1994;
Van der Hoek et al.,, 2004; Hofland et al., 2005; Batista et al., 2006).

Estudos bem mais antigos j4 demonstravam a auséncia do efeito de
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octreotide na DC e a diminuicdo da secrecdo de ACTH em pacientes

portadores de Sindrome de Nelson (Tabela 6).

Tabela 6 - Octreotide e seus efeitos diferentes na secregcdo de ACTH em
pacientes portadores de doenca de Cushing e Sindrome de Nelson
Adaptado de Hofland et al. (2005)

Referéncia N° de pacientes Dose de Octreotide Efeito no ACTH
Doenga de Cushing
Lormperts 3 100 pg/d Sem efeito
Angsi 2 100 pg/d Sem efeito
?:gll: 5 200 pg/d Sem efeito

Sindrome de Nelson

Lamberts

1086 1 100 pg 3x/d Diminuigao
Petrini 1 100 pg 3x/d Diminulgso
1994

Kelestimur s
1996 1 100 pg/d Diminuigdo em 46%

Pasireotide (SOM230) é um novo analogo da SST considerado
multiligante aos diferentes SSTRs com alta afinidade a pelo menos quatro
dos cinco SSTRs (SSTR1, SSTR2, SSTR3 e SSTR5) e com uma afinidade
pelo SSTR5 40 vezes maior que o octreotide (Tabela 5) (Bruns et al., 2002;
Schmid and Schoeffter, 2004; Van der Hoek et al., 2005). O pasireotide
efetivamente inibiu a secregdo de ACTH in vivo e in vitro, sugerindo seu
potencial para o tratamento da DC (Hofland et al., 2005; Silva et al., 2005;

Schmid, 2008).
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Em um estudo que avaliou a eficacia em curto prazo de pasireotide em
29 pacientes portadores de DC recém diagnosticada, persistente ou recorrente,
foi demonstrado que em 76% dos casos houve redugao das concentragdes de
F urinario e que 17% dos pacientes apresentaram normalizagdo desse exame
apos 15 d de pasireotide 600 ug 2x/d (Boscaro et al., 2009). Estudos avaliando

sua utilizagdo em longo prazo ainda estdo sendo realizados.

1.6.5.14 Associagao entre Analogos da Somatostatina e Agonistas

Dopaminérgicos

A fungdo da maioria das células do corpo humano é regulada por
receptores localizados na membrana plasmatica. Grande parte desses
receptores pertence a superfamilia dos receptores acoplados as proteinas G
(GPRs) (Vaughan, 1998) (Figura 1).

Todos os GPRs apresentam uma estrutura terciaria comum que consiste
em sete dominios transmembranicos, uma por¢cao N-terminal extracelular e
uma porcao C-terminal intracitoplasmatica. Todos eles apresentam trés alcas
extracelulares e trés algas intracelulares (Vaughan, 1998). Os GPRs interagem
com proteinas G que entao interagem com diferentes sistemas efetores.

Os GPRs existem como monémeros ou podem interagir entre si
formando homomeros (proteinas idénticas), heterbmeros (proteinas nao-
idénticas), dimeros (dois mondmeros), oligbmeros (multiplos monémeros).
E assim, esses GPRs podem apresentar-se como mondmeros, homo ou

heterodimeros e como homo ou hetero-oligdmeros (Devi, 2001).
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Figura 1 - Receptor acoplado a Proteina G. Tanto a somatostatina quanto a
dopamina apresentam receptores acoplados a Proteina G que podem sofrer
dimerizagcdo. Adaptado de Maggio et al. (2005)

Em 2000, Rochevile et al. descreveram a formacado de hetero-
oligbmeros entre receptores DRD2 e SSTRS em neurbnios. Em 2007,
Baragli et al. demonstraram a hetero-oligomerizagdo entre os receptores
DRD2 e SSTR2 em cultura de células neuronais de ratos.

Os receptores de dopamina e de SST apresentam 30% de identidade
(Rochevile et al., 2000) e a interagcdo entre eles (hetero-oligomerizagao) é
capaz de formar um complexo efetor relacionado a proteina G caracterizado
por apresentar uma maior atividade funcional.

Recentemente, de Bruin et al. (2009) demonstraram a coexpressao de
receptores de SST e de dopamina em corticotrofinomas. Dos 30 tumores

avaliados qRT-PCR, 60%, coexpressavam DRD2 e SSTRS, 23% apenas
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expressaram DRD2 e nado SSTR5, 17% nao expressaram nenhum dos
receptores e a expressao dos demais receptores de SST (SSTR1- 4) e
DRD4 foi baixa a indetectavel.

Esse importante dado associado aos relatos de formacdo de
complexos SSTR5-DRD2 e SSTR2-DRD2 com maior atividade funcional
ressaltam que a associagdo de drogas parece ser promissora no tratamento
medicamentoso da DC.

A terapia combinada pode ser administrada pela utilizagdo das duas
drogas isoladamente ou por meio de compostos quiméricos entre SST e
dopamina (Jaquet et al., 2005; Saveanu et al., 2006). Na Tabela 5 podemos
analisar as diferentes afinidades dos diversos analogos da SST, agonistas

dopaminérgicos e de uma molécula quimérica.
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O presente estudo teve como obijetivos:

1. Verificar o efeito do tratamento com octreotide, com cabergolina e
da associacdo de ambos nas concentragdes de cortisol urinario e ACTH
plasmatico em pacientes com doencga de Cushing.

2. Correlacionar a resposta laboratorial a esses agonistas com a
expressao tumoral dos receptores de somatostatina dos subtipos 2 (SSTR2)
e 5 (SSTR)5) e do receptor de dopamina do subtipo D2 (DRD?2).

3. Correlacionar a expressao do RNA mensageiro dos receptores de
somatostatina dos subtipos 2 (SSTR2) e 5 (SSTR5) e do receptor de
dopamina do subtipo D2 (DRD2) com as suas respectivas proteinas por
meio do estudo de imunohistoquimica.

4. Avaliar se o0 uso das drogas octreotide e/ou cabergolina pode
induzir a alguma alteragao na expressao do RNA mensageiro dos receptores
de somatostatina dos subtipos 2 (SSTR2) e 5 (SSTR5) e do receptor de

dopamina do subtipo D2 (DRD2).
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3.1 Aspectos Eticos

Em concordancia com as diretrizes médicas internacionais para
pesquisa com seres humanos, este projeto foi aprovado pela Comissao de
Pesquisa e Pds-graduagao do Departamento de Clinica Médica da FMUSP e
pela Comissdo de Etica para a Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq)
do HC-FMUSP (Anexo B). Todos os pacientes ou seus representantes legais
foram devidamente informados e assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (Anexo A).

3.2 Pacientes e Amostras

Entre janeiro de 2005 e junho de 2009, foram avaliados 33 pacientes
com DC, com mediana de idade de 31,5 anos (21 a 53 anos), sendo 29 do
sexo feminino e 4 do sexo masculino. Os pacientes foram provenientes
principalmente da Unidade de WNeuroendocrinologia da Disciplina de
Endocrinologia e Metabologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HC-FMUSP) e da Unidade de

Neuroendocrinologia da Divisdo de Neurocirurgia do HC-FMUSP.
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DC foi diagnosticada baseando-se na presenga de sinais e sintomas
de hipercortisolismo associado ao quadro hormonal sugestivo de DC. O
mesmo foi estabelecido pela dosagem do F urinario (média aritmética de trés
amostras), perda do ritmo circadiano de secrecao do F (dosagem do F sérico
e salivar entre 23-24h) e auséncia de supressdo do F apés 1 mg de
dexametasona. No diagndstico diferencial da SC ACTH-dependente foram
realizados: dosagem do ACTH plasmatico, RM da regidao hipofisaria,
tomografia axial computadorizada de abdome, de térax e da regiao cervical,
além dos testes da desmopressina e hCRH.

Nos casos duvidosos ou negativos para tumor hipofisario no exame de
RM, foi indicado o CBSSPI, sendo definido como gradiente centro-periferia a
relacdo das concentragbes plasmaticas de ACTH > 2 no basal e > 3 pés-
estimulo (DDAVP e/ou CRH) e a lateralizacdo definida quando o gradiente
interseios petrosos inferiores de ACTH foi > 1,4 (Oldfield et al., 1985).

Todos os pacientes avaliados tiveram o diagnostico etioldégico
confirmado. O critério utilizado para a confirmagcdo do diagndstico foi o
achado histopatolégico de tumor (adenoma  hipofisario) com
imunohistoquimica positiva para ACTH na cirurgia atual ou em cirurgia
prévia ou com exame histopatolégico evidenciando hipéfise normal, mas
com remissdo clinica e laboratorial apds a cirurgia hipofisaria. Todos os
tumores hipofisarios foram analisados pelo mesmo patologista, Prof. Dr.
Sérgio Rosenberg, do Servigo de Anatomia Patolégica do HC-FMUSP.

Todos os pacientes (n=11) selecionados para o protocolo de tratamento

medicamentoso antes da cirurgia realizaram estudo ultrassonografico
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abdominal e eletrocardiograma de repouso para a avaliagdo de possivel
colecistopatia crénica calculosa e distubios de conducéao que predisponham
ao desenvolvimento de bradiarritmias. Pacientes portadores dessas
condigdes clinicas foram excluidos do protocolo.

Foram incluidos pacientes portadores de DC recém diagnosticada,
portanto sem tratamento especifico prévio para o controle do
hipercortisolismo (foram mantidos os medicamentos relacionados as
comorbidades e complicagdes da doenga). Uma unica paciente incluida no
grupo tratado (BOM) apresentava recidiva tumoral apds quatro anos da
cirurgia onde foi encontrado adenoma hipofisario produtor de ACTH.

Nao foram incluidos pacientes portadores de contra-indicagdes ao
uso das medicagdes cabergolina e octreotide ou de condi¢cbes nas quais a
seguranga de uso desses medicamentos ainda nao esteja esclarecida.
Assim, foram excluidos: mulheres gestantes ou que estivessem em
periodo de aleitamento, criangas, portadores de hipersensibilidade a esses
medicamentos ou a qualquer alcaléide do ergot, de insuficiéncia hepatica
grave (Child-Pugh > 10) e de disturbios de conducéao cardiacos associados
a bradiarritmias (ritmos n&o sinusais, doengas do no sinusal ou do no6 atrio-
ventricular e bloqueios bifasciculares). Também foram excluidos pacientes
com quadro de hipercortisolismo grave que necessitassem de resolugao
precoce por procedimento cirurgico, ou seja, pacientes portadores de
fraqueza muscular intensa que impossibilitasse a deambulacgao;
hipertensao arterial sistémica de dificil controle (refratariedade ao uso de

trés ou mais drogas anti-hipertensivas em doses otimizadas);
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DM resistente a insulinoterapia intensiva e osteoporose grave (associada a
fraturas osteoporaticas).

Onze individuos portadores de DC, que nao receberam tratamento
medicamentoso previamente a cirurgia transesfenoidal foram selecionados
como grupo controle e tiveram parte de seus tumores também analisados do
ponto de vista molecular e imunohistoquimico.

Todos os pacientes foram submetidos a cirurgia hipofisaria
transesfenoidal pelo mesmo neurocirurgido, Dr. Valter Angelo S. Cescato,
meédico da Unidade de Neuroendocrinologia da Divisdo de Neurocirurgia do
HC-FMUSP. Durante o ato operatério, fragmentos do tumor foram coletados
em condi¢cbes estéreis em tubos de prolipropileno para congelamento,
hermeticamente fechados e acondicionados em nitrogénio liquido,
armazenados a — 80 °C para posterior analise. Outro fragmento tumoral foi
enviado para analise anatomo-patoldégica, complementada com estudo
imunohistoquimico.

Dois casos de DC (grupo tratado) foram excluidos do estudo
molecular por terem apresentado histologia de hipdfise normal. Desses
pacientes temos apenas os resultados hormonais.

Durante todo o periodo de tratamento eram realizadas ligagbes
telefébnicas semanais para o seguimento da aderéncia as drogas prescritas e
a dosagem sérica da prolactina (PRL) ao término de cada més péde indicar
0 uso correto da cabergolina.

Foram coletados também fragmentos de trés hipofises sem

evidéncias de qualquer patologia, provenientes de produtos de necropsias
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de individuos sem doenca hipofisaria que foram usados como controles, cuja
autorizagdo foi concedida pelo Servico de Verificacdo de Obitos da Cidade

de Sao Paulo (Anexo C).

3.3 Protocolo de Tratamento e Avaliagao Laboratorial

Apo6s confirmacgao diagnostica e coleta de trés amostras de F urinario,
PRL sérica e ACTH plasmatico, os pacientes iniciaram o uso de acetato de
octreotide (OCT) 100 pg, administrado através de injecao subcutanea a cada
8h durante 30 d. Apds esse periodo, foram coletadas trés amostras de F
urinario, PRLsérica e ACTH plasmatico, para avaliar o efeito dessa
medicacdo. Em seguida, iniciou-se a administracdo de cabergolina (CAB)
0,5 mg por via oral 3 vezes na semana isoladamente durante 30 d seguida
de coleta de trés amostras de F urinario, PRL sérica e ACTH plasmatico.
A seguir, foi novamente adicionado o OCT 100 ug por via subcutanea a cada
8h por mais 30 d, com nova coleta de trés amostras de F urinario, PRL
sérica e ACTH plasmatico, apds o tratamento combinado. Dessa forma,
apos trés meses de tratamento clinico, esses pacientes foram submetidos ao
procedimento cirurgico onde foi coletado material tumoral para estudo
molecular e imunohistoquimico (Figura 2). Foram descartadas amostras de
urina com suspeita de erros de coleta (volume urinario inferior aos volumes
normalmente apresentados pelo paciente em questao ou creatinina urinaria

inferior aos valores de referéncia).
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Figura 2 - Protocolo de tratamento dos pacientes

As dosagens hormonais foram realizadas no Laboratério de Horménios
(LIM-42) do Laboratério Central do HC-FMUSP. O cortisol urinario foi
mensurado por fluoroimunoensaio (Wallac AutoDELFIA) sem extragdo prévia
(Cortisol urinario total com valor de referéncia (VR): 30 a 300 ug/24h) com
coeficiente de variagao interensaio de 4,30 a 8,89%. O ACTH foi mensurado
por método imunoradiométrico (CIS bio International, Gif/Yvette, Franca), com
coeficientes de variagao intra e interensaios < 14 % e < 20 %, respectivamente
e sensilibidade de 5,07 pg/mL (VR: até 80 pg/mL). Os pacientes JOS, AMP,
VBD e MA tiveram o ACTH dosado por método imunoquimioluminométrico
(IMMULITE 2000), com sensibilidade de 5,0 pg/mL e coeficiente de variagao
interensaio de 1,00 a 3,88% (VR: até 46 pg/mL). A PRL foi dosada por método
imunofluorométrico (Wallac AutoDELFIA) com sensibilidade de 0,2 ng/mL e
coeficiente de variagao interensaio de 2,62 a 9,75% (VR em homens : 2,0 a

10,0 ng/mL e mulheres : 2,0 a 15,0 ng/mL). O peso foi aferido em gramas.
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3.4 Metodologia

3.4.1 Extragdo de RNA Total

Um pequeno fragmento do tecido tumoral (aproximadamente 50 mg)
foi pulverizado no aparelho Mikro-Dismembrator U (B. Braun Biotech
International, Melsungen, Hesse, Germany). Durante todo processo o tecido
foi mantido congelado em nitrogénio liquido, prevenindo a atividade de
enzimas que pudessem degradar o RNA. O pulverizado foi homogeneizado
em 1,0 mL de uma solugdo de fenol e isotiocianato de guanidina
denominada TRIzol® Reagent (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA).
Apds homogeneizacgao por pipetagem, a mistura foi transferida para um tubo
tipo eppendorf estéril de 1,5 mL e incubada em temperatura ambiente (TA)
por um periodo de 5 min. Concluida a incubacéao, adicionou-se 200 uL de
cloroféormio a solugdo, a qual foi, em seguida, agitada vigorosamente em
Vortex Genie® 2T (Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY, USA) por 15 s;
mais uma vez incubada em TA, agora por 3 min. Em seguida, a mistura foi
submetida a centrifugacdo durante 15 min a 12 000 rotagdes por minuto
(rpm) a 4°C em centrifuga refrigerada Eppendorf 56804R (Eppendorf AG,
Hamburg, Alemanha), com a separagao de trés fases. O RNA total presente
na fase superior (sobrenadante) foi transferido para um novo tubo estéril de
1,5 mL e submetido a precipitagdo com 500 pL de alcool isopropilico com 10
min de incubacado em gelo e posterior centrifugacdo a 12 000 rpm por 10 min

a 4°C. O sobrenadante foi removido e ao botdo de RNA resultante foi
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acrescido 1,0 mL de etanol 75% para lavagem. Depois da homogeneizagao
em Vortex Genie® 2T (Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY, USA) e
centrifugacédo a 7 500 rpm, por 5min a 4°C, o botdo de RNA foi solubilizado
em agua livre de RNAses (agua milli-Q estéril).

A concentragdo de RNA total foi determinada em espectrofotdmetro
NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) nos
comprimentos de onda 260 nanémetros (nm). O grau de pureza também foi
avaliado pela relagao 260/280 nm, que deve ser superior a 1,8 para acidos
nucléicos. Pequena quantidade deste RNA (500 ng) foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1,2 % corado com brometo de etidio (EtBr)
(3,0 pug/mL) para verificar a integridade do material pela presenca das
bandas de RNA ribossomais 28 S e 18 S, apds exposi¢ao a luz ultravioleta
(UV). O RNA ficou armazenado a — 80°C até posterior utilizag&o.

A maioria dos tumores avaliados eram microadenomas e o0s
fragmentos submetidos a extragc&o resultaram, em alguns casos, em baixas
concentragbes de RNA. Nesses casos, a avaliagcdo do RNA foi realizada
com o equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) que permite a utilizacdo de apenas 1,0 uL para avaliagdo tanto da
qualidade quanto da quantidade do RNA. Foi realizada eletroforese capilar
das amostras extraidas com utilizagdo do RNA 6000 Nano Kit, cuja faixa de
avaliagdo abrange um valor de 5,0 ng/uL a 500 ng/uL. O numero de
integridade do RNA (RIN) foi utilizado para avaliar a qualidade do RNA

(escala 1-10, sendo 1 a menor e 10 a maior qualidade do RNA).
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3.4.2 Sintese do cDNA e RT-PCR Semiquantitativa do Gene GAPDH

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de 1,0
ug de RNA total de cada amostra pela utilizagdo da transcriptase reversa
(SuperScript™ Il Reverse Transcriptase - Invitrogen, Life Technologies) com
oligo(dt)12 (Random Primers - Invitrogen, Life Technologies), de acordo com
o protocolo do fabricante. O cDNA recém-sintetizado foi diluido em agua
milli-Q estéril para um volume final de 20 uL e armazenado a — 20°C.

A qualidade dessas amostras foi verificada pela amplificagdo com
RT-PCR semiquantitativa do gene controle interno GAPDH (gliceraldeido
trifostato desidrogenase). Somente as amostras que apresentaram
amplificacdo do gene GAPDH foram consideradas nesse trabalho
(Barber et al., 2005; Mane et al., 2008).

A PCR para a amplificacdo do gene GAPDH, previamente
padronizada, foi realizada com 1,0 uL de cDNA, 5,0 uL de tampé&o da enzima
1 X [Tris-HCI 10 mM (pH 9.0), KCI 50 mM, MgCl; 1.5 mM], 1,0 uL dNTP mix,
1,0 uL do iniciador GAPDH sense (10 pmol/uL), 1,0 uL do iniciador GAPDH
antisense (10 pmol/uL), 0,2 uL da enzima Tag DNA polimerase (GE Healthcare
Bio-Science) e 40,8 uL de agua estéril. Essa reacao foi incubada em
termociclador Master Cycler (Eppendorf AG) inicialmente a 95 °C por 2 min
(desnaturacéo inicial), seguido por 40 ciclos a 95°C por 30 s (desnaturagéo),
57°C por 1min e 30 s (annealing) e 72°C por 1 min e 30 s (extensdo), com

extensao final a 72°C por 5 min. O produto de PCR resultante apresentou



Métodos 42

281 pares de bases (pb) e foi analisado em gel de agarose 2,0 % corado
com EtBr e visualizado em transiluminador de luz UV.

Os oligonucleotideos empregados nas reacbes realizadas nesse
estudo foram obtidos com o auxilio do programa Primer3
(frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi - Whitehead Institute for
Biomedical Research, Cambridge, Reino Unido) (Rozen e Skaletsky, 2000).
As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados, a temperatura de
annealing e o tamanho do fragmento amplificado dos genes T-PIT, PIT-1,

GAPDH, SSTR2, SSTR5 e DRD?2 estao descritos na Tabela 7.

Tabela 7 - Oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo dos genes e
suas respectivas temperaturas de annealing e tamanho do fragmento em
pares de bases

Gligonucleotideos Temperatura T;:’;I:::;"
Gene . . . Annealing em pares de
Sense (5" — 3) Antisense (5" — 3') {°C} base (pb)

SSTR2Z ATGCCAAGATGAAGACCATCAC!'  TGAACTGAT TGATGC CAT CCA! 57 170
SSTRS GAT GAA GAC CGT CAC CAACA TGT CAG GCA GAA GAC ACT GG 55 184
DRD2 CTG CAG ACC ACC ACC AACTA® TGACGT CCAGAG TGACGAAG? 58 154
GAPDH BCC AAA AGG GCT ATC ATC TC GCA GGG ATG ATG TTC TGG AG 57 281
T-AIT ACACCAACG GAC CAATCAAT AGAAGG GGG TGA AGT CACAG 58 158
PiT-1 GTG GGA GCA MAT GAAAGG AR ACGCGT TITTCT CTC TGC CT 57 194

' Oligonucleotideos capazes de reconhecer as duas isoformas de SSTR2 (SSTR2a e
SSTR2b); 2 Oligonucleotideos capazes de reconhecer as duas isoformas de DRD2 (curta e
longa)
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3.4.3 RT-PCR Semiquantitativa dos Genes PIT-1, T-PIT e GAPDH

Com o intuito de afastar possivel contaminagdo com tecido hipofisario
normal, foi realizada RT-PCR semiquantitativa para a co-amplificagéo do gene
PIT-1 (Kelberman e Dattani, 2007), gene normalmente expresso no tecido
hipofisario normal e do gene controle interno GAPDH em todas as amostras
de hipdfise normal e tumores corticotréficos (Korbonits et al., 2001).

O gene T-PIT (TBX19) por ter expressao unicamente em células
corticotroficas nos garante que o fragmento submetido a extracdo de RNA
contém estas células (Kelberman e Dattani, 2007). Por essa razao, foi
realizada RT-PCR semiquantitativa para a co-amplificacdo do gene T-PIT e
do gene controle GAPDH em todas as amostras de hipdfise normal e
tumores corticotréficos.

A reacado de co-amplificacdo foi padronizada quanto a temperatura
ideal de annealing, para garantir fragmentos amplificados de alta qualidade e
impedir a amplificagdo de produtos inespecificos. Foi padronizado também o
numero ideal de ciclos nessa co-amplificagdo para que a reagao termine na
fase exponencial de amplificagao, longe do ponto de saturacdo. A reagao foi
realizada a partir de 1,0 uL de cDNA, 5,0 uL de tampao da enzima 1 X
[Tris-HCI 20 mM (pH 8.4), KCI 50 mM], tamp&o enhancer 1 X, 2,0 mM MgCly,
1,0 ub dNTP, 1,0 uL (1,0 uM) do iniciador de cada oligonucleotideo
(GAPDH, PIT1 e TPIT) sense e antisense e 0.2 uL Taq Platinum DNA
polimerase (/nvitrogen, Life Technologies). A reagédo para os genes PIT-1 e

GAPDH ocorreram no termociclador Master Cycler (Eppendorf AG) a 95°C
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por 2 min (desnaturacao inicial), seguido de 40 ciclos a 95°C por 30 s
(desnaturacéao), 57°C por 1 min e 30 s (annealing) e 72°C por 1 min e 30 s
(extensao), com 5 min de extensao final a 72°C.

O protocolo de amplificagao para o gene T-PIT consistiu de uma pré-
desnaturagao a 95°C por 5 min, seguida de 28 ciclos a 95°C por 30 s
(desnaturacéo), com a temperatura de annealing de 59°C por 30 s e 72°C
por 30 s (extensdo), seguidos de um ciclo de extensao final a 72°C por 5
min. Os produtos da PCR contendo os fragmentos amplificados dos gene
T-PIT, PIT-1 e GAPDH foram fracionados em gel de agarose 2,0 % corado

com EtBr e visualizados em luz UV.

3.4.4 qRT-PCR dos Genes em Estudo

Em funcao da alta sensibilidade e por permitir a quantificagao seja de
transcritos raros, seja de pequenas mudangas na expressao génica, a
RT-PCR quantitativa (QRT-PCR) é a técnica de escolha para a analise da
expressdo de mRNA derivado de varias fontes. Esta técnica possibilita a
afericdo da quantidade de um produto amplificado a cada ciclo da reagdo em
cadeia da polimerase.

Esta técnica rapida e precisa permite a determinagdao direta dos
produtos amplificados durante a fase exponencial da reagdo. Esse fragmento
amplificado € marcado pelo reagente SYBR Green, que emite fluorescéncia
ao se ligar ao DNA dupla fita recém-sintetizado, e pode ser lido durante a

reacao por um detector em tempo real.
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Neste trabalho, foi utilizado o método de quantificagado relativa, uma
vez que nao é necessario saber o numero absoluto de copias de cada gene
e sim a diferenca de expressdo entre os diferentes tecidos estudados
(Giulietti et al., 2001). Esse método envolve a quantificagdo do gene de
interesse em relagdo a um gene controle, nesse caso o GAPDH.

As reacbes foram realizadas no aparelho Rotor-Gene RG-3000
(Corbett Research, Sidney, Australia) utilizando-se o produto comercial
Platinum® SYBR® Green q-PCR SuperMix-UDG kit (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA), conforme recomendado pelo fabricante, mas com

algumas modificagdes, como demonstrado a seguir:

Platinum® SYBR® Green q-PCR SuperMix-UDG 12,5uL
Iniciador Forward (10 pmol/uL) 1,0uL
Iniciador Reverse (10 pmol/uL) 1,0 uL
cDNA (100 ng/pL) 2,0 uL
Agua estéril g.s.p. 25,0 uL

Como dito anteriormente, os iniciadores usados nas reacbes de
RT-PCR e qRT-PCR foram cuidadosamente desenhados para evitar a
amplificacdo de produtos inespecificos e formacao de dimeros, uma vez que
o0 SYBR Green se liga a qualquer DNA dupla fita. Todos os oligonucleotideos
foram desenhados para exons diferentes exceto o iniciador para o gene
SSTR5 que contem apenas 1 exon. Para evitar a possibilidade de

contaminagdo com DNA genbémico, o tratamento com DNAse (/nvitrogen
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Corporation, Deoxyribonuclease | amplification grade) foi realizado a partir
de 1,0 ug de RNA total de cada amostra antes da sintese do DNA
complementar que foi utilizado durante qRT-PCR do gene SSTRS.
Conforme descrito na se¢do de Resultados, a expressédo do gene SSTRS
nao pbéde ser analisada, pois grande parte do RNA disponivel foi degradada
durante o tratamento com a DNAse.

A reagéao foi incubada e aquecida a 95°C por 5 min. Em seguida, a
reacao de amplificacdo ocorreu em 40 ciclos sob as seguintes condigdes:
desnaturagdo a 95°C por 20 s, 58°C (DRD2) ou 57°C (GAPDH) ou 57°C
(SSTR2) por 30 s para o annealing, 72°C por 30 s e 72°C por 15 s. Todas as
amostras foram analisadas em duplicata, tanto para os genes alvo quanto
para o gene controle.

ApoOs a geracdo do fragmento, o aparelho promove desnaturagao
lenta e continua entre 72°C e 99°C, gerando uma curva de melting, onde é
possivel verificar a presenca de produtos amplificados inespecificos e
dimeros de iniciadores. A reacao é considerada especifica para os produtos
da PCR quando a curva apresenta apenas um pico em uma determinada
temperatura em todas as amostras analisadas para determinado gene.
A especificidade também pode ser demonstrada apods eletroforese do
produto da reagdo da qRT-PCR em gel de agarose 2,0%, que deve
demonstrar ndo apenas a presenga de um unico produto amplificado, mas
também o tamanho do fragmento desejado para cada um dos genes

estudados e para o gene controle interno.
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A quantificagao relativa foi obtida pelos valores de limiar do ciclo
(CT - threshold cycle), que representa a fluorescéncia detectada do produto
da PCR na fase exponencial de amplificagcao (Ginzinger, 2002). O CT é um
momento da reagcdo que pode ocorrer em qualquer intervalo entre um ciclo e
outro da PCR.

O modelo matematico adotado para calcular a intensidade de
expressao relativa depende da eficiéncia de amplificacdo dos genes alvo
e controle. Nesse contexto, para a quantificagao relativa dos produtos de
amplificacado, foi efetuada a analise da eficiéncia de amplificagdao dos
genes alvos e do controles interno. Para isso, foram realizadas curvas
com diluicdes seriadas do cDNA do tecido hipofisario normal, partindo-se
de 500 ng de cDNA e fazendo-se uma diluicdo seriada de 1:10, com
até 5 pontos, para cada um dos genes estudados. Cada uma das
diluicdes foi amplificada tanto para os genes alvos quanto para o gene
controle interno.

A eficiéncia de amplificacdo foi calculada pela subtracdo entre os
valores do CT dos genes alvos e GAPDH, e esse resultado foi plotado em
um grafico contra o logaritmo da quantidade da cDNA inicialmente colocada.
Se ainclinagao da reta, ou slope =y, € menor que 0,1 (positivo ou negativo),
a eficiéncia de amplificagao entre os genes é considerada similar. Conforme
sera demonstrado na Secdo de Resultados, as analises das eficiéncias de
amplificacdo dos genes DRD2, SSTR2 e SSTR5 nao foram semelhantes a

2-AACT

do GAPDH, assim, o calculo comparativo nao pode ser utilizado (Livak

e Schmittgen, 2001). Dessa forma, optou-se pela utilizagdo do modelo
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matematico descrito por Pfaffl (2001), no qual a taxa de expressao relativa

(R) é baseada na seguinte equacao:

ACP,,(referéncia— amostra)

(Ealvo)
(EGA PD H)

R =

ACP g pp(referéncia— amostra)

Eficiéncia= -1+ (10Vslope)

O valor do ponto de cruzamento (CP — cross point) representa a
fluorescéncia do limiar da amostra na fase exponencial de amplificagao, assim
como o CT. Nessa analise também é considerado um cDNA referéncia
(hipdfise normal). Sendo que, a razado (R) descreve a expressao relativa entre
0 gene alvo e o gene controle (GAPDH). A eficiéncia de amplificacado (E) da
reagao, tanto do gene alvo como do GAPDH é dada pela curva com diluicoes
seriadas, conforme descrito anteriormente. O ACP do gene alvo, é a diferencga
entre o valor de CP do cDNA referéncia e o CP da amostra, e o ACP do
GAPDH ¢é a diferenga do CP referéncia e o CP amostra. Em seguida, é

calculada a razao entre o ACP gene alvo e ACP GAPDH.

3.4.5 Micromatriz tecidual (TMA) e Imunohistoquimica

Cortes histolégicos representativos dos tumores dos pacientes do
grupo tratado e do grupo controle, corados pela hematoxilina e eosina

foram revisados e as areas de interesse foram selecionadas nas laminas.
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As mesmas areas foram marcadas nos respectivos blocos de parafina
doadores de tecidos. Cilindros de 1,0 mm de didmetro das areas
marcadas nos blocos de parafina doadores foram transportados para um
unico bloco de parafina receptor através de um sistema mecanizado de
precisdo (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI, USA), com um intervalo de
0,3 mm entre os cilindros. Cada cilindro foi alocado numa posi¢céo do bloco
receptor definida em um sistema cartesiano de coordenadas, com o
conjunto das amostras constituindo uma micromatriz tecidual (TMA numero
T0223) com sete linhas e sete colunas. No total, o TMA construido contém
37 posicdes (35 amostras de 13 casos, com duas ou trés amostras por
caso). Duas amostras de hipéfise normal foram usadas para determinar o
posicionamento do TMA. Uma vez pronto, o bloco de TMA foi entao
cortado em secgdes histoldgicas numeradas e consecutivas de 3 pm
(Leica Instruments, Singapura). Foram considerados perdidos os cilindros
que se apresentavam fisicamente ausentes nas laminas ou aqueles cuja
representacdo nao condizia com a area originalmente marcada.
Apenas um caso foi perdido pelo TMA por perda fisica e outro perdido
por perda de representacdo. Ambos os casos foram recuperados pela
técnica convencional.

Para a realizagdo das reacdes imunohistoquimicas, uma lamina foi
utilizada para cada marcador. O método imunohistoquimico realizado foi
imunoperoxidase com recuperagao antigénica pelo calor umido ou digestao
enzimatica modificada. A técnica constitui em desparafinizagao e hidratacao

das laminas contendo os cortes histolégicos dos blocos de TMA. Foi entédo
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realizada recuperagao antigénica com tampao citrato 10 mM, pH 6,0 (para
os anticorpos anti-SSTR2, DRD2 e SSTR5) em panela de pressao por
40 min em ebulic&o.

Apos as lavagens em PBS pH 7,4, seguiu-se etapa de bloqueio de
peroxidase endogena com peroxido de hidrogénio 20V, 1:1 em solugao de
metanol, repetida 3 vezes por 10 min em TA. Apds lavagens em PBS pH 7 4,
realizou-se bloqueio inespecifico de carga com CASBlock ™ (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) por 10 min a 37°C. Depois da retirada do excesso, cada
lamina foi incubada por 30 min a 37°C, seguida por incubagcao overnight a
4 °C, com um dos anticorpos primarios, em titulo definido previamente no

laboratério com controles positivos (Tabela 8).

Tabela 8 - Anticorpos utilizados para analise imunohistoquimica

Anticorpo Clone Fornecedor Titulo Compartimento celular

relevante
Anti- SSTR21 monoclonal Biotrend 1:25 membrana e citoplasma
. Santa Cruz . .
Antl- SSTRS policlonal Blothecnology 1:100 citoplasma
Anti-DRD2? policlonal Millipore 1:25 citoplasma

' Anticorpo capaz de reconhecer as duas isoformas de SSTR2 (SSTR2a e SSTR2b);
2 Anticorpo capaz de reconhecer as duas isoformas de DRD2 (curta e longa)

Em cada cilindro de amostras tumorais, foram avaliados os
compartimentos celulares relevantes para cada anticorpo, utilizando-se
escalas semiquantitativas e faixas percentuais descritas na Tabela 9.
Quando um caso apresentou valores diferentes entre os cilindros, foi

escolhido o maior valor para representar o caso.
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Devido a escassez de material proveniente dos tumores
corticotroficos, em outros 14 casos o estudo imunohistoquimico foi realizado
de maneira convencional, através de cortes histologicos tirados diretamente
dos blocos de parafina originais.

Todas as analises foram realizadas por dois observadores (sendo um
deles patologista), de forma consensual e sem acesso aos dados clinicos e

laboratoriais dos pacientes.

Tabela 9 - Escala para avaliagdo semiquantitativa da imunorreatividade

Classificagio Descricao
0 Auséncia de imunorreatividade para determinado antigeno
1+ 0 a 10% das células neoplasicas imunorreativas para determinado antigeno
2+ 11 a 25% das celulas neoplasicas imunorreativas para delerminado antigeno
3+ 26 a 50% das células neoplasicas imunorreativas para determinado antigeno
4+ 51 a 100% das células neoplasicas imunorreativas para determinado antigeno

O receptor DRD2 ¢é altamente expresso no tecido hipofisario normal
de humanos e por essa razdao o controle foi hipofise humana
(Stefaneanu et al., 2001).

Os receptores de SST sao altamente expressos no tecido pancreatico
e por essa razao o controle para as reagdes dos receptores SSTR2 e
SSTR5 foi pancreas humano. O anticorpo para o receptor SSTR2 também
foi testado em um somatotrofinoma que sabidamente apresentava uma

elevada expressao do mRNA desse receptor.
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3.5 Analise Estatistica

Os dados dos valores de F urinario ndo apresentaram distribuicdo
normal em nenhuma das condigbes (Basal, apés 30 d de OCT, apds 30 d de
CAB e ap6s 30 d de associagao das duas medicagdes). Por esse motivo, os
dados foram descritos em mediana e intervalos inter-quartilicos.

Foi calculada a variacdo média das trés amostras de F urinario
durante cada uma das quatro fases do protocolo para cada paciente e
calculado o desvio-padrao meédio.

As comparagdes entre os dados hormonais (ACTH plasmatico,
F urinario e PRL sérica) dos trés grupos em uso de medicacdes (ap6s 30 d
de OCT, ap6s 30 d de CAB e apos 30 d de associagdo das duas
medicacdes) e o grupo basal foram feitas pelo Teste de Postos com Sinais
de Wilcoxon.

Foi calculada a correlagdo de Spearman (Conover, 1980) entre o F
urinario e o ACTH plasmatico para avaliar se existe relagdo entre eles
durante as diferentes fases do tratamento.

A comparacéao entre o peso inicial (inicio do protocolo) e o peso final
(apés um més de associacado das drogas) foi realizada pelo teste t-student
pareado (Kirkwood e Sterne, 2006).

Também foi calculada a correlagcdo de Spearman (Conover, 1980)
entre a variacdo de peso (peso em gramas no inicio do protocolo e ao
término de um més de associacao das drogas) e as variagdes de F urinario e

ACTH plasmatico.
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As comparagbes entre as expressbes do mRNA dos receptores
SSTR2 e DRD2 no grupo de pacientes tratados em relagdo ao grupo de
pacientes controles foram feitas pelo Teste de Postos com Sinais de
Wilcoxon. Foi calculada a correlagdo de Spearman entre a expressao
desses receptores pelo método de gRT-PCR e imunohistoquimica
(Conover, 1980).

Os dados foram compilados em planilhas de calculos e analisados
utilizando-se o programa JMP versao 5.1.1 (SAS Institute Inc, Cary, NC,

USA). Foram considerados significantes valores de P < 0,05.



4 RESULTADOS
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41 Resposta Hormonal e Clinica ao Protocolo de Tratamento

O grupo controle era formado por 11 pacientes (10 do sexo feminino e
1 do sexo masculino) com idades que variaram entre 21 e 43 anos (mediana
de 30 anos). Esses pacientes representavam casos novos de DC que nao
receberam tratamento previamente a cirurgia transesfenoidal e, portanto

mantinham-se em hipercortisolismo (Tabela 10).

Tabela 10 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes do grupo
controle

PACIENTE SEXO IDADE 1%REC & Pré

N cirurgia
1 APS F 27 1° 2.880
2 MARO F 43 1° 752
3 IF F 38 1° 1.092
4 ISF F 27 1° 783
5 EEFA F 36 1° 984
8 AMAS M 25 1° 5.874
I4 FSF F 21 1° 804
8 CLCN F 42 1° 650
9 LMGA F 41 1° 510
10 CMR F 30 1° 902
11 ACB F 28 1° 429

1°: tratamento primério; REC: tratamento da recidiva;
F: cortisol urinario antes da cirurgia

(VN: 30-300 pg/24h, fluoroimunoensaio, ndo extraido);
M: sexo masculino; F: sexo feminino; idade em anos
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O grupo tratado era também formado por 11 pacientes (2 do sexo
masculino e 9 do sexo feminino), com idades que variaram entre 22 e 53 anos
(mediana de 29 anos). Apenas uma paciente apresentava recidiva de DC,
sendo que a primeira cirurgia confirmou o achado de adenoma hipofisario
produtor de ACTH. Todos os outros pacientes eram recém-diagnosticados.
Dois pacientes (BOM e VVC) apresentaram hipofise normal na avaliagéo
anatomo-patolégica, ndo podendo ser realizado estudo molecular ou
imunohistoquimico desses tumores. O diagnéstico de DC foi confirmado, pois
ambos apresentaram remissao do hipercortisolismo apds a cirurgia.

A Tabela 11 descreve as caracteristicas clinicas e o achado cirurgico
dos pacientes que participaram do protocolo de tratamento previamente a

cirurgia transesfenoidal.

Tabela 11 - Caracteristicas clinicas e achados cirurgicos dos pacientes que
receberam o protocolo de tratamento previamente a cirurgia transesfenoidal
(grupo tratado)

N PACIENTE SEXO IDADE 1% REC HISTOLOGIA

1 W(C M 38 1° Hipéfise normal

2 BOM F 23 REC Hipéfise normal

2 RHLP F 22 1 ACTH positive > 50%

4 LB F 29 1° ACTH positivo > 60%

& PRM F 22 1° ACTH positivo > 60%

8 FMD F 25 1° AGTH positive > 50%

7 MZCS F 63 1° ACTH positivo > 60%

8 JOS F 25 1° AGTH positive > 50%

g AMP F #H 1° AGTH positive > 50%
10 VBD F 33 1 ACTH positivo > 50%
11 MA M 34 1 ACTH positivo> 50%

1°: tratamento primario; REC: tratamento da recidiva; M: sexo masculino; F: sexo feminino;
idade em anos
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A Tabela 12 descreve a evolugdo hormonal (F urinario) dos pacientes

do grupo tratado nos diferentes momentos do protocolo.

Tabela 12 - Evolugdo hormonal (cortisol urinario) dos pacientes nas
diferentes etapas do tratamento (basal, apés 30 dias de octreotide
isoladamente, apos 30 dias de cabergolina isoladamente e apds 30 dias da
associagao entre octreotide e cabergolina)

N PACIENTEG A oot  %OCT  cog  %CAB oerlcap oAB
1 WC 1918 1306  -27.3% 1648  -103% 831 51.5%
2 BOM 587 458 -23.2% 42 -814% 408 ~I.7%
3 RHLP 534 470 12.0% 384  -281% 294 -44.9%
4 LB 437 607 38.8% 280 =33.7% 534 221%
5 PRM 1488 1748  47.2% 1736  166% 1220  -174%
6 FMD 1.322 o687 - 26.8% 851 =35.6% 73 =44, 7%
7 MZCS 830 802 -3.3% 675  -13.7% 497 -40.1%
$ Jos 443 262 -40.9% 401 9.6% 418 -5.6%
® AMP 678 384  -434% 408 -40.0% 451 -33.0%
10 VBD 481 332 -30.9% 420 126% 500 3.9%
o MA 534 669 25.2% 547 2.0% 586 10.0%

F basal: média das trés amostras de cortisol urinario antes do tratamento. F Octreotide:
média das trés amostras de cortisol urinario apés 30 dias de octreotide isoladamente. %
OCT: porcentagem de queda ou aumento dos valores de cortisol urinario apos 30 dias de
octreotide isoladamente em relagao ao valor basal. F Cabergolina: média das trés amostras
de cortisol urinario apés 30 dias de cabergolina isoladamente em relagdo ao valor basal. %
CAB: porcentagem de queda ou aumento dos valores de cortisol urinario apés 30 dias de
cabergolina isoladamente. F Octreotide e Cabergolina: média das trés amostras de cortisol
urinario apos 30 dias de octreotide associado a cabergolina. % OCT + CAB: porcentagem
de queda ou aumento dos valores de cortisol urinario apds 30 dias de octreotide associado
a cabergolina em relagdo ao valor basal. (Cortisol urinario - VN: 30-300 pg/24h,
fluoroimunoensaio, néo extraido)
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A Figura 3 ilustra a evolugdo hormonal (F urinario) dos pacientes nos
diferentes momentos do tratamento (basal, apés 30 d de OCT isoladamente,

apos 30 d de CAB isoladamente e apds 30 d da associagao entre OCT e CAB).

2100 1

0
=, 1800 -
g B Basal
< 1500 ]
§ L O Octreotide
2 1200 -
~§ OCabergolina
% 900 T n
5 . OOctreotide e
X! 600 - Cabergolina
S 300 -

O Ei SRS 1 | |

VVC BOMRHLP LB PRM FMDMZCS JOS AMP VBD MA

Pacientes

Figura 3 - Evolugdo hormonal (cortisol urinario) dos pacientes nos diferentes
momentos do tratamento (basal, apds 30 dias de octreotide isoladamente, apos
30 dias de cabergolina isoladamente e ap6s 30 dias da associagcado entre
octreotide e cabergolina)

A variagdo média das trés amostras de F urinario e o desvio padrao
medio em cada um dos quatro momentos do protocolo foram calculados
para que fosse excluida a possibilidade de a resposta observada ter sido
fruto da variagdo da secrecdo de F que normalmente ocorre nos
pacientes portadores de SC. Essa avaliagdo confirmou que o desvio-
padrdo em cada fase do tratamento foi menor que a redugdo média

observada nos valores de F urinario ao término de cada fase do tratamento.
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Logo, pbde-se atribuir ao tratamento proposto a redugdo ocorrida na

secrecao de F urinario (Tabela 13).

Tabela 13 - Descricdo da variacdo média das trés medidas de cortisol
urinario em cada momento do protocolo

Momento Desvio Padrio Médio 1 Redugéio Médiade F2
Basal 176,98 NA
Octreotide 90,69 106.7
GCabergolina 83,06 1448
Qetreotide ¢ cabergolina 74,15 2442

' Média entre os desvios-padrdo da secregao de cortisol urinario de cada um dos 11
pacientes em cada momento do protocolo de tratamento; 2 média de redugéo observada nos
valores de cortisol urinario em cada um dos momentos do protocolo de tratamento em
relagdo ao basal; NA: n&o aplicavel

Os valores basais de F urinario variaram de 437 a 1.918 ug/24h, com
mediana de 597 ug/24h. Apés a administragao de OCT por 30 d, os valores
de F urinario variaram de 262 a 1.745 ug/24h, com mediana de 607 ug/24h.
Nao houve queda estatisticamente significante nos valores de F urinario com
o uso isolado de OCT (P=0,087).

Com a CAB administrada por 30 d, os valores de F urinario variaram
de 290 a 1.736 pg/24h, com mediana de 420 ug/24h. A resposta ao uso
isolado de CAB nos valores de F urinario foi considerada estatisticamente
significante (P=0,016).

Com a associagao das duas medicagdes por 30 d, os valores de F
urinario variaram de 294 a 1.229 pg/24h, com mediana de 500 pg/24h.
A resposta do F urinario ao uso da associagao das medicacdes OCT e CAB

apresentou significancia estatistica em relacdo ao basal (P = 0,012).
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A reducdo do F urinario com a associagao das drogas nao foi maior que
aquela observada com o uso isolado da CAB.

As medidas do ACTH plasmatico foram corrigidas pelo valor maximo
da normalidade para cada um dos dois métodos utilizados para dosagem do
ACTH, visto que os pacientes VVC, BOM, RHLP, LB PRM, FMD e MZCS
tiveram as dosagens de ACTH pelo método imunorradiométrico e os
pacientes JOS, AMP, VBD e MA tiveram suas dosagens pelo método

imunoquimioluminométrico (Tabela 14).

Tabela 14 - Evolucdo hormonal (ACTH) dos pacientes nos diferentes
momentos do tratamento (basal, apds 30 dias de octreotide isoladamente,
ap6s 30 dias de cabergolina isoladamente e apos 30 dias da associagéo
entre octreotide e cabergolina)

N PACIENTE ACTH ACTH % ACTH ACTH % ACTH ACTH % ACTH

BASAL ocT acT CAB CAB OCT+CAB OCT+CAB
1 we! 139 194 39,2% 231 65,8% 298 113,9%
2 BOM' 114 g5 -16,4% 83,5 -26,5% 12¢ 14,1%
3 RHLM 70 €8 -2,%% 79 12,5% 98 40,0%
4 LB! 53 70 30,8% 58 8,4% 47 -12,1%
5 PRM' 132 157 18.2% 1356 2,5% o1 -30.9%
6 FMD* &o 68 =15,0% 120 50.0% 79 =1,3%
T  MZCS' 94 85 -31,2% a3 -12,2% 74 -21,7%
8 JOSs? 139 12 -19,4% 104 -25,2% BT =37 4%
9 ANPE 106 g8 =7,3% 98 =7.3% 96 21%
10 VBD? 54 66 23,0% 47 -124% 49 8,7%
1 MA2 72 82 134% 69 4.6% 87 20,3%

% ACTH OCT: porcentagem de queda ou aumento dos valores de ACTH apds 30 dias de
octreotide isoladamente em relacdo ao valor basal. % ACTH CAB: porcentagem de queda
ou aumento dos valores de ACTH apés 30 dias de cabergolina isoladamente em relagao ao
valor basal. % ACTH OCT + CAB: porcentagem de queda ou aumento dos valores de ACTH
apos 30 dias de octreotide associado a cabergolina em relagdo ao valor basal. (* pacientes
cujas dosagens de ACTH foram realizadas pelo método imunorradiométrico, VN: < 80
pg/mL; 2 pacientes cujas dosagens de ACTH foram realizadas pelo método
imunoquimioluminomeétrico, VN: < 46 pg/mL)
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Nao houve respostas estisticamente significantes nos valores de
ACTH plasmatico obtidos ao término de cada etapa do protocolo (ap6s 30 d
de OCT, apdés 30 d de CAB e apdés 30 d de associacdo das duas
medicacbes) em relagdo aos valores basais (P = 0,949, P = 0,979 e
P = 0,913, respectivamente).

Nao houve correlacado entre os valores de F urinario e os valores de
ACTH plasmatico antes e durante as diferentes etapas do protocolo de
tratamento (P = 0,549).

Como esperado, ndo houve queda estatisticamente significante nos
valores da PRL sérica com o uso isolado de OCT (P = 0,289), mas sim, com
o uso isolado de CAB (P < 0,05) e o uso dessa medicagdo em associagao
ao OCT (P < 0,05). Esse dado foi utilizado apenas para assegurar a
aderéncia ao uso da CAB.

O peso médio dos pacientes diminuiu de forma estatisticamente
significante com o protocolo de tratamento (P = 0,009), sendo que a redugao
média observada foi de 5.210 g. A perda de peso n&o se correlacionou nem
com a resposta do F urinario nem com a resposta do ACTH plasmatico

(Tabela 15).
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Tabela 15 - Evolugao do peso dos pacientes no momento basal e ao término
do protocolo de tratamento

Variacéo de Peso Variacédo de Peso

Paciente Peso Basal Peso Final (9) (%)
VvC 71100 69 700 -1 400 -1.97%
BOM 87 000 76 000 -11000 -12,64%
RHLP 84 000 71000 -13000 -15.48%

LB 81000 76 800 -4 200 -5,19%
PRM 128 000 121 500 -6 500 -5,08%
FMD 101 700 88 500 -3 200 -3,15%

MZCS 108 700 85 800 -12800 -11,87%
JOS 87 900 83100 -4 800 -5,46%
AMP 62 300 60300 -2 500 -3,98%
VBD 92 800 97 000 4205 4.53%
MA 132C00 130000 -2000 -1.52%

Peso basal: peso aferido em gramas no inicio do protocolo. Peso final: peso aferido em
gramas ao término do protocolo

Todos os pacientes apresentaram queixa de aumento do ritmo
intestinal com o uso de OCT que se manteve durante todo o periodo de uso
dessa droga. Nao houve efeitos adversos graves durante o protocolo de
tratamento. Trés pacientes (BOM, JOS e VBD) voltaram a apresentar ciclos
menstruais regulares apoés o inicio do tratamento com OCT (24 dias, 27 dias
e 28 dias, respectivamente). As mesmas apresentavam-se em amenorréia
por 14, 13 e 13 meses, respectivamente.

A paciente MZCS que apresentou o diagnostico de coronariopatia
durante a avaliagao pré-operatéria manteve-se em uso da associagao das

medicagdes propostas por mais seis meses até a resolucdo do quadro para
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posterior tratamento cirurgico da DC. Nesse periodo, foi observada uma
melhora importante dos quadros de DM e hipertensdo arterial sistémica,
inclusive com a reducido das doses de anti-hipertensivos e insulinoterapia.
Essa paciente apresentava as trés ultimas medidas de F urinario dentro da

normalidade (294 ug/24h, 288 pg/24h e 292 ug/24h).

4.2 Analise Molecular

Quinhentos nanograma do RNA extraido das hipdéfises normais e
tumorais foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,2 % para
verificagdo da integridade do material pela presenga das bandas de RNA

ribossomais 28 S e 18 S (Figura 4).

Tecidos normais

LB PRM ISF
-
| 18S

Tumores corticotroficos

+—18S

Figura 4 - Gel representativo da integridade do RNA total de trés amostras de
hipofise normal (HN6, HN7 e HN9) e trés amostras de tumor corticotréfico (LB,
PRM e ISF), em gel de agarose 1,2 % corado com brometo de etideo. As setas
indicam as subunidades 28S e 18S dos RNAs ribossomais. Tu, tumor; HN,
hipofise normal; CN, controle negativo; pb, pares de bases
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Naqueles casos que apresentaram uma quantidade muito pequena de
RNA, realizamos a avaliagao através do equipamento Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), que permite a utilizagcdo de
apenas 1,0 uL para analise tanto da qualidade quanto da quantidade do
RNA. Foi realizada eletroforese capilar das amostras extraidas com
utilizacdo do RNA 6000 Nano Kit, cuja faixa de avaliagdo abrange um valor
de 5,0 ng/uL a 500 ng/uL. O numero de integridade do RNA (RIN) foi
utilizado para avaliar a qualidade do RNA (escala 1-10, sendo 1 a menor e

10 a maior qualidade do RNA) (Figura 5).
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Figura 5 - Exemplos da avaliagdo da qualidade e integridade do RNA de
alguns tumores corticotroficos através do Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA). As setas indicam as subunidades 28S e
18S dos RNAs ribossomais. RIN, numero de integridade do RNA
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O produto da PCR contendo os fragmentos amplificados dos genes
T-PIT, PIT-1 e GAPDH foram fracionados em gel de agarose 2,0 % com

brometo de etideo e visualizados em luz UV (Figuras 6, 7 e 8 respectivamente).

RHLP EEFA GCV MSR CL MARO PRM |F

T-PIT
(158 pb)

Figura 6 - Amplificagdo do gene T-PIT por RT-PCR semiquantitativa em
amostras de tecidos tumorais corticotréficos, visualizados em gel de agarose
20 % corado com brometo de etideo. Pacientes GCV e MSR néo
apresentaram amplificacdo do gene T-PIT e foram excluidos da analise
molecular. pb, pares de bases

PIT-1
(194 pb)

—

Figura 7 - Amplificacdo do gene PIT-1 por RT-PCR semiquantitativa em
amostras de tecidos tumorais corticotréficos, visualizados em gel de agarose
2,0 % corado com brometo de etideo. Pacientes MSR e FML apresentaram
amplificacdo do gene PIT-1 e foram excluidos da andlise molecular. pb, pares
de bases
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hipéfises normais grupo tratado grupo controle
~ A ~ ~ N

CN

RHLP EEFA GCV AMAS ¢ MARO PRM
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(281 pb)

Figura 8 - Amplificagdo do gene GAPDH por RT-PCR semiquantitativa em
amostras de tecidos normais e de tumores corticotroficos de pacientes tratados
e do grupo controle, visualizados em gel de agarose 2,0 % corado com brometo
de etideo. pb, pares de bases

Foram excluidas desse trabalho duas amostras de tecido tumoral
(grupo tratado) que apresentaram diagnostico de hipofise normal no exame
anatomopatolégico, bem como aqueles tumores corticotréficos que
apresentaram amplificagdo para o gene PIT-1 (7 casos), apontando
contaminagdo com tecido hipofisario normal. Também foram excluidos
aqueles tumores corticotréficos que nao apresentaram amplificacdo para o
gene T-PIT (5 casos). Assim, apenas nove tumores do grupo tratado e 11 do
grupo controle foram submetidos ao estudo da expressao dos genes DRD?2,
SSTR2 e SSTRS5, conforme demonstrado na Figura 9, que representa um
fluxograma da inclusao dos pacientes com DC selecionados para o estudo

molecular e avaliagdo imunohistoquimica.
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Pacientes com doenga
de Cushing

Pacientes que receberam
protocolo de tratamento Pacientes do grupo controle
(grupotratado)
Nz 11 N=22
Pacientescom I_Datile_ztes
diagnostico de Pacientesincluidos incluidos mRNA mRNA mRNA
hipofise normalno para analise para GAPDH PIT-1 T-PIT
exame anatomo- moleculare IHC alnallsle negativos || positivos || negativos
patoldgico moleculare
N=9 HC N=4 N=7 N=5
N=2 N=11

Figura 9 - Fluxograma de inclusdo dos pacientes com doenga de Cushing para
o estudo molecular e avaliagdo pela imunohistoquimica. [IHC,
imunohistoquimica

A expressao do gene SSTR5 nao pbde ser analisada, pois grande
parte do RNA disponivel foi degradada durante o tratamento com a DNAse.

A especificidade da reacao de gRT-PCR foi evidenciada pela curva de
dissociagao, que mostrou, em todas as amostras, amplificacdo para cada um

dos genes em temperatura especifica (Figura 10).
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Figura 10 - Curvas de dissociagdo dos genes SSTR2 (painel A), DRD2 (painel
B) e GAPDH (painel C)
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A especificidade foi ainda avaliada pela inspecdo do produto da
gRT-PCR de algumas amostras, que foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose 2,0% para avaliacdo do tamanho do fragmento amplificado.
Como verificado na Figura 11, os fragmentos correspondem aos tamanhos
esperados para cada um dos genes avaliados neste estudo, ndo sendo

observada amplificagao inespecifica.

Figura 11 - Gel representativo da amplificagéo dos genes alvo SSTR2 (3 e 4) =
170 pb, e DRD2 (5 e 6) = 154 pb e do gene controle GAPDH (1 e 2) = 281 pb
em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etidio para verificar a
amplificacdo de produtos inespecificos. PM, peso molecular, pb, pares de
bases

As andlises das eficiéncias de amplificacdo dos genes DRD2 e
SSTR2 nao foram semelhantes a eficiéncia de amplificagdo do GAPDH,
assim, o calculo comparativo 22T ndo pode ser utilizado (Livak e
Schmittgen, 2001) (Figura 12) Dessa forma, optou-se pela utilizagdo do

modelo matematico descrito por Pfaffl (2001).



Resultados 70

A
T o
& e
o o
S - |
- z 2 y=0,6595x + 6,9661
o~
o 4 R= 0,821
w -
w )
& 2
< 1
[&]
d 9 L |
1 0 1 2 3
Diluigao do cDNA
B
T 12 1
E 4n'—‘-"'!'-——_ & &
g L= __‘u_-____-_
*
&) & y=-0,6286x + 11,542
a & R%= 0,7809
ox
aQ 4
) A
8 0 |
-1 0 1 2 3

Dilui¢ao do cDNA

Figura 12 - Determinagcédo da eficiéncia de amplificagéo (slope) dos genes
SSTR2 (painel A) e DRDZ2 (painel B), em relagao ao gene controle GAPDH

4.2.1 Expressao dos Genes SSTR2, SSTR5 e DRD2

A média de expressao do gene SSTR2 no grupo controle foi
1,253 + 0,154. A média de expressao do gene SSTRZ2 no grupo tratado foi
1,267 £ 0,134. A diferenga entre as expressdes nos dois grupos nao foi

estatisticamente significante (P = 0,909) (Figura 13).
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A média de expressdao do gene DRD2 no grupo controle foi
0,776 £ 0,076. A média de expressao do gene DRD2 no grupo tratado foi
1,170 = 0,158. A diferenga entre as expressdes nos dois grupos foi

estatisticamente significante (P = 0,036) (Figura 14).
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Figura 13 - Expressdo do mRNA do gene SSTR2 nas amostras dos tumores
corticotréficos no grupo controle e no grupo tratado. A diferenga entre as
expressoes nos dois grupos nao foi estatisticamente significante (P = 0,909)
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Figura 14 - Expressdo do mRNA do gene DRDZ2 nas amostras dos tumores
corticotréficos no grupo controle e no grupo tratado. A diferenga entre as
expressoes nos dois grupos foi estatisticamente significante (P = 0,036)
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Nao houve correlacdo entre a resposta ao octreotide isolado e a
expressdo do mRNA dos genes SSTR2 e DRD2 (P = 0,554 e P = 0,406,
respectivamente). Também nao houve correlagdo entre a expressdao do
MmRNA dos genes SSTR2, DRD2 e a resposta a cabergolina isolada
(P =0,134 e P = 0,605, respectivamente).

Nao houve correlacéo entre a resposta ao octreotide em associagao a
cabergolina e a expressao do mRNA dos genes SSTR2 e DRD2 (P = 0,154
e P = 0,732, respectivamente).

Nao houve correlagéo entre os valores de F urinario do grupo controle
imediatamente antes da cirurgia e a expressao do mRNA dos genes dos

receptores DRD2 e SSTR2 (P =0,519 e P = 0,501).

4.3 Imunohistoquimica

A imunorreatividade para SSTR2 foi classificada como ausente em
7/9 pacientes tratados e 8/11 pacientes do grupo controle. Foi classificada
como 1+ em 1/9 pacientes tratados e 2/11 pacientes do grupo controle.
Apenas uma paciente do grupo controle apresentou imunorreatividade 2+.
Uma paciente (AMP) do grupo tratado apresentou perda fisica do material
(Tabelas 16 e 17). A Figura 15 ilustra a imunorreatividade para o SSTR2.

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre a
imunoexpressdao do SSTR2 no grupo controle em relagdo ao grupo tratado

(P = 0,416).
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A expressdo do mRNA do gene SSTRZ2 correlacionou-se com a

expressao da proteina SSTR2 (P = 0,021). A Figura 16 ilustra essa correlagéo.

Figura 15 - Imunorreatividade para SSTR2 (400X). A, imunorreatividade do
corticotrofinoma da paciente MARO classificada como 0. B, imunorreatividade
do corticotrofinoma da paciente ACB classificada como 1+,
C, imunorreatividade de uma hipéfise normal classificada como 1+.
D, imunorreatividade de um somatotrofinoma utilizado como controle
classificada como 4+
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Figura 16 - Correlagdo entre a expressdo do mRNA do gene SSTR2 e a
expresséo da proteina SSTR2 pela técnica de imunohistoquimica (P = 0,021)
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A imunorreatividade para DRD2 foi classificada como ausente em 4/9
pacientes tratados e 6/11 pacientes do grupo controle. Foi classificada como 1+
em 2/9 pacientes tratados e 3/11 pacientes do grupo controle. Duas pacientes
(2/11) do grupo controle e duas pacientes tratadas (2/9) apresentaram
imunorreatividade 4+. Uma paciente do grupo tratado (AMP) apresentou perda
fisica do material. A expressdo do mRNA do gene DRD2 nao se correlacionou
com a expresséo da proteina DRD2 (P = 0,455) (Tabelas 16 e 17).

Nado houve diferengca estatisticamente significante entre a
imunoexpressao de DRD2 no grupo controle em relagdo ao grupo tratado
(P =0,785).

A Figura 17 ilustra a imunorreatividade para o receptor DRD2.
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Figura 17 - Imunorreatividade para DRD2 (400X). A, imunorreatividade do
corticotrofinoma da paciente IF classificada como 0. B, imunorreatividade do
corticotrofinoma da paciente CMR classificada como 1+. C, imunorreatividade
do corticotrofinoma da paciente MARO classifcada como 4+,
D, imunorreatividade de uma hipdfise normal utilizada como controle
classificada como 4+



Resultados 75

A imunorreatividade para SSTRS5 esteve presente em todos os pacientes
do estudo exceto a paciente AMP que apresentou perda fisica de material.
A imunorreatividade para SSTR5 foi classificada como 2+ em 1/9 paciente
tratada e 1/11 paciente do grupo controle. Foi classificada como 4+ em 7/9
pacientes tratados e 10/11 pacientes do grupo controle (Tabelas 16 e 17).

N&do houve diferenca estatisticamente significante entre a
imunoexpressdo dessa proteina no grupo controle em relagdo ao grupo

tratado (P = 0,816). A Figura 18 ilustra a imunorreatividade para o SSTRS.

Figura 18 - Imunorreatividade para SSTRS5 (100X). A, imunorreatividade de
uma hipofise normal utilizada como controle classificada como 1+. B,
imunorreatividade do corticotrofinoma da paciente EEFA classificada como 4+.
C, imunorreatividade do corticotrofinoma da paciente MARO classificada como
4+. D, imunorreatividade do corticotrofinoma da paciente CLCN classificada
como 4+
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Tabela 16 - Expressao das proteinas DRD2, SSTR5 e SSTR2 pela técnica

de imunohistoquimica em pacientes do grupo controle

N PACIENTE HISTOLOGIA e <oTms =
1 CLCN ACTH positiva > 50% g 4+ 0
2 LMGA ACTH positiva > 50% a 4+ 0
3 CMR ACTH positive > 50% 1+ a+ 0
4 FSF ACTH positiva > 50% 1+ 4+ 0
5 IF ACTH positiva > 50% a 4+ 0
6 EEFA ACTH positiva > 50% 1+ a+ 0
7 MARO ACTH positiva > 50% 4 4+ 0
8 ISF ACTH positivo > 50% a 4+ o+
9 APS ACTH positive > 50% g a+ 0
10 AMAS ACTH positiva> 50% g a+ 1+
1 AGE ACTH positive > 50% 4+ 24 1+

IHC: imunohistoquimica

Tabela 17 - Expressao das proteinas DRD2, SSTRS5 e SSTR2 pela técnica

de imunohistoquimica em pacientes do grupo tratado

N PACIENTE HISTOLOGIA ::I;gz Slsl-':'i 5 S\I‘.':.'II'(I:QZ
1 ATAY( 51 Hipdfise normal NA NA NA
2 BOM Hipéfise nermal NA NA NA
3 RHLF ACTH positivo > 50% 4+ 4+ 0
4 LB ACTH positivo > 50% 1+ 4+ 0
g PRM ACTH positivo > 50% 0 4+ 0
] FRMD ACTH positivo > 50% 4+ 4+ 1+
7 MZCs ACTH positivo > 50% 0 2+ 0
8 JOs ACTH positivo > 50% 0 4+ 0
g AMP ACTH positivo> 50% PF PF PF
10 VBD ACTH positivo > 50% g 4+ 0
" MA ACTH positivo > 50% 1+ 4+ 0

IHC: imunohistoquimica; NA: ndo avaliado; PF: perda fisica
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A DC apresenta elevadas morbidade e mortalidade e a cirurgia
hipofisaria esta fundamentada como tratamento de escolha devido a altas
taxas de remisséao (65 — 90%). No entanto, os casos de doencga persistente
somados as recorréncias tumorais formam um subgrupo de pacientes
que necessita tratamento complementar. A reabordagem cirdrgica, a
radioterapia hipofisaria e a adrenalectomia bilateral sdo opcoes
terapéuticas ja bem estabelecidas, mas apresentam desvantagens que
incluem o desenvolvimento de hipopituitarismo e necessidade de terapia
de reposicdo permanente.

Até o momento, nenhuma droga tem se mostrado eficaz no
tratamento do tumor corticotrofico e as tentativas de manipular os neuro-
moduladores hipotalamicos-hipofisario tém se revelado ineficientes.
Os resultados com SOM230 (pasireotide) parecem promissores, mas faltam
dados que avaliem respostas em longo prazo a esse analogo e estudos
iniciais apontam que o efeito adverso de hiperglicemia € um fator limitante ao
seu uso. Os estudos que analisaram o uso prolongado de cabergolina na DC
relatam a presenca de escapes durante o tratamento, o que dificulta o
controle dessa doenga em longo prazo. Os esquemas terapéuticos mais
eficazes e seguros ainda sado os direcionados ao cortex supra-renal
(inibidores da esteroidogénese) principalmente o cetoconazol, que n&o

apresentam efeito sobre o tumor hipofisario.
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A demonstracao da coexpressao de receptores de SST (SSTR5) e de
dopamina (DRD2) na grande maioria (60% dos casos) dos corticotrofinomas
(De Bruin et al., 2009) associada aos relatos de que a ativagdo simultanea
desses receptores leva a formacdo de complexos com maior atividade
funcional ressaltam que a associacdo de drogas poderia ser uma boa opgao
para o ftratamento medicamentoso da DC. Nao existem estudos que
comprovem que exista a formacao desses hetero-oligbmeros (SSTR5-DRD2 e
SSTR2-DRD2) in vivo, no entanto diversos trabalhos demonstram um maior
controle de secregao hormonal em somatotrofinomas (Cozzi et al., 2004) e de
crescimento tumoral em adenomas clinicamente nao-funcionantes quando
octreotide e cabergolina sao utilizados em associacao (Andersen et al., 2001).

Nao ha na literatura qualquer trabalho que tenha avaliado o efeito da
associagcdo de um analogo da somatostatina e um agonista dopaminérgico
no tratamento da DC. O presente estudo avaliou ndo so6 o efeito do OCT e
da CAB administrados isoladamente e em associagdo nas concentracoes
urinarias de F e plasmaticas de ACTH em pacientes com DC, como também,
correlacionou a resposta laboratorial a esses agonistas com a expressao
tumoral dos receptores de SST dos subtipos 2 (SSTR2) e 5 (SSTR5) e do
receptor de dopamina do subtipo D2 (DRDZ2) do ponto de vista molecular e
da proteina em si. Além disso, esse estudo também avaliou o efeito do uso
prévio dessas drogas na expressao dos receptores analisados utilizando os
casos de DC sem tratamento clinico (grupo controle) que se mantinham em
hipercortisolismo sem sofrer qualquer influéncia de drogas ou do controle da

hipercortisolemia.
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A analise dos valores de F urinario apds o protocolo de tratamento
proposto revelou diferenca estatisticamente significante na fase de
associacao das medicagcoes OCT e CAB em relagdo aos valores basais e
apos o uso isolado de CAB, ndao sendo detectadas diferengas com o uso
isolado de OCT.

A analise dos valores de ACTH plasmatico nao revelou diferencga
estatisticamente significante durante o protocolo de tratamento proposto e
também nao se correlacionaram com os valores de F urinario.

Os resultados confirmam dados descritos na literatura. O OCT é um
analogo da SST com acado predominante em SSTR2 (Tabela 5) e apenas
modesta afinidade ao SSTR5, apresentando resultados limitados na DC, onde
existe o predominio dos receptores SSTRS5, que sdo considerados resistentes
ao hipercortisolismo por nao sofrerem down-regulation nessa condic¢ao clinica
(Lamberts et al., 1989; Ambrosi et al., 1990; Invitti et al., 1990; Stalla et al.,
1994; Van der Hoek et al., 2004; Hofland et al., 2005; Batista et al., 2006).
O OCT é o unico analogo de SST com alguma acdo em SSTR5 que esta
comercialmente disponivel e por essa razao foi escolhido para esse protocolo.

A CAB é um agonista dopaminérgico com elevada especificidade e
afinidade aos receptores DRD2, além de maior duracdo de sua acao
(Colao et al., 2000; Colao et al.,, 2002). O uso da CAB ja esta bem mais
estabelecido na DC (Pivonello et al., 2004; Pivonello et al., 2009). Dados da
literatura apontam que 40% dos pacientes normalizam a secreg¢ao de F urinario
apos trés meses de uso dessa droga e os mesmos resultados sédo obtidos apds

dois anos de tratamento (Pivonello et al., 2004; Pivonello et al., 2009).
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Confirmando esses dados, o presente trabalho também demonstrou
que a CAB ¢é eficaz em reduzir de maneira significante o F urinario dos
portadores de DC e que seu efeito pode ser observado em apenas um més
de utilizagao.

Observou-se redugao significativa na secrecao de F urinario com a
associacao das drogas OCT e CAB, porém essa reducao nao foi maior que
aquela observada com a CAB isolada.

Essas drogas atuam em receptores acoplados a proteina G que
apresentam 30% de identidade e que podem interagir entre si formando
hetero-oligbmeros (Rochevile et al., 2000; Devi, 2001).

Em 2000, Rochevile et al. descreveram a formacdo de hetero-
oligbmeros entre receptores de dopamina (DRD2 longo) e de SST (SSTR5)
induzida apenas pela presenga do ligante desses receptores. Em 2007, Baragli
et al. demonstraram a hetero-oligomerizacédo entre os receptores DRD2 e
SSTR2 em cultura de células neuronais. Estas associacbes sao capazes de
formar um complexo efetor relacionado a proteina G farmacologicamente
distinto, caracterizado por apresentar uma maior capacidade funcional.

Baragli et al. (2007) ainda confirmaram que a formacao dos hetero-
oligbmeros entre SSTR2 e DRD2 na presenga de SST14 e dopamina levou
a maxima inibicdo da secrecao de AMPc e que a SST14 provocou uma
maior afinidade do DRD2 a dopamina. Esse efeito pareceu estar relacionado
a presenca de homodimeros pré-formados de SSTR2 que se dissociam e
internalizam na presencga do ligante causando uma maior exposicao de sitios

do DRD2.
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Esses dados publicados sugerem a possibilidade de que a
associagao das drogas OCT e CAB poderia apresentar um melhor efeito
em reduzir as concentracées de F urinario, o que nao foi observado no
presente estudo.

Como mencionado, o OCT né&o apresenta uma agao significativa em
SSTR5, receptor de somatostatina mais expresso na DC e em nossos
pacientes, conforme demonstrado na imunohistoquimica. Se o efeito de
hetero-oligomerizagédo realmente ocorre in vivo, possivelmente a
associacao de pasireotide ou qualquer outro analogo de SST com maior
afinidade ao SSTR5 ou ainda, a utilizacdo de OCT em doses mais
elevadas e/ou por um periodo mais prolongado poderia ter permitido que
esse efeito fosse observado.

O fato de a paciente MZCS apresentar progressiva melhora do quadro
clinico e laboratorial ao longo de seis meses de associagao das drogas
confirma a possibilidade de que a extensdo desse protocolo estivesse
associada a um resultado melhor do que o obtido em apenas um més de
associagcao. Lamentavelmente, por motivos éticos, nao foi possivel estender
o protocolo de estudo desses pacientes ja que o tratamento definitivo
(cirurgia) deveria ser realizado.

A resposta observada nessa paciente com a associagdo das drogas
por um periodo prolongado poderia ser atribuida a formagao de hetero-
oligbmeros, porém nao é possivel descartar que apenas o efeito aditivo das
duas drogas ou mesmo uma agdo mais prolongada de CAB é o que

realmente tenha ocorrido.
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A avaliagao individual de cada paciente também nao permite que se
tirem conclusdes definitivas, ja que existiram diferentes tipos de evolugao
durante o uso isolado de CAB e em associacdo ao OCT. Nos trabalhos
anteriores que avaliaram o uso de CAB na DC também foram descritos
pacientes com resposta inicial e escape ao longo do tratamento, assim como
pacientes sem resposta inicial e com resposta ao longo da terapia (Pivonello
et al., 2004; Pivonello et al., 2009).

A retirada do OCT daqueles pacientes que estivessem respondendo
efetivamente a terapia combinada com a manutencéo da queda do F urinario
por esses pacientes também seria uma das formas de se confirmar que agao
da CAB era o que realmente estava sendo observado.

Observou-se nitida dissociacdo entre o conteudo de mRNA do gene
DRDZ2 por gRT-PCR e a expressao de sua proteina pela imunohistoquimica.
A dissociagcdo entre a expressao do transcrito e a expressao protéica
sugere a participagdo ndo s6 de mecanismos regulatorios transcricionais,
mas também de mecanismos pos-transcricionais na regulagcdo da
expressao génica. O uso de padrboes de expressdo de RNA mensageiro é
insuficiente para o entendimento da expressdao de produtos protéicos.
Mecanismos pos-transcricionais adicionais, incluindo traducao protéica,
modificagdes podstraducionais e degradacdo, podem influenciar a
concentracdo de uma proteina presente em uma dada célula ou tecido
(Greenbaum et. al, 2003).

A expressao do gene DRD?2 foi estatisticamente maior nos pacientes

tratados quando comparada ao grupo controle (n&o tratados).
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Esse aumento relativo da expressdao de DRDZ2 relacionado a
exposigcdo a dopamina ou seu agonista ja havia sido documentado em
cultura de células hipofisarias normais expostas a dopamina e em lactotrofos
tumorais de pacientes que haviam recebido bromocriptina-LAR (Johnston
et.al., 1993; Stefaneanu et. al., 2001). O presente estudo demonstrou, pela
primeira vez, que em corticotrofinomas o uso do agonista dopaminérgico
CAB também esta associado a um upregulation dos receptores DRD?2.

Outro achado interessante foi que apesar do DRD2 ser um receptor
de membrana, a imunorreatividade foi predominantemente citoplasmatica.
Esse achado esta de acordo com os dados da literatura que, sem uma
explicacao definida, também descreve que em outros subtipos de adenomas
hipofisarios a imunorreatividade estd presente de maneira difusa no
citoplasma e no nucleo das células tumorais. Especula-se que a
imunorreatividade nuclear e citoplasmatica seja genuina, ou ainda, que este
peptideo apresente homologia a uma proteina ainda desconhecida
(Stefaneanu et. al., 2001).

Algumas justificativas podem ser aventadas para explicar a falta de
correlagao entre a expressao do mRNA dos receptores DRDZ2 e a resposta a
CAB isolada ou em associacdo ao OCT. O atual estudo analisou a
expressdo das duas isoformas de receptores DRDZ2, ja que o iniciador
utilizado na qRT-PCR reconhecia uma sequéncia de nucleotideos presente
nas duas isoformas, assim como o anticorpo utilizado na imunohistoquimica.
Dados da literatura sugerem que 78% da expressao de DRDZ2 na DC seja

representada pela isoforma longa (de Bruin et al., 2009). A cabergolina
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apresenta acoes diferentes sobre as duas isoformas de DRD2. Além disso, o
namero pequeno de pacientes pode ter dificultado a anadlise estatistica.
Em prolactinomas resistentes aos agonistas dopaminérgicos foi descrito a
perda da expressao da proteina G inibitéria sem a alteracao da expresséao
quantitativa dos receptores dopaminérgicos (Barlier et al., 1997).

O fato do gene que codifica o receptor SSTR5 apresentar apenas um
exon tornou necessario o tratamento das amostras tumorais com DNAse
previamente a sintese de c¢c-DNA para garantir que nao houvesse
amplificacdo de DNA gendmico. Lamentavelmente, a pequena quantidade
de material normalmente obtido nos corticotrofinomas (maioria
microadenomas) sofreu intensa degradacdo com esse tratamento,
impossibilitando a analise da expressao do mRNA do gene SSTRS5 pela
técnica de qRT-PCR. Dessa forma, apenas os dados da imunohistoquimica
estdo disponiveis. A imunorreatividade para SSTR5 esteve presente em
todos os pacientes do estudo, tratados ou nédo tratados, exceto a paciente
AMP que apresentou perda fisica de material. Sendo assim, o tratamento
prévio dos pacientes nao alterou a expressdo de SSTR5, confirmando os
dados da literatura de que o hipercortisolismo resultaria em down-regulation
dos receptores de SST exceto o SSTR5. Em murinos, esse fenbmeno pode
ser explicado pela presenca de elementos responsivos ao GC (GRE) no
gene SSTR2 enquanto que apenas Half-sites GRE sao encontrados no gene
SSTR5 (Kraus et al., 1998; Gordon et al., 1999). Outra justificativa seria que
o promotor do gene SSRT2 esta sob controle direto dos GC e o promotor do

gene SSTR5 nao estd (Petersenn et al.,, 1999; Petersenn et al., 2002).
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Em humanos, ainda nao foi encontrada uma explicacdo plausivel para
esse fendmeno.

A expressdao do mRNA do gene que codifica o receptor SSTR2
avaliada por qRT-PCR nao foi significativamente diferente entre os pacientes
que receberam o protocolo de tratamento e os pacientes do grupo controle.
Também, ndo houve diferenca estatisticamente significante da
imunoexpressdao do SSTR2 entre os dois grupos avaliados. Esses dados
demonstram que a expressdao do SSTR2 nao foi modulada pelo uso prévio
das drogas.

Houve correlacao entre o conteudo de mRNA do SSTR2 e o conteudo
da sua proteina, sugerindo ser menos importante a participacdo de
mecanismos poés-transcricionais na regulagdo da sua expressao. Sabe-se
que o hipercortisolismo € um dos mecanismos que regulam a expressao do
gene SSTR2. Ainda é duvidoso se a reducdo do hipercortisolismo seria
capaz de restituir a expressdo do SSTR2 ou se apenas o restabelecimento
do normocortisolismo teria essa capacidade. Em uma paciente tratada
(RHLP) o normocortisolismo foi alcangado e essa paciente apresentou
expressdo do mRNA de SSTR2 bastante inferior ao grupo controle e a
outros pacientes tratados. Outros pacientes que apresentaram importante
reducdo do hipercortisolismo (RHLP, FMD, MZCS e AMP) também né&o
apresentaram expressdo de mRNA de SSTR2 estatisticamente diferente do
grupo controle e dos outros pacientes tratados que nao apresentaram
importante queda dos valores de F urinario. A falta de correlagdo entre os

valores de F urinario dos pacientes do grupo controle e a expressao de
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MmRNA de SSTR2 sugere que, provavelmente, essa expressao seja
individual (fenotipica) de cada corticotrofinoma e nao controlada somente
pelo grau de hipercortisolismo.

A falta de correlagao entre a expressdo do mRNA do gene que
codifica o receptor SSTR2 e a resposta ao OCT isolado ou em associagao
a CAB também pode ser justificada. A resposta a um determinado analogo
da SST esta relacionada ndo apenas a presenga de um numero suficiente
de receptores de SST, mas também aos subtipos de receptores
coexpressos (Resmini et al.,, 2007). Recentemente, houve a descricdo de
receptores SSTR5 truncados em corticotrofinomas, justificando a
dissociacao entre a expressdo de determinado subtipo de receptor e a
resposta clinica ao agonista a esse receptor (Duran- Prado et al., 2009;
Duran- Prado et al., 2010).

Na acromegalia esta bastante comprovado que a coexpressio de
determinado subtipo de receptor pode influenciar a atividade do SSTR2, por
exemplo (Resmini et al., 2007).

Trabalhos anteriores demonstraram resultados promissores da
associacdo de um agonista dopaminérgico e um analogo de SST no
tratamento de outros subtipos de adenomas hipofisarios (Andersen et al., 2001;
Cozzi et al., 2004; Colao et al., 2007).

Esses achados estdo impulsionando o desenvolvimento de
moléculas quiméricas que associam partes estruturais da dopamina
(ou agonista dopaminérgico) e da SST (ou analogos da SST). Alguns

estudos, curiosamente, caracterizaram que essas dopastatinas apresentam
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um efeito maior no controle hormonal de certos tumores hipofisarios
quando se compara a associagao de ambas as drogas, pois podem ativar
ambos os receptores de uma maneira espacial (Saveanu et al., 2002;
Ferone et al., 2005).

Os achados do presente estudo demonstram que no tempo estudado
e nas doses utilizadas, a associacdo do OCT com a CAB nao oferece

beneficios adicionais ao uso isolado da CAB no controle da DC.
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Os resultados obtidos reforcaram o papel da cabergolina no
tratamento da doenca de Cushing e permitiu concluir que seu efeito no
hipercortisolismo pode ser precoce.

A associagcdo entre octreotide e cabergolina mostrou-se uma
alternativa efetiva em reduzir as concentragdes de cortisol urinario em um
subgrupo de pacientes portadores de doenga de Cushing, porém nessa dose
e nesse periodo de tempo nao foi mais efetiva que a cabergolina isolada.

As respostas a essas medicagdes isoladas ou em associagado nao se
relacionaram a quantidade de receptores DRD2, SSTR2 e SSTR5 expressos
nos tumores.

O uso de cabergolina e octreotide associou-se ao aumento da
expressao do RNA mensageiro do gene que codifica o receptor DRD2.

A expressdo do RNA mensageiro dos genes que codificam os
receptores SSTR2 e SSTR5 nao sofreu alteracbes com a utilizagdo de
octreotide e cabergolina.

A expressao do RNA mensageiro do gene DRDZ2 nao se correlacionou
com a expressdo da proteina DRD2, enquanto a expressdo do RNA
mensageiro do gene SSTR2 apresentou correlagdo com a expressao de sua

proteina.
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ANEXO A

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugdes para preenchimento no verso)

| - DADOSDE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

N 1Y L@ I N @ N T
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ....ccooveeerireeeesiree e SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: / /
ENDEREGCO.......cootiiiieieieriesseeisesteeesesas e sssssse s sssassssesesassesesesssssesssens NO..oveverees APTO: ...........
BAIRRO: ..ottt CIDADE : ..ottt
CEP: . o TELEFONE: DDD (............ R
2. RESPONSAVEL LEGAL ....oovuveveeceeeeeeeeeeeeesseseseses s ses s s ssssses s ssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssanes
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador ELC.) ......coevuevieieriereeesere e te e ese s e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ....ccoovieeerieeeeesereeeesseneens SEXO: M F
DATA NASCIMENTO: / /
ENDEREGCO.......cooiiiiieietiniesisieeisestseesesastesss s s sssassssesessssesessssssnsesssens [N S APTO: ...........
BAIRRO: ..ot CIDADE : ..ooiiveeerete e
CEP: . e TELEFONE: DDD (............ R

|1 - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Efeito da administracdo de Octreotide, Cabergolina e
a associacd de ambos nos niveis de ACTH e cortisol em pacientes com doenca de Cushing:
correlagdo da resposta clinica com a expressdo tumoral dos receptores de Dopamina (D2) e de
Somatostatina (SST2 e SST5)

2.PESQUISADOR: Daniellade Jesus Patrick Carminatti Romanholi

CARGO/FUNCAO: Médica INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 101403-SP
UNIDADE DO HCFMUSP: Unidade de Neuroendocrinologia, Disciplina de Endocrinologia e Metabologia

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO RISCO MINIMO X RISCO MEDIO

RISCO BAIXO RISCO MAIOR
(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequénciaimediata ou tardia do estudo)

4. DURAGAO DA PESQUISA : 4 anos
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Il -REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNADO:

SOMENTE PARA OSPACIENTESCOM A SINDROME DE
CUSHING:

Para tratar a doenca de Cushing é necessario fazer uma cirurgia. Apesar da cirurgia ser
considerado o melhor tratamento para tentar curar a doenca de Cushing (pela possibilidade de retirada
do tumor da hipéfise), dados mostram que ainda assim, sdo bastante elevadas as chances de ndo cura
apods acirurgia. Dessaforma, um outro tratamento além da cirurgia € obrigatério.

Quando a 12 cirurgia ndo funcionou, uma 22 cirurgia tem uma chance de curar o tumor de
apenas 43% em média, mas, em metade dos casos, pode causar a falta de outros horménios
produzidos pela hipéfise.

Outros tratamentos como a radioterapia de hipdfise e a retirada de uma ou duas adrenais
(glandula que estd em cima dos rins) tem alguns riscos e ndo garante a cura desse tumor, pelo
contrério, inclusive, pode causar o crescimento desse tumor quando as duas adrenais s30 retiradas (0
gue acontece em aproximadamente 20% dos paci entes).

Como vocé pbde ler, esses tratamentos que sdo aplicados atual mente ndo garantem a cura do
tumor e, ainda, podem trazer riscos ao paciente.

Sendo assim, 0 uso de medicamentos poderia auxiliar no tratamento dos pacientes com
doenca de Cushing gque ndo curaram com a cirurgia, mas, até o0 momento, nenhum medicamento se
mostrou total mente eficaz.

Esse estudo pretende encontrar uma nova alternativa de medicamentos para ser aplicada a
esses pacientes e a sua gjuda € de extrema importancia.

Para participar desse estudo vocé ira usar 2 medicamentos durante trés meses antes de
realizar acirurgia

Vocé iniciara com as injecBes de Octreotide (Sandostatin®) que véo ser aplicadas durante o
1° més. ApOs esse més vacé iniciara o uso da Cabergolina (Dostinex®) tomada por boca durante o 2°
més. Entdo, no 3° més vocé tomard estes 2 medicamentos, a Cabergolina e as injegdes de Octreotide
também.

ApGs lavar bem as mdos com &gua e sabdo, vocé mesmo poderd aplicar a injegdo de
Octreotide (Sandostatin®) logo abaixo da pele (subcutaneo).

Para isso, vocé deve retirar da geladeira a ampola a ser aplicada 5 a 10 minutos antes da
aplicagdo. Vocé ird quebrar essa ampola com as proprias maos proximo da marca que ja existe na
ampola. Apés quebrar a ampola, vocé ira puxar todo o liquido que estiver dentro dela para dentro da
seringa (de 3ml) que ja deve estar montada com aagulha (3,5 X 4,5mm).

Antes de aplicar ainjecdo, vocé ira limpar a regido da aplicacdo com um algoddo umedecido
com dcool. As regides de aplicacdo podem ser: a barriga (ao redor do umbigo), as coxas (parte de
fora), os bracos (parte de trés) ou as nadegas. Para esta aplicacdo vocé deve formar uma prega com os
dedos polegar e indicador (como se fosse beliscar algo) e com a outra médo vocé ira aplicar a injecéo
sem nenhuma inclinagdo da seringa (semelhante ainjecéo de insulina em paci entes diabéticos).

ApGs ter introduzido a agulha no corpo ndo é necessério puxar antes de injetar o liquido de
dentro da seringa. Ap0s todo o liquido ser injetado, vocé iraretirar a seringa com a agulha de uma so
vez e com o proprio dedo realizar uma pressdo (sem esfregar) no local da aplicagdo. Essa injegdo
devera ser aplicada a cada 8 horas durante 30 dias. Durante os Ultimos 3 dias (28°, 29° e 30° dias) de
uso da injecdo, vocé ir4 colher exames de sangue pela manha em jejum e de urina de 24 horas
(semel hantes aquel es colhidos durante a investigacéo das suas queixas).

Apbs 30 dias vocé ird suspender o0 uso das injecBes e iniciard 0 uso da medicacdo
Cabergolina (Dostinex®), 1 comprimido pela boca 3x/semana (22, 42 e 62 ou 3 52 e sabado), a noite
com alguma refeicdo (lanche). Essa medicacdo devera ser tomada durante 30 dias isoladamente (sem
Octrectide) e nos Ultimos 3 dias de seu uso (28°, 29° e 30° dias), vocé devera colher exames de
sangue pela manhd em jgum e de urina de 24 horas (semelhantes agueles colhidos durante a
investigacdo das suas queixas).
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Ent8o, apos esses 30 dias de uso da medicacdo isolada, vocé ira voltar a usar a injecdo de
Octreotide como foi aplicada anteriormente, s6 que agora associada a medicagdo Cabergolina que
vocé ja vinha utilizando pela boca. Vocé deverd usar essas 2 medicacfes (Octreotide e Cabergolina)
durante 30 dias e durante os Ultimos 3 dias de uso (28°, 29° e 30° dias), vocé devera colher exames de
sangue pela manhd em jegum e de urina de 24 horas (semelhantes agueles colhidos durante a
investigacdo das suas queixas).

Apbs aproximadamente 3 meses desse tratamento vocé ira realizar a cirurgia para a retirada
do tumor da hipéfise. Na maioria das vezes, acirurgia € feita pelo nariz para poder chegar até o tumor
gue esté causando a doenca. Esse tumor seraretirado e mandado para a avaliagdo (laudo). Eu também
participo dessa cirurgia (expectador) e pego um pegueno pedago do tumor para estudo no laboratério,
sem prejudicar o maior pedaco que vai paralaudo.

Apbs a cirurgia, 0 paciente continuara o seu tratamento norma na Unidade da
Endocrinologia que estava acompanhando, seguindo arotinanormal do atendimento.

As 2 medicagdes que serdo utilizadas nesse protocolo j& sdo utilizadas em outras doencas e a
seguranca delas ja esta estabelecida porém, assim como qualquer outra medicacdo, alguns efeitos
colaterais podem aparecer com o uso.

Em relaco a Cabergolina (Dostinex®) podem aparecer efeitos como dor na barriga (5%),
nauseas (27%), dores de cabeca (26%) e tonturas (15%) principalmente ao se levantar rapidamente.
Raramente (menos de 1%), pode ocorrer perda de apetite, inchago nas méos, perda ou ganho de peso e
pal pitagdes.

Em relagcdo ao Octreotide (Sandostatin®) podem aparecer efeitos como reagdes no local da
aplicacdo, mas geralmente sdo leves e de curta duragdo. As reacBes incluem dor localizada e,
raramente, inchaco e vermelhiddo.Efeitos colaterais gastrintestinais incluem perda de apetite, nauseas,
vomitos, dor abdomina e efeito laxante. Perda de gordura nas fezes e formacdo de pedras na vesicula
pode aparecer quando usado por vérios meses. Raramente, também com o uso por tempo prolongado,
essa medicacdo pode af etar a regulacéo da glicose (aumento ou diminuicdo da glicemia).

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIASDO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais dividas.

O senhor(a) tera acesso a todas as informagOes através do contato com o pesguisador principal
(Daniella Romanholi) no celular 83532666 ou no ambulatério de Endocrinologia (tel efone 30696383).
2. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo, sem queisto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

O senhor(a) tem total liberdade para se retirar do estudo se sentir necessidade paratal.

3. salvaguar da da confidencialidade, sigilo e privacidade.

O senhor(a) terd acesso as informagdes referentes aos atos médicos que Ihe sdo de interesse, assim
como também a equipe médica que estiver envolvida no estudo.

4. disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude, decorrentes da
pesquisa.

O senhor(a) terd atendimento pleno através do Hospital das Clinicas, que apresenta estrutura
necessaria para tal. Caso hagja danos a salde, a Disciplina de Neuroendocrinologia disponibilizara
assisténciajunto ao senhor(a).

5. viabilidade de indenizacdo por eventuais danos a salde decorrentes da pesquisa.

O senhor(a) sera indenizado por eventuais danos decorrentes da pesquisa, conforme as normas
estabelecidas por esta I nstituicéo.

Se vocé decidir participar deste estudo, nés garantimos que vocé tera acesso, a qualquer tempo, a
todas as informagdes sobre exames, riscos e beneficios relacionados & pesquisa, inclusive para
esclarecer qualquer davida que vocé tenha arespeito deste estudo.
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A participagdo neste estudo € de decisdo sua. Vocé ndo é obrigado de forma alguma a participar deste
estudo e podera retirar-se desta pesguisa em qualquer momento sem que isto cause nenhuma
dificuldade ou prejuizo no seu tratamento médico neste hospital.

Todos os aspectos do estudo, incluindo os resultados, serdo estritamente confidenciais e somente os
investigatores envolvidos no estudo terdo acesso as informagdes dos participantes. O estudo podera
ser publicado em uma revista médica, mas os participantes individuais ndo serdo identificados neste
relatério.

Todos os participantes terdo pleno acesso a assisténcia médica no Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da USP bem como indenizagdo viavel por qualquer dano causado a salde decorrente
desta pesquisa.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOSE TELEFONESDOS
RESPONSAVEISPELO ACOM PANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM
CASO DE INTERCORRENCIASCLINICASE REACOESADVERSAS.

Dra. Daniella de Jesus Patrick Carminatti Romanholi
Rua Vitor Costa n® 822 apto 191 Bosque da Saude
Sdo Paulo — SP CEP: 04150-060
Tel: 011- 50580211
Cel: 011- 83532666

VI.OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

Quando vocé tiver lido este folheto informativo, a Dra Daniella de Jesus Patrick Carminatti
Romanholi estara a disposi¢do pararesponder suas perguntas e discutir qualquer ddvida que vocé
tenha sobre o estudo. Por favor fique a vontade para contactar a Dra Daniella no telefone 83532666.

VII. CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIMENTO

Declaro que, apds ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador, e ter entendimento o que
me foi explicado consinto em participar do presente Protocol o de Pesquisa

Sdo Paulo,

assinatura do sujeito ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome L egivel)
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ANEXO B

£ BET 4 b1

rdds LR & L1
g CULDADE DE MEDICINA
L UA UMIVERSIDADGE DE SARO PAWLO
PROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
25.05.06, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 113/06, intitulado:

“Efeito da administragdo de octreotide,cabergolina e a associagdo de ambos
nos niveis de ACTH e cortisol em pacientes com doengas de
cushing:correlagdo da resposta clinica com a expressdo tumoral dos
receptores de Dopamina (D2) e de somatostatina (SST2 e SST5).”
apresentado peI‘o Departamento de Clinica Médica, inclusive o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do

Conselho Nacional de Saldde n® 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra "c")

Pesquisador(a) Responsdvel: Dr. Luiz Roberto Salgado
Pesquisador (a) Executante: Dra. Daniella de Jesus Patrick Carminatti

Romanholi

CAPPesq, 25 de Maio de 2006.

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Direteria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicine da Universidade de Sdo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05403 010 - Sdo Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
fe
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ANEXO C

o - Universidade de Sao Pauwio
F FACULDADE DE MEDICINA
ME D I C [ N A Laboratorio de Endocrinologia Celular e Molecular

TS LIM-C5
Ao Ilmo.

Prof. Dr. Carlos Augusto Pasqualucci

Venho por meio desta. solicitar permissdo para obten¢do de fragmentos de
tecidos humanos provenientes de autopsia para uso comparativo no Laboratério de
Investiga¢iio Médica (LIM-25). Necessito pequena quantidade de material ja que vamos
analisar o RNAm desses tecidos. provenientes de 4 (quatro) individuos. O material sera
acondicionado em pequenos tubos criogénicos (1 ¢cm de didmetro) e imediatamente
colocados em nitrogénio liquido. Sera feita a extracdo do RNA e verificacdo de sua
integridade.

Pela sua fragilidade e facilidade com que 0 RNAm dos tecidos se degradam.
especialmente em tecidos provenientes de cadaveres, € possivel que alguma amostra
tenha que ser reposta.

Tecido necessario: Hipéfise

Desde ja agradeco.

Sédo Paulo, 30 de janeiro de 2006.

Prof. Dr. Dantel Giannella-Neto

Laboratorio de Endocrinologia Celular e Molecular (LIM-25)
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
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