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RESUMO

Introducao: Os adenomas secretores de horménio do crescimento (GH)
correspondem a 13% dos adenomas hipofisarios e levam a acromegalia. Sao
considerados tumores benignos, entretanto, podem tornar-se agressivos e
invadir tecidos vizinhos.

Objetivo: Avaliar os marcadores teciduais de tumorigénese E-caderina, SLUG
e NCAM em adenomas hipofisarios secretores de GH e sua relagdo com grau
de invasividade tumoral.

Material e métodos: Estudo transversal prospectivo realizado com pacientes
submetidos a hipofisectomia por adenoma hipofisario produtor de GH no
periodo de abril de 2007 a dezembro de 2014. Realizou-se revisdo dos
prontuarios para coleta dos dados clinicos. Imediatamente ap6s a cirurgia,
amostras tumorais foram congeladas em nitrogénio liquido e estocadas em
biofreezer a -80°C para avaliacao da expressado génica da E-caderina (CDH1),
SLUG (SNAI2) e NCAM (NCAMT1) por PCR em tempo real. O material foi fixado
em formalina e incluido em parafina para avaliacdo imuno-histoquimica da
ECAD e NCAM. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa,
conforme parecer 512/230. Resultados: Foram incluidos 35 pacientes
acromegalicos. A idade média foi de 47,11 + 13,43 anos e 65,7% foram
considerados tumores invasivos. Observou-se expressao imuno-histoquimica
da ECAD em 96,7% dos pacientes e da NCAM em 80%. Nao houve
significancia estatistica na relagdo do grau de invasividade tumoral com a
expressao imuno-histoquimica dos marcadores. Quanto a expressao génica,

50% dos pacientes apresentaram expressdao do gene CDH1, nenhum
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apresentou expressdo do SNAI2 e 53,3% apresentaram expressao génica do
NCAM1. Nao houve significancia estatistica na relacao do grau de invasividade
tumoral com a expressao génica dos marcadores CDH1, SNAI2 e NCAM1.
Conclusoes: As auséncias de superexpressdo do SLUG (SNA2) e de
supressao da ECAD (CDHT1) e da NCAM (NCAMT) sugerem que a expressao
dos marcadores nao esteja associada com a invasividade tumoral em
adenomas hipofisarios secretores de GH.

Palavras-chave: acromegalia, neoplasias hipofisarias, caderinas, SLUG,

moléculas de adesao de célula nervosa.



1. Introducao

1.1 Hipéfise

A hipdfise é constituida por dois tecidos de diferentes origens
embrionarias. A adeno-hipéfise, originada do ectoderma embrionario,
compreende as partes distal, intermediaria e tuberal, e representa cerca de
80% da glandula. O infundibulo, a haste hipofisaria e o lobo posterior
constituem a sua parte neural, a neuro-hipéfise. A hip6fise de um adulto pesa
ao redor de 600 mg, mede 13 x 10 x 6 mm e, histologicamente, possui células
dispostas em corddes e colunas demarcadas por lamina basal envolvidas por
fibras reticulares e extensa rede de capilares (Lloyd, 1993).

A adeno-hipéfise é formada por cinco tipos de células secretoras de
hormbnios que podem ser diferenciadas por imuno-histoquimica (IH) ou por
microscopia eletronica. Estas células produzem seis horménios distintos:
células corticotropicas produtoras do horménio adrenocorticotrofico (ACTH),
células somatotrépicas produtoras do horménio do crescimento (GH), células
gonadotrépicas produtoras do horménio foliculo-estimulante (FSH) e horménio
luteinizante (LH), células mamotrépicas produtoras de prolactina (PRL) e
células tireotrdpicas produtoras do hormoénio tireotréfico (TSH). Uma mesma
populacdo de células pode expressar GH e PRL, sendo estas denominadas
células mamossomatotroéficas (Aron e cols., 2000).

As células somatotrépicas representam 40 a 50% das células
hipofisarias e se localizam nas porcoes laterais; as células mamotropicas

representam 10 a 30% das células, situando-se também nas porgoes laterais;
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as células produtoras de ACTH correspondem a 10 a 20% das células e se
localizam na regido central; as células gonadotropicas constituem 10% das
células da hipdfise e se distribuem por toda a glandula, e as células produtoras
do TSH constituem 5% da glandula e se dispdem predominantemente na borda

antero medial da glandula (Pittella e cols., 2011).

1.2 Adenomas hipofisarios

Os adenomas hipofisarios sdo neoplasias originadas de células da
adeno-hipéfise. Sado tumores comuns, com prevaléncia estimada de 16,7%. Em
autopsias, eles estao presentes em 20 a 25% das hipofises, representando 10
a 15% dos tumores intracranianos primarios identificados. O pico de incidéncia
€ na 5% e 62 décadas de vida e acometem igualmente ambos os sexos. Os
adenomas de hipo6fise podem ser classificados segundo os seguintes critérios
(Kovacs e cols., 2001; Ezzat e cols., 2004):

1. quanto ao tamanho, podem ser classificados como microadenomas (<10
mm) e macroadenomas (>10 mm);

2. clinicamente, podem ser classificados em funcionantes ou n&ao funcionantes,
sendo entdo considerados endocrinologicamente ativos ou inativos,
respectivamente. Os ativos sdo aqueles que apresentam concentragdes
hormonais séricas que excedem o valor normal e que apresentam clinica
evidente. Os adenomas inativos (ou nao funcionantes) contém componentes
secretores e celulares necessarios para a produg¢ao hormonal. Entretanto, nao
estdo associados com evidéncias bioquimicas ou clinicas de excesso

hormonal. A incidéncia relativa mostra que os adenomas nao funcionantes
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representam 25% dos tumores de hipofise, podendo ter caracteristicas
oncociticas ou nao oncociticas (null cell), enquanto que os funcionantes
representam 75% das neoplasias, sendo o prolactinoma o mais frequente,
seguido dos adenomas produtores de GH, GH e PRL, ACTH, TSH, LH e FSH;

3. quanto ao aspecto radiolégico, de acordo com a classificacdo de Jules Hardy

gue se baseia na dimensao e no grau de invasdo (Ver Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1: Classificacao radiolégica dos adenomas hipofisarios.

Grau Tamanho Localizacao Alteracoes 6sseas
I <1 cm Intra-hipofisaria Ausente
Il =1cm Intrasselar ou extensao suprasselar Expansao selar
1] = 1cm Intrasselar ou suprasselar; invasao local Erosao selar
v = 1cm Expanséo suprasselar; invasao de estruturas Invasdo 6ssea

extrasselares

(Adaptado de DelLellis e cols., 2004).
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Figura 1: Representacao da classificacdo radiol6gica conforme Hardy (Graus |
e Il, restritos a sela tarcica, e Graus lll e |V, invasivos) (Adaptado de Onoz e

cols., 2014).
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Apesar da natureza histoldégica benigna, os adenomas de hipdfise
frequentemente comprimem e invadem estruturas vizinhas, podendo provocar
sintomas locais como alteragdes visuais, além de cefaleia, nauseas e vémitos,
por aumento da pressao intracraniana (Asa e cols., 1992).

Devido aos avangos no diagnéstico por imagem, pequenas lesbes
hipofisarias vém sendo detectadas. A tomografia computadorizada e a
ressonancia magnética sao utilizadas, sendo esta ultima com melhor resolucéo,
permitindo detectar lesées com 2-3 mm, distorcdes da haste hipofisaria e
posicao das artérias carotidas, quiasma Optico e seio cavernoso. Ela permite
também a visualizacdo de margens, definindo o tamanho e a invasao das
estruturas adjacentes ao tumor. A técnica para ressonancia magnética consiste
em cortes coronais de 3 mm com administragdo do contraste gadolineo
endovenoso (Elster, 1993).

O objetivo do tratamento dos adenomas de hipdfise é normalizar a
hipersecrecdo hormonal no caso de funcionantes e as manifestagdes
decorrentes do efeito de massa nos ndo funcionantes, como a sintomatologia
neurolégica ou neuro-ocular. O tratamento pode ser cirdrgico, medicamentoso
ou radioterapico. A funcao residual da hipéfise deve ser preservada e/ou

restaurada, atentando-se para recidivas tumorais (Vilar e cols., 2000).

1.3 Acromegalia

Os adenomas secretores de horménio do crescimento (GH)

correspondem a 13% dos adenomas hipofisarios e levam ao quadro de

acromegalia, uma doenca cronica caracterizada pela hipersecrecdo de GH e
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fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-1) apds o fechamento das
epifises dsseas. A idade média dos pacientes ao diagnéstico € 40 anos, nao
sendo observada diferenca na frequéncia entre sexos. Devido ao estimulo
hormonal, estes pacientes apresentam alargamento ou intumescimento
tecidual cartilaginoso e ésseo acral. Entre os sintomas clinicos estao alteracdes
faciais (labios grossos, alargamento do nariz, proeminéncia frontal,
prognatismo, orelhas grandes, macroglossia, afastamento dentario por
hiperplasia gengival, macroqueilia, edema palpebral e hipertelorismo) e acrais
(aumento das extremidades: pés e maos), hiperhidrose, cefaleia por
hipertensao intracraniana, parestesias, disfuncao sexual, hipertenséo, bécio, e
mais raramente, disfuncdes visuais pela compressdo do quiasma éptico
(Zanini e cols., 2004; Melmed, 2009; Annamalai e cols., 2011).

A doenca apresenta consequéncias cardiovasculares, reumatologicas,
respiratérias e metabdlicas (Abreu e cols., 2016). Estudos demonstram
aumento da mortalidade, quando comparada a populacdo em geral [razdo de
mortalidade padronizada (SMR) 1,72]. A principal causa de morte € a doenca
cardiovascular, representando aproximadamente 60% dos casos, enquanto
que a doenca respiratéria e as doencas malignas representam 25% e 15%,
respectivamente (Colao e cols., 2004). A presenca de disfuncao sistélica no
momento do diagnostico esta associada a morte dentro de 15 anos em quase
100% dos casos (Rajasoorya e cols., 1994; Melmed, 2001). Em estudo recente,
demonstrou-se que pacientes com acromegalia ha mais de 10 anos
apresentam risco relativo para hipertrofia ventricular esquerda associada a
disfuncao sistolica trés vezes maior do que pacientes com periodo de doenca

mais curto, sendo aproximadamente dez vezes maior naqueles com longa
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duracdo da doenca. Acredita-se que este efeito se deva a exposicdo dos
cardiomiécitos a niveis elevados de GH e IGF-1 e a pressao arterial mais
elevada em pacientes com maior tempo de doenca. Este estudo também
demonstrou que a prevaléncia de hipertensdo arterial, arritmias, aumento da
glicose e disfungdo cardiaca sao significativemente maiores em pacientes
acromegalicos do que em individuos ndo-acromegalicos (Colao e cols., 2011).
Pacientes com acromegalia também apresentam maior risco comparado a
populacdo em geral de desenvolver neoplasias benignas e malignas,
principalmente do trato digestério, cérebro, mama e tireoide (Batdys-Waligérska
e cols., 2010).

O diagnéstico é realizado através da dosagem de GH e IGF-1, sendo
que um GH menor que 0,4 ng/mL e um IGF-1 normal excluem o diagnéstico de
acromegalia. Também pode ser realizado o teste oral de tolerancia a glicose,
que se baseia na supressao fisioldgica do GH com o aumento da glicose. No
caso da acromegalia, a sobrecarga de glicose € incapaz de reduzir 0s niveis
séricos do GH para um valor inferior a 1 ng/mL. Ap6s a observacao de
anormalidade nos exames, faz-se necessaria a realizagdo de tomografia
computadorizada ou ressonancia magnética da sela turcica para localizacdo do
tumor (Katznelson e cols., 2014).

Os objetivos do tratamento da acromegalia sdo controlar os efeitos de
massa locais, normalizar a disfun¢gdo hormonal e preservar a fungdo normal da
hipéfise. A cirurgia permanece como tratamento de primeira escolha, mas 20%
dos pacientes com microadenoma e 40 a 60% daqueles com macroadenoma
ndao sao curados e possuem alto grau de recorréncia (Pittella e cols., 2011;

Suda e cols., 2013).
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O tratamento medicamentoso é recomendado em casos de auséncia de
cura cirurgica ou em situacbes nas quais a cirurgia nao € indicada, como
pacientes que sofreram infarto do miocardio recente ou sem condi¢cdes
cirurgicas. Os analogos da somatostatina representam a primeira linha de
tratamento farmacoldgico para acromegalia, levando a reducédo dos niveis de
GH e IGF-1 e do tamanho do tumor. A resposta a este tratamento depende dos
receptores da somatostatina (SSTR1-5), sendo que os mais frequentes nos
adenomas secretores de GH sdo os subtipos 2 e 5. Os analogos da
somatostatina disponiveis sdo a octreotida e a lanreotida. Este tratamento
normaliza os niveis de GH e IGF-1 em 40 a 60% dos casos. Outra opcao
medicamentosa sdo os agonistas dopaminérgicos, como a cabergolina e a
bromocriptina, que atuam nos receptores D, expressos nas células tumorais.
Eles podem ser utilizados preferencialmente em pacientes com adenomas
cosecretores de GH e de prolactina. A terceira opcao medicamentosa € o
pegvisomanto, um farmaco antagonista do receptor do GH, indicado para
pacientes com resisténcia ou intolerancia aos analogos da somatostatina. A
normalizagdo dos niveis de IGF-1 é obtida em 90% dos casos, embora sem
reducao tumoral. O uso combinado dos diferentes farmacos é recomendado
quando o paciente nao responde a monoterapia (Sherlock e cols., 2011;

Giustina e cols., 2014).
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1.4 Marcadores de tumorigénese e de patogénese dos adenomas

hipofisarios

Adenomas de hipdéfise sdo considerados tumores benignos, entretanto,
podem tornar-se agressivos e invadir tecidos vizinhos. Os fatores envolvidos no
crescimento e invasividade destes tumores ndo s&o totalmente conhecidos
(Jiang e Zhang, 2013). Estudos moleculares de tumores hipofisarios
esporadicos em pacientes sem historia familiar e sem outras neoplasias tém
verificado anormalidades na expressao de fatores de crescimento e na
regulacao do controle do ciclo celular (Boikos e Stratakis, 2007). Demonstrou-
se que adenomas sao proliferacbes monoclonais e que sua progressao esta
relacionada aos oncogenes e aos defeitos em genes supressores tumorais
(Jaffrain-Rea, 2013).

Oncogenes associados aos adenomas hipofisarios sao o fator de
transcricdo nuclear responsivo ao monofosfato de adenosina ciclico (AMPc)
(Lania e cols., 1998), o KRAS (cujas mutacbes sado detectadas em
prolactinomas agressivos) (Cai, 1994) e o PTTG (gene transformador de tumor
hipofisario) (Pei e Melmed, 1997). Os genes supressores tumorais, como o
RB1,0 MEN1, CDKN1B e o TP16, assim como os horménios hipotalamicos, os
fatores de crescimento localmente produzidos e as citocinas também tém sido
estudados para auxiliar na compreensdo do crescimento dos adenomas. Nao
foram detectadas mutagdes no gene supressor tumoral TP53 em adenomas ou
nos carcinomas hipofisarios metastaticos (Levy e cols., 1994). Identificou-se
uma mutacdo no subgrupo de tumores produtores de GH (10 a 40%)

caracterizada pela ativacdo constitutiva do AMPc por mutacdo pontual na
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cadeia alfa da proteina ligadora de trifosfato de guanosina (GTP). Esta
mutacado leva a producdo de grandes quantidades de AMPc, que resulta na
hipersecrecdo de GH e, consequentemente, na proliferacdo celular. Estes
tumores sdo menores e mais sensiveis as terapias, mas parece ndo haver
diferencas fenotipicas entre os pacientes portadores e sem a mutagédo (Boikos
e Stratakis, 2007).

Varios mecanismos bioldgicos parecem estar envolvidos na formacéao e
desenvolvimento dos adenomas de hipdéfise e, uma vez identificados, ajudarao
na identificacdo de marcadores de invasdo tumoral e recorréncia, além de

maximizar potencias alvos terapéuticos (Jiang e Zhang, 2013).

1.5 E-caderina

A caderina de origem epitelial (ECAD) é uma proteina de adeséao celular
codificada pelo gene CDH1. A sua perda na superficie celular estd associada
com presenca de invasividade, metastases e mau progndéstico em varios
tumores malignos de origem epitelial. A ECAD possui dominio extracelular,

transmembrana e citoplasmatico (Alberts e cols., 2009) (Ver Figura 2).
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Figura 2: Estrutura e funcédo da ECAD. A figura mostra o dominio extracelular,
transmembrana e citoplasmatico da proteina, assim como a ligagcdo homofilica

entre as células opostas (Adaptado de Alberts e cols., 2009).

Muitos fatores de transcricdo estdo envolvidos na transicdo epitélio-
mesenquimal via repressdo da E-caderina, incluindo o SLUG, o TWIST e o
SNAIL (Moreno-Bueno e cols., 2006; Shah e Kakar, 2011). A transicao epitélio-
mesenquimal é um processo importante no desenvolvimento embrionério, no
qual as células perdem suas caracteristicas epiteliais e adquirem propriedades

by

mesenquimais. Tal processo esta associado a progressao do cancer e ao
desenvolvimento de mestastases, sendo a perda da E-caderina considerada o
passo inicial para a transdiferenciacdo de células epiteliais para o fendtipo
mesenquimal (Yamashita e cols., 2004; Ahmed e cols., 2007; Schmalhofer e

cols., 2009; Vergara e cols., 2010) (Ver Figura 3).
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Figura 3: Transicdo epitélio-mesenquimal. A figura mostra que durante a
transicao epitélio-mesenquimal, as células epiteliais perdem a polaridade baso-
apical e as juncbes de adesdo se dissolvem. Ha supressdo de proteinas
epiteliais, como a E-caderina e superexpressao de proteinas mesenquimais,
como a vimentina e a fibronectina. Estas células se tornam fusiformes e
adquirem capacidade de se mover e invadir a matriz extracelular (Adaptado de

Micalizzi e cols., 2010).

Estudos descrevem positividade IH da ECAD na maioria dos adenomas
hipofisarios (Tabela 2). Kawamoto e colaboradores (1997) observaram
expressao da proteina em todos os adenomas; Yamada e colaboradores
(2007), em 39 de 40 casos estudados, e Zhou e colaboradores (2013), em 93%
da amostra. Outros estudos evidenciaram positividade em 52 a 73% dos
adenomas (Qian e cols., 2007; Elston e cols., 2009; Fougner e cols., 2010). No
estudo realizado por Elston e colaboradores (2009), também foi identificada a
expressao da ECAD no ndcleo celular através de anticorpo dirigido ao dominio
citoplasmatico da ECAD, sugerindo que a quebra do dominio extracelular e
translocacao para o nucleo € um evento que pode contribuir na patogénese dos

adenomas de hipdfise.
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Em relagdo aos adenomas secretores de GH, o estudo realizado por
Fougner e seu grupo (2010) incluiu 80 pacientes acromegalicos, sendo que 41
(51,2%) apresentaram expressado forte da ECAD, 18 (22,5%) expressao
intermediaria e 21 (26,3%) casos nao expressaram a mesma na membrana
citoplasmatica. Elston e colaboradores (2009) estudaram 10 adenomas
secretores de GH, dos quais quatro apresentaram expressao IH forte a
moderada para ECAD, dois fraca e quatro ndo apresentaram expressao.
Outros autores relataram expressdo reduzida da ECAD na membrana
citoplasmatica de adenomas secretores de GH com corpos fibrosos
proeminentes, quando comparados com outros subtipos de adenomas
hipofisarios, sugerindo que a ECAD pode estar envolvida na formacédo dos
corpos fibrosos (Xu e cols., 2002; Nishioka e cols., 2003; Qian e cols., 2007).

A literatura é escassa no que se refere a expressdo génica da E-
caderina em adenomas hipofisarios. O estudo de Elston e colaboradores
(2009) demonstrou expressao em 29 de 30 adenomas analisados. Ha estudos
que analisaram a metilacdo do CDH1, sendo verificada hipermetilacdo em até
37% dos adenomas hipofisarios (Xu e cols., 2002; Sano e cols., 2004; Qian e
cols., 2007).

O papel da E-caderina na invasividade dos adenomas hipofisarios é
ainda controverso. Trés estudos que avaliaram adenomas hipofisarios
funcionantes e n&o funcionantes nao observaram associacdo entre a
expressao IH da ECAD e a invasividade dos tumores (Kawamoto e cols., 1997;
Yamada e cols., 2007; Elston e cols., 2009). No estudo realizado por Elston e
colaboradores (2009), apenas a expressao da ECAD nuclear foi associada a

invasividade tumoral. Em estudo realizado por Zhou e colaboradores (2011)
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com adenomas de hipofise ndo funcionantes, a expressao da E-caderina foi
avaliada por IH e por PCR em tempo real, sendo a expressao
significativamente menor em tumores invasivos. No estudo realizado por Qian e
colaboradores (2007) com adenomas funcionantes e n&o funcionantes,
observou-se reducdo significativa da expressao IH da ECAD nos tumores
invasivos e nos macroadenomas. No estudo realizado por Zhou e
colaboradores (2013), com 91 adenomas de hipofise, demonstrou-se
expressao IH significativamente reduzida da ECAD em tumores invasivos e
recorrentes. Ainda, em estudo realizado por Fougner e colaboradores (2010)
com pacientes acromegalicos, verificou-se correlacdo negativa entre a
expressao IH de ECAD, a invasividade tumoral, o tamanho tumoral e a
resposta aos analagos de somatostina. No estudo realizado por Chauvet e
colaboradores (2016), com adenomas secretores de GH, a expressao génica e
IH da E-caderina foi significativamente reduzida em tumores invasivos (Tabela

2).
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Tabela 2: Sistematizacdo dos artigos analisados sobre a expressao da E-
caderina considerando as varidveis Autor/ano, amostra, porcentagem de

expressao de E-caderina em relacdo a técnica utilizada e sua associagdo com

a invasividade tumoral.

Autor/ano

Amostra

% de expressao
de E-caderina

Associacao da
E-caderina com

(técnica) a invasividade
Kawamoto e cols | 30 adenomas 100% (IH) Associacao
(1997) hipofisarios negativa
Yamada e cols 40 adenomas nao | 97,5% (IH) Associagao
(2007) funcionantes negativa
Qian e cols 69 adenomas 38% expressao Associacao
(2007) funcionantes e normal positiva
nao funcionantes | 32% expressao

reduzida

30% expressao

negativa (IH)
Elston e cols 10 secretores de | 40% expressao Associacao
(2009) GH forte a moderada | negativa.

20% expressao
fraca

40% expressao
negativa (IH)

Foi observada
associacao entre
a expressao da
ECAD expressa
no nucleo e a
invasividade.

30 adenomas
funcionantes e
nao funcionantes

96,5% expressao
(PCR)

Dado indisponivel

Fougner e cols 80 acromegélicos | 51,2% expressao | Associacao
(2010) forte positiva

22,5% expressao

intermediaria

26,3% expressao

negativa (IH)
Zhou e cols 41 adenomas nao | Dado indisponivel | Associacao
(2011) funcionantes (IHe PCR) positiva
Zhou e cols 91 adenomas 93,4% (IH) Associagao
(2013) funcionantes positiva
Chauvet e cols 52 adenomas Dado indisponivel | Associacao
(2016) funcionantes (IHe PCR) positiva
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1.6 SLUG

O SLUG é um membro da familia Snail de fatores de transcrigéo,
codificado pelo gene SNAI2 e atua reprimindo a expressado da E-caderina. O
SLUG auxilia na estabilidade das juncdes de adesdo, das juncoes
comunicantes dos desmossomos e na expressao das proteases (Micalizzi e

cols., 2010) (Ver Figura 4).

1 () 268

ANV

Cinco dedos de zinco

Figura 4: Estrutura do fator de transcricio SLUG, composto por 268
aminoacidos. Cinco dedos de zinco localizados na porcao carboxi da proteina
interagem com o DNA e regulam a transcricdo génica (Adaptado de Shirley e

cols., 2010).

A superexpressao do SLUG leva a reducao da expressao da E-caderina,
fato importante para transicdo epitélio-mesenquimal (Hajra e cols., 2002).
Estudos in vivo e in vitro demonstram que durante a tumorigénese, a E-
caderina esta inversamente correlacionada com o SLUG, influenciando o
progndstico dos pacientes (Yoshida e cols., 2009; Zhang e cols., 2010).

A analise dos padrées de expressao do SLUG e da E-caderina em

linhagens celulares de cancer da mama por varias técnicas demonstrou que a
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expressdao do SLUG esta fortemente correlacionada com a perda dos
transcritos de E-caderina (Hajra e cols., 2002). Em linhagem celular de tumores
epiteliais ovarianos, observou-se elevada regulacdo do SLUG e baixa da E-
caderina (Shah e Kakar, 2011).

Ha poucos estudos na literatura que avaliam a relacdo do SLUG com os
adenomas hipofisarios. Em estudo realizado com 41 casos de adenomas de
hip6fise ndo funcionantes, a expressao do SLUG foi significativamente maior
em tumores invasivos comparados aos ndo invasivos, sendo os dados
evidenciados por IH e por PCR em tempo real (Zhou e cols., 2011). Outro
estudo com 95 adenomas hipofisarios demonstrou que a expressao génica do

SNAI2 se associa com o grau e o tamanho do tumor (Jia e cols., 2015).

1.7 NCAM

A molécula de adesao celular neural (NCAM) é uma glicoproteina de
membrana pertencente a superfamilia das imunoglobulinas (lg), codificada pelo
gene NCAM1, sendo expressa na superficie de neurdnios, células gliais,
musculares esqueléticas e natural killers, influenciando a proliferagdo, o
crescimento, a diferenciacdo e a sobrevida destas células (Gubkina e cols.,

2001) (Ver Figura 5).
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Figura 5: Estrutura da NCAM. A figura mostra o dominio extracelular, composto
por dois dominios de fibronectina tipo Ill e cinco repeticdes de imunoglobulina,
o dominio transmembrana e o dominio citoplasmatico (Adaptado de Weled;ji e

Assob, 2014).

Varias formas da proteina sdo conhecidas e produzidas através de
splicing alternativo do RNA mensageiro codificado pelo gene NCAMI,
localizado no cromossomo 11. No cérebro humano adulto, quatro isoformas
foram identificadas: 180KDa, 170KDa, 145KDa e 120KDa. As isoformas
apresentam o dominio extracelular idéntico, mas sdo diferenciadas pelo seu
dominio transmembrana. Os anticorpos utilizados na IH s&o dirigidos a porcao
extracelular, reconhecendo todas as isoformas (Weledji e Assob, 2014).

Sabe-se que a progressao de tecido normal para neoplasia envolve a
capacidade de aderéncia e interacao com células vizinhas e matriz extracelular,
sendo que a perda ou dificuldade de adesao é determinante para o

desenvolvimento da neoplasia epitelial (Asa e Ezzat, 2002).
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Estudos mostram a presenca da NCAM na hipofise saudavel e na
maioria dos adenomas hipofisarios. Aletsee-Ufrecht e colaboradores (1990)
analisaram a expressao da NCAM por immunoblotting, identificando a proteina
em todas as hipo6fises normais e adenomas secretores de GH, na maioria dos
adenomas ndo funcionantes, mas em nenhum prolactinoma. De Jong e
colaboradores (1999) analisaram adenomas hipofisarios e a proteina foi
detectada pela analise IH em todos os tumores. Kleinschmidt-DeMasters e
colaboradores (1995) estudaram adenomas de hipdfise através de IH e os
prolactinomas apresentaram expressado reduzida. Em estudo realizado por
Trouillas e colaboradores (2003), identificou-se expressdo IH nas hipdfises
saudaveis e em todos os adenomas funcionantes e ndo funcionantes. Este
estudo demonstrou que a NCAM ligada ao acido polisialico (PSA-NCAM) foi
expressa em 46% dos adenomas hipofisarios e ndo foi identificada nas
amostras saudaveis (Trouillas e cols., 2003).

Em relagédo a expressédo do gene NCAM1, um estudo avaliou adenomas
secretores de GH e de prolactina, dos quais 67% dos secretores de GH e 14%
dos secretores de prolactina expressaram a NCAM1 (Rubinek e cols., 2003).

Ha poucos estudos na literatura que avaliam a relacdo da NCAM com a
invasividade dos adenomas hipofisarios. Kleinschmidt-DeMasters e
colaboradores (1995) e Trouillas e colaboradores (2003) ndo observaram a
relagdo do marcador com a invasidade. Entretanto, ha descricdo que a PSA-
NCAM se relacionou com a invasividade, estando expressa em 85% dos
tumores invasivos (Trouillas e cols., 2003).

Dessa forma, embora ainda ndao haja marcadores ideais, esforcos tém

sido feitos no sentido de melhorar a compreensdo da tumorigénese dos
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adenomas hipofisarios através de marcadores que possam predizer a

invasividade e a recorréncia tumoral.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral: Avaliar marcadores teciduais de tumorigénese em
adenomas hipofisarios secretores de GH e sua relacdo com a invasividade

tumoral.

2.2 Objetivos Especificos:

2.2.1 Avaliar a expressao génica da E-caderina (CDH1), do SLUG (SNAI2) e da
NCAM (NCAMT1) em adenomas de hipofise secretores de GH através da
técnica de PCR em tempo real;

2.2.2 Avaliar a expressdao imuno-histoquimica da ECAD e da NCAM em
adenomas de hipofise secretores de GH;

2.2.3 Relacionar os achados das técnicas de expressao génica e de imuno-
histoquimica aos dados de sexo, idade e grau de invasdo tumoral verificada

através da andlise de imagem.
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Abstract

Background: Pituitary adenomas account for 10-15% of primary intracranial
tumors. Growth hormone (GH)-secreting adenomas account for 13% of all
pituitary adenomas and cause acromegaly. These tumors can be aggressive,
invade surrounding structures and are highly recurrent. Purpose: To evaluate
E-cadherin, Slug and neural cell adhesion molecule (NCAM) expression in GH-
secreting pituitary adenomas and its relationship to tumor invasiveness.
Methods: A cross-sectional study of patients who underwent hypophysectomy
due to GH-secreting pituitary adenoma from April 2007 to December 2014. The
medical records were reviewed to collect clinical data. Immediately after
surgery, tumor samples were frozen in liquid nitrogen and stored in a biofreezer
at —80°C for assessment of E-cadherin (CDHT), SLUG (SNAI2) and NCAM by
real-time PCR. The samples were fixed in formalin and embedded in paraffin for
immunohistochemical analysis of E-cadherin and NCAM. Results: Thirty-five
patients with acromegaly were included in the study. Of these, 65.7% were
invasive tumors. Immunohistochemically, E-cadherin was expressed in 96.7%
of patients and NCAM in 80%. There was no statistically significant relationship
between tumor grade or invasiveness and immunohistochemical expression of
these markers. Regarding gene expression, 50% of cases expressed E-
cadherin (CDH1), none expressed Slug (SNAI2), and 53.3% expressed NCAM.
There was no statistically significant relationship between tumor grade or
invasiveness and gene expression of E-cadherin (CDH1), SLUG (SNAI2), and
NCAM. Conclusions: The absence of Slug overexpression and of E-cadherin
and NCAM suppression suggests that expression of these markers is not

associated with tumor invasiveness in GH-secreting pituitary adenomas.
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adhesion molecules.

Introduction

Pituitary adenomas are common tumors, with an estimated prevalence of
16.7%, and autopsy studies have reported their presence in 20 to 25% of
cases, accounting for 10 to 15% of primary intracranial tumors (1). Growth
hormone (GH)-secreting pituitary adenomas account for 13% of all pituitary
adenomas and lead to acromegaly, a chronic disease characterized by
hypersecretion of GH and insulin-like growth factor (IGF)-1. The mean age at
diagnosis of patients with acromegaly is 40 years, with no difference between
men and women (2). The disease has cardiovascular, rheumatologic,
respiratory and metabolic consequences. The main cause of death is
cardiovascular disease, accounting for 60% of cases, while respiratory disease
and malignancies account for 25% and 15% of cases respectively (3).

Pituitary adenomas are considered benign tumors, but they may become
aggressive and invade surrounding tissues. Approximately 60% of patients with
adenomas greater than 1 cm (macroadenomas) have tumor recurrence after
surgical treatment. The mechanisms underlying the pathogenesis of these
tumors are unclear and genes classically involved in neoplastic development,
such as TP53 and KRAS, rarely show mutations. In addition, the mitosis index
is generally low and Ki67 and PCNA, markers of cell proliferation, have little
relevance in predicting tumor behavior (4). The absence of a prognostic
classification or consensual prognostic markers limits the evaluation of medical

strategies for pituitary tumors.
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Some studies have shown that loss of adhesion protein expression may
be involved in the pathogenesis of pituitary adenomas and contribute to tumor
aggressiveness and invasiveness (4-7). Currently, there are few reports in the
literature regarding the role of cell adhesion proteins, such as E-cadherin
(ECAD), and neural cell adhesion molecule (NCAM) in pituitary adenomas, as
well as of SLUG, which is an important transcriptional regulator of ECAD.
Studies suggest that loss of ECAD expression is critical for epithelial-
mesenchymal transition, a process in which neoplastic cells acquire cellular
motility and invasiveness (8). The results are quite controversial regarding the
role of these markers in the invasiveness of pituitary adenomas. Some studies
indicate an association of markers with tumor invasiveness (6-7,9), while others
do not recognize this association (10-12).

The factors involved in the growth and invasiveness of these tumors are
not fully understood, but, once identified, they will aid in the identification of
invasion and recurrence markers and of potential therapeutic targets (13). The
aim of the present study was to evaluate ECAD, SLUG and NCAM expression
in GH-secreting pituitary adenomas and its relationship to the degree of tumor

invasiveness.

Material and methods

This is a cross-sectional study.

Patients
The sample consisted of 35 consecutive patients with a clinical and

laboratory diagnosis of acromegaly who underwent neurosurgery performed by
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a single surgeon (NPF) at Hospital Sdo José, Complexo Hospitalar Santa Casa
de Porto Alegre, southern Brazil, from April 2007 to December 2014. All
patients undergoing the procedure during this period were included in the study.
Written informed consent was obtained from all individual participants prior to
their inclusion in the study.

The diagnosis of pituitary adenoma was confirmed by
anatomopathological examination. The histopathological diagnosis was made
by the neuropathologists of the Department of Pathology of the institution in
accordance with the World Health Organization (WHO) guidelines. Hematoxylin
and eosin (HE)-stained slides were available for all cases to confirm the
presence of tumors. The HE-stained slides were used to guide sampling of the
tissue of interest. Each adenoma was immunohistochemically stained for six
pituitary hormones (GH, PRL, ACTH, FSH, LH, and TSH) using commercially
available antibodies. Immunohistochemical analysis was performed using
chromogranin A antibody for all cases in order to characterize the pituitary
tissue. The patients’ medical records were then reviewed to collect data on sex,
age, preoperative images, and the results of anatomopathological examination
and immunohistochemistry. Tumor grade and invasiveness were defined based
on magnetic resonance images (MRI 1.5T) or X-ray computed tomography (CT)
scans obtained preoperatively and classified according to the criteria proposed
by Hardy (13): grade | (microadenomas, <1 cm in diameter), grade Il (=1 cm in
diameter, intrasellar or with suprasellar extension without causing bony
erosion), grade 1l (locally invasive tumors that may be associated with diffuse
sellar enlargement and bony erosion of the sella turcica), and grade IV (invasive

tumors that involve extrasellar structures including bone, hypothalamus, and the
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cavernous sinus). Grade | and Il pituitary adenomas are considered noninvasive
tumors, while grade Ill and IV adenomas are invasive tumors (14).

The study was approved by the Research Ethics Committee of
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA),
protocol number 512/230, and conducted in accordance with the provisions of

the Declaration of Helsinki.

Immunohistochemistry

Tumor tissue samples were fixed in 10% buffered formalin for 24 hours
and embedded in paraffin. Serial 4-micrometer-thick sections were cut for
immunohistochemical analysis. To detect protein expression, sections were
incubated with the monoclonal anti-ECAD antibody G-10 (sc- 8426; Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, USA), at a 1:50 dilution, and anti-NCAM antibody
([EPR2566] [ab133345], Abcam, Cambridge, UK), at a 1:300 dilution. The
labeled streptavidin-biotin method (LSAB kit + Peroxidase; Dako, Carpinteria,
CA, USA) was used for detection. Due to technical problems related to the
primary antibody, it was not possible to analyze SLUG by means of
immunohistochemistry. Endogenous peroxidase activity was blocked using
three 10-minute baths in 5% hydrogen peroxide (H-O.) 30V in methanol.
Nonspecific protein binding was blocked using 1% BSA for 30 minutes.
Incubation with primary antibody was performed overnight at 4°C. Incubation
with secondary antibody and tertiary antibody was performed for 40 minutes at
room temperature. The primary antibody was replaced with saline to serve as a
negative control. Human tonsil was used as a positive control for E-cadherin
and glioma for NCAM. The antigen-antibody binding was visualized with the

diaminobenzidine (DAB) chromogen.
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A positive expression was defined as plasma membrane staining
classified according to a score based on staining intensity and ratio of positive
cells after analysis of the slides (7). Staining intensity was scored as 0 (no
staining), 1 (weak), 2 (moderate), and 3 (strong). The ratio of positive cells was
scored as 0 (0-5% stained cells), 1 (6-10%), 2 (11-50%), 3 (51-80%), and 4
(>80%). The final score was obtained by multiplying the intensity ratio by the
positive cell ratio: 0 (-, negative expression), 1-3 (+, weak expression), 4-6 (++,
moderate expression), and > 6 (+++, strong expression). The slides were read
by two independent observers by optical microscopy. The observers were

blinded to the tumor characteristics.

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

Tumor fragments were obtained immediately after surgery, frozen in
liquid nitrogen, and stored in a biofreezer at —=80°C. Total RNA was extracted
using TriReagent (Ludwig Biotec, Alvorada, RS, Brazil), according to the
manufacturer’s instructions. RNA was then reverse transcribed into cDNA at a
final volume of 21 uL using the SuperScript Il First-Strand Synthesis System
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s instructions.
The resulting cDNA samples were diluted to a final concentration of 250 ng/uL
for qRT-PCR of ECAD (CDH1) and SLUG (SNA/2), and of 100 ng/uL for qRT-
PCR of NCAM. The samples were amplified using Sybr Green (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) in a total reaction volume of 15 pL under the
following conditions: initial denaturation at 50°C for 2 minutes and at 95°C for 10
minutes followed by 40 cycles at 95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute.
The following primers were used: CDH1 (Forward 5'-

GCCGAGAGCTACACGTTCAC-3' Reverse 5-ACTTTGAATCGG GTGTCGAG-
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3, SNAI2 (Forward 5'-ATATTCGGACCCACACATTACC-3' Reverse 5'-
ACATTCTGGAGAAGGTTTTGGA-3"), and NCAM-1 (Forward 5-
AACAAAGCATGATGGGTGAA-3 Reverse 5-GTCTGTGGTGTTGGAAATGC-
3"). All reactions were run in duplicate using a StepOnePlus system (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Samples without cDNA were used as
negative controls. As an endogenous control, GAPDH was used as a reference
for normalization (Forward 5-GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCA-3' Reverse 5'-
GTCATTGATGGCAACAATATCCACT-3"). GAPDH was amplified by gRT-PCR
for each sample and also for each RT-negative control, with the same specified
conditions for gene analysis. A cycle threshold (Ct) <40 was classified as
showing good quality cDNA. Commercially available pooled RNA (Human
Pituitary Gland Pool of RNA-636157, Clontech Laboratories, Palo Alto, CA,
USA), consisting of 39 healthy pituitary glands from adult males and females,
was used for calibration of qRT-PCR. Data were converted to normalize
expression ratios using the Applied Biosystems-recommended 2"(-AACt)
method. Relative expression (the normalized target concentration related to the
endogenous reference) was given by the 2*(-AACt) formula, where: AACt = [(Ct
target gene — Ct GAPDH gene in samples) — (Ct normal pituitary target gene —
Ct GAPDH normal pituitary gland pool)]. Data from tumor tissues are expressed
equal to 1 (reference level). An expression level < 1 was defined as absence of

expression and = 1 as presence of expression (15).
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Statistical analysis

Descriptive statistical analysis and normality testing of the data (Shapiro-
Wilk test) were performed to determine the distribution of the data. Quantitative
variables were expressed as means and standard deviations (SD) or medians
according to their distribution. Age was symmetrically distributed and expressed
as mean (SD). The gene expression of ECAD (CDHT), SLUG (SNAI2) and
NCAM (NCAMT1) was presented as median and interquartile range due to their
asymmetrical distribution. Immunohistochemical expression was presented as
frequencies and percentages. Noninvasive and invasive adenomas were
compared using the chi-square and Mann-Whitney tests. The level of

significance was set at 5% and data were analyzed using SPSS, version 23.0.

Results

Of 35 patients with acromegaly, 19 (54.3%) were women. Mean (SD)
patient age was 47.1 (13.4) years, ranging from 18 to 74 years.
Immunohistochemically, 15 (42.9%) adenomas expressed GH alone, 14 (40%)
expressed both GH and prolactin, and the remaining adenomas expressed GH
and other hormones.

Regarding tumor grade based on preoperative images, 3 (8.6%) patients
had grade | adenomas, 9 (25.7%) had grade Il adenomas, 10 (28.6%) had
grade Ill adenomas, and 13 (37.1%) had grade IV adenomas. Of these, 12
(34.3%) were noninvasive and 23 (65.7%) were invasive tumors. There was no
statistically significant difference in sex or age between the noninvasive and

invasive groups (p=0.135 and p=0.128, respectively).
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Immunohistochemical expression of ECAD and NCAM

Due to material availability, the samples of 30 patients were subjected to
immunohistochemical analysis of protein expression. Of these, 11 (36.7%) were
noninvasive tumors (3 grade | and 8 grade Il tumors) and 19 (63.3%) were
invasive tumors (8 grade Ill and 11 grade IV tumors).

The samples of 29 (96.7%) patients expressed ECAD. Of these, 26
(86.7%) showed strong expression (+++), 2 (6.7%) showed moderate
expression (++), 1 (3.3%) showed weak expression (+), and 1 (3.3%) no

expression (Figure 1).

Figure 1: Immunohistochemical expression of ECAD (400x).

A. Negative expression (-); invasive. B. Weak expression (+) (final score: 3);
invasive. C. Moderate expression (++) (final score: 6); invasive. D. Strong
expression (+++) (final score: 12); invasive. Bar = 200 um for both panels.
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When analyzed according to tumor grade, ECAD was strongly expressed
in 100% of grade | and Il adenomas, 62.5% of grade Ill adenomas, and 90.9%
of grade IV adenomas. Strong expression of ECAD was observed in 100% of
noninvasive tumors and 78.9% of invasive tumors (Table 1).

The samples of 24 (80%) patients expressed NCAM. Of these, 3 (10%)
showed strong expression (+++), 8 (26.7%) showed moderate expression (++),
13 (43.3%) showed weak expression (+), and 6 (20%) showed no expression

(Figure 2).

Figure 2: Immunohistochemical expression of NCAM (400x).

A. Negative expression (-); invasive. B. Weak expression (+) (final score: 3);
invasive. C. Moderate expression (++) (final score: 6); invasive. D. Strong
expression (+++) (final score: 8); invasive. Bar = 200 um for both panels.

When NCAM expression was analyzed according to tumor grade, grade |

adenomas showed moderate expression in 100% of cases, grade Il adenomas
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showed weak and strong expression in 75% of cases, grade Ill adenomas
showed weak and moderate expression in 87.5% of cases, and grade IV
adenomas showed weak, moderate and strong expression in 72.7% of cases
(Table 1). Weak, moderate and strong expression of NCAM was observed in
81.8% of noninvasive tumors and 79% of invasive tumors (Table 1). There was
no statistically significant relationship between tumor grade or invasiveness and
immunohistochemical expression of ECAD (p=0.445) and NCAM (p=0.708).
There was no statistically significant relationship between tumor grade or
invasiveness and negative expression or any positive expression (weak,

moderate, and strong) of ECAD (p=0.543) and NCAM (p=0.896).

Table 1: Immunohistochemical expression of ECAD and NCAM according to

tumor grade and invasiveness based on preoperative images.

Immunohistochemistry

ECAD NCAM

Grade (n=30) - o+ ++ +++ - o+ ++ +++

I 3 0 O 0 3 0 O 3 0

Il 8 0 O 0 8 2 4 0 2
Noninvasive 11 0 O 0 11 2 4 3 2

I 8 1 1 1 5 1 4 3 0
v 11 0 O 1 10 3 5 2 1
Invasive 19 1 1 2 15 4 9 5 1
Grade |, Il, lll, and IV (Asa and Ezzat (13)). Immunohistochemical expression:

(=) negative, (+) weak, (++) moderate, (+++) strong.

Gene expression of E-cadherin (CDH1), Slug (SNAI2), and NCAM
Due to RNA availability, the samples of 20 patients were analyzed for

CDHT1 gene expression. Of these, 10 (50%) showed expression (median, 1.08).
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Of 12 samples analyzed for SNAI2, none showed gene expression. Of 15
samples analyzed for NCAM1, 8 showed gene expression (median, 1.14)
(Table 2).

Among noninvasive tumors, 5 (55.6%) expressed E-cadherin (CDHT),
none expressed Slug (SNAI2), and 3 (42.9%) expressed NCAM. Among
invasive tumors, 5 (45.5%) expressed E-cadherin (CDHT), none expressed

Slug (SNAI2), and 5 (62.5%) expressed NCAM (Table 2).

Table 2: Gene expression of ECAD (CDH1), SLUG (SNAI2) and NCAM

(NCAM1). The data are presented in general samples and according to

invasiveness based on preoperative images.

Gene expression CDH1 SNAI2 NCAM1
(n=20) (n=12) (n=15)
n (%) 10(50%) 0(0%) 8(53.3%)
Median 1.08 0.22 1.14
Interquartile range (25th-75th) 0.10-5.64 0.08-0.44 0.72-2.67
Noninvasive tumor (n=9) (n=6) (n=7)
n (%) 5 (55.6%) 0 (0%) 3 (42.9%)
Median 1.20 0.27 0.84
Interquartile range (25th-75th) 0.83-5.20 0.09-0.52 0.33-2.19
Invasive tumor (n=11) (n=6) (n=8)
n (%) 5 (45.5%) 0 (0%) 5 (62.5%)
Median 0.12 0.22 1.36
Interquartile range (25th-75th) 0.02-6.85 0.04-0.36 0.78-3.51

There was no statistically significant relationship between tumor grade or
invasiveness and gene expression of CDH1 (p=0.295), SNAI2, (p=0.485) and

NCAM1 (p=0.463).
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Discussion

Epithelial-mesenchymal transition is an important process in embryonic
development that has been associated with cancer progression and metastasis,
and loss of ECAD is considered a key initial step in the transdifferentiation of
epithelial cells into a mesenchymal phenotype (16-19). In the present study, 29
(96.7%) patients showed immunohistochemical expression of ECAD.

Several studies of pituitary adenomas have analyzed ECAD and
reported positivity in most cases, albeit at varying levels. Yamada et al. (12)
analyzed 40 nonfunctioning adenomas and found that 24 cases had moderate
to strong staining. Kawamoto et al. (10) identified ECAD at different staining
intensities in all pituitary adenomas investigated. Qian et al. (20), investigating
functioning and nonfunctioning pituitary adenomas, detected
immunohistochemical expression of ECAD in 70% of the sample. Fougner et al.
(6) evaluated 80 patients with acromegaly and observed immunohistochemical
expression of ECAD in 73% of cases. In the study conducted by Zhou et al. (7),
analyzing the immunohistochemical expression of ECAD in 35 GH-secreting
tumors, only 2 patients did not express ECAD.

In the present study, 50% of patients showed CDH1 gene expression.
Elston et al. (21) evaluated CDH1 gene expression and found that, of 30
adenomas analyzed, only one did not show gene expression. Jia et al. (22)
found a significant correlation between reduced CDH171 gene expression and
findings of tumor invasion and cystic lesions. In general, PCR methods have
increased sensitivity and specificity compared to immunohistochemistry, and
agreement between the two methods is poor. The lack of agreement is due to

the fact that, despite being complementary techniques, each one analyzes
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different aspects of cell biology. The purpose of RT-PCR is to verify whether the
gene that produces protein is active through mRNA analysis, whereas
immunohistochemistry verifies the presence of protein. In the present study,
higher positivity was observed in immunohistochemistry than in PCR. A
possible explanation for this finding is that the protein was probably extralocally
produced. The significance of this finding may be related to the heterogeneity of
tumor cells and the presence of mutation in a small proportion of tumor cells,
but the mechanisms involved in this process need further clarification. In
addition, as a universal explanation, one can consider the heterogeneity of the
tumor and the fact that the immunohistochemically analyzed tissue was not
exactly the same tissue fragment examined by RT-PCR. Finally, the expression
on mMRNA and protein levels was not always synchronized (23-24).

The role of ECAD in pituitary adenoma invasiveness is controversial.
Reduced ECAD expression has been described in prolactinomas and is
inversely associated with tumor size and invasion (21,25). Studies have
demonstrated reduced immunohistochemical expression of ECAD in invasive
and recurrent adenomas (4, 6-7) as well as in invasive macroadenomas (20). In
the study conducted by Yamada et al. (12), 40 nonfunctioning adenomas were
analyzed and no significant difference was observed in the
immunohistochemical expression of ECAD between tumors with and without
cavernous sinus invasion. Likewise, other studies of pituitary adenomas have
found no association between ECAD and tumor invasiveness (10-11, 22), which
is consistent with the findings of the present study.

SLUG is a member of the Snail family of transcription factors that acts to

suppress ECAD expression and helps regulate tight and adherens junction
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stability, desmosome disassembly, and protease expression (8). SLUG
overexpression leads to reduced ECAD expression, an important factor for
epithelial-mesenchymal transition (26). In vitro and in vivo studies of different
cancer cell lines have demonstrated that SLUG expression is correlated with
loss of ECAD (CDH1) transcripts, which may influence the prognosis of patients
(26-29).

There are few studies in the literature that report on SLUG expression in
pituitary adenomas. In a study of 41 nonfunctioning adenomas, the expression
of SLUG by immunohistochemistry, PCR and Western blotting was significantly
increased in invasive tumors (4). Jia et al. (22) investigated the presence of
SLUG in 59 functioning and 36 nonfunctioning adenomas and identified an
association of SNAI2 gene expression with tumor invasiveness and bone
destruction of the sella turcica. In the present study, no SNAI2 expression was
detected by the qRT-PCR method. Data interpretation is difficult because
SNAI2 expression is known to be regulated by microRNAs (a group of small
non-coding RNAs) and the Wnt (wingless) signaling pathway, although the
exact mechanisms of molecular regulation of SNA/2 are unclear (30,31).
Several genes are involved in the pathogenesis of pituitary adenomas, and
changes in multiple genes are required for neoplastic transformation, which may
reflect the heterogeneous behavior of these tumors (32). In addition to SLUG,
other transcription factors, such as SNAIL, TWIST, ZEB1, and ZEB2, may
inhibit ECAD transcription and contribute to epithelial-mesenchymal transition
(33). Likewise, the methylation status of the CDHT1 gene is also responsible for

gene silencing in certain pituitary tumors (32,34).
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NCAM is a membrane glycoprotein that belongs to the immunoglobulin
superfamily and plays a role in the proliferation, growth, differentiation and
survival of different cell types (35). It is known that progression to neoplasia
involves the ability to adhere and interact with the surrounding cells and
extracellular matrix, and loss or adhesion difficulties may be a determinant of
epithelial neoplasia (36). Studies have demonstrated immunohistochemical
expression of NCAM in pituitary adenomas, including GH-secreting tumors (5,
37-39).

Regarding invasiveness, Kleinschmidt-DeMasters et al. (38) analyzed 20
pituitary adenomas and found no correlation between NCAM expression and
tumor invasiveness, suggesting that this protein is not a useful marker of tumor
invasiveness. In the study conducted by Trouillas et al. (5), only polysialylated
NCAM (PSA-NCAM) was expressed in 46.3% of adenomas and in 85% of
invasive tumors. Similar to our results of 53% of the sample with NCAM1 gene
expression, Rubinek et al. (40) showed, by means of RT-PCR, that this gene
was expressed in 67% of GH-secreting adenomas, in only a minority of
prolactin-secreting tumors, and in normal pituitary tissue.

In conclusion, the characterization of GH-secreting pituitary adenomas
allows the early identification of patients with tumors with a high risk of
recurrence or resistant to conventional therapy, thus providing a basis for the
development of patient-tailored treatment strategies and follow-up. The absence
of SLUG (SNAI2) overexpression and of ECAD (CDH1) and NCAM (NCAM1)
suppression suggests that protein and gene expression of ECAD and NCAM
and gene expression of SLUG are not associated with tumor invasiveness in

GH-secreting pituitary adenomas. Further studies with a larger sample size are
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needed to better demonstrate the interrelationship of ECAD, SLUG and NCAM
and to determine the influence of these and other markers on the pathogenesis

of acromegaly and tumor invasiveness.
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4. Consideracoes finais

Muitos sé@o os fatores envolvidos na biologia dos adenomas hipofisarios
secretores de GH. Mais recentemente, o processo de transicao epitélio-
mesenquimal tem sido implicado na patogénese desta neoplasia que, apesar
de possuir caracteristicas benignas, pode ser agressiva e invadir estruturas
vizinhas. A investigagdo de marcadores relacionados a invasdo tumoral
contribui na compreensao da tumorigénese destes tumores e permite melhorar
a avaliacao prognéstica de pacientes acromegalicos, principalmente no que se
refere a remissdo da doenca.

No presente estudo nao foi verificada superexpressdo do Slug, nem
supressao dos marcadores de adesividade E-caderina e NCAM, sugerindo que
a expressao destes marcadores ndao estd associada com a invasividade
tumoral em adenomas hipofisarios secretores de GH. Torna-se necessario
ampliar a investigacao sobre a inter-relacdo da E-caderina, do Slug e da
NCAM, assim como determinar a influéncia destes e de outros marcadores na

patogénese da acromegalia e da invasividade tumoral.
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ANEXO 2

Técnica de Imuno-histoquimica
- Seccionar o bloco de parafina com uma espessura de 3 a 5 micrémetros;
- Colocar o corte na lamina previamente preparada com organosilano;
1) Desparafinar o tecido:
- Deixar as laminas na estufa a 60° C por 30 minutos a 1 hora.
- Xilol 2x de 5 minutos.
- Passar nos alcoois absolutos. Deixar 5 minutos no ultimo alcool.
- Lavar em agua destilada por 5 minutos.
2) Recuperacao antigénica:
-Aquecer em banho-maria a solucdo de citrato de sdédio pH 6,0 (ou
Tris/EDTA pH 9,0) até 92°C .
- Colocar as laminas e deixar por 40 minutos.
- Retirar do banho e deixar esfriar a temperatura ambiente por 20 minutos.
- Lavar em agua destilada.
3) Bloqgueio da peroxidase endbgena:
- Metanol (95 ml) + agua oxigenada 30 V (5 ml) 2x de 10 minutos (protegido
da luz). Adicionar a 4gua oxigenada somente no momento do uso.
- Lavar 2x em agua destilada.
- Lavar em PBS por 5 minutos com agitacao.
4) Bloqueio das ligacoes inespecificas:
- Incubar com uma solugao de proteina in6cua a amostra (BSA 1%) por 30
min para mouse e 1 hora para rabbit. Preparo: 200 ml PBS + 2 g albumina
bovina.

5) Incubar com anticorpo primario:
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- Deixar escorrer o excesso do soro.

- Aplicar £ 50ul do anticorpo primario em cada lamina (diluir em PBS ou

BSA).

- Deixar de 30 minutos a 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida,

colocar a 4°C (na geladeira) overnight.

- No outro dia, lavar em PBS 2x de 5 minutos.
6) Incubar com anticorpo secundario biotinilado:

- Aplicar o anticorpo secundério sobre cada lamina e deixar por 40 minutos
a temperartura ambiente. Lavar em PBS 2x por 5 minutos.
7) Incubar com complexo streptavidin— peroxidase:

- Aplicar o anticorpo terciario sobre cada lamina e deixar por 40 minutos a
temperatura ambiente. Lavar em PBS 2x 5 minutos.
8) Revelacdo com substrato cromégeno (DAB): 1 ml de agua destilada + 1
gota do frasco 1 + 2 gotas do frasco 2. Agitar em vértex e adicionar 1 gota do
frasco 3. Pingar sobre as laminas e deixar 5 minutos.

- Lavar em agua corrente e destilada e descartar em frasco identificado.

9) Contracorar com Hematoxilina:

- 30 segundos no corante hematoxilina e lavar em agua corrente até
clarificar a agua.
10) Desidratar:

- Passar nos alcoois absolutos. Deixar 5 minutos no altimo alcool.

- Xilol 2x de 5 minutos.

11) Montar com Entellan.
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ANEXO 3
1) Extracao do RNA:

O procedimento foi realizado conforme as instrucbes do fabricante,
TriReagent (Ludwig Biotec, Porto Alegre, RS). A técnica segue abaixo:

- Homogeneizar o tecido em 500 pL de solugcdo desnaturante contendo
tiocianato de guanidina (TriReagent). Para realizar a homogeneizacao foi
utilizado um extrator. Para limpeza do extrator entre as amostras, foi usado
agua Milli-Q e alcool 75%;

- Incubar por 5 minutos em temperatura ambiente;

- Adicionar 100 uL de cloroférmio;

- Agitar por 15 segundos no vértex;

- Incubar por 3 minutos a temperatura ambiente;

- Centrifugar a 12.000 giros por 15 minutos a 4°C;

- Transferir fase aquosa para tubo estéril;

- Adicionar 250uL de propanol-2. Misturar no vértex;

- Centrifugar a 12.000 giros por 15 minutos a 4°C;

- Desprezar o sobrenadante (o RNA precipita formando um pellet);

- Adicionar 500uL de etanol 75% gelado. Usar o vértex para desagregar;

- Centrifugar a 8.000 giros por 10 minutos a 4°C;

- Desprezar o sobrenadante;

- Inverter o tubo em papel para secagem do pellet;

- Adicionar 10uL de agua estéril previamente tratada com
dietilpirocarbonato de sédio (DEPC);

- Incubar em banho maria por 10 minutos a 60°C;

- Incubar por 1 minuto no gelo;
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- Centrifugar até 4.000 rpm.
As amostras, apds a quantificacdo, foram armazenadas em biofreezer a

-80°C até realizacdo da sintese de DNA complementar.

2) Sintese do cDNA:

O RNA foi reversamente transcrito a cDNA em um volume final de 21 pl.
Foi utilizado o kit SuperScript Il First-Strand for RT-PCR (Invitrogen, San
Diego, CA). A técnica foi realizada conforme instrugdes do fabricante:

- Para concentragdes de até 5 ug de RNA, adicionar 1 uL de dNTP mix,
1 uL de oligodT e 7 uL de agua DEPC (gsp);

- Incubar 65°C por 5 minutos;

- Incubar 1 minuto no gelo;

- Adicionar 9 pL da MIX em cada reacdo (10xRT buffer (2 uL), 25mM
MgCI2 (4uL), 0,1M DTT (2 uL), RNAse Out (1 pL));

- Incubar 42°C por 2 minutos;

- Adicionar 1 uL (50 unidades) de Superscript Il RT em cada reacao;

- Incubar 42°C por 50 minutos;

- Terminar a reacdo em 70°C por 15 minutos;

- Gelar;

- Adicionar 1 pL de RNAseH em cada reacéo;

- Incubar 37°C por 20 minutos.

A concentracdo do cDNA sintetizado foi analisada através do aparelho
NanoSpec. A estimativa da quantidade de cDNA foi realizada medindo-se as
absorbancias em 260 nm e em 280 nm, sendo que 260nm corresponde a

concentracdo de &acidos nucléicos (RNA e DNA) e 280nm corresponde a
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concentragdo de proteinas. Os cDNAs foram considerados de boa qualidade
quando a relacao 260/280 foi superior a 1,7.
As amostras foram armazenadas em freezer —20°C até realizagdo da

PCR em tempo real quantitativa.
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ANEXO 4
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: Avancos em Biologia Molecular dos Adenomas
Hipofisarios Produtores de GH

Adenomas hipofisarios sao tumores benignos da glandula hipofisaria,
sendo adenomas produtores de horménio do crescimento (GH) os que
apresentam caracteristicas de producdo aumentada do horménio do
crescimento (GH). Vocé esta sendo convidado a participar do estudo: “Avangos
em Biologia Molecular dos Adenomas Hipofisarios Produtores de GH". Nesse
estudo, investigaremos diversos marcadores envolvidos na formacao desses
tumores para avaliar se ha relagdo com o0s quadros mais graves desses
tumores. Para tanto, o material retirado ap6s a cirurgia, o tumor, sera
encaminhado ao laboratério de patologia do hospital para identificagao do tipo
de tumor. Posteriormente, uma porcdo deste material retirado sera estudada
quanto a avaliagcdo imuno-histoquimica e de biologia molecular, sem nenhum
custo para o convidado.

Os beneficios esperados com os resultados desta pesquisa sao para o
paciente, para outros pacientes com o mesmo tipo de lesdo e para o
desenvolvimento da ciéncia. Nao sera feito nenhum procedimento adicional na
retirada do tumor, ndo sendo deste modo adicionados riscos. E garantido ao
paciente o recebimento de resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a
qualquer duvida acerca do estudo.

Caso existirem novas perguntas sobre este estudo, sobre os direitos
como participante do mesmo ou prejuizo de qualquer natureza pela
participacao, deve ser contatada a Dra Julia Pereira-Lima (investigador
principal) pelo telefone (51) 3303.8779 ou o Comité de Etica em Pesquisa da
ISMCPA (51) 3214-8571 ou e-mail: cep@santacasa.tche.br ou o Comité de
Etica em Pesquisa da UFCSPA (51) 3303-8804 ou e-mail cep-
ceua@ufcspa.edu.br

A participagdo no estudo € voluntaria, dando-se a liberdade de retirar o
consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem que
isso traga prejuizo ao tratamento e acompanhamento do paciente.

E dada a garantia de ndo ser identificado e de ser mantido o carater
confidencial de informagéo em relagéo a privacidade do paciente.

E assumido o compromisso de proporcionar informagcdo atualizada
obtida durante o estudo, ainda que esta possa afetar a vontade em continuar
participando.

E garantido que todos os gastos de realizacdo de exames do protocolo
da pesquisa serao absorvidos pelo orcamento do estudo.

Estou ciente de que ndo serdo violados os segredos profissionais
obtidos pelo exame clinico e subsidiario aos quais me submeterei. Assino o
presente documento, em duas vias de igual teor, ficando uma em minha posse,
ciente de todos os beneficios e riscos descritos acima.

A minha assinatura neste Consentimento Livre e Esclarecido dara
autorizacdo ao coordenador do estudo de utilizar o material retirado e dados
obtidos quando se fizer necessario, incluindo a divulgacdo dos mesmos,
sempre preservando minha privacidade.
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Recebi claras explicacbes sobre o estudo e sobre este formulario de
consentimento. Os pesquisadores responderam a todas as minhas perguntas
até minha completa satisfacdo. Fui informado da disponibilidade dos
pesquisadores de fornecer qualquer outra informagdo que eu desejar, sobre o
estudo. Entendo as implicagdes da minha participagcdo no estudo. Estou de
acordo em autorizar a minha participacdo neste estudo. Recebi uma copia
deste consentimento e uma copia assinada por mim sera mantida na
instituicao.

Porto Alegre, , ,
(dia) (més) (ano)

Nome do
Voluntéario:
Assinatura do Voluntario:

Assinatura do(s) Médico(s) Responsaveis pelo projeto:

Nome da médica responsavel: Dra. Julia F. S. Pereira-Lima
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ANEXO 5

Trabalhos apresentados

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho

EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE
E-CADERINA E N-CAM EM ADENOMAS
HIPOFISARIOS SECRETORES DE GH

Simpdsio Internacional de
Neuroendocrinologia

16 a 18 Junho 2016
Plaza Sdo Rafael | Porto Alegre | RS
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