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RESUMO

Introducio: Apesar dos adenomas hipofisarios serem a neoplasia intracraniana mais
comum, sua tumorigénese nao esta ainda claramente definida. A presenca de células
tronco/progenitoras tem sido descritas em um crescente numero de tecidos adultos, e
hipotetiza-se que essas células existam na hipofise, principalmente por sua
plasticidade constante devido a resposta hormonal a estimulacdo hipotalamica.
Alguns estudos utilizando diferentes metodologias in vitro e in vivo tem demonstrado
a presenca dessas células através de alguns marcadores especificos. Através desses
estudos, ¢ possivel associar a presenca dessas células tronco a patofisiologia da
glandula hipoéfise, e melhorar o entendimento da participagcdo desses marcadores tanto
no tecido normal quanto no patologico. Recentemente, foi demonstrado o papel do
p63 na manutencdo da proliferagdo celular em diversos tecidos, porém esse
mecanismo ainda ndo estd descrito claramente na hipofise. Objetivos: O objetivo
principal do estudo ¢ identificar a presenca das células tronco tumorais através da
analise da expressao genica e proteica de alguns marcadores em adenomas
hipofisarios humanos. Materiais e Métodos: Amostras de adenomas de hipodfise
obtidos apos cirurgia transfenoidal foram incluidas no estudo. A expressao do mRNA
dos genes TP63 (isoformas TAp63 e ANp63), Notch3 e seu ligante Jaggedl foram
avaliados por qRT-PCR em 77 amostras de tumores hipofisarios. Também foram
avaliadas a expressao proteica do p63, CD44 e Nestina em 105 amostras de tumores
de hipdfise emblocados em parafina. Os resultados foram correlacionados com a
expressao do marcador de proliferacao celular KI-67. Os dados clinicos dos pacientes
(sexo, idade, tamanho do tumor, subtipo tumoral, imunohistoquimica para os tumores
hipofisarios e queixas pré-operatorias) foram obtidos através de analise retrospectiva
dos prontuarios dos pacientes. Resultados: A expressdo genica (isoformas TAp63 e
ANp63) e proteica do p63 estd diminuida nos adenomas de hipdfise. Observou-se
expressdo da Nestina em pequeno percentual das amostras analisadas. Correlacao
positiva entre a expressao do 7P63, Notch3 e Jaggedl foi encontrada, similarmente
aos estudos anteriormente publicados. Nao houve expressao do CD44 nos adenomas
estudados. Além disso, ndo encontramos associagdo da expressao proteica dos
marcadores estudados com o marcador de proliferacdo celular KI-67. A expressao dos
genes nao teve associacdo estatisticamente significativa com os dados clinicos
avaliados. Conclusao: Esse estudo descreve pela primeira vez, a expressao do p63
nos adenomas hipofisarios, ¢ destaca que ambas as isoformas estdo subexpressas
nesses adenomas. Esses resultados sdo positivamente correlacionados com a
expressao genica do Notch3 e Jaggedl, que de forma contraria, estd aumentada nas
amostras avaliadas. Apesar de nao haver expressio do CD44 nos adenomas
hipofisarios, a expressao proteica da Nestina sugere a existéncia de células imaturas
nos adenomas hipofisarios. Mais estudos sdo necessarios para elucidar esse
mecanismo e caracterizar efetivamente esses marcadores como marcadores de células
tronco tumorais.

Palavras-chave: Cé¢lulas tronco tumorais, adenomas hipofisarios, pluripoténcia,
tumores benignos, marcadores de células tronco.
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ABSTRACT

Introduction: Although pituitary adenomas are the most common intracranial
neoplasm, its tumorigenesis is not yet clearly defined. The presence of
stem/progenitor cells have been described in a growing number of adult tissues, and it
is hypothesized that these cells exist in the pituitary, mainly due to its constant
plasticity response to hypothalamic hormone stimulation. Some studies using
different methodologies in vitro and in vivo have demonstrated the presence of these
cells through some specific markers. Through these studies, it is possible to associate
the presence of these stem cells pathophysiology of pituitary gland, and improve our
understanding of the role of these markers in both normal and pathological tissue.
Recently, the role of p63 in the maintenance of cell proliferation was demonstrated in
several tissues, but the mechanism is not clearly described in the pituitary.
Objectives: The main objective of this study is to identify the presence of tumor stem
cells through the analysis of gene and protein expression of some probable stem cell
markers in human pituitary adenomas. Materials and Methods: Pituitary adenomas
samples obtained after transsphenoidal surgery were included in the study. The
mRNA expression of the 7P63 gene (TAp63 and ANp63 isoforms), Notch3 and its
ligand Jaggedl were assessed by qRT-PCR in 77 samples of pituitary tumors. We
evaluated the protein expression of p63, CD44 and Nestin in 105 samples of pituitary
tumors embedded in paraffin. The results were correlated with the expression of the
proliferation marker Ki-67. Clinical patient data (sex, age, tumor size, tumor subtype,
immunohistochemistry for pituitary tumors and preoperative complaints) were
obtained by retrospective analysis of medical records. Results: Gene expression
(TAp63 and ANp63 isoforms) and protein p63 are decreased in pituitary adenomas.
There was expression of Nestin in a small percentage of the samples. Positive
correlation between the 7TP63, Notch3 and Jaggedl gene expression was found,
similarly to the earlier published studies. There was no expression of CD44 in all
adenomas studied. Also, we do not find any association between protein expression of
the markers studied and the cell proliferation marker KI-67. The expression of the
genes had no statistically significant association with the evaluated clinical data.
Conclusion: Our study shows for the first time the expression of p63 in pituitary
adenomas, and points out that both isoforms are subexpressed in these adenomas.
These results are positively correlated with the gene expression of Notch3 and
Jaggedl, which contrary to, is increased in the analyzed samples. Although there was
no expression of CD44 in pituitary adenomas, protein expression of Nestin suggested
the existence of immature cells in pituitary adenomas. More studies are needed to
elucidate the mechanism involved in these process and effectively characterize these
markers as tumor stem cell markers.

Keywords: Tumor stem cells, pituitary adenomas, pluripotency, benign tumors, stem
cell markers.
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INTRODUCAO

Os mecanismos subjacentes a plasticidade celular hipofisaria, bem como o
turnover homeostatico sao ainda desconhecidos, apesar do progresso na
caracterizagdo fisiopatoldgica e genética dos adenomas hipofisarios, com resultados
significativos demonstrados por nosso grupo (Oliveira e cols., 2002; (Pizarro e cols.,
2004; (Pizarro e cols., 2009; Dallago e cols., 2010; Mezzomo e cols., 2011; Gonzales
e cols., 2015). Assim, estudos com a finalidade de identificar eventos moleculares
responsaveis pelo desenvolvimento desses tumores ainda sao necessarios.

Como demonstrado em outros tecidos, as evidéncias de regeneracao e plasticidade
sugerem a existéncia de células tronco hipofisarias, porém, a natureza dessas células
ainda ¢ controversa. Estudos recentes demonstraram que as células tronco tumorais
(CTTs) podem agir como células iniciadoras ou atuar na manutengdo da
tumorigénese em alguns tipos de canceres. Tem sido proposto que essas células
atuem como iniciadoras dos tumores malignos, € mais recentemente estudos indicam
a presenga de uma subpopulacdo de células tronco/progenitoras em tumores
hipofisarios e alguns outros tumores benignos, sendo que essas células poderiam ser
as responsaveis pela iniciagdo ¢ manutencao desses tumores. Entretanto, em tumores
benignos, as evidéncias que demonstram a presenca de células tronco ainda sao
escassas € controversas.

Além disso, ¢ sabido que o fator de transcrigdo p63 ¢ necessario para a
manutengdo da troncicidade e proliferacdo celular em diversos tipos de tumores.
Apesar de o p63 e suas isoformas estarem sub/superexpressos em uma grande
variedade de tumores humanos, como o cervical, cabega e pescogo, endometrial e

figado, o seu papel nos adenomas hipofisarios tem sido pouco explorado.
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O conhecimento dos fatores necessarios para a organogénese hipofisaria sdo uteis
para o entendimento dos mecanismos da diferenciacao, desenvolvimento, progressao
e recorréncia dos adenomas hipofisarios. Neste contexto, a compreensao do papel das
células progenitoras em adenomas demanda a investigacdes adicionais.

Pretende-se ampliar os conhecimentos referentes aos fatores envolvidos na
tumorigénese hipofisaria e sua influéncia na patogénese dos adenomas, € com isso
contribuir para a elucidagdo dos mecanismos envolvidos na etiologia desta doenga.

Nesse trabalho, investigaremos a expressdao de marcadores de células tronco tumorais
nesses adenomas hipofisarios humanos. O conjunto de resultados buscados nesse
estudo contribuird para uma melhor compreensao da fisiopatologia da hipodfise
agregando valor na busca de futuras opg¢des terapéuticas. O conhecimento gerado
nessa area podera servir como um aprofundamento do entendimento no manejo futuro

dos tumores hipofisarios.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. A glandula hipdéfise

A hipofise € a glandula que governa todo o sistema enddcrino do corpo humano,
pois regula numerosos processos fisiologicos vitais através da secrecao de seus
hormonios, incluindo crescimento, metabolismo, maturagdo sexual, reprodugao,
resposta ao stress e defesa imunologica. Suas funcdes sao reguladas pelo hipotalamo,
que produz uma variedade de fatores inibitorios e de liberacao que modulam a sintese
e a secrecdo hormonal hipofisaria (Carbajo-Perez e Watanabe, 1990; Vankelecom,
2012; Nassiri e cols., 2013).

A hipofise madura consiste de dois componentes, a hipdfise anterior
(adenohipofise) e a hipofise posterior (neurohipofise). A neurohipofise (também
chamada de lobo neural, ou hipofise posterior) contém projecdes axonais do nucleo
hipotalamico, os quais produzem oxitocina e hormonio anti-diurético (ADH). A
adenohipodfise, também chamada hipofise anterior, ¢ formada pelo lobo anterior e
intermediario e ¢ composta por cinco diferentes células secretoras de hormonios:
somatotrofos, os quais secretam hormoénio do crescimento (GH), lactotrofos, que
secretam prolactina (PRL), corticotrofos que secretam hormonio adrenocorticotrofico
(ACTH), tireotr6fos que secretam hormonio estimulador da tireoide (TSH) e
gonadotrofos que secretam hormonio luteinizante € hormoénio foliculoestimulante (LH
e FSH) (Asa e Ezzat, 2009) (Figura 1). Além disso, a adenohipdfise também contém
células ndo hormonais incluindo células endoteliais que formam a rede de capilares
sinusoides, fibroblastdéides mesenquimais e c€lulas foliculoesteladas, que dao suporte

mecanico e trofico ao compartimento celular endocrino (Vankelecom, 2012).
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O remodelamento das células endocrinas da glandula possibilita que o suprimento
hipofisario seja adaptavel as respostas das demandas hormonais. Sugere-se que
células tronco/progenitoras participam da formacao das novas células hormonais e
desse remodelamento hipofisario, € sua existéncia na hipdfise bem como sua relagao
com os tumores hipofisarios tem sido foco de debate em alguns estudos atualmente

(Vankelecom, 2007b; a; Vankelecom e Chen, 2014).

Hipotalamo

Neuronios produtores de
ocitocina/ADH /=

Sistema porta da

eminéncia mediana Haste hl])OhSﬂl‘la

Células tronco/
progenitoras

Corticotrofos

Somatotréfos @

Lactotroéfos PRL

Tireotrofos @
Gonadotréfos Lo-l

Seio cavernoso

Figura 1: Hipo6fise humana.

Localizada abaixo da area hipotalamica do cérebro, compreende duas partes distintas: a adenohipdfise
(AP) e neurohipofise (NP). A glandula é conectada ao hipotalamo via haste hipofisaria ou infundibulo.
A NH compreende principalmente proje¢des terminais de neurdnios alcangando a area hipotalamica, e
secreta ocitocina e ADH. A adenohipoéfise contém multiplos tipos celulares hormonais dedicados a
produgdo de ACTH (corticotr6fos), GH (somatotr6fos), PRL (lactotréfos), TSH (tireotrofos) ou
LH/FSH (gonadotréfos). Células tronco/progenitoras poderiam estar distribuidas na AH. A producao
de hormonios adenohipofisarios é controlada por hormoénios estimulatdrios e inibitérios sintetizados
nos neurdnios hipotalamicos e secretados no sistema porta da eminencia mediana. Apds ativagio,
células hipofisarias sintetizam e secretam hormdnios que alcangam a circulagdo através das veias dos
sinos cavernosos € agem em 6Orgaos distantes. Adaptado de Willems e Vankelecom, 2014.

ACTH: hormoénio adrenocorticotréfico, ADH: Hormdnio anti-diurético; HA: hipdfise anterior; HP:
Hipoéfise posterior; FSH: Hormonio foliculo-estimulante; GH: Hormonio do crescimento; LH:
Hormonio luteinizante; PRL: Prolactina; TSH: Horménio estimulador da tireoide.
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1.2. Definicao de células tronco adultas

A presenca de populagdes de células tronco foi inicialmente sugerida devido a
evidéncias histologicas de células aparentemente indiferenciadas entre ou adjacentes
as células teciduais histologicamente diferenciadas. A fungdo biologica das células
tronco ¢ clara: sdo cruciais para a renovagao fisioldgica dos tecidos (turnover
homeostatico), geracdo de novas células quando solicitado (plasticidade) e a
regeneragdo tecidual apos injurias (Li e Clevers, 2010; Rinkevich e cols., 2011;
Nguyen e cols., 2012). Nesse sentido, o estudo sobre a reprogramacdo de células
adultas humanas diferenciadas em células tronco capazes de regenerar todos os
tecidos do corpo tem ganhado for¢a nos ultimos anos (Castinetti e cols., 2011).

As células tronco, ou ao menos, potenciais candidatos, tem sido descritos em
quase todos os tecidos adultos. Acredita-se atualmente que as células tronco adultas
residem na maioria dos tecidos humanos (Rando, 2006), em 6rgaos adultos como
coragdo, figado e gonadas, bem como em oOrgdos geralmente considerados pos-
mitdticos, como cérebro, musculo esquelético e prostata (Murry e Keller, 2008;
Castinetti e cols., 2011; Tang, 2012). Entretanto, em 6rgaos como cérebro e coragao,
o significado funcional das células tronco residentes permanecem foco de debate uma
vez que reparo € turnover nao sao observados (Gage, 2000; Beltrami e cols., 2003).
Por outro lado, em virtude do alto turnover, as células tronco hematopoiéticas, células
tronco intestinais e epitélio escamoso estdo entre os mais bem estudados (Fuchs e
Horsley, 2011; Medema e Vermeulen, 2011; Simons e Clevers, 2011). Em tecidos nos
quais as células sdao frequentemente renovadas, como o intestino e pele, novas células

sao continuamente formadas com o objetivo de repor as células que se perdem
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(Moore e Lyle, 2011), e assim corroboram a teoria da presenga das células tronco
teciduais.

Alguns critérios definem as células tronco, como seu infinito potencial de auto-
renovagado: uma célula tronco passa por divisoes simétricas para produzir duas células
tronco idénticas. As cé€lulas podem também se dividir assimetricamente para dar
origem a uma célula tronco e uma célula progenitora. A célula progenitora possui
capacidade de auto-renovacao limitada ou ausente, porém pode proliferar para
expandir como células amplificadoras de transicao que se tornam comprometidas com
programas de diferenciacdo através de um variado espectro de células maduras
teciduais. Além disso a célula deve ter habilidade de regeneracao tecidual apds perda
celular através de programas de diferenciacdo (pluripoténcia). Dependendo da
capacidade de diferenciacdo, células tronco/progenitoras sdo consideradas
multipotentes  (formam todas as linhagens teciduais ex: células tronco
hematopoiéticas), oligopotentes (geram um limitado numero de linhagens ex: células
tronco neurais que dao origem a alguns tipos de neurdnios) e onipotentes (dao origem
a uma unica linhagem ex: células tronco espermatogonicas). Por fim, a célula deve
demonstrar auséncia de especializagao (Chen e cols., 2005; Castinetti e cols., 2011;
Vankelecom, 2012).

Sob condigdes homeostaticas, o numero de células tronco em um tecido
permanece relativamente constante (Knoblich, 2008). Os sinais precisos que
desencadeiam a expansao de uma populagdo celular especifica sdo desconhecidos,
porém, acredita-se que provavelmente estao relacionados a mecanismos de feedback,
fatores de crescimento, mecanismos de sinalizagdo e fatores de transcri¢ao (Castinetti
e cols., 2011; Leis e cols., 2012). Evidéncias tem demonstrado que tantos células

quiescentes (cé¢lulas que estdo fora do ciclo celular e em um estado de baixo
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metabolismo), ativas (no ciclo celular) e subpopulacdes de células tronco podem
coexistir em diversos tecidos (Li e Clevers, 2010).

As células tronco adultas sao multipotentes e podem gerar diferentes linhagens de
células progenitoras que posteriormente se diferenciardo em células funcionantes
maduras. Nesse sentido, células tronco adultas, células progenitoras e células em
varios estagios de diferenciagcdo constituem o escopo de células nos 6rgaos adultos e
criam o que chamamos de heterogeneidade celular (Tang, 2012).

E importante mencionar que as células tronco e células progenitoras dos tecidos
adultos sdo consideradas células com caracteristicas embrionarias. Células tronco e
células progenitoras tecido-especificas podem residir em estados de desenvolvimento
similares as células embrionarias que as originaram (Slack, 2008).

Um grande esfor¢co tem sido realizado na busca de populagdes consideradas
células tronco na glandula hipofise. Yoshimura e colegas (Yoshimura e cols., 1969)
descreveram as primeiras possiveis células progenitoras na glandula hipofise de ratos
em 1969. Anos mais tarde, Chen e colaboradores sugeriram que a hipofise adulta
continha células que expressam marcadores de células tronco/progenitoras (Chen e
cols., 2005), dado que foi corroborado posteriormente por outros estudos (Fauquier e
cols., 2008; Gleiberman e cols., 2008). Entretanto, apesar de diversos candidatos
terem sido identificados em estudos envolvendo principalmente modelos animais,

uma conclusdo definitiva sobre esse assunto ainda nao foi encontrada (Florio, 2011).
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1.3. A origem celular das células tronco hipofisarias/candidatos a células

tronco

Evidéncias sugerem a existéncia de c€lulas tronco hipofisarias em tecidos adultos
(Castinetti e cols., 2011; Vankelecom e Chen, 2014; Orciani e cols., 2015), porém, até
o momento nao hé consenso em relagdo aos tipos celulares hipofisarios capazes de
serem considerados definitivamente células tronco. As células croméfobas (ou células
hormonalmente inativas), foram o primeiro grupo de células a ser considerado como
uma potencial célula tronco (Yoshimura e cols., 1969). Células foliculoesteladas,
descobertas hd mais de meio século, e as células foliculares, igualmente
hormonalmente inativas, também foram consideradas candidatos a células tronco em
virtude de sua morfologia e comportamento reativo (Allaerts e Vankelecom, 2005).
Posteriormente, uma subfracdo da populacdo de células cromofobas, compreendida
como ‘“células marginais” foi proposta como provavel populacao de células tronco.
Recentemente as pesquisas enfocam que um reservatorio de células tronco (nicho)
estaria presente na zona marginal da hipéfise pos-natal (Vankelecom, 2012).

A teoria mais aceita atualmente ¢ que células tronco/progenitoras sao
tipicamente localizadas em um microambiente celular especializado, o nicho, que
regula sua manutencao e destino (Moore e Lemischka, 2006). Esses nichos de células
tronco adultas diferem na sua composicao celular, estrutura e localizagdo nos
diferentes tecidos (Braun e Prowse, 2006; Tang, 2012). Na hipofise, as células tronco
sao geralmente raras. Acredita-se que o nicho dessas células localiza-se na zona
marginal adjacente a fenda de Rathke, e ¢ composto de varias células de suporte
(epitelial ou estromal), matriz extracelular, vasos sanguineos e fibras nervosas (Figura

2). Essas células apresentariam caracteristicas morfoldgicas sugestivas de células
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tronco, como a auséncia de granulos secretorios, pouca diferenciacdo do reticulo
endoplasmatico, abundancia de ribossomos e polissomos livres e uma atividade
proliferativa desde o nascimento até a idade adulta. Essas observagdes sugerem que
ao menos parte do sistema enddcrino ¢ derivado de células da zona marginal
(Castinetti e cols., 2011). Publicagdes baseadas no potencial dos marcadores de
células tronco hipofisarios, corroboram essa teoria e serao detalhados mais adiante

(Chen e cols., 2005; Fauquier e cols., 2008; Garcia-Lavandeira e cols., 2009).

Zona Marginal

Figura 2: Representacdo esquematica da zona marginal, um nicho para as possiveis células tronco
hipofisarias.

P: lobo posterior; I: lobo intermediario; A: lobo anterior; L: laimen. Adaptado de Castinetti e cols.,
2011.

Apesar da alta capacidade proliferativa das células tronco, a maior parte parece ser
quiescente. Assim, as cé€lulas tronco ativas sao uma subpopulacdo de células que
representam a maioria do tecido de reposi¢do, enquanto as células quiescentes
funcionam como um backup ou subpopulagdo reserva. Essa subpopulagdo reserva
poderia ser ativada por um mecanismo determinado ou por feedback, apos perda de

células tronco ativas ou apos extensivo dano tecidual (Tang, 2012) (Figura 3).
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Figura 3: Dois modelos de auto-regeneragdo e renovacgdo das células tronco teciduais.

(A) Modelo prevalente que mostra uma unica populagdo de células tronco localizadas no nicho. A
divisdo assimétrica é o mecanismo chave que mantém o balango entre auto-renovacdo e diferenciagéo.
(B) Modelo alternativo e complementar: Co-existéncia de popula¢des de células tronco quiescentes e
ativas localizadas em zonas adjacentes com sinais correspondentes inibitdrios e estimulatérios. Células
quiescentes repdem células tronco ativas danificadas. Por outro lado, células tronco ativas podem repor
células tronco quiescentes. Um feedback negativo pode contribuir para a prevencdo da ativagdo de
células tronco quiescentes. Adaptado de Li e Clevers, 2010.

Desse modo, manter uma subpopulagdo de células tronco ¢ particularmente
vantajoso em tecidos com rapida capacidade de regeneracdao, pois esse mecanismo
diminui o risco de mutacdes tumorigénicas. O pool de células tronco quiescentes
proporciona aumento da longevidade das células tronco adultas através da populagdo
substituida, uma vez que essas células quiescentes podem repor células tronco ativas

danificadas. Esse mecanismo evita que o pool de células tronco ativas se esgote e
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ainda protege do acimulo de mutagdes potencialmente tumorigénicas que ocorre
durante a replicacdo do DNA. Em paralelo, as células tronco ativas possivelmente sao
capazes de regenerar células tronco quiescentes sob circunstancias muito especiais.
Assim, a combinagao desses sistemas de backup reciproco propde um mecanismo que
garanta um alto indice de renovacao fisiologica (Li e Clevers, 2010). Logo, a
subpopulagdo de células tronco sustentaria a homeostase tecidual, garantindo a
reposicao celular durante o processo de envelhecimento ou apds danos celulares.

A propriedade de auto-renovacao das células tronco permite a persisténcia de um
numero constante dessas células nos nichos de cada 6rgdo. Em resposta a estimulos
especificos, ainda ndo completamente caracterizados, as células tronco entrariam
assimetricamente em divisdo resultando em uma célula tronco e uma célula filha
comprometida com a divisao celular (progenitora) (Figura 4). Essas células
progenitoras desempenham atividade limitada de auto-renovagdo, porém possuem
uma alta taxa de proliferacdo gerando as células amplificadoras de transicao, uma
populagao celular que, de acordo com o ambiente especifico que cresce,
terminalmente se diferencia em células especializadas que compdem cada 6rgao

(Slack, 2008).
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Figura 4: Relacdo entre células tronco auto-renovaveis e diferenciacao.

As células tronco auto renovaveis s2o indicadas pelas setas curvas. Somente uma célula progenitora
unipotente ¢ descrita na imagem. As células tronco podem ter trés modos de divisdo: renovagdo
simétrica, divisdo celular assimétrica, e células comprometidas com a divisdo (diferencia¢do). A auto-
renovacdo pode ser assimétrica ou simétrica. Entretanto, a divisdo celular assimétrica ¢ mais
frequentemente usada para auto-renovac¢do em virtude das duas células filhas ndo somente serem
fenotipicamente distintas, mas terem também destinos distintos. Adaptado de Tang, 2012.

Esses dados demonstrados embasam a hipotese formulada sobre a identificacao do
nicho das células tronco na hipéfise. Entretanto, muitas questdes ainda permanecem
sem resposta, entre elas, quais seriam os marcadores que identificam as c€lulas tronco
hipofisarias?

Pouco ainda ¢ sabido sobre o processo de diferenciacdo apds a célula deixar o
nicho, todavia, a hipotese que células hipofisarias sdo renovadas por células tronco
implica na existéncia de um mecanismo regulado de morte celular em células

diferenciadas que ainda necessita ser elucidado (Garcia-Lavandeira e cols., 2015).
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1.3.1. Remodelamento celular na hipéfise pos-natal

A glandula hipofise oferece um modelo Unico para determinar o papel das células
tronco na renovagao e¢ a formacao celular (Garcia-Lavandeira e cols., 2015). Ela
responde a complexos sinais, centrais e periféricos por dois mecanismos: primeiro, a
secrecdo hormonal ¢ finamente controlada para regular a homeostase. Segundo, a
plasticidade da hipofise pode ser demonstrada por respostas de crescimento
hipofisario, através de hipoplasia, hiperplasia ou formagdao de adenomas (Melmed,
2003).

As evidéncias iniciais da presenca de células hipofisarias multipotentes sao
baseadas nessa responsividade da hipofise a condigdes fisioldgicas ou patologicas.
Essa resposta emprega uma variedade de mecanismos, incluindo a diferenciacdo de
c¢lulas tronco hipofisarias, auto-renovagao através da mitose de células diferenciadas,
transdiferenciagdo, expansao de potenciais precursores ou ainda outro tipo celular
desconhecido (Vidal e cols., 2000). Por exemplo, sabe-se que a hipdfise adulta se
regenera apos cirurgia ou doenga imune, como a hipofisite (Fu e cols., 2012; Fu e
Vankelecom, 2012). Durante a gravidez e lactagdo, ha um aumento da demanda da
producdo de prolactina, a qual ¢ acompanhada por um aumento do niumero de células
lactotroficas que pode ocorrer, primeiramente por hipertrofia. Ainda, ¢ descrito que o
crescimento poOs-natal envolve a re-entrada de algumas células produtoras de
hormonios no ciclo celular (Taniguchi e cols., 2001a; b). Assim como a maioria dos
tecidos, a hipofise contém células proliferativas indiferenciadas durante cada fase da
organogénese, ¢ de fato, a hipofise fetal em desenvolvimento requer a expansao de
um pool de células progenitoras que posteriormente se diferenciarao (Melmed, 2003).
Também sabe-se que a expansdo de cada populacdo, dirigida por hormonios

hipotalamicos e demandas fisiologicas, ocorre apos o nascimento, 4 medida que a
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glandula se desenvolve (Stahl e cols., 1999; (Ward e cols., 2006). Todavia, apesar
desses aspectos descritos, a capacidade de plasticidade e regeneracdo da glandula
hipofisaria ainda requer mais estudos (Castinetti e cols., 2011), bem como a
compreensdo dos mecanismos subjacentes a estas acoes.

Nesse sentido, busca-se entender a natureza dos progenitores hipofisarios,
incluindo células com caracteristicas de células tronco durante a embriogénese € o
orgado adulto. Pouco ¢ conhecido sobre o recrutamento de progenitores, hiperplasia e
hipertrofia durante a puberdade, gravidez, cicatrizagdo de feridas e também em casos
de demandas fisiologicas nao usuais (Davis e cols., 2013). Assim, a extensdo na qual
a regeneracdo ¢ possivel e os mecanismos subjacentes ndo estdo ainda totalmente
esclarecidos.

Evidéncias apontam que a adaptacdo hipofisaria a demandas fisiologicas poderia
ocorrer em trés diferentes modos: (1) proliferagao das células diferenciadas (células
produtoras de hormonios), que entram em mitose; (2) transdiferenciagdo de células
diferenciadas preexistentes, como por exemplo, a conversdo dos somatotr6fos em
lactotrofos e (3) diferenciacao e recrutamento de progenitores/células tronco (Davis e
cols., 2013). Alguns dados experimentais parecem excluir os dois primeiros
mecanismos. De fato, eventos mitéticos observados apds adrenalectomia envolvem
principalmente células hormonalmente inativas (>90%), que somente apos algumas
semanas se diferenciam em corticotréfos. Similarmente, linhagens genéticas sugerem
que células secretoras de prolactina, desenvolvidas em resposta a estrogénios (por
exemplo, durante a gravidez), raramente sdo derivadas de células somatotrdficas
(Castrique e cols., 2010), porém sao principalmente derivadas da proliferagdo auto-
limitada do pool ndo hormonal de células hipofisarias (Nolan e Levy, 2009). Essas

evidéncias levantam a hipotese que tanto o furnover das células hipofisarias quanto
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mudangas celulares ocorrem como uma adaptagdo dindmica nas condigdes
fisiologicas ou patoldgicas e podem ocorrer por recrutamento de subpopulagdes
celulares hipofisarias ainda ndo identificadas dotadas com caracteristicas de células
tronco/progenitoras (Vankelecom, 2007b; Florio, 2011).

Assim, a hipofise anterior ndo ¢ um sistema estatico, mas exerce consideravel
remodelamento dos seus componentes celulares endocrinos (Vankelecom, 2012).
Nesse sentido, embora a existéncia de células tronco hipofisarias seja muito provavel,
o(s) mecanismo(s) que regulam a proliferacio e diferenciacdo durante o
desenvolvimento e apOs o0 nascimento nao estdo completamente elucidados (Castinetti

e cols., 2011).

1.4. TUMORIGENESE HIPOFISARIA

O remodelamento com recorrente expansao e regressao de populacdes celulares
torna o tecido hipofisario susceptivel a alteragdes genéticas e formacao tumoral
(Vankelecom, 2012). Os tumores hipofisarios podem se originar de qualquer célula da
hipéfise e os seus produtos secretados dependem da origem celular (Melmed, 2003).
O tipo mais frequente de tumor que ocorre na adenohipodfise ¢ o adenoma hipofisario,
uma neoplasia benigna responsavel por 7 a 25% dos tumores cerebrais, que ocorre
tipicamente em adultos (Gold, 1981; Al-Shraim e Asa, 2006; Asa e Ezzat, 2009,
(Dworakowska e Grossman, 2009; Ostrom e cols., 2015). Esses tumores apresentam
uma ampla gama de manifestagdes clinicas, atividade hormonal e comportamento
proliferativo (Asa e Ezzat, 1998; Al-Shraim e Asa, 2006). Apesar de serem

classificados como tumores benignos, pois raramente metastatizam, causam
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significativa morbidade devido a expressao dos hormonios hipofisarios, ou sintomas
neurologicos devido a compressdao do nervo oOptico (Melmed, 2003; Asa e Ezzat,
2009).

Uma parte dos adenomas secreta hormoénios hipofisarios e produz uma grande
variedade de sindromes endocrinas (Kovacs e cols., 2001). A classificacdo desses
tumores funcionantes ¢ usualmente baseada nos tipos de hormonios que eles
produzem, a hipersecrecdo de prolactina (PRL), origina os prolactinomas, hormonio
do crescimento (GH) os somatotropinomas, com caracteristicas clinicas de
acromegalia ou gigantismo, hormonio adrenocorticotrofico (ACTH), a doenga de
Cushing, hormonio luteinizante (LH) e hormonio foliculo-estimulante (FSH) os
gonadotropinomas ¢ hormoénio estimulador da tireoide (TSH), os tireotropinomas.
Alguns adenomas nao secretam hormonios, e sdo classificados como adenomas nao
funcionantes. Sao o fendtipo mais frequente, ¢ o diagnostico ¢ baseado nas
dificuldades visuais e cefaleia devido a compressao do nervo optico pelo tumor. Os
adenomas hipofisdrios também sdo classificados pelo tamanho do tumor:
macroadenomas sdo maiores que 10mm de didmetro, enquanto os microadenomas
tem didmetro inferior a 10mm (Asa e Ezzat, 1998; Melmed, 2003; Levy, 2004; Al-
Shraim e Asa, 2006; Asa e Ezzat, 2009).

A importancia clinica dos adenomas hipofisdrios juntamente com suas
caracteristicas bioldgicas peculiares ¢ a complexa regulagao da hipdfise anterior tem
feito desses tumores objeto de estudo intensivo nos ultimos anos. Contudo, sua
patogénese continua sendo um enigma na oncologia enddcrina, pois poucos genes ou
mecanismos moleculares sao conhecidos como responsaveis pelo desenvolvimento
desses adenomas (Tichomirowa e cols.,, 2009). Embora sejam reconhecidas

anormalidades em diferentes vias na patogénese dos adenomas hipofisarios, nao ha
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um consenso a respeito do mecanismo de iniciagao dos tumores (Donangelo e cols.,
2014).

Os tumores hipofisarios sdo incomuns quando comparados a outros tumores
solidos: sdo invariavelmente benignos, tem crescimento lento, ndo apresentam
metastases e podem responder a sinais fisioldgicos, como no caso dos prolactinomas e
somatotropinomas. Ainda, alguns regridem espontaneamente, apds anos de
quiescéncia; enquanto que, em outros, os perfis de secre¢ao podem ser ciclicos, com
uma hipersecrecao precedendo um longo periodo de secrecdo normal. Outro fato
intrigante ¢ que geralmente microadenomas ndo se transformam em macroadenomas
(Castinetti e cols., 2011). Esses dados sugerem que o modelo classico de
tumorigénese nao pode ser completamente aplicado aos tumores de hipofise (Sergeant
e cols., 2009).

Supde-se que os adenomas hipofisarios se originam tanto das células
diferenciadas como das células progenitoras ou células tronco. O fato de os tumores
hipofisarios possuirem perfis de secrecdo distintos comparados com as células
hipofisarias normais, favorece a teoria das células tronco/progenitoras ao invés das
células pré-diferenciadas. Além disso, a atividade mitdtica minima nos tumores
hipofisarios e a existéncia de tipos celulares ndo secretores e adenomas
plurihormonais sustentam a ideia que as células tronco ou progenitoras podem ser
uma fonte para a tumorigénese hipofisaria (Melmed, 2003).

A hipotese das células tronco tumorais representa uma teoria que postula que a
desregulagdo de uma pequena subpopulacao de células determina o desenvolvimento
e crescimento do tumor. (Donangelo e cols., 2014). Estudo publicado por Xu e
colaboradores (Xu e cols., 2009) foi o primeiro a descrever a presenga de possiveis

células tronco nos tumores hipofisarios. Utilizando métodos de cultura celular, os
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autores isolaram células semelhantes a células tronco em dois adenomas obtidos apds
resseccao cirurgica: um adenoma somatotrofico e um adenoma nao secretor. Quando
as cé€lulas tumorais foram colocadas em cultura, estruturas esferoides, multipotentes e
com capacidade de auto-renovacao foram isoladas. Os autores demonstraram também
que essas células expressam os marcadores de células tronco Nestina e CD133. No
entanto, estes resultados ainda precisam ser confirmados por outros estudos.

Embora tenha sido sugerida a presenca das células tronco na hipdfise (Gleiberman
e cols., 2008; (Garcia-Lavandeira e cols., 2009), a habilidade de auto-renovacao, um
pré-requisito absoluto para um fendtipo de célula tronco, ainda necessita ser
estabelecido de forma definitiva.

Outro ponto a ser discutido € o nicho. Apesar dos estudos proporem que a zona
marginal hipofisaria ¢ um nicho de células tronco, sdo necessarias ainda evidencias
experimentais conclusivas. Além destes, a identificacdo de marcadores celulares
definitivos, inicos ou uma combinacao desses marcadores, precisa ser estabelecida.

Apesar da existéncia da plasticidade da hipofise ter sido demonstrada hd alguns
anos, a caracterizagdo das células tronco hipofisarias permitiria langar luz aos
mecanismos envolvidos na tumorigénese hipofisaria (Garcia-Lavandeira e cols.,
2015). Além disso, se a hipdtese de células tronco estarem envolvidas na
tumorigénese hipofisaria for valida, as consequéncias para o tratamento dos adenomas
podem ser significativas. A ndo ser que todas as células tronco hipofisarias sejam
removidas, ha um risco indefinido para recorréncia desses tumores. Assim, as
implicacdes da descoberta das células tronco hipofisarias sdao consideraveis,
possibilitando o aprimoramento no manejo dos adenomas de hipofise (Nassiri e cols.,

2013).
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1.5. CELULAS TRONCO TUMORAIS

As células tronco transformadas sdao chamadas células tronco tumorais (CTTs),
também conhecidas como células iniciadoras do cancer, e sao definidas como a fragao
de células dentro de um tumor que sdao duradouras e possuem potencial de
proliferagao indefinido (Ricci-Vitiani e cols., 2009). A teoria das CTTs sugere que as
alteragdes genéticas nas células tronco sao a causa direta do cancer (Orciani e cols.,
2015).

E sabido que a tumorigénese se assemelha a organogénese e que muitos tumores
caracterizam-se por serem heterogéneos, contendo células fenotipicamente e

funcionalmente muito diferentes (Tang, 2012) (Figura 5).
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Figura 5: Células tronco tumorais
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A. Células tumorais sdo heterogéneas, porém a maioria das células podem proliferar extensivamente e
formar novos tumores. B. Células tumorais sdo heterogéneas, e somente as células tronco cancerigenas
(CSC, amarelo) possuem a habilidade de proliferar extensivamente ¢ formar novos tumores. Adaptado
de Huang e cols., 2007.

Especula-se que as CTTs tenham caracteristicas comumente encontradas em

populagdes de células tronco, como por exemplo: atividade metabolica diferenciada,
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sinalizagdo especifica e caracteristicas de regulacdo do ciclo celular, embora essa
regulacao seja aberrante (Reya e cols., 2001; Jordan e cols., 2006). A Tabela 1

fornece um comparativo entre as células tronco adultas e células tronco tumorais.

Tabela 1: Comparativo entre as caracteristicas das células tronco adultas e células tronco
tumorais.

Caracteristicas Células tronco adultas Células tronco tumorais
Potencial replicativo | Extensiva capacidade proliferativa, com Extensiva capacidade proliferativa,
potencial de exaurir a habilidade regenerativa com potencial de exaurir a habilidade
regenerativa
Habilidade de Todas as linhagens tecido-especificas Todas linhagens heterogéneas dentro
diferenciacio do tumor
Atividade metabélica | Baixa Desconhecida
Mecanismo de Hedghog, Wnt, Notch and BMB Aberrante regulagdo do Hedghog, Wnt,
sinaliza¢ao Notch, BMB ¢ outros
Regulagdo do ciclo Lento ciclismo, finamente controlado Potencialmente lento ciclismo,
celular desconhecido
Localizacio Nicho: compartimentalizado ou associado a Desconhecido
camada basal
Adesao Firmemente aderido Desconhecido
Potencial de migraciio | Nao/ Lenta migracao Caracteristicas epiteliais ou
mesenquimais

Adaptado de Moore e Lyle, 2011.

Entretanto, o modelo de CTTs ndo implica necessariamente que os tumores sao
gerados através da transformacgdo de células tronco teciduais (Leis e cols., 2012), ou
seja, essas cé€lulas podem ou ndo serem originadas das células tronco normais
(Visvader, 2011). Os alvos da transformacao podem ser as células tronco teciduais,
uma célula progenitora ou uma célula diferenciada que adquire capacidade de auto-
renovacgdo. Assim, a observacao que a reprogramagao da pluripoténcia e cancer sao
relacionados permite a especulagdo que CTTs podem originar-se a partir de um
mecanismo de reprogramacgdo (Leis e cols., 2012). De fato, devido as células

progenitoras geralmente representarem o maior pool proliferativo em um 6rgao, elas
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teoricamente representam os maiores alvos de transformacdo. Nesse contexto, as
células progenitoras transformadas adquirem capacidade de auto-renovagdo, se
tornando CTTs e estabelecendo o tumor (Tang, 2012) (Figura 5).

Por outro lado, as células inicialmente transformadas (células tronco tumorais ou
células iniciadoras do cancer) ndo sao necessariamente responsaveis pela origem do
tumor. A célula transformada pode permanecer dormente por décadas sem gerar um
tumor clinicamente detectavel (Tang, 2012). A Figura 6 descreve um modelo de
origem celular e evolugao da célula tronco cancerigena .

Ainda, a quantidade e o numero de CTTs varia de acordo com o paciente, o tipo
de tumor, grau e status do tratamento. Também, sua abundancia nao se relaciona com
as caracteristicas clinicas do tumor, entretanto esta estritamente relacionada aos niveis
de diferenciagdo e malignidade. E importante destacar que CTTs que sobrevivem ao
tratamento podem ser responsdveis pela recorréncia do tumor, como resultado da

reativacdo e proliferagdo das CTTs sobreviventes (Orciani e cols., 2015).

( D Auséncia
@ Estimulo Segundo o do tumor
Célula tronco oncogénico estimulo L
. Célula de
Progenitor comum . —_— _— —_—
origem Expansao Progressio OO

Progenitores
comprometidos

Células
maduras

Figura 6: A origem celular e a evolucdo da célula tronco tumoral.

A hierarquia normal compreende células tronco que progressivamente geram células progenitoras
comuns e restritas gerando os tipos celulares maduros que constituem os tecidos em particular. Apesar
das células que originam um tumor poderem ser uma célula precursora com progenitores comuns, o
acumulo de mutagdes epigenéticas pela célula com aberrante populagdo (nesse caso expandida) durante
a progressao neoplasica pode resultar no aparecimento de uma célula tronco tumoral. Nesse modelo,
somente as células tronco tumorais (¢ n2o outras células tumorais) sdo capazes de sustentar a
tumorigénese. Entretanto, a célula de origem na qual a tumorigénese ¢é iniciada, pode ser distinta das
células tronco tumorais que propagam o tumor. Adaptado de Visvader, 2011.
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Muitos estudos preliminares tem mostrado que esse mecanismo existe em
canceres humanos (Leis e cols., 2012). Descobertas recentes apontam as CTTs como
iniciadoras do cancer e levantam uma importante questao: CTTs estdo presentes em
tumores benignos, como no caso dos tumores hipofisarios?

Apesar da publicagdo desses estudos preliminares, a existéncia e o papel das CTTs
em tumores hipofisarios benignos ainda € controversa. A expressao alvo do gene
PTTG (pituitary tumor transforming gene) em cé€lulas tronco/progenitoras leva a
hiperplasia plurithormonal e adenoma, sugerindo possivelmente que a origem do
tumor ocorra através de uma célula tronco transformada. Entretanto, como essas
células compartilham as caracteristicas de células tronco € a maneira que elas
poderiam iniciar os adenomas hipofisarios sdo questdes que ainda permanecem sem
resposta (Xu e cols., 2009). A existéncia de células hormonalmente inativas bem
como adenomas hipofisarios plurithormonais podem representar indicacdes do
envolvimento das cé€lulas tronco na formacao de certos tipos de tumores hipofisarios
(Vankelecom e Chen, 2014). Recentemente Orciani e colaboradores (Orciani e cols.,
2015) descreveram que os tumores de hipdfise contém uma populagao de células
tronco que pode gerar tipos celulares caracteristicos de células tronco mesenquimais,
e expressam CD133, que ¢ associado a CTTs em outros tumores.

Uma mutagdo somatica nas células tronco na hipofise adulta poderia ser a origem
da neoplasia hipofisaria (Herman e cols., 1990). Células tronco adultas podem ser
mais susceptiveis a transformagdo neoplésica que células maduras diferenciadas, uma
vez que elas possuem capacidade de auto-renovacao e podem persistir em tecidos por
longos periodos, aumentando a probabilidade de mutagdes tumorigénicas (Barker e

cols., 2009; (Zhu e cols., 2009). Todavia, a questdo de qual seria o papel potencial
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das células tronco/progenitoras na progressao dos tumores benignos em geral, e

adenomas hipofisarios em particular, permanece incerta (Donangelo e cols., 2014).

1.6. Marcadores de superficie

As evidéncias da presenga de células tronco na hipofise derivam da positividade
para marcadores de c€lulas tronco em subpopulacdes de tecidos adultos. Assim, os
métodos atuais para isolamento e estudo de CTTs amparam-se em marcadores
celulares de superficie, apesar do uso desses marcadores ainda ser controverso. Sabe-
se at¢é o momento muito pouco a respeito da fung¢do de muitos dos marcadores
propostos, € menos ainda ¢ conhecido sobre as suas implicagdes (Xu e cols., 2009;
(Moore e Lyle, 2011; Tang, 2012). Um grande numero de marcadores de superficie
tem se mostrado util para o isolamento de CTTs, incluindo CD133 (também
conhecido como PROMI), CD44, CD24, molécula de adesdo epitelial EpCAM,
(também chamada de antigeno epitelial especifico ESA ou TACSTDI1 - transdutor de
sinal de calcio associado ao tumor 1), THI1 (células T helper) e ABCBS5 (membro da
subfamilia b do cassete de ligagao do ATP).

As CTTs frequentemente sdo isoladas usando marcadores para células tronco
normais no mesmo 6rgio. E evidente que marcadores de superficie mais comuns, em
particular CD133 e CD44, tem sido usados para identificar as CTTs em diversos tipos
de tumores soélidos, porém ainda ndo podemos predizer que esses marcadores
representam ou se podem regular as fungdes das CTTs. Notavelmente nenhum desses
marcadores ¢ expresso exclusivamente em CTTs, destacando a necessidade de
marcadores mais especificos ou o uso de uma combinagdo de marcadores que

efetivamente identifique as CTTs (Visvader e Lindeman, 2008).
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As evidéncias que suportam a existéncia de células tronco hipofisarias adultas
normais baseiam-se na expressao de marcadores de células tronco/progenitoras.
Estudos recentes tem focado em diferentes marcadores na hipofise, como o CD133,
SOX2, SOX9 (SRY-like HMG-box gene), GFRa2 (receptor alfa 2 da familia do
GNDF), SCA1 (antigeno de células tronco 1), Nestina e S100B, que sdo considerados
marcadores de células tronco em outros o6rgaos. Atualmente ja foram caracterizadas
populagdes de células hipofisarias positivas para esses marcadores (Castinetti e cols.,
2011).

O CD133 ¢ um marcador importante de células tronco em tecido normal como
em células tronco tumorais (Yu e cols., 2011). O gene codifica uma glicoproteina
transmembrana, e ¢ frequentemente expressa em células tronco adultas, cuja fungao ¢
manter as propriedades de células tronco pela supressdo da diferenciacao
(Genebank/Ncbi, 2012). A expressao desse gene esta associada a diferentes tipos de
canceres ¢ ja foi descrita em hipofises (Yunoue e cols., 2011).

O fator de transcrigdo SOX2 ¢ necessario para a manutencdo de diversas
populagdes de células tronco em humanos durante o desenvolvimento do sistema
nervoso (Episkopou, 2005). A melhor evidéncia para células tronco hipofisarias foi
descrita por Fauquier e colaboradores (Fauquier e cols., 2008), quando publicaram
que populacdes celulares SOX2" estdo localizadas na zona marginal, entre o lobo
anterior e intermediario na hipofise de ratos. Em ratos adultos, SOX2" representa 3-
5% de toda a populacdo celular da hipofise anterior, o que € consistente com a teoria
que afirma que ha um limitado numero de células tronco em 6rgaos adultos (Dontu e
cols., 2003).

Recentemente Garcia-Lavandeira e colaboradores (Garcia-Lavandeira e cols.,

2009) descreveram GFRa2 como um marcador de células tronco hipofisario. Uma
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populacio celular de GRFa2" estd presente em adultos e estd restrita a uma tUnica
camada na zona marginal da hipéfise em ratos. Em adultos, a populagdo representa
menos de 1% de toda a populacdo celular hipofisdria. De forma interessante, a
maioria dessas células expressa SOX2 e SOX9, o que poderia sugerir que essas
células sdo progenitoras, como descrito anteriormente por Fauquier e colaboradores
(Fauquier e cols., 2008). Apesar dessas evidéncias, o papel preciso da GFRa2 ainda
necessita ser determinado (Castinetti e cols., 2011).

O SCAI, um marcador de células tronco (Asakura e cols., 2002) em diversos
tecidos, tem sido descrito na hipofise (Chen e cols., 2005). No entanto, ¢ necessario
ainda melhor definicdo ou marcadores adicionais para descrever o potencial papel do
SCA1 na auto-renovacao e na regeneragao tecidual (Castinetti e cols., 2011).

Estudos sugerem que células foliculoesteladas poderiam ser células tronco
hipofisarias. Essas c€lulas ndo produzem hormdnios e sdo agranulares, em contraste
com as cé€lulas secretoras da hipofise. Constituem aproximadamente 5-10% de toda a
populagdo celular (Devnath e Inoue, 2008) e possuem morfologia caracterizada por
longos prolongamentos citoplasmaticos (Fauquier e cols., 2001). Possuem muitos
papéis na hipoéfise, incluindo atividade fagocitaria e suporte, através de estrutura
mecanica e produgdo de citocinas e fatores de crescimento, e também facilitam a
interacdo do sistema imune e endocrino entre as células hipofisarias. Um dos
principais marcadores ¢ o S100B, detectdvel logo apds o nascimento, na zona
marginal da hipofise. Seu uso como marcador no entanto ainda ¢ ambiguo, devido ao
fato de ndo ser especifico e nem todas as cé€lulas foliculoesteladas o expressarem
(Devnath e Inoue, 2008). Faz-se necessario ainda marcadores especificos para células
foliculoesteladas e experimentos que testem a habilidade de auto-renovagao dessas

c€lulas para uma conclusao definitiva sobre esse assunto (Castinetti e cols., 2011).
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Portanto, nos ultimos anos, estudos envolvendo populacdes de células hipofisarias
multipotentes foram baseados no potencial de marcadores de células tronco. A
aplicacdo dessa teoria poderia ajudar a explicar como a hipofise responde as
mudangas fisioldgicas, e também, a importancia relativa da hipertrofia,
transdiferenciagdo, a geracdo de novas células como resposta ao dano ao DNA
incluindo a formagao tumoral (Castinetti e cols., 2011).

Assim, um grande espectro de marcadores tem sido descritos na ultima
década, e cada um deles tem um efeito distinto sobre as vias moleculares que
participam da organogénese e formagdo tumoral hipofisaria. Nesse sentido, o estudo
desses marcadores expande o conhecimento acerca da fisiologia e patologia
hipofisaria. Apesar de varios marcadores estarem sendo objeto de estudos recentes, os

papéis de alguns deles serao brevemente detalhados adiante.

1.6.1. Nestina

Nestina € uma proteina de filamento intermediario e ¢ um marcador de células
tronco em diversos tipos de tecidos, incluindo adulto e embrionario, entretanto, sua
expressdo ndo ¢ restrita as células tronco. E expressa em diversos tecidos adultos
(foliculo capilar, prostata e hipofise), e € a proteina mais expressa em células nervosas
(Gilyarov, 2008; (Rizzoti, 2010).

Estudo publicado por Krylyshkina e colaboradores (Krylyshkina e cols., 2005)
utilizou ratos Wistar para descrever que células imunorreativas para Nestina foram
observadas de forma dispersa no lobo anterior, intermedidrio e posterior desses
animais e sdo mais numerosas em animais imaturos que adultos. Além disso, também

7 . + ~ r . .
postulam que cé€lulas Nestina sdo células hormonalmente inativas. Os autores
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concluem o trabalho afirmando que ainda sdo necessarios mais estudos para verificar
se a populacdo Nestina® contém células progenitoras. Pesquisa realizada por
Gleiberman e colegas (Gleiberman e cols., 2008), utilizando ratos transgénicos que
expressaram o gene Nestina, caracterizaram uma potencial populacao de células
progenitoras na hipéfise. Esse estudo também mostrou que as células Nestina™ foram
observadas principalmente na zona marginal da hipofise, o que ¢ consistente com a
localizagdao dos progenitores hipofisarios descritos em outros estudos (Castinetti e
cols., 2011). Assim, os autores sugerem que células Nestina™ podem ser células tronco
em tecidos adultos, em contraste com outras células tronco que sdo expressas durante
a embriogénese. Posteriormente, artigo publicado por Yoshida e colaboradores
(Yoshida e cols., 2013) descreve que células em divisdo que expressam Nestina
existem na hipo6fise em todos os estagios de desenvolvimento.

Um estudo (Rotondo e cols., 2006) utilizou a técnica de imunohistoquimica
para avaliar a imunoreatividade da Nestina na hipdfise normal e em tumores
hipofisarios. Para isso os autores incluiram 23 hipéfises normais e 125 adenomas.
Diversos corticotréfos nas hipofises obtidas de autdpsias expressaram Nestina. Os
autores nao encontraram expressdao da Nestina nos outros tipos celulares na
adenohipodfise normal e nas células de varios tipos de adenomas. No entanto, a células
Nestina® foram encontradas em uma pequena por¢io de células endoteliais, nos lobos
anterior e posterior da hipofise. Os autores ndo encontraram correlacdo estatistica
entre a imunopositividade da Nestina e idade, género, tamanho do tumor, indice
mitotico, KI-67 ou tipo tumoral.

Assim, o conceito da Nestina como marcador de células tronco hipofisarias ¢
intrigante, porém requer maiores investigagdes (Castinetti e cols., 2011). Foi descrito

que a expressao da Nestina ¢ aumentada em noddulos hiperplasicos e pode estar
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associada ao aumento da vascularizacdo nos adenomas (Castinetti e cols., 2011;
(Perez-Millan e cols., 2013). Ela ¢ expressa em capilares ¢ em cé€lulas endoteliais e
fortemente expressa em capilares recentemente formados (Salehi e cols., 2008)
Estudo publicado por Perez-Millan e colaboradores (Perez-Millan e cols., 2013)
descreveu que um aumento da expressdao da Nestina estd relacionada com o aumento
da angiogénese nesses tumores.

Assim, at¢é o momento, ndo ha evidencias concretas que evidenciem que
células Nestina” sdo reconhecidamente de células tronco hipofisarias, e mais estudos
sd0 necessarios para definitivamente estabelecer seu potencial no desenvolvimento

hipofisario (Florio, 2011).

1.6.2. O antigeno de superficie celular CD44

O CD44 ¢ uma glicoproteina transmembrana de superficie celular envolvida
na adesdo celular migragdo e manutencdo das caracteristicas de células tronco.
Participa de uma grande variedade de fungdes celulares, e esta relacionada ao
desenvolvimento do cancer através do aumento da proliferagao celular (Zoller, 2011;
Genebank/Ncbi, 2012).

Numerosos estudos demonstraram que a expressao do CD44 esté relacionada
a invasao e metastase nos diferentes tipos de cancer, como colorretal, carcinoma
gastrico, pulmao, mama e tumores malignos do sistema urinario e reprodutivo (Naor e
cols., 1997; (Ghaffarzadehgan e cols., 2008; Golshani e cols., 2008; Mayer e cols.,
2008; Wallach-Dayan e cols., 2008; Huh e cols., 2009; Simon e cols., 2009)

Até o momento, poucos trabalhos publicados focaram no estudo da expressao

do CD44 nos adenomas hipofisarios. E descrito que o CD44 poderia ser um marcador
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de células tronco em tecidos enddcrinos (Lloyd e cols., 2013). Frank e colaboradores
(Frank e cols., 1996), utilizando técnicas de imunohistoquimica e RT-PCR
descreveram que o CD44 foi expresso na maioria dos tumores cerebrais primarios e
suas metastases. Posteriormente, estudo publicado por Xing e colegas (Xing e cols.,
2013), utilizou imunohistoquimica e citometria de fluxo para avaliar a presenca do
CD44 em 35 adenomas obtidos apos resseccao cirurgica. O estudo nao encontrou
diferenca estatisticamente significativa na expressao do CD44 quando comparou
tumores invasivos € nao invasivos. Recentemente, um grupo de pesquisadores (Zhou
e cols., 2016) utilizou técnica de microarray para descrever que o CD44 pode ter
importante papel na progressdao dos adenomas hipofisarios.

Assim, faz-se necessario mais estudos a respeito da expressao do CD44 e sua

relagdo com os tumores benignos, em particular os adenomas de hipofise.

1.6.3. Marcadores de proliferacao celular

Os marcadores de proliferagdo tem sido utilizados como ferramentas
prognosticas e diagnosticas para o melhor entendimento do comportamento bioldgico
em diversos tumores. Apesar de novos marcadores estarem sendo estudados
atualmente, o KI-67 ¢é estabelecido como um marcador classico e utilizado

rotineiramente. Assim, para um melhor entendimento do comportamento bioldgico

dos adenomas de hipoéfise, o estudo dos marcadores de proliferagao faz-se necessario.



43

1.6.3.1. KI-67

Esse gene codifica uma proteina nuclear que ¢ associada e € necessaria para a
proliferagao celular. E um marcador ja validado para os adenomas hipofisarios,
expresso no nucleo das células em todo o ciclo celular G1, G2-M e fase S, exceto na
fase GO (Genebank/Ncbi, 2012; Saeger e cols., 2016). Na classificagdo da
Organizagado Mundial da Saude (OMS), o KI-67 representa o prognostico dos
adenomas hipofisarios. Enquanto a maioria dos adenomas hipofisarios tem indices de
KI-67 em torno de 1 — 2%, niveis acima de 3% sdo incomuns e compreendem
diversos fatores (juntamente com pleomorfismo e numero de mitoses) utilizados para
denotar tumores hipofisarios atipicos, de acordo com os critérios estabelecidos pela
OMS. Estudos demonstram que sua expressao ¢ correlacionada com a velocidade de
crescimento do tumor (Honegger e cols., 2003).

Desde a publicagao do estudo de Landolt e colegas (Landolt e cols., 1987),
muitas trabalhos descreveram a relagao de altos valores de KI-67 com os adenomas
invasivos. Pizarro e colaboradores (Pizarro e cols., 2004) descreveram que a atividade
proliferativa ¢ maior nos adenomas invasivos que nos nao invasivos. Para isso, os
autores avaliaram a expressao do KI-67 em 159 adenomas utilizando a técnica de
imunohistoquimica. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre idade,
género e grupos tumorais. O estudo mostrou que o indice médio do KI-67 nas
amostras pesquisadas foi de 1,22 + 2,09%. Esses dados corroboram o trabalho
publicado por Schreiber e colaboradores (Schreiber e cols., 1999) que utilizaram 160
adenomas ndo funcionantes para descrever que o KI-67 ¢ um marcador util para
avaliar o comportamento agressivo dos adenomas ndo funcionantes. Esses dados
foram confirmados posteriormente (Paek e cols., 2005; Mahta e cols., 2007; Ma e

cols., 2013; Magagna-Poveda e cols., 2013), e postula-se atualmente que as
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recorréncias dos adenomas de hipofise estao relacionadas a altos indices de expressao
do KI-67. Nesse sentido, ¢ descrito na literatura um caso de crescimento hipofisario
extremamente rapido, com invasao do seio cavernoso cujo paciente foi submetido a
trés hipofisectomias em 6 meses, e cujo indice do KI-67 foi de 22% (Prevedello e
cols., 2005).

Assim, o KI-67 unicamente ndo pode ser utilizado para determinar
malignidade e ndo fornece informacgdes que predizem a recorréncia do tumor, porém
esse marcador tem utilidade na identificagdo dos tumores que podem ter um curso
mais agressivo. Nesse sentido, altos indices de KI-67 sugerem maior atengdo no

seguimento do paciente e portanto, estratégias terapéuticas apropriadas.

1.6.4. p63 e manutencio da pluripoténcia

Vinte anos apos a descoberta do gene supressor tumoral 7P53, dois genes
relacionados (7P73 e TP63) foram descritos, trazendo a nog¢ao de uma familia de
genes TP53 (Trink e cols., 1998; Yang e cols., 1998). Considerando a similaridade
estrutural desses dois genes com o 7P53, era de se esperar que suas fungdes fossem
similares ao 7P53 em termos de supressao tumoral, inducao da apoptose e controle do
ciclo celular. Entretanto, foi demonstrado que a relacao entre essa familia de genes ¢
muito mais complexa. Esses genes sdao estruturalmente diferentes: diferentemente do
TP53, TP63 e TP73 tem dois promotores, resultando em diferentes tipos de produtos
proteicos: ambos contendo o dominio TA (TAp63 E TAp73) e ambos com auséncia
do dominio TA (ANp63 e ANp73). Além disso, de forma similar ao 7P353, esses dois

genes passam por splicing alternativo, originando trés isotipos (a, B € ).
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Inicialmente os estudos de expressao do 7P63 em canceres humanos eram
confusos e trouxeram resultados contraditoérios, gerando duvidas se a fun¢ao do 7P63
seria suprimir ou promover a tumorigénese. Essa confusdao ocorreu principalmente
devido a complexa estrutura do gene 7P63 e dos anticorpos estudados que nao
distinguem entre as diferentes isoformas do gene (Su e cols., 2013).

Em geral, a isoforma TAp63 tem comportamento similar ao 7P53, principalmente
porque ela age em muitos alvos do 7P53, induz apoptose € media o controle do ciclo
celular, atuando como supressora da tumorigénese e metastase. Contudo, a isoforma
ANp63 parece ter fungdes opostas ao TAp63, incluindo a agdo como oncoproteina
(Ratovitski e cols., 2001; (Little e Jochemsen, 2002; Stiewe e cols., 2002; Zaika e
cols., 2002; Wu e cols., 2003; Nekulova e cols., 2011; Su e cols., 2013; Costanzo e
cols., 2014). Nesse sentido, o TP63 apresenta duas isoformas com efeitos regulatorios
opostos baseados na expressao desses dois principais isotipos, os dominios TA e AN.
Ambas sdo susceptiveis a estarem envolvidas em muitos processos celulares,
incluindo controle do ciclo celular, apoptose, proliferacdo e migragao celular (Wu e
cols., 2003). Porém, a atividade de cada isoforma ainda ndo estd completamente
elucidada, e ¢ area de intensa investigacdo. Desse modo, relativamente pouco ¢
descrito até o momento a respeito dos mecanismos responsaveis pela expressao
diferencial das isoformas TA e AN nos diferentes tecidos ¢ em condi¢des
fisiopatologicas (Costanzo e cols., 2014).

Diferentes hipdteses tem sido propostas relacionando a funcdo do 7P63 e o
desenvolvimento do cancer. Sabe-se que as isoformas do 7P63 sdo caracterizadas por
padrdes diferenciais de expressdo: particularmente assume-se a ideia que o ANp63 (a
isoforma predominante) mantém nao somente a populacao de células tronco epiteliais,

mas também estd envolvida na persisténcia das células tronco cancerigenas,
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especialmente em tumores epiteliais. O ANPp63 ¢ expresso em células epiteliais
basais e ¢ necessario para o desenvolvimento normal de diversos tecidos epiteliais,
incluindo bexiga, prostata e epitélio colorretal (Pignon e cols., 2013), porém sua
expressao diminui com a diferenciagdo celular (Yang e cols., 1998; Di Como e cols.,
2002). Desse modo, essa isoforma € necessaria para a renovacgao das células tronco
(Yang e cols., 1999; Senoo e cols., 2007), bem como para a diferenciacdo terminal
(Koster e cols., 2007; Romano e cols., 2012). Trabalho publicado por Senoo e
colaboradores (Senoo e cols., 2007) demonstra que a isoforma ANp63 ¢ necessaria
para a manutengdo da “troncicidade” das células tronco de todo o epitélio
estratificado, o qual inclui pele, mama e prdstata, entre outros, € o fenotipo (auséncia
de estratificacdo epitelial) ¢ a consequéncia da falha tecidual oriunda da deplecao do
compartimento de células tronco. Esse dado, juntamente com os demais estudos
publicados, claramente estabelecem o papel fundamental do 7P63 na biologia das
células tronco epiteliais (Pellegrini e cols., 2001; Moll e Slade, 2004).

Por outro lado, o TAp63 ¢ implicado em manuten¢ao das células tronco e
quiescéncia, prevenindo o envelhecimento prematuro e senescéncia (Su e cols., 2009).
A expressao do TAp63 ¢ responsavel pela ativagdo dos genes responsivos ao 7P53,
levando a parada no ciclo celular e apoptose (Yang e cols., 1998). Em virtude dessas
implicagdes no cancer e manutencdo das células tronco, o 7P63 pode ter um papel
relevante na manutengdo dos fendtipos das células tronco tumorais (Graziano e De
Laurenzi, 2011; Melino, 2011).

Di Como e colaboradores (Di Como e cols., 2002) avaliaram a expressao do p63
em tecidos normais e em tecidos tumorais utilizando a técnica de imunohistoquimica,
e verificaram que a sua expressao ¢ restrita ao nucleo celular. Nesse trabalho, os

autores mostraram ainda que a expressao proteica do p63 foi restrita a células epitélio
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estratificado, como pele, es6fago, tonsilas, bexiga e também certas subpopulagdes de
c¢lulas basais em estruturas glandulares como préstata e mama, bem como bronquios.
Consistente com o fendtipo encontrado em tecidos normais, os autores verificaram a
expressao do p63 predominantemente em células basais e carcinomas escamosos,
além de carcinomas transicionais, timomas ¢ linfomas ndo Hodgkin. Porém ndo foi
verificada expressao em adenocarcinomas, incluindo mama e prostata. O grupo nao
encontrou, ainda, expressao do p63 em uma variedade de tumores endodcrinos,
incluindo as 4 amostras testadas de adenomas de hipofise. Nao foi avaliada, nesse
estudo, a expressao do p63 em hipofises normais, porém em glandulas adrenal e
tiredide. Ja estudo realizado por Yang (Yang e cols., 1998), utilizando técnica de PCR
em modelos animais, verificou expressao dos transcritos TAp63 e ANp63 em adrenal,
contrariando em parte os resultados obtidos por Di Como e colaboradores.

Assim, pouco se sabe ainda sobre a expressao do p63 e os tumores de hipofise.
Nao ha estudos publicados que verifiquem sua expressdao, bem como a expressao das
duas isoformas nesses tumores. Ainda, a grande maioria dos estudos que avaliam a
expressao do p63 nao discriminam entre as isoformas TAp63 e ANp63, muitas vezes
gerando resultados controversos. Ainda, em virtude da forte evidéncia morfologica e
funcional relacionando o p63 a troncicidade (Senoo e cols., 2007), diversos detalhes
moleculares ainda precisam ser elucidados. Considerando o papel crucial proposto das
CTTs na tumorigénese, o gene TP63, especialmente da isoforma ANP63 pode ter
relevancia na area de oncologia (Melino, 2011).

Muitos dos mecanismos moleculares relacionados com a auto-renovagao em
células tronco foram elucidados. Esses mecanismos de sinalizagdao estdo implicados
tanto em auto-renovagdo ¢ desenvolvimento das células tronco como em canceres.

Entretanto, ha diversos mecanismos conectados ao fenotipo das células tronco nos
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quais o p63 esta envolvido, entre eles a sinalizacdo Notch (Sasaki e cols., 2002;
Nekulova e cols., 2011).

A interagao do p63 com outros membros da familia p53 e seus moduladores
(ASPP1/2, HIPK2, mdm?2, Pinl, Pirth2) (Patel e cols., 2008; Lazzari ¢ cols., 2011), e
também sua habilidade de controlar fatores de transcricdo de genes envolvidos com
vias de desenvolvimento e tumorigénicas, como IFR6, IKKa e FGFR2 (Botti e cols.,
2011; Ramsey e cols., 2013) ¢ melhor exemplificada na Figura 7. O IKKa e IFR6 sao
fortemente regulados para baixo em CTTs, e sua expressdo ¢ correlacionada
negativamente com a diferenciagdo no cancer (Botti e cols., 2011; Ramsey e cols.,
2013). O IFR6 age também, em um mecanismo diferente, sendo mediador da
atividade anti-cancerigena do Notchl (Restivo e cols., 2011), mas também repressor
da atividade do cMyc e mecanismos FGF. De forma interessante, dados recentes
mostram que o FGFR2, ¢ um mediador das fungdes oncogénicas ANp63 em CTTs

(Ramsey e cols., 2013).
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Figura 7: Moduladores e efetores do p63.

Adaptado de Costanzo ¢ cols., 2014.
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Assim, a complexidade da familia p53 juntamente com o entendimento ainda
incompleto da extensdo da funcionalidade e hierarquia operacional em diferentes
condigdes fisioldgicas e patologicas continuam estimulando os esfor¢os nas
pesquisas, porém, ao mesmo tempo limitam a transposicdo do conhecimento até o

manejo clinico dos pacientes com cancer (Costanzo e cols., 2014).

1.6.5. O TP63 promove quiescéncia celular via inducao e ativacao do

Notch e seu ligante Jagged.

A via de sinalizagdao do Notch ¢ reguladora da auto-renovagao e diferenciacdo em
diversos tecidos e tipos celulares, e sua hiperativacdo tem sido implicada como
oncogénica em varios tipos de tumores solidos. Similar ao receptor Notch, um de seus
ligantes, o Jagged, € uma proteina transmembrana (Lobry e cols., 2014). A expressao
desregulada do Notch tem sido relatada em um crescente nimero de tumores s6lidos
humanos, como cérebro (Gray e cols., 1999; Cuevas e cols., 2005), cérvice e colon
(Zagouras e cols., 1995), bem como do seu ligante, Jagged, em canceres humanos
cerebrais (Purow e cols., 2005) e em tumores pancreaticos (Santagata e cols., 2004).
Estudos relatam que a expressdo do 7P63 interfere na habilidade do Notch em
restringir o crescimento e promover diferenciagdo (Yugawa e cols., 2010). De forma
contraria, a sinalizacdo do Notch diminui a expressao do 7P63, especialmente a
isoforma ANp63. Esses mecanismos demonstram as fungdes antagdnicas entre o
TP63 e a sinalizagao Notch (Nekulova e cols., 2011).

E descrito que os ligantes do Notch, Jaggedl e Jagged2, sio induzidos

seletivamente pelo TP73 e TP63, respectivamente, mas ndo pelo 7P53. Os mesmos
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autores relatam que 7P63 pode ativar a sinalizacdo do Notch para as células vizinhas.
Esses achados demonstram um papel potencial do 7P63 e TP73 no desenvolvimento
normal e regulacao celular mediada pela sinalizagdo Notch, bem como um importante
papel da familia 7P53 no desenvolvimento normal (Sasaki e cols., 2002).

Apesar de muitos tumores solidos exibirem expressdo aberrante do Notch, um
fator causal entre a sinalizacdo do Notch na patogénese desses tumores tem sido
melhor estudada em cancer de mama. Recentemente, Kent e colaboradores (Kent e
cols., 2011) apresentaram novas evidencias na manutencdo da quiescéncia celular,
quando demonstraram que a expressao do ANp63a, a isoforma predominante do 7P63
expressa em células epiteliais mamarias, promove quiescéncia celular. Assim, o grupo
demonstrou evidencias que a ativacao do Notch3, um dos quatro membros da familia
Notch expresso em células mamarias, ¢ o principal mediador da quiescéncia induzida
pelo TP63 (Figura 8). Esses achados trouxeram uma nova dimensao da ja conhecida e
complexa integracdo da sinalizacdo entre p63 ¢ Notch no epitélio, e sugerem que a

isoforma ANp63a pode ser um dos determinantes da sinaliza¢ao do Notch.
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Figura 8: Regulagio especifica e fungdo do p63 e sinalizagdo Notch na glandula mamaria.

(A) Ativagdo de expressdo Notch pelo p63 inibe a progressdo do ciclo celular, promovendo assim a
quiescéncia, que esta associada com a auto-renovagdo das células mamarias. (B) Em contraste, a
inibi¢do reciproca de p63 e sinalizacdo Notch controla o destino das sinalizagdo celular de células
progenitoras bipotenciais ao longo das linhagens epiteliais basal (associado ao p63) ou luminais
(associada com Notch). Adaptado de Forster e Ellisen, 2011.

A relacdo antagdénica entre Notch e ANp63a parece ter consequéncias na
homeostase do tecido epitelial mamario: a sinalizagdo do Notch implica na
diminui¢do da expressdao do 7P63, e como consequéncia, em carcinogénese. No
entanto, o papel desse antagonismo na tumorigénese, ainda necessita maiores
esclarecimentos. (Yalcin-Ozuysal e cols., 2010).

Dados recentes demonstram que na hipofise, a sinalizagdo Notch controla a
transi¢do entre a proliferacao e diferenciacdo, e potencialmente através de inibicao
lateral, influencia a diferenciag¢ao das células nos cinco tipos de células produtoras de
hormonios. Estudos mostram que a expressdo persistente do Notch2 interfere no
desenvolvimento dos gonadotrofos, e, em menor extensdao, dos tireotrofos. Além

disso, gonadotrofos extinguem a expressao do Notch2, sugerindo que o Notch2



52

poderia inibir a diferenciacdo celular na hipofise da mesma forma que ocorre no
sistema nervoso e cé€lulas enddcrinas pancreaticas. Em contraste, a proliferacdo das
c¢lulas hipofisarias expressam o Notch2 ndo parece ser afetada. Na hipofise adulta,
os componentes da sinalizagdo Notch sdo expressos em células com a mesma
localizagdo, sugerindo como contendo progenitores/células tronco (Chen e cols.,
2005; Yavropoulou e cols., 2015).

Um dos primeiros estudos que demonstram o aumento da expressao do Notch3
em adenomas clinicamente ndo funcionantes foi publicado por Miao e colaboradores
(Miao e cols., 2012), sugerindo que esse aumento da expressdao poderia facilitar o
crescimento dos tumores, ¢ em virtude disso, a via do Notch3 poderia ser um alvo
terapéutico. Posteriormente, trabalho publicado por Lu e colegas (Lu e cols., 2013)
corrobora os resultados anteriores, mostrando que a expressao do Notch3 e seu ligante
Jaggedl estd aumentada em adenomas clinicamente ndo funcionantes, porém essa
expressao nao ¢ vista na glandula hipofise normal e em adenomas secretores. Esses
dados mostraram que tanto Notch3 quanto seu ligante Jaggedl podem ter um papel
muito importante na iniciacao e proliferacdo dos adenomas nao funcionantes, e ainda,
pode haver uma interagao entre o Notch3 e o Jagged nesse processo.

Apesar da presenga do 7P63 ser estabelecida em alguns tecidos, o papel do 7P63
e sua possivel relacdo com a via Notch e seu ligante Jagged em adenomas de hipodfise,

ainda nao foi completamente elucidado.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a expressdo quantitativa de marcadores de células troco tumorais
em adenomas hipofisarios € o papel do p63 na manuten¢ao da proliferagao

celular.

2.2. Objetivos especificos

* Avaliar a expressao proteica dos marcadores CD44, Nestina e p63

* Verificar a proliferacao celular através da expressao proteica do KI-67

* Avaliar a expressao génica do 7P63 em adenomas hipofisarios e de seus
ligantes Notch3 e Jagged1

* Avaliar a expressao das isoformas do gene 7P63 (TA e AN) nos adenomas
hipofisarios

* Correlacionar a expressdo dos marcadores Nestina, CD44, p63, KI-67 em
adenomas hipofisarios, e associar ao subtipo tumoral.

* Estabelecer correlagdes clinico-patologicas e a expressao destes marcadores

(queixas pré-operatodrias, idade, sexo e tamanho tumoral)
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3. ARTIGOS CIENTIFICOS REDIGIDOS EM INGLES

Artigo cientifico 1: Antagonistic mRNA relative expression among TAp63 and

ANp63 isoforms and Notch3/Jaggedl pathway in human pituitary adenomas.

Artigo cientifico 2: Immunohistochemical Expression of Stem Cell Markers CD44,

Nestin and p63 in pituitary adenomas.
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ABSTRACT

Background: Despite recent advances in molecular genetics, the pituitary adenomas
initiation, development, progress and the molecular basis of their unique features are
still poorly understood. In this sense, it is proposed that stem cell could be involved in
pituitary adenoma tumorigenesis. It is suggested that 7P63 has important functions in
stem cells, and it may have an interplay of 7P63 and Notch and its ligand Jagged in
this process.

Objective: This study aimed to evaluate the distinct expression of 7P63 isoforms
(TAp63 and ANp63), as well as its correlation with Notch3 receptor and its ligand
Jagged] in human pituitary adenomas at the mRNA level.

Materials and methods: We included 77 pituitary adenoma tumor samples from
patients who underwent surgical resection. The expression levels of TP63 isoforms
(TAp63 and ANp63), Notch3 and its ligand Jaggedl were evaluated by qRT-PCR
using isoform-specific primers. We also evaluate proliferation index
immunohistochemically using KI-67 antibody. The expression levels were associated
with clinical outcomes.

Results: In summary, we found that mRNA expression of both 7P63 isoforms
decreased in pituitary adenomas compared with normal pituitary control. On the other
hand, there was an increasing of relative Notch3 and Jaggedl mRNA expression in
the majority of examined samples. The mRNA expression of tree gene evaluated was
correlated positively and statistically significantly. There was no significant
association between gene expression and the analyzed clinical data.

Conclusion: The current study has provided the first time evidence that TA and
ANp63 isoforms are underexpressed in most pituitary adenomas. These results are
correlated with Notch3 and its ligand Jagged1 overexpression, corroborating previous
studies pointing its antagonistic interactions.

Key words: Pituitary adenoma; immunohistochemistry; stem cell; stem cells markers;
tumor suppressor.
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INTRODUCTION

Human pituitary adenomas are tumors that occur in the pituitary gland and
represent 10 — 15% of intracranial neoplasms[1]. These tumors are often considered
benign and non-metastatic, but they are associated with significant morbidity due to
local compressive effects on brain structure and cranial nerves, leading to headaches
and visual disturbances. Morbidity can also result from tumor-derived hormonal
hypersecretion or following treatment that inadvertently damages adjacent normal
pituitary-hormone secretion[2]. Despite recent advances in molecular genetics, the
pituitary adenomas development, progress and the molecular basis of their unique
features are poorly understood. In this sense, we still do not understand the
pathogenesis of the majority of pituitary adenomas or why, once formed, their
behavior tend to be so benign.

The TP63 gene shows remarkable structural similarity to the 7P53 and TP73
genes. Because of two promoters, 7P63 gene generates two types of protein isoforms:
TAp63 and ANp63. In addition, each type yields three isotypes (a, B, y) because of
differential splicing of the 7P63 COOH terminus. In general, the TAp63 isotypes
might behave like TP53 because they transactivate various 7P53 downstream targets,
induce apoptosis, and mediate cell cycle control. However, the ANp63 isotypes have
displayed opposing functions of TAp63, including acting as oncoproteins[3]. Despite
this obvious importance of 7P63, there are no studies published focusing on its
expression in pituitary adenomas. Furthermore, it was suggested that 7P63 has
important functions in stem cells. So, its exact roles in these processes, and in
particular in pituitary tumorigenesis, are largely unknown and still need more
clarification. Altered levels of 7P63 were demonstrated in different epithelial tumors,
such as in breast, head, neck and lung by the use of targeted detection techniques,
such as PCR (Polimerase chain reaction) or by using antibodies, which could not
discriminate among TAP63 and ANp63, sometimes giving controversial results[4].

Thus, it is suggested that there is a functional interplay of 7P63 and Notch3
signaling in pituitary adenomas, since Notch pathway also demonstrates to play an
important role in embryonic pituitary development and its renewal and fate decisions
of putative stem/progenitor cell function[5]. In this sense, the expression of the Notch

signaling component in postnatal stem cells has been shown previously[6,7,8]. It was
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described that Notch signaling system is significantly expressed in the adult pituitary,
and cells expressing the Notch pathway genes accumulate predominantly in side
population[7], which correlates with the localization of adult pituitary progenitors[8].
Previous studies have demonstrated that Notch3 pathway has an important role in the
progression of non-functioning pituitary adenomas, since Notch3 mRNA is
significantly upregulated in these subtype of pituitary adenomas[9]. These data was
further corroborated by another study that showed the upregulation of Notch3 and its
ligand Jaggedl in human non-functioning pituitary adenomas, but not in hormone-
secreting adenomas. Furthermore, Notch3 was positively correlated with Jaggedl at
the mRNA and protein levels[10]. These data can indicate that Notch3 and Jagged]
may play an important role in the initiation and proliferation of human non-
functioning adenomas, and there may be an interaction between Notch3 and Jaggedl
in this process.

The antagonistic relation between 7P63 and Notch pathways was
demonstrated earlier[11]. Sasaki and cols[12] were the first to show the physical and
functional involvement of 7P63 in the Notch/Jagged signaling pathways. These
authors described that 7P63 can trigger the Notch signal pathway in the neighboring
cells and, therefore, raise the possibility that the members of the 7P53 family play a
role in normal development through modulating Notch signal pathway. At the same
time, two Notch ligands, Jaggedl e Jagged2, were identified as upregulated by
TAp63, while ANp63 down-regulates Jagged2[13].

In order to understand better the targets of the 7P63 gene transcriptional
regulation, Notch3 and its ligand Jagged1, and the functional differences between the
TA and ANp63 isoforms and its relation in pituitary tumorigenesis, we have
performed a relative expression by qRT-PCR technique. Our results provide the first
description of the differential expression of 7P63 isoforms and its correlation with

Notch3 and its ligand Jagged! in pituitary adenomas.

MATERIALS AND METHODS
1. Human pituitary tumor specimens

One hundred forty (140) patients with pituitary adenomas, based on clinical
evaluation, biochemical workup and radiological findings, who underwent

transphenoidal pituitary tumor resection at the Department of Neuroendocrinology,
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Sao Jos¢ Hospital, Santa Casa de Misericordia, in Porto Alegre, were enrolled in the
present study. Due to RNA preservation, after surgery, each sample was immediately
frozen in liquid nitrogen and then stored at -80°C until analysis. All patients were
negative for pituitary tumors within their family and therefore considered as sporadic.
Data regarding age, gender, tumor size, presentation and clinical data before the
surgery were obtained from the clinical charts. Written informed consent was
obtained from all patients and the study was approved by local ethics committees and

conducted in accordance with the Declaration of Helsinki.

2. Pathology samples and immunohistochemistry

Pathology samples included resection specimens. Histopathological diagnosis
was performed by the current neuropathologists in the Department of Pathology, in
accordance to the World Health Organization (WHO) guidelines. Haematoxiylin and
eosin-stained slides (HE) were available for all cases to confirm the presence of
tumors. The HE 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 commercial antibodies. Immunohistochemical
analysis was performed using chromogranin A antibody for all cases, in order to
characterize the pituitary tissue. The aim of the immunohistochemical and
ultrastructural investigation was to accurately classify the neoplasms and reveal their
hormone content and apparent endocrine activity. Both methods were employed for
routine diagnostic purposes; thus, these results will not be described in detail. We also
performed immunohistochemistry for KI-67 antibody to evaluate proliferation index

status (clone MIB-1, dilution 1:100, Dako).

3. Data processing
Total RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA was extracted from frozen pituitary adenomas using Trizol reagent
(Ludwig Biotec, Porto Alegre, RS) as previously described[14]. All samples and a
commercially available RNA/cDNA pool of 88 normal human pituitary glands
(Clontech Laboratories, Inc) were reversely transcribed using the RT System from
Promega Corp (Madison, WI) according to the manufacturer’s protocol. The final

volume of each reaction was 20uL.
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Nucleic acid quantification was carried out using spectrophotometry
(BioSpec-Nano; Shimadzu Corp.; Kyoto, Japan) at 260nm and the concentrations and
purity ratios were recorded. Newly prepared cDNA was subjected to quality
assessment before qRT-PCR analysis. The sample concentration was normalized to
obtain a total quantity of ¢cDNA from each sample. Phosphoglycerate kinase 1
(PGK1) was used as endogenous control to perform normalization. PGK1 was
amplified by qRT-PCR for each sample and also for each RT-negative control, with
the same specified conditions for gene analysis. A cycle threshold (Ct) of <40 was
classified as showing good quality cDNA.

The PCR products were run in a 3% agarose gel (Lonza, Rockland, ME,
USA). Only well definite bands were regarded as evidence of positivity (data not
shown). We performed a standard curve of different dilutions for all primers used in
this study. Two primers (74p63 and ANp63) were designed to recognize the two N-
terminal isoform (AN and TA). Positive controls tested on human breast
adenocarcinoma cells (MCF7 cell line) and human prostate tissues (prostatic
carcinoma and benign prostatic hyperplasia), as previously reported[15,16,17] for the
primers of 7P63 isoforms, were available to verify if the primers were effective at
amplifying the target isoforms of 7P63 when some were never detected (data not

shown).

Pituitary mRNA expression by qRT-PCR

The qRT-PCR reactions were performed using Power SYBR Green® (Applied
Biossystems, Foster City, US). As an endogenous control, the reference gene PGK1
was amplified to normalize results and allow relative quantitative analysis of TP63,
Notch3 and Jagged1 gene expression (Table 1 shows the sequence of the primers used
in real-time PCR). cDNA obtained from a pool of 88 normal pituitary glands was
used as a calibrator. Samples without cDNA were used as a negative control. After
amplification, melting curves were acquired. Direct detection of PCR products was
monitored by measuring the fluorescence produced by SYBR Green® and these
measurements were then plotted against cycle numbers. The reactions were
performed, at least, in duplicate using a PCR termocycler (Step One Plus™ Real
Time PCR System; Applied Biosystems). In this method, results were obtained by the
number of PCR cycles necessary to achieve the initial level of fluorescence emission,

with values expressed as threshold cycle (Cr). In this sense, the parameter Ct was



73

defined as the cycle number when the first increase above the threshold in
fluorescence was detected.

Data were converted to normalize expression ratios using the Applied
Biosystem recommended method (2%°T). ¢cDNA relative expression (normalized
concentration of target gene in relation to the reference gene) was given by the

formula; 2744€T

, where AACT= (Cr target gene — Ct PGKI1 gene in samples) — (Cr
normal pituitary target gene — PGK 1 normal pituitary gland pool).

Data from tumor tissues are expressed equal to 1 (reference level). The
expression values for the genes of interest are reported as the mean + standard

deviation (SD).

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using SPSS software package (version
21.0; SPSS Inc., IBM Company, Chicago, IL, USA) and GraphPad prism version 6.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Quantitative variables were described as
mean =+ standard deviation (SD), or medians, according to their distribution.
Normality test Shapiro-Wilk was performed to determine distribution of the data.
Nonparametric tests were employed since the distribution of the genes expression data
was not normal. To detect the correlations between the continuous variables, the
Spearman’s rank correlation test and Mann-Whitney’s U test were applied, and for
qualitative variables, Chi-square and Fisher exact tests were used. When P was less

than 0.05, the differences were considered as being statistically significant.

RESULTS
1. RNA and cDNA quantification and quality

Quantification (absorbance at 260nm), purity (260/280 and 260/230nm) and
integrity (sighting shot experiment) for each sample were made. RNA purity is poorer
in those samples with lower quantity. However, once reverse transcribed to cDNA,
the purity of the samples was improved.

After optimization and validation of the primers, a standard curve plate was
also included in the trial and consisted of variable concentrations of two samples. In
the sequence, its amplification efficiency and R* values were calculated. An

optimized qRT-PCR assay should have an efficiency of between 90 and 105% and an



74

R? 0f>0.98. Absolute quantification was used in this calculation (data not shown).
The final cDNA concentration used in all experiments was 150ng/pl.

Following these initial RNA and cDNA analyses, samples were used in large
scale. As a Ct of <35 is traditionally thought of as optimal, samples that had a Ct of
>35 were excluded of the study[18]. Data in triplicate were not obtained in all
samples due to insufficient amount of sample in some cases. Duplicate PGK
expression was then used as a measure of cDNA quality. A PGK Ct<40 was taken as
an index of cDNA quality. If no amplification was detectable within 40 cycles, it was

assumed that there was insufficient starting material.

2. Clinical and pathological features:

Initial examination of qRT-PCR data for reference gene expression, plus the
absence of clinical data and/or the insufficient amount of RNA for all gene expression
analysis, showed that only 77 of the initial 140 pituitary adenomas could be included.
Of these, there were 41 (53.2%) male and 36 (46.8%) female patients. The age at the
initial diagnosis ranged from 23 to 79 years old, and the average age of the included
patients was 53.74 + 13.41 (mean = SD) years old. In non-functioning pituitary
adenomas (NFPAs), it was 57.62 + 11.36 years old, while in functioning pituitary
adenomas (FPAs) it was 45.68 + 13.98 years old, and its difference was statistically
significant (P<0.05).

The spectrum of adenomas studied was presented as follows: 52 (67.5%)
NFPAs, while 25 (32.5%) were classified as FPAs. Of these, 13 (16.9%) were GH-
producing, 8 (10.4%) ACTH-producing and 4 (5.2%) PRL-producing. Significant
association (P=0.001) between tumor size and tumor subtype was found. All
microadenomas (<lcm; n=2) were ACTH-secreting, while all other adenomas
subtypes were classified as macroadenomas (>1cm; n=75). There was no statistically
significant difference in relation to gender (P=0.170) between NFPAs and FPAs.
These data are shown in table 2.

The immunohistochemical analysis for all tumors showed that 23 (44%) NFPAs
were not positive with anterior hormone immunohistochemistry and were designed
immunohistochemically negative tumors (NFPAs"). IHC available also revealed that
almost 13 (25%) of their tumors stained for gonadotropins or their subunits.
Concerning clinical data before surgery, headache and visual defects were the main

symptoms in NFPAs.
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1. qRT-PCR analysis

There was a positive expression of constitutive gene in all samples included,
and in a pool of normal human pituitary gland. The quantified relative gene
expression in the pool of normal pituitary tissue received the arbitrary value of 1.0.
Overall, when we compared the tested samples with the pool of normal pituitary
tissue mRNA, examined samples showed some loss of both 7P63 isoforms mRNA
relative expression, while Notch3 and Jaggedl were overexpressed in almost all
pituitary adenomas (Table 3). No significant association was found between gene

expression and clinical data.

TP63 isoforms, TAp63 and ANp63 expression status

We evaluated 7P63 isoforms, TAp63 and ANp63 mRNA expression status by qRT-
PCR analysis in 77 human pituitary adenomas and in a pool of normal pituitary
glands. Both isoforms mRNA expression decreased in almost all pituitary adenomas
compared with normal pituitary control, with a median of gene relative expression of
0.017 for both genes. The same was observed in ACTH-secreting and GH-secreting,
but not in PRL-secreting adenomas, where ANp63 and TAp63 isoforms had increased
of relative expression compared to normal pituitary pool. Considering all 77
adenomas analyzed, just one GH-secreting expressed TAp63 isotype. It appeared in a
39 year old female patient with a functioning macroadenoma, GH-secreting, with
immunopositivity just for GH hormone. Non-functioning pituitary adenomas have
decreased of relative expression in both isoforms. We observed that 15.09% (8 of 53
non-functioning samples) expressed ANp63, while no expression of TAp63 was
detected in any sample. There was no statistical significant difference between these
groups (TAp63 P=0.324; ANp63 P=0.097). These data are shown in Figure 1 (a and
b) and Table 3.

Notch3 and its ligand Jaggedl expression levels are upregulated in human
pituitary adenomas

We also determined Notch3 mRNA expression status in the same samples, as
described above. Overall Notch3 transcript is increased in almost all adenomas

subtypes (median 13.00 fold). In a subset of 77 adenomas included, 65 (84.41%)
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expressed Notch3 levels. Additionally, non-functioning adenomas demonstrated
increased expression of Notch3 in 91.50% (or 45 of 53 samples) as well in
functioning adenomas, in which we found the presence of the transcript in 20 of 24
samples (or 91.66%). However, this data was not statistically significant (P=0.291).
We also did not find statistical significance between Notch3 expression and
functioning adenomas subtypes (P=0.366) (Figure 1c and Table 3).

Jagged] mRNA expression was also markedly increased in pituitary adenomas
compared with normal pituitary control (median 12.22 fold). Detectable Jaggedl
relative expression was found in 66 of 77 samples (85.71%). As the same as Notch3,
gRT-PCR showed that Jaggedl was also prominently detectable in functioning
adenomas with 91.66% (20 of 24 samples) of positivity. Non-functioning pituitary
adenomas showed the presence of Jaggedl transcript in 46 of 53 or 91.32% of the
samples examined. There was no significant difference between functioning and non-
functioning pituitary adenomas (P=0.602) or between non-functioning adenomas
subtypes group (P=0.394) and Jagged] mRNA expression. The presence of PGK1
amplicon confirmed the integrity in all samples examined. These data are shown in

Figure 1d and Table 3.

Correlation between 7P63, Notch3 and Jagged1 mRNA expression levels

The expression of Notch3 mRNA was positively correlated with Jaggedl mRNA
expression with a Spearman’s correlation coefficient of 0.592 (P<0.001). Similarly, a
positive correlation was observed between the expression of p63 isoforms and Notch3
(TAp63 and Notch3 r,= 0.367 P=0.001; ANp63 and Notch3 »,= 0.422 P<0.001) as
the same as Jaggedl (TAp63 and Jaggedl r,= 0.339 P=0.003; ANp63 and Jaggedl

rs=0.544 P<0.001) with a Spearman’s correlation test.

2. Pituitary adenomas displayed low proliferative capacity

Due to the absence of paraffin blocks available for all cases, we could perform KI-67
analysis in 60 of 77 adenomas studied. The proliferative labeling index (positivity for
Ki-67) ranged from 1-10% of positive nuclei in different cases. Median of KI-67
expression in all adenomas subtypes was detailed in Table 3. Figure 2 shows

immunopositivity for KI-67 in one pituitary adenoma sample.
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DISCUSSION

In the present study, we have provided, to our knowledge, the first description
of the distinct expression of 7P63 isoforms, as well as its correlation with Notch3
receptor and its ligand Jaggedl in various types of human pituitary adenomas at the
mRNA level. We have shown that, in general, the expression pattern of 7P63
isoforms is lost in pituitary tumors, while Notch3 and its ligand Jaggedl gene
expression are upregulated in these benign tumors.

p63 is well studied in malignant tumors, and to the best of our knowledge, it
has never been mentioned in regard to pituitary adenomas. In the present study,
TAp63 and ANp63 expression profiles were absent in respectively 76 and 63 samples
of all 77 adenomas of different histological subtypes. Aberrant p63 expression[19]
has been reported in pre-cancerous conditions[20] and in many other cancers[21],
such as in epithelial tumors[22], breast (specially ANp63 isoform)[23], bladder[24],
head and neck[25], lung[26], prostate[16] and squamous cell cancer[27]. ANp63
overexpression in MCF7 breast cancer cell lines results in the increased cancer cell
proliferation, clonogenicity, anchorage-independent growth, and more drug resistant,
suggesting that ANp63 might serve as a tumor initiating transcription factor in breast
cancer[17]. Nonetheless, in some aggressive metastatic epithelial tumors, the
expression of ANp63 is reduced and often lost, suggesting potential roles as
metastasis suppressor[19,28]. On the other hand, its suggested that TAp63 is
downmodulated in various types of cancer[29], and this isoform can suppress
metastasis via induction of some targets.

Therefore, in particular, these studies showed that the TA isoforms are not
expressed or weakly expressed, whereas the AN isoforms are expressed at higher
levels. The expression pattern showed by the different isoforms observed in cancer is
consistent with the concept that TAp63 may function as tumor suppressor, while
ANp63 may act as an oncogene, antagonizing p53 and TAp63 and TAp73, by
affecting the expression of those target genes, which are generally under their
control[4,30]. Our results contrast, in part, the ones published focusing on differential
expression of TP63 isoforms in other tumors. We showed that two isoforms of 7P63
are under expressed in almost all pituitary tumors, except in PRL-secreting adenomas,
in which both TAp63 and ANp63 was upregulated. So, unlike previous publications,
we did not find antagonist expression between two 7P63 isoforms. According to

previous publications, the same is observed with 7P53 gene in pituitary adenomas,



78

once most pituitary adenomas have lack of 7P53 expression[31]. Taken together,
these data suggest that the expression of p53 family members is absent in most
pituitary adenomas. However, the role of p73 gene in human pituitary adenomas has
not yet been described and needs more clarification. In addition, the predictive
importance of p63 has been analyzed only in a limited number of studies and
relatively little is known regarding the responsible mechanism for the distinct
expressions of TA and DN isoforms in the different tissues and physio-pathological
conditions. However, the potential differences affecting the functional roles of TAp63
and ANp63 isoform types make the possible contribution of these proteins a complex
issue.

There are several pathways in which p63 is involved. Interestingly, Ma and
cols[32] recently demonstrated that p63 activates Notch signaling through the
stimulation of Jaggedl gene expression. This study confirmed that ANp63a could
directly bind the Notchl and activate the Notch pathway. These data suggest that p63
functions as a selective modulator of Notchl-dependent transcription and function.
Our results, regarding the Notch3 expression in pituitary adenomas, are in line with
previous studies. They broaden them by providing evidence of Notch3 as upregulated
in 84.41% of all pituitary adenomas analyzed, while both 7P63 isoforms are
underexpressed. Our findings are in consonance with a model through antagonistic
interaction of p63 isoforms and Notch3. Overexpression of Notch3 had been
observed in 16 human NFPAs in the study published by Miao and cols[9]. In this
investigation, additional immunohistochemical analyses were performed,
demonstrating that the Notch3 receptor is primarily expressed in the cytoplasm of the
NFAs. Posteriorly, Lu and cols[10] used 17 pituitary tumor samples to describe that
upregulated Notch3 was observed in humans NFPAs, but not in normal human
pituitary gland or in hormone-secreting adenomas at neither the mRNA nor protein
levels. These results suggest that Notch3 may play a significant role in the
development of pituitary adenomas, particularly in NFPAs. However, the exact
mechanism of Notch3 in pituitary tumorigenesis still needs to be elucidated.

This study confirms and expands previous investigations showing that Notch3
and its ligand Jagged1 are upregulated in almost all pituitary adenomas. As the same
as Notch3, Jagged] overexpression was found in 85.71% of all adenomas subtypes.
Sasaki and cols[12] described that Jagged1 gene is up-regulated by p63, suggesting an

association between the p53 family genes and Notch signaling. Beyond that, it was
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suggested that p63 and Notch pathway have important functions in stem cells, one
hypothesis currently raised for pituitary tumorigenesis. Further work will also be
required in order to understand the fascinating association of p63 and Notch signaling
pathways with quiescence and preservation of early stem/progenitor cells.

Additionally, this study showed no significant relationship between the tumor
prevalence and the patients’ gender, in agreement with previous publications[33]. Our
data agreed with others published by Central Brain Tumor Registry of United States
(CBTRUS)[ 1], pointing that these tumors are not common in children until 19 years
old, representing 2% of all diagnosed brain tumors. In our work, the patients’ ages
ranged from 23 to 79 years old. Our data are corroborated by some publishing by
CBTRUS, in which the incidence of these tumors is low until 55-65 years old, and
increases progressively with age, with a highest incidence among 65-74 years old.
Among the tumors in the FPAs group, 90.83% were classified as macroadenomas and
9,17% as microadenomas, whereas in the NFPAs group 100% of the tumors were
macroadenomas. The ACTH-secreting adenomas presented statistically significant
variance in tumor size compared with the other samples included in this study. These
data are in agreement with previous publications[34] that show high frequency among
corticotropinomas as microadenomas. In some cases, the small tumor size can even
hamper its location through radiological exams. Careful immunohistochemical
analysis of NFPAs reveals that a significant proportion of these tumors, in fact,
synthesize pituitary hormones despite the absence of a clinically apparent endocrine
hypersecretion syndrome. IHC available in a subset of our patients revealed that
almost 25% of their tumors stained for gonadotropins or their subunits, whereas a
little over 44% were categorized as null cell adenomas.

Study of human pituitary tissue is challenging due to several limitations,
including the anatomic inaccessibility of the pituitary gland, small size of tumors, and
unique differentiated tumor behaviors. The small sample of functioning adenomas
subtype (specially PRL-secreting, due to randomly) and no samples of thyrotroph and
gonadotroph tumors are also limitations of our study. It is due to rarity of these
tumors subtype and the small size of these tumors in general, which can make it
difficult to obtain workable amount of material in some cases. Limitations of our
study also include the technical procedure, once mRNA extraction and conservation

need carefully handling.
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Pituitary adenomas are typically benign, slow-growing neoplasms, more often
expansive as infiltrative in nature[2]. Thus, it is no surprise that adenomas
demonstrated no oncogenic genes expression, as 7P63, especially ANp63 isoform.
Some studies, focusing on the individual cell analysis, as flow cytometry, will give
more details about this gene expression. We suppose that contaminating benign tissue
in “mixed tumor tissue samples” (a limitation of molecular biology technique, due to
tumor margins) can confound the measurement of 7P63 gene expression, suggesting
that the mixing 7P63 expression in benign tissue in those samples precludes the
correct identification of 7P63 expressing tumor cells.

The origin of pituitary adenomas and molecular and cellular events involved in
their initiation and maintenance are still understood incompletely. The current study
analyzed 77 pituitary adenomas of different subtypes and has provided the first time
evidence that TAp63 and ANp63 isoforms are underexpressed in most pituitary
adenomas. These results are correlated with Notch3 and its ligand Jaggedl
overexpression, confirming its antagonistic interactions. Because the relations of
signaling pathways can occur at several levels, further studies are necessary to
elucidate the relevance of its interacting signaling pathways in tumor initiation and

progression.
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Table 1. Primers used for RT-PCR in this study.

Gene name Forward sequence (5’to 3°) Reverse sequence (5’to 3°)
ANp63 CTGGAAAACAATGCCCAGAC GAGGAGCCGTTCTGAATCTG
TAp63 CAGGACTCGGACCTGAGTGA GAGGAGCCGTTCTGAATCTG
Notch3 TGGCGACCTCACTTACGACT CACTGGCAGTTATAGGTGTTGAC

Jaggedl GGGGCAACACCTTCAACCTC CCAGGCGAAACTGAAAGGC

PGK1 GAACAAGGTTAAAGCCGAGCC GTGGCAGATTGACTCCTACCA
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Table 2. Clinical and pathological caracteristics of the pituitary tumors

Tumor Subtype Number of  Gender Mean age = SD Tumor size

cases (%) M/F* (years)** (Mac/Mic)****
Non-Functioning adenomas 52 (67.5%) 31/21 57.62 +£11.36 52/0
Functioning adenomas 25 (32.5%) 10/15 45.68 £ 13.98 23/2
ACTH - secreting 8 (10.4%) 2/6 41.00 + 14.98 6/2
GH - secreting 13 (16.9%) 7/6 48.31+11.48 13/0
PRL - secreting 4 (5.2%) 1/3 46.50 £20.56 4/0
Total 77 41/36 53.74 + 13.41 75/2

M: male; F: female; Mac: macroadenomas (>1cm), Mic: microadenomas (<1cm); Non-functioning: no
clinical evidence of hormone secretion; GH: growth hormone producing; ACTH: Adrenocorticotroph-
hormone producing; PRL: prolactin-hormone producing.

*Chi-Square test (P=0.170); **t de Student: (Functioning x Non functioning P<0.001); **Anova
followed by Tukey B test (all pituitary adenomas subtypes P=0.001);

#**Fisher Exact test: (Functioning x Non functioning P=0.103); “Chi-Square test (all pituitary
adenomas subtypes P=0.001).
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Tumor subtype Number TAp63 ANp63 Notch3  Jaggedl® KI-67
of cases ? ? ? index”
(%)
Non functioning pituitary 52 (67.5%)  0.136 0.047 19.310 10.811 1.0%
adenomas
Functioning adenomas 25325 0.203 0911 4.950 15.897 1.5%
%0)
ACTH - secreting 13 (10.4%) 0.017 0.064 10.880 9.608 1.0%
GH - secreting 8 (16.9%) 0.037 0.091 2.780 15.898 1.0%
PRL - secreting 4 (5.2%) 0.016 1.607 28.045 280.22 2.0%
Total 77 (100%)  0.017 0.017 13.000 12.226 1.0%

?Real Time qRT-PCR method (normalized by constitutive gene PGK 1, determined by the formula 2

AACT); Kruskal-Wallis test; P>0.05.
® Immunoistochemically determined. Mann-Whitney test; P=0.942.
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TAp63 mRNA relative expression
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Notch3 mRNA relative expression
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Figure 1. a) and b) mRNA expression of p63 isoforms (TAp63 and ANp63). ¢) Notch3 mRNA
expression. d) Jaggedl mRNA expression. NFPAs: Non-functioning pituitary adenomas, ACTH:
ACTH-secreting; GH: GH-secreting; PRL: PRL-secreting. Each point indicates the relative gene
expression in each tumor sample analyzed, normalized by reference gene PGKI comparing with the
average of gene expression in the pool of human pituitary glands (endogenous control), which is
designed as 1.0. These data were obtained by the formula pAact
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Figure 2: Image shows immunohistochemical staining of paraffin-embedded human pituitary adenoma
stained with KI-67 antibody. Only the dark brown stained nuclei were considered immunopositive.
(Original magnification: 400x%).
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ABSTRACT

Background: Tumor stem cell markers have already been identified in several
tumors. It is believed that these cells are involved in tumor initiation, resistance and
propagation. Identification of these cells in pituitary adenomas can help better
understanding this tumorigenesis, which is still incompletely understood.

Objective: The aim of the present study was to investigate whether the stem cell
markers CD44, nestin and P63 are immunohistochemically expressed in pituitary
adenomas of different subtypes.

Materials and methods: Fresh pituitary adenoma specimens were collected from 105
patients who underwent surgical tumor resection. The neoplasms were identified on
hematoxylin-eosin stained sections and were classified by immunohistochemistry.
The expression levels of CD44, nestin and P63, were evaluated by using
immunohistochemical staining of paraffin tissue sections, and the streptavidin-biotin-
peroxidase complex method was applied using appropriate controls. We also
evaluated the relation of these expression proteins with Ki-67 labeling index.

Results: Just a few samples showed immunopositivity for p63 and nestin. In contrast,
there was no staining for CD44 in any pituitary tumor sample. The number of patients
with p63 and Nestin immunopositivity in our study was too small to allow definite
conclusions about a possible correlation between protein expression and clinical data
available.

Conclusion: The presence of small amount of nestin” and p63" cells suggests the
existence of immature subpopulations in pituitary tumors, but the biological
signifcance of these cells population particularly in terms of a stem/progenitor cell
function or a suportive role, remains to be explored.

Key words: Pituitary adenoma; immunohistochemistry; stem cell, progenitor cells;
cancer stem cells
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INTRODUCTION

Human pituitary adenomas are tumors that occur in the pituitary gland and
represent 10-15% of all intracranial neoplasms. They are often considered to be
benign(1). How pituitary adenomas are originated and the molecular and cellular
events involved in their initiation and maintenance are not completely understood
until now. Recently, several groups have described the existence of a subpopulation
of brain tumor stem cells with the capacity for proliferation, self-renewal, and
differentiation in human brain malignant tumors in both children and adults(2, 3).
However, as far as we know, there were only a few works about cancer stem cells
focusing on pituitary adenomas.

Important insights into pituitary adenoma tumorigenesis may come from
studies of pituitary development and cell differentiation(4, 5). In 2005, it was reported
that somatic stem cells exist in the adenohypophysis(6), and since then there has been
much debate about their functions in pituitary tumorigenesis(7, 8). In addition, there
have been many studies on embryonic stem cells and induced pluripotent stem cells.
Consequently, they have attracted attention as a cell source for differentiated tissues
in clinical applications. So, in this sense, we hypothesize that pituitary stem cells may
also exist in adult tissues(9).

Tumor stem cells have been implicated as cancer-initiating cells in malignant
tumors(9). However, whether benign tumors also contain tumor stem cells are largely
unexplored. Besides some evidence, the existence and the role of these cells in benign
pituitary adenomas is controversial and the evidence for a stem cell population that
result in pituitary tumors is poor. The question of what potential role tumor
progenitor/stem cells play in progression of benign tumors in general, and pituitary
adenomas in particular, remains unclear(9-11).

The isolated stem cells were then characterized by the expression of
differentially activated genes and proteins that characterize them. Despite the lack of
universal stem cell markers, certain cellular molecules have been found in at least part
of the stem cells isolated, such as Nestin, Prominin 1(CD133/AC133), Nanog, Bmi-
1(12-16). These factors can be considered prospective identifiers of candidate

stem/progenitor cells. In addition to these cellular markers, the signaling pathway of
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Notch, Wnt and sonic hedgehog (Shh) have recently been implicated in stem cell
renewal and fate determination in a variety of tissues (brain, intestine, bone marrow,
mammary gland)(17-20). Numerous studies have reported that CD44, as well as
CD133, nestin and so forth are some well accepted cancer stem cells surface markers
(21), but the prognostic value of these markers is still under investigation. Thus, it
demands urgent need of specific markers that can distinguish and target these cells.
Several stem cell surface markers and biomarkers are being exploited in various
cancers to determine a principal pattern of cancer stem cells markers. Proper
screening and profiling of each marker with respect to each tumor type and tumor
subtype is very vital in this process.

CD44 and nestin have been used in combination or with other putative
markers to isolate cancer stem cells from solid tumors. Moreover, very little is known
about the role played by p63 in cancer stem cells. However, the lack of their universal
expression limits their usage to few designated cancer types.

The identification and characterization of stem cells in pituitary tumors might
lead to new insights into the pathogenesis of pituitary adenomas. To achieve this goal,
it will be necessary to determine if pituitary adenomas follow a cancer stem cell
model, to address technical issues related to tumorigenesis assays, and to test the
extent to which cancer cell heterogeneity arises from genetic versus epigenetic
differences. Therefore, it is necessary to accumulate scientific knowledge concerning
pituitary stem cells before achieving a conclusion in this field.

In this study, we searched for potential stem/progenitor cells markers in
pituitary adenomas. The expression levels of CD44, p63 and nestin, as well as

proliferative marker KI-67 were observed using immunohistochemical methods.

MATERIALS AND METHODS

Patients and Specimen collection

A total of 105 patients who underwent pituitary tumor resection at the Department of
Neuroendocrinology, Sao José Hospital, Santa Casa de Misericordia, in Porto Alegre
were recruited for this study. Tumors were characterized based on their clinical,
radiological, histological, and immunohistochemical features. Based on the secreting

features, all tumors were classified as functional or nonfunctional. All slides were
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immunostained for growth hormone (GH), prolactin (PRL), adrenocorticotrophic
(ACTH), luteinizing hormone (LH), follicle-stimulating hormone (FSH) and
thyrotropin (TSH). Immunohistochemical analysis was performed using chromgranin
A antibody for all cases for characterization of pituitary tissue. Haematoxiylin and
eosin-stained slides (HE) were available for all cases to confirm the presence of
tumors, which were used to identify regions of the tumor, and these regions were
marked. The aim of the immunohistochemical and ultrastructural investigation was
accurately classify the neoplasms and reveal their hormone content and apparent
endocrine activity. Both methods were employed for routine diagnostic purposes;
thus, the results will not be described in detail. Tumor invasiveness was defined on
the basis of preoperative radiological investigation, and confirmed during surgery.
Patient data regarding gender, age, and secreting status are summarized in Table 1.
Cases without complete data and/or sufficient material were excluded from the study.
None of patients had received any treatment before the biopsy procedure. The study
protocol was in accordance to the ethical guidelines of the 1975 Declaration of

Helsinki and was approved by the local Ethics Committee.

Immunohistochemistry

The immunohistochemistry was performed under the same conditions for all samples.
Tumor samples obtained at surgery were routinely fixed in formalin, embedded in
paraffin, sectioned at 3um thickness, and mounted in organosilan slides for
immunohistochemical analysis. The immunohistochemical staining was performed by
the avidin-biotin complex method as the standard procedure Then, the material was
sent for immunohistochemical analysis for antbodies: CD44, nestin, p63 and KI-67.
Slides were examined by two different observers using an optical microscope with a
gradual increase up to magnification of 400x. One normal human pituitary obtained
from autopsy was used as an internal control, as well as tonsil. Negative controls for
immunostaining were prepared by omission of the primary antibody. The specificity
of the immunohistochemical stains in each case was confirmed by a concomitant run
with a negative control. The consistency and quality of staining were confirmed by
the presence of positive internal controls and uniform reactivity with a known positive

external control matched both methods of fixation.
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Antibodies

CD44" cells were identified as brown membrane staining. We used a CD44 antibody
(1:100, clone VFF7, Novocastra) to determine the protein expression.

For the immunohistochemical demonstration of nestin, a Mouse Anti-Nestin (1:100,
Milipore) was used. Nestin immunoreactivity was quantified by counting the number
of tumor cells exhibiting any degree of cytoplasmatic immunopositivity in 100
consecutive high-power (x400) fields.

p63 staining was considered positive by ascertaining only nuclear expression. Any
cytoplasmatic  staining was considered background artifact. For the
immunohistochemical demonstration of p63, a Monoclonal Mouse anti-human P63
antibody (1:300; Clone 4A4, Dako) was used. Immunopositivity criterion for proteins
was defined as the presence of at least one stained cell with clearly outlined
cytoplasm

In order to correlate protein expression with cell proliferation, nuclear labeling indices
using KI-67 (1:100; clone MIB-1) antibody was determined. By both methods, 100
nuclei were counted and the results are expressed in percentage. Details of these

procedures were described in previous papers(22, 23).

Statistical analysis

Normally test Shapiro-Wilk was done to determine distribution of the data. The
results were expressed as mean + standard deviation (SD) or median, according to the
distribution of the data. The Pearson's Chi-Square test was used to assess the
relationship between protein expression and each clinicopathological factor. Since the
results are ordinal variable data, the Kruskal-Wallis test was used to analyze them.
Computations were performed using the SPSS software (version 21.0; SPSS Inc.,

IBM Company, Chicago, IL, USA). P<0.05 is considered statistically significant.

RESULTS

Patient’s clinical diagnosis

The spectrum of adenomas studied was as follows: based on the secreting group
classification, 41 (33%) patients were functional and 64 (52%) were nonfunctional
adenomas. Among 64 patients with functional adenomas, there are 25 (20.3%) of GH-
secreting tumors, 11 (8.9%) of ACTH-secreting tumors and 5 (4.1%) cases of PRL-
secreting tumors. Of the 105 patients, 50 (40.7%) were females and 55 (44.7%) were
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males. The tumor size was <1 cm in 3 patients ACTH-secreting. We only found a
statistical significance between patient age and tumor subtype: patients with
functioning adenomas are significantly younger than those with non-functioning

adenomas (these data are shown in Table 1).

CD44 immunoreactivity

In order to extend our knowledge on the expression and significance of CD44 in cells
of the pituitary tumors, we investigated immunohistochemically 105 samples of
human pituitary adenomas of different subtypes. The expression of CD44 in normal
tissue was evaluated in paraffin-embedded on tonsils as a positive control. The
immunostaining occurred in the membrane, with strong intensity (data not shown).
With regard to our samples, we did not observe expression of CD44 in any of the

pituitary adenomas investigated.

Nestin immunoreactivity

Pituitary adenoma cells were immunopositive for nestin in only 7 (6.66%) of all 105
samples examined. We also found a small number of endothelial cells with a few
randomly distributed capillaries showed slight nestin immunopositivity (Figure 3).
The spectrum of patients nestin® was described in Table 2. The number of patients
nestin® was too small to allow definite conclusions about a possible correlation
between nestin immunoreactivity and patient’s gender, age, clinical presentation,

tumor size, hormonal profile and KI-67 nuclear immunolabeling indices.

P63 expression status

Immunohistochemical analysis for p63 expression was performed in 105 cases. In 100
cases, there was no p63 gene expression (representing 95.23%). The spectrum of
patients p63" was described in Table 3. It is important to mention that all patients p63"
were distinct from patients nestin'. Figures 3 shows photomicrographs of positive
pituitary adenomas cells for p63 expression. As the same as nestin, the number of
patients p63" was too small to correlate p63 immunoreactivity and clinical data

available.
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Proliferation status

In order to correlate nestin, CD44 e p63 expression with cell proliferation, nuclear
labeling indices using KI-67 antibody were determined. It was considered as positive
the whole cell with any color gradation, even if slight, since this marker has a short
half-life, since the antigen is degraded within an hour after mitosis(24). As the
previous reports(25), we found a low index of KI-67, with a median of 1% (range >
1% - 10%), and with no significant difference between tumor subtypes (Table 1). We
did not find any correlation between stem cell markers expression and KI-67 labeling

index.

DISCUSSION

Up to now, few studies have focused on CD44, nestin and p63 in pituitary
adenomas, and this issue worthy of further study. In this paper, we chose an integrated
analysis approach of these three cancer stem cell markers expressions in pituitary
adenomas of different subtypes. As far as we know, there were only a few works
about cancer stem cell in pituitary adenomas. One famous work was conducted by Xu
and cols(9), which indicated, for the first time, that stem-like cells are present in
benign tumors. The authors isolated sphere-forming, self-renewable, and multipotent
stem-like cells from pituitary adenomas, which expressed increased levels of stem
cell-associated progenitor cell markers, as nestin and CD133. Despite its relevance in
the field of endocrine oncology, this study focused on tumor cells from just two
pituitary tumor samples (one from GH-positive somatotroph tumor and one hormone
negative null-cell macroadenoma), thus, further studies are necessary to validate these
findings.

Nestin, an intermediate filament protein detected in many stem or stem-like
cells(12, 26) is an important, although not exclusive, biomarker of stem cell.
Recently, Gleiberman and cols(10) built on the discovery of nestin in the pituitary and
used a transgenic approach to trace the progeny of the nestin-expressing cells,
eventually advancing (some of) them as “stem” cells in the postnatal gland. This
paper shows that nestin-expressing stem cells, in the anterior pituitary, are the only
cell type in the organ that possess a self-renewal potential, and that cells nestin’ do not
contain hormones (of the stem cell characteristics) also in accord with previous
observations for nestin(27). Also in human pituitary, Weiss and cols(28) reported the

presence of a putative nestin’ stem/progenitor cell population. This study also shown
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that nestin-immunoreactive cells do not colocalize nor with hormone-producing
neither with foliculoestelate cells. Taken together, these papers provide indications
that the human pituitary may also contain putative stem/progenitor cells, which
expresses nestin. However, data remain limited and circumstantial.

Rotondo e cols(29) used immunohistochemistry to demonstrate that tumor
cells of all 125 adenoma types were immunonegative for nestin, but immunopositive
in several tumor capilaries. It is of note that not all capilaries were reactive for nestin;
some are completelly immunonegative, or featured only a few positive endothelial
cells. No major diferences were found in nestin immunopositivity between endothelial
cells of the non-tumorous and adenomatous pituitaries. Our data corroborate in part
the study published by Rotondo and cols(29). Using immunohistochemistry we can
see nestin immunopositivity for capilaries. Besides that, our results conclusively show
that nestin cannot be detected in non tumorous adenohypophysial cells and in those of
various adenoma types but, differently from these authors, we found nestin expression
in some adenomas subtypes. Our findings indicate that in the human pituitary
adenomas, only a few amount of samples express nestin, and this expression rate is
variable among samples, and not statistically significant among adenomas subtypes.
Although the presence of nestin has been immunohistochemically demonstrated in
various extrapituitary tumors(2, 30-34), it appears that pituitary neoplasms are among
them.

A wide variation in staining existed between individual neoplasms, even
among ones belonging to the same immunotype and morphologic class. There were
neoplasms in which practically all capillaries were nestin immunopositive, whereas in
others only a few capillaries with labeled endothelial cells were seen. As the same as
nestin expression cells: we found a great variation between nestin expression cells in
those adenomas tested, and we assign these findings to the great variation intra and
intertumoral, even in benign tumors.

CD44, a hyaluronic acid receptor, is one of the most commonly studied
surface marker, which is expressed by almost every tumor cell. It is involved in cell
migration and cell adhesion and is widely expressed in normal tissues. CD44 has
recently received attention as a marker of cancer stem cells in various epithelial
tumors. Komminoth and cols(35) described the expression status of CD44 in pituitary
adenomas. The authors used only seven samples to show that four samples expressed

CD44 (isoforms CD44v6 and CD44 v9). The authors did not describe the subtype of
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pituitary adenoma tested. Therefore, the number of patients in this study was too
small to allow definite conclusions about a possible correlation
between CD44 expression and prognosis. Besides this, a study published by Xing and
cols(36) used immunohistochemical technique and flow cytometry to evaluate CD44
expression in 35 pituitary adenomas. The authors did not find statistical differences
between functioning and non-functioning adenomas and CD44 expression.

Our work offers original findings on this field, when we used an amount of
105 samples to show that immunohistochemically there was no CD44 expression in
all tumor subtypes analyzed, contrasting in part, the results of CD44 expression levels
in pituitary adenomas in earlier studies. Nevertheless, this preliminary observation
needs to be further confirmed in future studies, because it is different from the two
other studies published. Future research that examines the interplay between these cell
types may reveal important mechanisms of pituitary cancer progression.

Boldrup and cols have shown that p63 isoforms induce expression of CD44.
ANp63 isoforms specifically upregulate a CD44 splice variant lacking exon 2,
indication that p63 may play a role in regulating CD44 mRNA splicing in addition to
up-regulating mRNA levels. p63, a nuclear transcription factor, is down-regulated in
terminally differentiated cells(37). ANp63 is expressed in basal epithelial cell and is
required for normal development of several epithelial tissues, including the bladder,
prostate glands and colorectal epithelia(38). This isoform is necessary for stem cell
renewal(39) as well for terminal differentiation, whereas TAp63 is implicated in
maintaining stem cells in quiescence and preventing premature aging and senescence.
Because of its implication in both cancer and stemness, p63 may also play a relevant
role in maintaining the cancer stem cell phenotypes. We performed, for the first time,
p63 protein expression study in pituitary adenomas. We only found a small
percentage of pituitary adenomas with p63" expressing cells, and these expressions
levels are low in all samples tested. Our results offer a preliminary study showing that
a little percentage of cells p63" are present in some pituitary adenomas.

Immunohistochemical methods mainly reflect the expressing location of
markers in tumor cells. Although we can acquire the expression strength of the
markers, the bias is evident. It should be taken into account that most of the pituitary
stem cell markers may not only be expressed in the stem cells which make
purification before clinical applicability not straightforward. Still, it is known that

pituitary adenomas are typically benign, slow growing neoplasms, more often
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expansive as infiltrative in nature. Thus, is no surprise that adenomas exhibited no
CD44 immunopositivity, as well as low nestin and p63 immunopositivity index.

It is known that stem cells are unspecialized cells with the ability to self-renew
(ability to go through numerous cycles of cell division while maintaining the
undifferentiated state), and differentiate into specialized cell types. The cancer stem
cell theory posits that neoplasms, like physiologic tissues, contain a small population
of self-sustaining cells with the exclusive ability to self-renew and maintain the
tumor. Pituitary adenomas are almost always histologically benign, although they
may be locally invasive. Invasive adenomas may invade the dura mater, cranial bone,
or sphenoid bone and were considered relative high proliferation activities. Although
abnormalities in several pathways have been recognized in the pathogenesis of
pituitary adenomas, no current general mechanism for pituitary tumor initiation is
tenable. The tumor stem cell hypothesis represents an attractive unifying theory, and
postulates that deregulation of a small subpopulation of tumor cells determines tumor
development and growth, and the wide range of mutations noted in the differentiated
tumor cell bulk may be subsequent genetic defects that accumulate as the tumor
progresses.

Elucidation of the molecular characteristics and role of these cells in pituitary
tumor initiation and treatment require further study that will lead to unraveling of
incompletely understood mechanisms for pituitary tumor adenoma development and
progression.

In conclusion, we have demonstrated that the stem cells may exist in pituitary
adenomas in a low percentage. These findings facilitate the understanding of pituitary
adenomas biology and the identification of a clinically distinct pituitary adenomas
subpopulation of cells. Additional elaborated studies should provide insight into the
potential of these cells, or at least some of them, and further support to such a
stem/progenitor cell phenotype. This could collaborate towards explaining still little

understood mechanisms involved in pituitary tumorigenesis.

CONFLITS OF INTERESTS: None
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Figure 2: Immunoistochemistry for KI-67 protein. Only the dark brown stained nuclei were considered

as immunopositive. (Original magnification: 400X).
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Figure 4: Photomicrograph of pituitary adenoma showing nuclear immunopositivity to p63 (Original
magnification 400x).
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Table 1: Clinical data of all 105 pituitary adenoma samples.

Tumor subtype Number of Mean age = SD Age Gender*** KI-67%%**
cases (%) range M:F ratio median

Non-functioning 64 (52%) 54.20 (13.06) 24-79 37:27 1%
Functioning 41 (33.3%) 43.49 (13.98)* 20-74 18:23 1%
GH-secreting 25(20.3%) 48.56 (12.93)** 27-74 12:13 1%
PRL-secreting 5(4.1%) 34.80 (11.54) 22-48 3:2 2%
ACTH- secreting 11 (8.9%) 35.91 (12.74) 22-63 3:8 1%
Total 105 (100%) 50.01 (14.36) 20-79 55:50 1%

*Student t test: P<0.05; **Anova: P<0.05; ***Chi-square test: P=0.279; ****Kruskal-Wallis test:
P>0.05.

M: male; F: female; Non-functioning: no clinical evidence of hormone secretion; GH: growth hormone
producing; ACTH: Adrenocorticotroph-hormone producing; PRL: prolactin-hormone producing,
Negative: null cell.
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Table 2: Characteristics of patients immunohistochemically p63"

Cas Gender Age Tumor Size Clinical Hormonal P63" KI-67
e subtype outcomes THQ cells* index*
1 F 22 FA/ Mic Cushing disease ACTH 2% <1%

Cushing
2 F 62 FA/ Mac Visual disturbances/ Null cell <1% 1%
Acromega headaches
ly
3 F 36 NFA Mac Pan-hipopituitarismo LH/FSH <1% 1%
4 M 79 NFA Mac Visual disturbances/ Null cell <1% 1%
headaches
5 F 57 NFA Mac Headaches Null cell 5% 2%

*(% of positivity); M: male; F: female FA: functioning adenomas, NFA: non-functioning adenomas.
Macro: macroadenomas (>1cm), Micro: microadenomas (<lcm); GH: growth hormone producing;
ACTH: Adrenocorticotroph-hormone producing; PRL: prolactin-hormone producing, Negative: null
cell. Non-functioning: no clinical evidence of hormone secretion.



Table 3: Characteristics of patients immunohistochemically nestin'.
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Cas Gender Age Tumor Size Clinical Hormonal nestin® KI-67
e subtype outcomes THQ cells* Index*
1 F 43 FA/Cushing Mac Cushing disease Null cell 5% 1%
2 F 40 FA/Cushing Mic Cushing disease ACTH, 5% 1%

TSH, PRL,
FSH, LH,
GH
3 M 74 NFA Mac Headaches Null cell 5% 1%
4 F 55 NFA Mac Headaches Null cell 3% 1%
5 F 48 FA/ Mac Headaches/hands, GH/PRL 2% <1%
Acromegaly feet and face
enlargement
6 F 40 NFA Mac  Visual disturbances ACTH 20% 1%
7 F 43 FA/Cushing Mac Cushing disease ACTH 2% <1%

*(% of positivity); M: male; F: female; FA: Functioning adenomas. NFA: Non-functioning: no clinical
evidence of hormone secretion; GH: growth hormone producing; ACTH: Adrenocorticotroph-hormone
producing; PRL: prolactin-hormone producing, Negative: null cell. Macro: macroadenomas (>1cm),
Micro: microadenomas (<1cm);
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O adenoma hipofisario € uma doenga heterogénea, assim como cada um dos
pacientes que desenvolvem essa doenca. Assim, faz-se necessario avaliar
individualmente cada subtipo tumoral, uma vez que ha variacdo entre as
expressdes genicas e proteicas nos mesmos.

As técnicas de biologia molecular associadas a imunohistoquimica permitem
uma andlise inicial do papel desses possiveis marcadores nos tumores de
hipoéfise, porém estudos utilizando técnicas mais especificas, que possibilitam
o estudo da célula individualmente sdo necessdrios para complementar a
investigacao e futuramente transferir esses achados para a pratica clinica.

Nao houve expressao proteica do CD44 e em praticamente todas as amostras
testadas para o p63. De forma contraria, encontramos expressao da Nestina
nos adenomas de hipofise. O conjunto desses resultados, entretanto, sugere a
existéncia de células imaturas nos tumores hipofisarios.

O Notch3 e o Jaggedl tem sido implicados na patogénese dos adenomas
hipofisarios, especialmente os nao funcionantes, sendo, talvez, no futuro, um
possivel alvo terapéutico para o tratamento desses tumores.

Encontramos correlagdo positiva entre o 7P63/Notch e Jagged, o que estd de
acordo com os dados descritos na literatura. Estudos adicionais, que focam nos
mecanismos envolvidos nesse processo, ainda sao necessarios.

O estudo da expressao genica e proteica do p63 mostrou que a expressao desse
marcador (considerando ambas as isoformas) estd praticamente ausente nos
adenomas de hipofise. Estudos adicionais sdo necessarios para estabelecer os
mecanismos envolvidos nesse processo.

De forma geral, ndo houve relagdo entre as expressdes génicas e proteica com
os aspectos clinicos analisados.

Ainda ¢ indispensavel estabelecer métodos diferenciais para a identificagdao de
células tronco hipofisarias bem como os marcadores e/ou painel de
marcadores. Os estudos nessa area ainda sdo iniciais € portanto controversos e

demandam investigagdes adicionais.
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5. ANEXOS
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ANEXO 1 -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Perfil de expressio de marcadores de pluripoténcia e o envolvimento na proliferacio
celular em adenomas hipofisarios.

(Nome completo do paciente — preencher em letra de forma) - RG/Estado

1° - O adenoma de hipodfise € o mais comum dos tumores cerebrais, porém, as causas do
seu desenvolvimento ainda néo estdo bem definidas. A presenga de alguns genes é
diferente entre hipdfises humanas normais e adenomas. Esses dados indicam que eles
podem estar envolvidos no desenvolvimento dos tumores na hipofise. Neste estudo,
pesquisaremos a presenga de alguns genes nos adenomas hipofisarios de pacientes
submetidos a cirurgia.

2° - O procedimento utilizado sera a analise do adenoma de hipdfise, obtido apds cirurgia. O
procedimento nao traz riscos ao paciente, visto que o material sera proveniente de cirurgia
prévia.

3° - Os beneficios esperados com os resultados desta pesquisa sdo para o paciente, para
outros pacientes com o mesmo tipo de lesao, e para o desenvolvimento da ciéncia, o que
podera conferir mudangas no tratamento deste tipo de tumor no futuro.

4° - E garantido ao paciente o recebimento de resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento a qualquer duvida acerca do estudo.

5° - Caso existirem novas perguntas sobre este estudo, sobre os direitos como participante
do mesmo ou prejuizo de qualquer natureza pela participagdo, deve ser contatada a Dra.
Maria Beatriz da Fonte Kohek (investigadora principal) pelo telefone (51) 3303-8819 ou
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFCSPA, pelo telefone: (51) 3303-
8804

6° - E dada a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de participar
do Estudo, sem que isso traga prejuizo. Ressaltamos também que a concordancia em
participar do estudo nao implica em qualquer modificagdo no tratamento que ja esta sendo
feito. Da mesma forma, a n&do concordancia em participar do estudo nao ira alterar de
nenhuma maneira o tratamento ja estabelecido.

7° - E dada a garantia de ndo ser identificado e de ser mantido o carater confidencial de
informacgédo em relagao a privacidade do paciente, bem como a nao divulgagéao de qualquer
dado que possa produzir a identificagdo do mesmo durante toda a pesquisa, em respeito a
sua privacidade.

8° - E assumido o compromisso de proporcionar informagdo atualizada obtida durante o
estudo, ainda que esta possa afetar a vontade em continuar participando.

9° - E garantido que todos os gastos de realizagdo de exames do protocolo da pesquisa
serao absorvidos pelo orgamento do estudo, ndo havendo qualquer gasto para o paciente.

10° - A equipe se compromete em utilizar apenas parte do material proveniente da cirurgia
para a realizagao de tal pesquisa, ficando o material restante adequadamente preservado na
Instituicdo depositaria (Laboratério de Patologia da ISCMPA) e a disposi¢ao do paciente.

Estou ciente e de acordo com a realizagdo de estudos complementares por uma
equipe multidisciplinar e, autorizo a utilizagdo do material proveniente da cirurgia para
aplicagao das técnicas necessarias ao presente estudo. Estou ciente de que nao seréo
violados os segredos profissionais obtidos pelo exames 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 autorizagao ao
coordenador do estudo e ao Comité de Etica da UFCSPA de utilizarem os dados obtidos
quando for necessario, incluindo a divulgagdo dos mesmos, sempre preservando minha
privacidade.

Porto Alegre, , , .
(dia) (més) (ano)

Assinatura do Voluntario:
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Assinatura do Responsavel pelo projeto:

(Maria Beatriz da Fonte Kohek)

Assinatura da testemunha:
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ANEXO 2 - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFCSPA

Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: Perfil de Marcadores de pluripoténcia e o envolvimento na proliferagao
celular em adenomas hipofisarios

I Pesquisador Responsavel Maria Beatriz da Fonte Kohek Parecer 1797/12 I
[Data da Versao 13/07/2012 | [Cadastro 010/12 | [Data do Parecer 16082012 |
| Grupo e Area Tematica Il - Projeto fora das areas tematicas especiais |
Objetivos do Projeto

Identificar e avaliar a expressao quantitativa de marcadores de pluripotéencia em afdenomas
hipofisarios e o papel do gene p63 na manutengao da proliferagao celular.

1. Avaliar a expressao protéica de Nestina, CD44 e CD133

2. Correlacionar a expressao dos marcadores com a expressao do p63

3. Verificar o perfil de proliferacao celular atraves da expressao do Ki67 e PCNA

4. Avaliar a expressao genica do gene p63 em adenomas hipofisarios

5. Avaliar a presenca de isoformas do p63 (TA e deltaN) nos adenomas

6. Correlacionar a expressao dos marcadores Nestina, CD44, CD133, Ki67 e PCNA em
adenmas hipofisarios e associar ao subtipo tumoral

7. Comparar a expressao génica e proteica do p63 nesses adenomas

8. Caracterizar a presenca de células tronco tumorais em linhagens celulares derivadas de
tumor e correlacionar com tumores hipofisarios

9. Estabelecer correlagoes clinico-patologicas e a expressao destes genes (idade, sexo,
tamanho tumoral, dosagens bioquimicas, remissao da doenca e IHQ) I

Sumario do Projeto

Apesar dos adenomas hipofisarios serem a neoplasia intracraniana mais comum, sua
tumorigénese nao esta claramente definida. A presencga de células tronco na hipofise e sua
associagao com a patofisiologia da glandula e ainda com a carcinogénese sao aspectos que
devem ser melhor investigados. Este projeto ira investigar a presenca de células tronco
tumorais e verificar o papel do p63 na manutengao da pluripoténcia em adenomas hipofisarios

humanos.
Titulo Adequado
Autores Adequados
Local de Origem na Instituigdo Adequado
Projeto elaborado por patrocinador Nao
Aprovagao no pais de origem N&ao necessita
Local de Realizagao Outro (citar no comentario)
Condigoes para realizacao Adequadas
Comentérios sobre os itens de Identificagdo
Az metodologias serao realizadas nos laboratorioe da UFCSPA: Lab de
Patologia, Lab de Biologia Molecular e Lab de Genética Toxicologica
| Introdugéo | Adequada |
Comentérios sobre a Introdugéo
| Objetivos | Adequados |
Comentérios sobre os Objetivos
Pacientes e Métodos
Delineamento Adequado
Tamanho de amostra Total 100 Local 100

Pagina 1-2
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Calculo do tamanho da amostra Adequado
Participantes pertencentes a grupos especiais Nao _
Selecao equitativa dos individuos participantes Nao ze aplica
Criterios de inclusao e exclusao Adequados
Relacao risco- beneficio Nao ze aplica
Uso de placebo Nao utiliza
Periodo de suspensao de uso de drogas (wash out) | Nao utiliza
Monitoramento da segurancga e dados Adequado
Avaliagao dos dados _ Adequada - quantitativa
Privacidade e confidencialidade Adequada
Termo de Consentimento Adequado
Adequacao as Normas e Diretrizes Sim

Comentarios sobre os itens de Pacientes e Métodos
Ha previsdo que serdo obtidas amostras de 100 pacientes no periodo do

projeto
Adequado
Data de inicio prevista julho-2012
Data de t&rmino prevista dez-2015
_ Adequado
Fonte de financiamento externa Outras fontes

Comentérios sobre o Cronograma e o Orgamento
Com relagao ao financiamento ha material j@ obtido pelos pesquisadores e
consta que o projeto 2era submetido a editaiz de agéncias de fomento para
captagao de recursos.

| Referéncias Bibliograficas | Adequadas |
Comentarios sobre as Referéncias Bibliogréficas

Recomendacao

| Aprovar

Comentérios Gerais sobre o Projeto
Todas as sugestoes foram analisadas pelos autores e quando pertinentes
incorporadas ou adequadamente respondidas pelos autores.
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ANEXO 3 - METODOLOGIA

Delineamento:

Trata-se de um estudo de prevaléncia, tipo transversal.

Local de Realizacao:

As analises foram realizadas nos laboratorios de Biologia Molecular e Patologia da

UFCSPA.

Sujeitos de Pesquisa:

O estudo foi realizado com amostras de adenomas hipofisarios de pacientes
submetidos a cirurgia transfenoidal no Hospital Sao José da Irmandade Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre (ISCMPA), instituicdo conveniada UFCSPA.

Critérios de Inclusdo: Foram incluidos, mediante assinatura de termo de

\

consentimento livre e esclarecido, pacientes submetidos a ressec¢ao tumoral no
Hospital Sao José¢ da Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre com
diagnostico pré-operatério de adenoma de hipofise confirmado no material
anatomopatoldgico pela técnica imuno-histoquimica.

Critérios de exclusao:

* Pacientes submetidos a ressec¢dao tumoral com diagnostico anatomopatologico
que nao contemple os critérios de inclusao.
* Dados clinicos insuficientes.

* Nao consentimento em participar do estudo.

Amostras:

Fora incluidas amostras de adenomas hipofisarios humanos esporadicos funcionantes
e nao-funcionantes, obtidas apds cirurgia transfenoidal realizada entre 2006 e 2015.
O diagnostico ¢ estabelecido rotineiramente através da analise clinica, bioquimica e
radiolégica. As informacgdes clinicopatoldgicas foram obtidas dos prontudrios dos
pacientes (idade, sexo, tamanho tumoral e marcadores imunohistoquimicos
hormonais), localizados nos arquivos do Hospital Sao José¢ (ISCMPA). Na avaliagao

dos prontuarios médicos dos pacientes, foram obtidas informagdes sobre historia
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pregressa da lesdo, idade, género, localizacdo tumoral, tamanho do tumor e

classificagdo histologica.

Analise histologica

Parte do material proveniente das ressec¢des tumorais ¢ fixado em formalina e
incluido em blocos de parafina, sendo a caracterizacdo morfologica feita por andlise
histologica (coloracdo de hematoxilina-eosina) e imunohistoquimica (testados

anticorpos para ACTH, FSH, GH, LH, PRL e TSH) apo6s a cirurgia.

Analise molecular

Os tumores foram coletados em condigdes estéreis, congelados imediatamente em
nitrogénio liquido apds a ressecc¢ao cirurgica e estocados em ultrafreezer a -80°C até
o momento das analises.

Utilizamos um pool comercial de hipofises normais para calibracdo das técnicas de
RT-PCR quantitativo (Clontech Laboratories, Inc.), em virtude da dificuldade de
obtencdo de amostra a fresco para o estudo. A técnica ¢ padronizada em nosso grupo

de pesquisa (Mezzomo e cols., 2011).

Técnicas:

1. Analise da expressdo Proteica

Estudo anatomo-patologico pela técnica de Imuno-histoquimica (THQ)

Da casuistica total encontrada, foram selecionadas amostras de 140 pacientes, que
possuiam blocos de parafina disponiveis para o estudo. A selegdo dos pacientes foi

feita através da revisdo das laminas coradas por hematoxilina e eosina.

As amostras provenientes das hipofisectomias incluidas em blocos de parafina,
fixadas em formalina 10%, foram seccionadas na espessura de 3um. Posteriormente
foram montadas laminas de vidro preparadas com organosilano antes das amostras
serem submetidas a técnica de IHQ conforme protocolo padronizado pelo Laboratorio
de Patologia da UFCSPA (técnica tradicional de biotina avidina imunoperoxidase

(Hsu e cols., 1981)). Apds a coloragdo, as laminas foram cobertas com laminula, com
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o auxilio de Entellan® (Merck Millipore). Um painel combinado de marcadores de
superficie foi utilizado para caracterizar a presenga de células imaturas (CD44,
NESTINA e p63) e o perfil de proliferagao celular (K167) nos adenomas hipofisarios

humanos.

Tabelal: Anticorpos primarios utilizados nesse estudo.

Nome do gene Principal caracteristica
NESTINA Filamento intermediario de células imaturas ou em rapida proliferacao.
CDh44 Proteina relacionada a progressdo do cancer através da proliferagdo celular.
P63 Fator de transcri¢do relacionado a manutencdo da proliferacao celular
K167 Proteina nuclear associada a proliferagdo. Marca todas as fases exceto GO.

Em todas as marcagdes estudadas utilizamos controles positivos (tonsilas). Como

controles, utilizamos também hipofises humanas normais provenientes de autdpsias.

As laminas foram rastreadas por 2 observadores separadamente, em microscopio
optico Olympus BX40 (Olympus America Inc), com aumento progressivo de até 400
vezes e lente reticulada acoplada ao microscopio. As imagens foram analisadas no
programa Image Pro Plus, version 6.3 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

O critério de positividade foi a presenca de células claramente marcadas.

2. Andlise da expressdo génica
A técnica de RT-PCR quantitativo foi utilizada para verificar a expressdao das
isoformas do p63 estd mais expressa nos adenomas hipofisarios (ANp63 ou TAp63), e

se estao relacionadas com a atividade proliferativa no tumor.

Extracdo do RNA total:

Para a extracdo de RNA, aproximadamente 50mg de tecido foi fragmentado e o RNA
total extraido apds homogeneizacio, usando Trizol® como reagente (Invitrogen,
Carlsbad, USA) de acordo com descricao prévia (Chomczynski, 1993). Apos a
extracdao, o0 RNA foi redissolvido em 4gua ultrapura tratada com DEPC (10 a 30uL) e

incubado por 10 min a 60°C, seguido de banho de gelo por 1 min para quantificagdao
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das amostras e estocagem a -80°C. A concentragdo, integridade e pureza do RNA foi
medida por espectrofotometria UV a 260nm utilizando o BioSpec Nano (Shmadzu
corp), nos comprimentos de onda de 260 e 280nm. As amostras com concentracdes
de RNA consideradas adequadas foram aquelas cuja relagdo de leitura da absorbancia
a 260nm/280nm foi superior a 1,7, que foram calculadas através da formula:

[RNA] = Asgo x D x 40 pg/mL

Onde: A= absorbancia e D= dilui¢ao da aliquota usada para a quantificacdo. Por
exemplo, para 1 uL da solucao de RNA em 500 uL de dgua. D = 1: 499 = 500 vezes.

O RNA extraido ficou estocado a -80°C até o processamento das amostras.

Sintese de cDNA:

lug de RNA total foi reversamente transcrito utilizando o kit ImProm-II™ Reverse
Transcription System (Promega Corp), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. O volume final de cDNA foi 20uL. A quantidade de cDNA foi mensurada
em espectofotometro (BioSpec Nano, Shimadzu Corp) para o ajuste da concentragao,
antes da realizacdo da técnica de RT-PCR quantitativo. As amostras foram

armazenadas a -20°C até a amplificacao por PCR em tempo real (qPCR).

Desenho dos primers

Os oligonucleotideos iniciadores para avaliar a expressao génica foram desenhados
utilizando 0 programa Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cgi) ¢ sintetizados pela

Invitrogen (Carlsbad, USA).

Genes constitutivos e curva de normalizacao

Para minimizar possiveis variagdes entre as amostras, utilizamos 1 gene constitutivo
(PGK1, cuja utilizagdo como gene constitutivo ¢ padronizada pelo nosso grupo de
pesquisa) para a normaliza¢do da concentragdo de RNA nas andlises por PCR Real
Time, que foram amplificados simultaneamente ao gene de interesse. O gene
normalizador ou constitutivo ¢ um gene expresso em niveis constantes entre os
diferentes tecidos de um organismo, em todos os estagios do desenvolvimento nao
sofrendo alteragao pelos tratamentos experimentais. Em cada reagao realizada para a

amplificacdo do gene de interesse foi feita a amplificacdo do gene constitutivo,
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minimizando assim as variagdes de pipetagem. Os resultados foram expressos como a

relagdo gene de interesse/gene normalizador, em unidades arbitrarias.

Expressdo quantitativa (RT-PCR Real Time)

As condigdes da reacdo de PCR para cada gene foram padronizadas, antes de
proceder-se a quantificagao das amostras. Foram testados: concentragdo e temperatura
de anelamento dos oligonucleotideos e duragao de cada etapa do ciclo.

A analise da expressdo foi feita por SYBR Green™ Mastermix (Applied Biosystems,
Foster City, CA) de acordo com o protocolo especifico.

O reagente Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG ¢ fornecido a uma
concentracdo de 2X. A mix é otimizada para rea¢des com o reagente SYBR Green”, e
contém: corante SYBR Green® I; Platinum® T aq DNA Polimerase; dNTPS; solugao
tampao com concentragdes otimizadas de seus componentes (Tris-HCI, KCI e
MgCl2). As amostras foram amplificadas no equipamento Applied Biosystems
StepOne Plus™ Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA).

As leituras de fluorescéncia emitidas por cada amostra nas reagdes foram feitas ao
final de cada ciclo. As reagdes foram realizadas com 40 ciclos, mas a quantificacao
das amostras foi realizada durante o inicio do aumento exponencial da fluorescéncia.
Os niveis de expressdo foram mensurados utilizando o método AACt, normalizado
pelo gene constitutivo (Livak e Schmittgen, 2001). A variagdo da expressdao foi
calculada através dos niveis de expressdo dos tecidos tumorais/células e tecidos
normais/células. A eficiéncia foi determinada pela avaliagdo do ACt em uma diluicao

seriada do gene referencia.
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Técnica de imunohistoquimica (avidina biotina-peroxidase)

Todo o procedimento foi realizado no laboratério de Patologia da UFCSPA,
pela mesma profissional técnica, visando minimizar possiveis variagdes no processo.
A técnica descrita € padronizada pelo Laboratério de Patologia da UFCSPA.

1. Colocar o corte do tecido a ser estudado na lamina preparada com
organosilano.

2. Desparafinar o tecido

* Deixar as laminas na estufa a aproximadamente 70°C por 60 minutos.

¢ Colocar as laminas em xilol, 2 vezes, de 5 minutos.

* Colocar as laminas em etanol absoluto, 3 vezes de 3 minutos, deixando 5
minutos no ultimo alcool.

* Lavar em agua corrente por 5 minutos.

3. Recuperacao do antigeno
* Aquecer a solu¢do de citrato de sodio (pH 6,0) em banho-maria a 95°C;
colocar as laminas submersas nessa solucao por 40 minutos,

* Retirar do banho-maria e deixar esfriar a temperatura ambiente por 20
minutos.

* Lavar em agua destilada.

4. Bloqueio da peroxidase endégena

* Deixar as laminas em solugdo de agua oxigenada (5ml) com metanol (95ml)
por 10 minutos, protegido da luz. Repetir o procedimento 3 vezes.

* Lavar as laminas em agua destilada.

* Lavar as laminas com PBS (pH 7,4) por 5 minutos sob agita¢ao.

5. Bloqueio das proteinas inespecificas
* Pingar soro de bloqueio (DAKO cédigo X0909) diretamente sobre as laminas,
cobrindo todo o tecido, e deixar por 30 minutos.
* Retirar o excesso sem lavar.
6. Aplicar o anticorpo primario

* Pingar o 50pL anticorpo primario diluido em albumina bovina a 1% em cada
lamina.

* Deixar 60 minutos a temperatura ambiente.
* Incubar em camara imida coberta durante a noite, em geladeira, a 4°C.

* No dia seguinte, lavar com PBS (pH 7,4) 2 vezes por 5 minutos.

7. Aplicar o anticorpo secundario
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* Aplicar o anticorpo secundario biotinilado sobre cada lamina por 40 minutos
(DAKO kit LSAB + SYSTEM, HRP) cobrindo todo o tecido.
* Lavar com PBS (pH 7,4) 2 vezes por 5 minutos.

8. Incubar com anticorpo 3/polimero
* Aplicar o complexo avidina-biotina-peroxidase (kit LSAB +SYTEM, HRP
DAKO) sobre cada lamina e por 30 minutos a temperatura ambiente.
* Lavar com PBS (pH 7,4) 2 vezes por 5 minutos.

9. Revelacao do substrato cromoégeno (DAB)
* Preparar o cromogeno DAB (3-3 diamino-benzidine-tetracloreto) e aplicar
sobre todo o tecido. Deixar por 5 minutos.
* Lavar em agua destilada por 5 minutos.

10. Contra-corar com hematoxilina
* Deixar 30 segundos no corante hematoxilina.
* Lavar em 4gua corrente até clarificar a agua.

11. Desidratar
* Passar as laminas em alcool absoluto por 4 vezes, deixando por 5 minutos no
ultimo recipiente com alcool absoluto.
* Passar as laminas no xilol (por 2 vezes, 5 minutos cada vez).

12. Montar as laminas com laminula utilizando o “Entellan”.
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