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Resumo da Dissertacao

Introdugdo: os adenomas hipofisarios sdo neoplasias benignas de comum
ocorréncia e produzem sintomas devido a secregdo hormonal anémala ou
decorrentes da compressao de estruturas préximas a hipofise. Estudos dos
fatores de regulagdo do ciclo celular e de sinalizagdo celular tém
demonstrado variadas alteragbes em marcadores moleculares nesta
patologia. Reprimo € uma proteina responsavel por impedir a progressao do
ciclo celular que tem expresséo suprimida em tumores variados. Com agao
oposta, o receptor de membrana Notch3 e o seu ligante Jagged1 estado
relacionados a proliferagcdo e maturagéo celular e o aumento da expressao
destes marcadores esta relacionado a tumorigénese. Ja foi evidenciada a
reducdo da expressao do gene Reprimo (RPRM), assim como aumento da
expressdo dos genes Notch3 e Jagged1 em adenomas de hipdfise,
fornecendo indicios da participagdo destes fatores no desenvolvimento
tumoral.

Objetivos: analisar o perfil de expresséo relativa dos genes RPRM, NOTCH3
e JAG1 em amostras de adenomas hipofisarios e correlacionar com as
diferentes linhagens dos tumores hipofisario humanos.

Material e Métodos: quarenta e nove pacientes com diagnéstico de
adenoma hipofisario funcionante produtor de GH, PRL, ACTH, TSH e de
adenoma nao funcionante foram confirmados pela anélise histolégica e
selecionados para o estudo. A expressao relativa dos genes de interesse foi
realizada pelo método de PCR-quantitativo a partir de cDNA das amostras do

tecido hipofisario.
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Resultados: o gene JGA1 n&o apresentou expressao diferencial entre as
amostras estudadas. O gene RPRM apresentou hipoexpressao somente nos
ANF em relagdo aos somatotropinomas. O gene NOTCH3 apresentou
hiperexpressdo nos ANF em relagdo aos somatotropinonas e prolactinomas.

Conclusées: A expressdo diferencial dos genes RPRM e NOTCHS3
identificadas em adenomas nao funcionantes, somatotropinomas e
prolactinomas, sugere o seu envolvimento na patogénese molecular tumoral
hipofisaria. Estudos prospectivos serdo necessarios para estabelecer o real
papel destes genes como biomarcadores da proliferacdo e crescimento

tumoral hipofisario.

Palavras-chave: adenomas hipofisarios, ciclo celular, sinalizagdo celular,

tumorigénise, RPRM, Notch3.



1. Introducgao

1.1. Adenomas Hipofisarios

Os adenomas hipofisarios sdo um grupo diverso de tumores que tem
origem na hipdfise. Sua etiologia permanece provocando grande interesse entre
os pesquisadores devido a variabilidade na apresentacéo clinica e de sintomas, a
imprevisibilidade do crescimento tumoral, bem como o manejo muitas vezes
complexo destes pacientes (Asa e Ezzat, 2009; Davis e cols., 2001; Ezzat e cols.,
2004).

Existe uma consideravel incerteza com relacédo a real prevaléncia dos
tumores hipofisarios, com uma falta de conexao entre os resultados obtidos de
série de autopsias ou radiologicas e os dados clinicos. De fato, por se tratarem de
tumores de pequeno tamanho e por apresentarem-se sem sintomas ou com
sintomas pouco especificos € um grande desafio medir precisamente a
prevaléncia destes tumores na populacdo em geral. As avaliagbes baseadas em
populagcdes nao selecionadas submetidas a autopsia ou ressonéncia magnética
(RM) sugerem que tumores da hipéfise ocorrem com muita frequéncia. A analise
histologica de espécimes obtidos em autopsias ou através de dados radiolégicos
(TC e RM) de pacientes em tratamento para condigbes relacionadas ou nao a
hipéfise sdo a fonte usada para as estimativas da prevaléncia dos adenomas
hipofisarios na populagdo. Uma meta-analise sugeriu uma prevaléncia média para
tumores de hipdfise de 14,4 e 22,5% em séries de autdpsia e radioldgica,

respectivamente (Ezzat e cols., 2004). Em contraste, os poucos estudos



epidemiolégicos realizados no passado indicaram que os tumores hipofisarios
ocorreram com baixa frequéncia, em uma taxa de 190-280 casos / milhdo em
geral (Davis e cols., 2001). Entre esses dois extremos a informacao pratica mais
relevante, &€ que a prevaléncia dos tumores hipofisarios esta relacionada aqueles
clinicamente aparentes ou aos tumores que obrigam a utilizagao dos recursos da
saude durante o seu diagnostico, tratamento e acompanhamento. Recentemente,
Daly e colaboradores sugeriram que adenomas hipofisarios ocorrem com relativa
frequéncia na populacédo em geral, com uma taxa global de um caso em cada
1064 individuos da populagao (Daly e cols., 2006). Esses resultados indicam que
os adenomas hipofisarios clinicamente aparentes tem uma frequéncia maior do
gue se pensava anteriormente, o que aumenta a necessidade de compreender os
mecanismos fisiopatolégicos que d&do origem a esses tumores.

Os tumores hipofisarios possuem crescimento lento e sua prevaléncia
aumenta de acordo com a idade, sendo mais comuns a partir da 32 década de
vida, além de ocorrerem em proporgéo equilibrada em ambos os sexos (Beckers
e Daly, 2007). Embora considerados neoplasias benignas por ndo apresentarem
potencial metastatico, os adenomas de hipofise possuem grande capacidade de
infiltracdo em estruturas locais, acarretando significativa morbidade em pacientes
afetados, sendo este crescimento invasivo observado em cerca de um terco dos
casos. Em porcentagens inferiores a 1%, porém, ocorre o desenvolvimento de
carcinoma hipofisario, que € capaz de originar metastases a locais distantes do
sistema nervoso central (SNC), ou outros tecidos, tais como, linfonodos e figado

(Asa e Ezzat, 2009).
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A classificagdo dos tumores de hipéfise sofreram diversas modificagbes
desde a sua concepg¢do. Historicamente, estes tumores foram classificados de
acordo com o tamanho e divididos em microadenomas (dimens&o < 1 cm) e
macroadenomas (dimenséo > 1 cm). No entanto, esta classificacéo foi melhorada
por um sistema mais especifico baseado na técnica imuno-histoquimica (IHQ) e
microscopia eletronica. Assim os adenomas hipofisarios podem ser classificados
como funcionantes ou n&o-funcionantes, dependendo da sua atividade hormonal
in vivo. No inicio da analise microscépica, esses tumores foram agrupados de
acordo com as caracteristicas do citoplasma celular a luz da microscopia Optica
frente a coloragdo por hematoxilina/eosina (HE) e divididos em acidofilos,
basofilos e cromofobos. Este sistema de classificagdo limitado n&o considera a
secrecdo hormonal ou a derivacédo celular de forma eficiente. Os adenomas
acidodfilos, classicamente, estdo relacionados com a secrecédo de quantidades
excessivas de horménio do crescimento (GH), implicando na manifestagdo de
acromegalia e gigantismo. Quanto aos baséfilos, se associam a secregédo de
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e, consequentemente, a doenca de
Cushing. Os tumores cromofobos, por sua vez, geralmente compreendem
aqueles hormonalmente inativos. Hoje, no entanto, sabe-se que os adenomas
aciddfilos e baséfilos podem secretar outros horménios e que os croméfobos
também podem ser hormonalmente ativos (Asa e Ezzat, 2009; Beckers e Daly,
2007; Kovacs e cols., 1996; Kovacs e cols., 2001).

O desenvolvimento da técnica de IHQ baseada na detecgéo de antigenos
nos tecidos revolucionou a classificagcdo dos adenomas hipofisarios. Este método

caracteriza os adenomas baseando o seu conteudo hormonal com a informacao
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adicional fornecida pela imunorreatividade por fatores de transcricdo e queratinas
(Asa e Ezzat, 1998). A denominacao atual baseia-se na qualidade do horménio
secretado, sendo entdo os adenomas considerados ativos ou inativos a partir do
perfil endocrinolégico apresentado. Os ativos, ou clinicamente funcionantes, sdo
aqueles que apresentam concentragcdes hormonais séricas que excedem o valor
normal e que apresentam manifestagdes clinicas. Os adenomas inativos, ou
clinicamente nao-funcionantes, contém componentes secretores e celulares
necessarios para a producédo hormonal, no entanto, ndo estdo associados com
evidéncias bioquimicas ou clinicas de excesso hormonal. Especula-se que as
células produzam quantidades indetectaveis de hormdnios ou hormonios
andbmalos nao reconhecidos pelos anticorpos nos ensaios imunes utilizados em
sua deteccdo ou que estas células tenham perdido a habilidade de produzir
qualquer horménio por algum defeito genético adquirido (Jaffrain-Rea e cols.,
2009). Atualmente, esta classificagdo funcional tem sido ampliada e modificada
incorporando 0s recentes avangos na pesquisa molecular e IHQ da hipofise
(Kovacs e cols., 2001). As manifestagdes clinicas relacionadas aos adenomas de
hipofise podem ser neurolégicas, produzidas pelo crescimento de massa local que
comprime estruturas intimas do SNC, ou pelo estabelecimento de sintomas
clinicos dependentes dos hormoénios secretados, que variam de acordo com
origem celular do tumor (Bahar e cols., 2004; Beckers e Daly, 2007; Melmed,
2011).

Adenomas somatotréficos, ou somatotropinomas, representam 10 a 15%
dos adenomas hipofisarios e s&o compostos, principalmente, por células

produtoras de GH. O excesso de deste hormdnio em adultos é conhecido como
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acromegalia, sendo que o gigantismo resulta do excesso de GH que ocorre antes
do fechamento das epifises com as diafises (Asa e Ezzat, 2009; Biller e cols.,
2010). A acromegalia tem apresentagéo variavel, e a grande maioria dos casos &
diagnosticada incidentalmente devido aos sintomas. Entretanto, as formas mais
comuns de apresentacao do excesso de GH compreendem no alargamento das
maos, pés, mandibula e face, além de sudorese, pele gordurosa e sindrome do
tunel do carpo. E comum, ainda, que pacientes afetados por somatotropinomas
apresentem efeitos metabdlicos como diabetes mellitus, hipertenséo e formacao
de calculos renais, sendo estas manifestacdes os indicios iniciais para o
diagnostico. Neste caso os pacientes podem apresentar sintomas atribuidos nao
somente a atividade hormonal, mas, também, diretamente ocasionados pela
expansao da glandula hipofise, como cefaléia, disturbios visuais ou
hipopituitarismo (Clayton, 1997; Melmed, 2003).

Os prolactinomas, ou adenomas lactotréficos, sdo tumores que crescem a
partir das células hipofisarias secretoras do horménio prolactina (PRL) e sdo os
adenomas de ocorréncia mais comum. Apesar de representarem
aproximadamente 50% dos adenomas encontrados incidentalmente em
autopsias, a proporc¢ao da incidéncia desse tipo em séries cirurgicas € mais baixa,
provavelmente porque esses tumores sao frequentemente tratados com terapia
medicamentosa. Os prolactinomas s&o mais frequentes em mulheres, aparecendo
principalmente em jovens que apresentam disturbios hormonais. Em contraste,
homens tendem a apresentar a doenga mais tardiamente, com tumores maiores
ou mais frequentemente com sintomas de efeito de compressdo de massa e

hipopituitarismo (Asa e Ezzat, 1998). Mulheres com prolactinomas usualmente
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apresentam amenorréia e galactorréia, além de infertilidade e perda da libido,
enquanto que nos homens os sintomas incluem infertilidade e impoténcia (Biller e
cols., 2010; Kovacs e cols., 1996; Melmed, 2003).

Adenomas corticotréficos ou corticotropinomas compreendem 10 a 15% dos
adenomas hipofisarios e conduzem a hipersecrecdo de ACTH, causando a
doenca de Cushing (Kovacs e cols., 1996) e superestimulacdo dos esteroides
suprarrenais devido ao estimulo crénico de ACTH, alterando o feedback negativo
do eixo hipotalamico-hipofisario-suprarrenal (Asa e Ezzat, 2009; Biller e cols.,
2010; Mancini e cols., 2010). O hipercortisolismo resultante é responsavel pelas
caracteristicas clinicas, que incluem: obesidade, estrias, elevagcdo da pressao
arterial, atrofia muscular, hirsutismo, acne, osteoporose, irregularidades
menstruais e disturbios psiquiatricos (Arnaldi e cols., 2003; Biller e cols., 2010;
Findling e Raff, 2006; Mancini e cols., 2010). Em virtude das complicagbes
cardiovasculares, o hipercortisolismo crénico estd associado a maior taxa de
mortalidade (Arnaldi e cols., 2003).

Os adenomas tireotréficos, ou tireotropinomas, ocorrem raramente,
representando menos de 1% das neoplasias hipofisarias (Asa e Ezzat, 2009). Os
pacientes apresentam excesso de hormonio tirerotréfico (TSH) e caracteristicas
de hipertireoidismo. Da mesma forma, os adenomas gonadotréficos, também
chamados gonadotropinomas sao tumores pouco encontrados que secretam
horménio luteinizante (LH) e horménio foliculo-estimulante (FSH) intactos, sendo
responsaveis pelo hipogonadismo e disfuncdo sexual (Kovacs e cols., 1996;

Melmed, 2011).
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Os adenomas clinicamente n&o-funcionantes ou nao-secretores tem sua
definicdo baseada na clinica, que indica a auséncia de sintomas ou de sinais
secundarios a hipersecregdo hormonal tumoral, apesar de muitos deles
sintetizarem gonadotrofinas ou suas subunidades (Greenman e Stern, 2009).
Normalmente apresentam positividade imuno-histoquimica para um ou mais
hormdnios ou subunidades hormonais (Korbonits e Carlsen, 2009). Acredita-se
que esses tumores produzam compostos biologicamente inativos, os quais nao
possuem atividade endécrina, sendo chamados de adenomas nao reativos, ou
null cells (Scheithauer e cols., 1986). Outra hipétese envolve a sintese ou
liberacdo insuficiente de hormoénios pelo tumor, ocorrendo concentragdes
hormonais ndo detectaveis no sangue (Kovacs e cols., 1996; Scheithauer e cols.,
1986). Os tumores n&o secretores representam 25% dos casos de adenomas
hipofisarios e usualmente sdo macroadenomas devido ao diagnostico tardio, uma
vez que os sintomas s&o geralmente decorrentes do crescimento tumoral
(Scheithauer e cols., 1986). Desta forma, os pacientes tipicamente apresentam
sinais de compressdo de massa local, o que acarreta em cefaléia, insuficiéncia
hipofisaria e disturbios visuais devido a proximidade da hipéfise em relagcdo ao
quiasma optico (Fernandez-Balsells e cols., 2011; Losa e cols., 2001; Rishi e
cols., 2010).

A fisiopatologia dos adenomas hipofisarios tem recebido diversas
contribuicbes a partir dos estudos realizados baseados na genética molecular
destes tumores revelando um esforco concentrado desta area de pesquisa.
Durante as duas ultimas décadas, o avango do conhecimento sobre os fatores

envolvidos na ontogénese, fisiologia e genética da hipofise forneceram novas e
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significativas informacdes sobre a regulacdo de vias ou mecanismos que podem
levar a tumorigénese hipofisaria. Além disso, as novas metodologias que
permitem a exploracdo simultdnea de centenas de genes e proteinas tornou-se
uma ferramenta essencial para desvendar estes mecanismos. No entanto, sdo
necessarias ainda a validagao dos dados até agora obtidos com tais métodos de
rastreio em grandes séries de tumores hipofisarios, integrados com estudos
funcionais.

Foram descritas mutagdes em uma série de genes, alguns relativamente
frequentes e outros mais raros, caracterizados em uma configuragcéo
experimental. O principal deles € o gene GNAS, responsavel pela codificagdo da
subunidade a da proteina heterotrimérica Gs. As mutagdes ativadoras do gene,
denominadas gsp, determinam a ativacdo constitutiva da subunidade a da
proteina Gs, aumentando a atividade da adenilatociclase e, consequentemente
promovendo a produg¢ao aumentada de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc)
(Jaffrain-Rea e cols., 2009). Outras anormalidades genéticas associadas a
tumorigénese hipofisaria ou A caracteristicas de proliferagcdo anormal encontradas
foram: mutacgdes de non-sense (PRKAR1, CDKN1B (p27Kip1)) (Kirschner e cols.,
2000); mutagdes inativadoras (MEN1T) (Asa e cols., 1998); mutacbes pontuais
(PKC); mutagdes com perda da heterozigosidase (AIP) (Boikos e Stratakis, 2007;
Evans e cols., 2002), além do aumento da expressao génica (ciclina D1, PTTG)
(Franklin e cols., 1998); diminuicdo da expressdo génica (BMP-4); iniciacdo
alternativa da transcricdo (Pdt-FGFR4); e metilagdo do promotor (GADD45G,
MEG3a, p16, ZAC, Retinoblastoma) (Franklin e cols., 1998; Melmed, 2003;

Mezzomo e cols., 2012).
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Embora raros, os adenomas familiais representam cerca de 5% dos casos
de adenomas hipofisarios (Daly e cols., 2005). Nesta classe estédo incluidos os
tumores que possuem predisposicdo genética para ocorrer, sendo que 50%
desses casos configuram-se como Neoplasia Endocrina Tipo | (MEN1), também
chamada Sindrome de Wermer, e Complexo de Carney (CNC), que constituem as
principais patologias relacionadas ao desenvolvimento deste tipo de adenoma
(Asa e cols., 1998; Jaffrain-Rea e cols., 2009; Tichomirowa e cols., 2009). A
origem destes tumores é hereditaria e as principais mutagdes que a determinam
ja séo conhecidas. A MEN1, por exemplo, é resultante de uma mutacado que
ocorre no gene MEN1, geralmente também denominado menin (Asa e cols.,
1998). A patologia conhecida como CNC, por sua vez, também possui relagéo
com uma mutacdo ja identificada, que ocorre no gene PRKAR1A (Kirschner e
cols., 2000, Kaltsas e cols., 2002).

Estabeleceu-se que a tumorigénese dos adenomas esporadicos de hipofise
ocorre de acordo com o modelo tedérico da monoclonalidade, em que eventos
genéticos ocorrem em uma célula isolada e a transformam, representando o inicio
do desenvolvimento tumoral (Asa e Ezzat, 1998; Grossman, 2009; Tichomirowa e
cols., 2009). Em nivel tecidual, entretanto, os eventos podem ser mais complexos,
pois a hipéfise pode conter muitos tumores ou areas hiperplasicas, cada uma com
sua prépria origem clonal, o que sugere que haja meios de comunicagéo celular
também relacionados ao processo tumorigénico (Tichomirowa e cols., 2009). Os
fatores iniciadores e promotores do tumor conferem aumento do potencial
proliferativo do precursor celular para a formagéo do adenoma e o seu posterior

crescimento. Esses fatores incluem anormalidades genéticas e epigenéticas,
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desregulagdo dos fatores de crescimento paracrinos e alteracbes no
microambiente hipofisario (Melmed, 2011). Desta forma, se reconhece que o
desenvolvimento de adenomas hipofisarios seja dependente de uma variedade
alteracbes nos fatores de regulacé&o do ciclo celular, os quais contribuem para a
proliferacéao (Tichomirowa e cols., 2009; Vandeva e cols., 2010). As causas
primarias para esses eventos, contudo, permanecem desconhecidas (Melmed,
2011; Mezzomo e cols., 2012). Assim, os tumores hipofisarios podem se
desenvolver a partir de qualquer célula adeno-hipofisaria.

Houve grande progresso na caracterizacao dos adenomas de hipofise e
suas manifestagcdes clinicas. Entretanto, os mecanismos moleculares da
patogénese do tumor ainda permanecem desconhecidos. Os estudos na area tém
se limitado a elucidagdo da etiologia das sindromes genéticas que predispde ao
surgimento de neoplasias hipofisarias: sindrome de McCune-Albright, CNC,
MEN1, e mais recentemente na acromegalia e prolactinoma familiais, onde ja se
estabeleceu relacédo entre a ocorréncia destes tumores e os genes, MENT,
PRKAR1A, AIP e CDKN1B (p27Kip1) (Asa e Ezzat, 1998; Boikos e Stratakis,
2007; Evans e cols., 2002; Franklin e cols., 1998; Kaltsas e cols., 2002). Estudos
recentes tém mostrado que mutagcbes somaticas e alteragbes em genes
supressores tumorais ou oncogenes conhecidos em outras neoplasias, como ras,
pd3, PKC, c-erbB2, estao raramente envolvidos no desenvolvimento de tumores
na adenohipéfise (Asa e Ezzat, 1998; Daly e cols., 2009; Grossman, 2009;
Melmed, 2003). Além disso, as alteragbes nos genes MEN1 e PKAR1A néao
parecem ser importantes no desenvolvimento da maioria dos tumores hipofisarios

esporadicos (Asa e Ezzat, 1998; Kaltsas e cols., 2002). A unica mutagao
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intimamente identificada até hoje em adenomas esporadicos esta num subgrupo
de tumores produtores de GH (10 a 40%), e ocorre no gene gsp. Esta mutagéo &
caracterizada pela ativagao constitutiva do AMPc por mutag&o pontual na cadeia
alfa da proteina ligadora de trifosfato de guanosina (GTP), também conhecida
como proteina Gs (Akintoye e cols., 2002). Esta mutagcéo ativadora resulta na
producao de grandes quantidades de AMPc, que leva a hipersecrecéo de GH e,
consequentemente a proliferacéo celular. Por serem raras, estas mutagdes em
oncogenes e genes supressores tumorais nao representam o fator causal para o
desenvolvimento dos tumores (Boikos e Stratakis, 2007; Hossain e cols., 2009).
Portanto, considerando o carater monoclonal destes adenomas e a baixa
frequéncia de mutagdes, se acredita que os principais fatores determinantes para
a tumorigénese hipofisaria sdo a ativagdo ou inativagcdo de genes com funcgbes
regulatérias do ciclo celular, bem como anormalidades em mecanismos de

sinalizagéo (Vandeva e cols., 2010).

Varios fatores de crescimento bem como seus receptores tém participacao
na regulacdo do crescimento celular hipofisario e fornecem mecanismos
alternativos de transformacéo celular através de mutacao ou de outras alteragées
genéticas (Melmed, 2003). A progressao tumoral a partir de uma simples célula
requer estimulos para o seu crescimento. Na hipofise, hormonios hipofisiotréficos
e outros fatores de crescimento s&do candidatos Obvios para o papel de
promotores. As evidéncias de seu potencial tumorigénico em humanos e em
diversos modelos animais indicam que eles estimulam a hiperplasia e, apos
exposicdo prolongada, ocorre o desenvolvimento do tumor. Isso pode ser

interpretado como o resultado de alteracbes genéticas durante a mitose, cujas



19

manifestacées poderiam ser precipitadas pelo estimulo do crescimento (Asa e

Ezzat, 2009; Melmed, 2011).

1.2. Ciclo Celular

O ciclo celular € o processo através do qual as células duplicam seu
material genético e se dividem. A fase durante a qual ocorre duplicacédo do DNA e
preparo para a mitose € chamada de intérfase e esta subdividida em fases GO,
G1, S e G2. Para que o processo de divisdo inicie é necessario que uma
sequéncia de eventos ocorra de forma ordenada. Inicialmente, os fatores de
crescimento, que podem ter ampla ou estreita especificidade, fazem ligagdo a
seus receptores ativando as vias de sinalizagdo intracelular que vao culminar na
progressao da célula no ciclo. Durante a progressao do ciclo celular a célula
possui pontos de checagem pelos quais o processo € monitorado e a execugao
dos eventos é verificada. Nestes pontos, a detecgédo de alteragcbes interrompe a
progressao do ciclo até que ocorra o reparo ou a apoptose. Nesse sentido, as
proteinas envolvidas no controle do ciclo celular, quando mutadas, sao
responsaveis direta ou indiretamente pelo desenvolvimento de neoplasias, pois
podem desencadear o aumento da proliferagdo celular. O controle desta
progressao € feito positivamente através das ciclinas e cinases dependentes de
ciclina (CDKs) e de forma negativa através dos inibidores das CDKs (CKIls), que
sdo proteinas de baixo peso molecular, além do complexo ubiquitina e das
fosfatases. Existem, basicamente, duas familias de CKI: INK e CIP/KIP (Bai e

cols., 2007; Matoso e cols., 2008).
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Uma das formas de controle sobre o ciclo celular é diretamente realizada
por ciclinas aclopadas a CDKs (Fedele e Fusco, 2010; Musat e cols., 2010). Em
células de mamiferos, duas vias sao responsaveis por esta regulagdo, que &
exercida pelas familias CDK2, em associagcdo com a ciclina E, CDK4 e CDKG®,
combinadas as ciclinas D (D1, D2 e D3) (Sherr, 1994). Na intérfase, a transicao
da fase G1 para a fase S do ciclo celular € um ponto critico, geralmente alterado
nos tumores (Musat e cols., 2004). O gene Retinoblastoma1 (RB1) codifica a
proteina gatekeeper Retinoblastoma (pRb) que possui fung¢ado regulatéria do ciclo
celular. Essa proteina é ativada através de fosforilagdo por CDK para que ocorra
a transi¢cdo para a fase S, além de induzir o inicio da sintese de DNA pela
liberagcdo do fator de regulacdo génica E2F. RB71 também é responsavel por
manter a célula na fase Gy e desempenha papel na apoptose celular. No inicio de
G4 ocorre a sintese de ciclina D que forma dois complexos por ligacdo a CDK4 e
CDK®6. Mais tarde ocorre a sintese de ciclina E que, por sua vez, se liga a CDK2,
formando um terceiro complexo. Estes trés complexos atuam na fosforilacdo da
proteina pRb que se encontra na forma ativa ligada ao E2F. A pRb fosforilada
torna-se inativa, liberando o E2F e este ativa a transcricdo de genes cujos
produtos s&o necessarios para que a célula progrida para a fase S do ciclo celular

(figura 1) (Li e cols., 2005; Sherr, 1994; Sherr, 2004).
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Figura 1. Ativagdo da transcricao a partir do complexo de histonas pela liberagao
do fator E2F através da fosforilagdo da pRb. O estado n&o-fosforilado da pRb
inibe a liberacdo do E2F, implicando na represséao transcricional. Adaptado de Li

et al., 2005.

A complexidade do ciclo celular exige, consequentemente, mecanismos
elaborados de controle. A inibigdo do ciclo é exercida por diversas proteinas, além
daquelas que pertencem as familias INK. Uma vez que este processo néo esta
completamente esclarecido, diversos estudos tem buscado a identificacédo das
vias regulatérias e de seus componentes. A transi¢do do estagio G, para a fase M
do ciclo celular € regulada pela familia CDK2 e ja foi identificada a participagédo da
proteina p53 neste processo (Li e cols., 2005; Sherr, 1994; Sherr, 2004; Taylor e
Stark, 2001). Posteriormente, uma nova proteina foi identificada por Ohki e

colaboradores com acdo inibitéria sobre esta transigcdo. Esta proteina foi
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denominada Reprimo (Ohki e cols., 2000).

1.2.1. Proteina Reprimo

Reprimo (RPRM, GeneBank 612171) € uma proteina assim chamada por
que, literalmente, na sua origem latina, a palavra “reprimo” indica “supressao”
(Ohki e cols., 2000; Xu e cols., 2012). Ohki e cols. (2000) identificaram a proteina
com uso de culturas celulares de fibroblastos embrionarios de camundongos
como uma proteina glicosilada citoplasmatica e mapearam o gene codificante
localizado no cromossomo 2g23. Neste mesmo trabalho, a superexpressédo de
Reprimo induziu a parada do ciclo celular a partir do estagio G2 para a fase M em
células Hela infectadas com adenovirus recombinante contendo sequéncias
precusoras do gene RPRM, quando comparadas com a linhagem selvagem.
Através da analise da localizac&o intracelular da ciclina B1, cuja translocagdo ao
nacleo é caracteristica da progressdo celular a fase M, observou-se que as
culturas celulares com maior expressao da proteina Reprimo permaneceram na
fase G2. Isto foi demonstrado pelo acumulo citoplasmatico de ciclina B1 nestas
culturas, enquanto que as linhagens controle demonstraram padrdes
intracelulares tipicos de progressdo a fase M, tais como condensacgéo
cromossdmica e translocagéo nuclear da ciclina B1 (Ohki e cols., 2000). Sabe-se
hoje, que a proteina Reprimo possui relagédo com a proteina p53 na regulacéo do
ciclo celular (Taylor e Stark, 2001). E amplo o conhecimento que a proteina p53
ocasiona a parada do ciclo celular no estagio G2, ndao permitindo a progresséo

para a fase M. Esta parada do ciclo ocorre como um fator de protecao a célula em
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condi¢cdes de estresse, evitando uma possivel producdo de linhagens celulares
mutantes, devido a falta de componentes necessarios a célula para a divisao.
Uma das formas pelas quais este bloqueio acontece, é pela repressdo da
topoisomerase IlI, por agcdo da p53, fundamental para cinética nuclear e
organizagao cromossOmica durante a divisao celular. Outra via de a¢ao da p53 se
da inibindo a transicdo do gene CDC2, o que acarreta no bloqueio do ciclo celular
neste estagio. De modo oposto, a expressdo de RPRM ¢ induzida pela p53 na
mesma etapa, sugerindo uma forte relacédo entre a acéo da proteina Reprimo
neste ponto de checagem (Ohki e cols., 2000; Taylor e Stark, 2001). Bernal e
cols. (2008) analisaram a atividade da proteina Reprimo em amostras tumorais de
cancer gastrico e no sangue colhido dos pacientes oncoloégicos, demonstrando
que a regiao promotora do gene RPRM esteve hipermetilada em 97,7% tumores
gastricos e em 95,3% das amostras sanguineas (Bernal e cols., 2008). Hamilton e
cols. (2006) demonstraram que a regido promotora de RPRM esteve
hipermetilada em amostras de cancer esofagico de pacientes que néo
respondiam a quimioterapia, em comparagdo aqueles que responderam ao
tratamento (Hamilton e cols., 2006). Posteriormente, a perda da expressdo de
RPRM também foi demonstrada em amostras de adenocarcinoma gastrico (Luo e
cols., 2011). Os estimulos nocivos a célula que ativam as vias de supressao
tumoral através da parada do ciclo celular, incluindo aquela que tem participacéo

de RPRM, estéo esquematizados na figura 2.
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Figura 2. Relacdo da p53 com reguladores do ciclo celular e fatores que

influenciam neste processo.

Estes resultados indicam que o gene RPRM possui grande potencial de ser
utilizado como um biomarcador determinando o prognéstico das patologias
estudadas, incluindo a resposta individual dos pacientes ao tratamento em alguns

casos (Bernal e cols., 2008; Hamilton e cols., 2006).
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1.3. Sinalizagéao Celular

A fisiologia dos organismos multicelulares depende intimamente do
sincronismo entre as fungbes das células que os compde. Desta forma, a
comunicagao entre as células é essencial para o desenvolvimento e metabolismo
dos tecidos humanos. Os mecanismos de controle do ciclo celular e equilibrio
entre a proliferagao celular e a apoptose estdo frequentemente desregulados em
tumores. Tais alteracdes podem ser acionadas por sinalizagéo extracelular e/ou
por variagdes nas respostas intracelulares a estes sinais, incluindo a ativacao de
vias proliferativas, ou a inativagdo de processos de senescéncia e apoptose. O
contato direto entre estruturas presentes na superficie de células vizinhas € uma
forma de comunicagdo celular evolutivamente conservada, que representa o
mecanismo basico de inumeros processos, através, por exemplo, da interagao
entre proteinas de membrana de uma célula, e o dominio extracelular de um
receptor de membrana de outra célula adjacente. Assim, o contato entre as
estruturas superficiais destas células ativa vias intracelulares (Hori e cols., 2013).

As células hipofisarias dependem de sinalizagdo proveniente da matriz
celular, que ocorre geralmente através da secregdo de neuropeptidios
coordenados pelo eixo hipotalamico-hipofisario. Uma grande variedade de fatores
de crescimento e moléculas extracelulares esta envolvida em uma complexa rede
de vias paracrinas e autécrinas, que sao estritamente reguladas no
desenvolvimento e maturagéo da hipdfise. Alem da comunicagdo celular entre
sitios mais distantes, a sinalizagdo célula-a-célula regula a secre¢cao hormonal,

diferenciacéo, crescimento, sobrevivéncia e plasticidade das células da hipofise,
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bem como a angiogénese. Alteracbes neste mecanismo podem,

consequentemente, participar da tumorigénese hipofisaria (Denef, 2008).

1.3.1. Familia de receptores Notch

Notch é uma familia de receptores protéicos transmembrana com acao
regulatéria sobre o ciclo celular, sendo responsavel pela manutengao do potencial
proliferativo em células tronco e no controle do processo apoptotico (Bianchi e
cols., 2006; Lai, 2004; Lu e cols., 2013). Estes receptores foram primeiramente
relacionados a neurogénese embrionaria. No desenvolvimento de embrides do
género Drosophila a baixa expressdo génica dos receptores Notch resultou no
acumulo de neuroblastos indiferenciados, em comparagdo com 0s precursores
epidermais, utilizados como controle. Posteriormente, se evidenciou a
participacao destes genes na maturagdo dos demais folhetos embrionarios
(Artavanis-Tsakonas e cols., 1999). Hoje, sabe-se que os genes codificantes dos
receptores Notch sdo evolutivamente conservados, com participacdo na
maturagdo da maioria dos 6rgdos em vertebrados (Monet-Leprétre e cols., 2009).
O receptor Notch € ligante dependente e a sua modulagdo ocorre pelo contato
direto entre as células adjacentes. Quando ativado, este receptor transloca o
dominio intracelular (Notch™?) ao nuicleo devido & acéo de clivagens proteoliticas
de a e y-secretases, induzindo fatores de transcricdo génica, tais como o fator
CSL, que é o primeiro a ser ativado e participa da etapa inicial de ativagdo dos
transcritos alvos de Notch (Lai, 2004; Lu e cols., 2013). Existem, em mamiferos,

quatro tipos de Receptores Notch (Notch 1, 2, 3, e 4); dois ligantes Jagged
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(Jagged 1 e 2) e trés delta-ligantes (DLL1, DLL2 e DLL3) (Lai, 2004). O
mecanismo basico de transdugdo de sinal através do contato entre células é

demonstrado na figura 3:

Jagged
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by CSL tarnet activation

Figura 3: Mecanismo de trasducé&o de sinal - o ligante jagged (azul), presente na
célula que envia o sinal interage com o receptor Notch (verde) localizado na
membrana celular por ligagdo com sua porcé&o extracelular. A seguir, uma a
cascata de clivagens (S2 e S3) provoca a liberagdo da porcéo intracelular
(Notch™?) que atua como fator de transcrigdo. Assim, Notch™ ativa o fator de
transcricao CSL, que da inicio ao processo de transcricdo dos genes alvos de

Notch via co-ativadores (Co-A, em verde). Quando CLS néo esta ativado por
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Notch™™ esta via de transcricdo permanece inibida via co-repressores (Co-R, em

vermelho). Adaptado de Lai et al., 2004.

1.3.1.1. Receptor Notch3

A ativacéo da via de sinalizagédo regulada pelos receptores Notch, de modo
geral, esta relacionada a linhagens celulares em fase inicial de desenvolvimento,
o que faz destes receptores bons marcadores do desenvolvimento celular (Fre e
cols., 2011). Foi demonstrado em diferentes tecidos que a via de sinalizagao
Notch regula positivamente o numero de células-tronco, caracterizando agéo
fundamental no potencial proliferativo e de diferenciacéo das linhagens celulares
e, consequentemente, na manutencdo tecidual (Liu e cols., 2010). A via de
sinalizacdo Notch esta, por exemplo, em evidéncia no sistema gastrointestinal de
moscas adultas do género Drosophila. Nestas moscas, existem células-tronco
intestinais que podem proliferar e se diferenciar em enteroblastos, mantendo,
assim, o tecido em constante renovacgéo. Os enteroblastos, podem se diferenciar
em enterocitos absortivos, ou em células secretoras enteroendoécrinas (Micchelli e
Perrimon, 2006; Ohlstein e Spradling, 2006). A via de sinalizacdo Notch foi
identificada como sendo determinante para esta cadeia de proliferacédo e
diferenciacédo, sendo que, através da acdo dos receptores Notch, ocorre a
sinalizagcdo para que as maturacbes dos enteroblastos ocorram de forma
assimétrica entre os dois tipos celulares, de acordo com a necessidade fisiol6gica

do sistema gastrointestinal (Ohlstein e Spradling, 2007).
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Devido a participagcdo da familia de receptores Notch nos processos
relacionados diretamente a regulacdo do ciclo celular, tais como maturagao
tecidual, manutencdo do potencial proliferativo e de diferenciacdo, e apoptose
(Bianchi e cols., 2006; Lai, 2004; Lu e cols., 2013; Monet-Leprétre e cols., 2009),
estudos tém buscado avaliar a participacao destes receptores em processos
tumorigénicos. Desta forma, se evidenciou superexpressdo dos receptores
Notch3 na leucemia linfoblastica de células T e linfomas. Mutagbes na ativagéo do
receptor Notch3, envolvendo o ligante Jagged1, também foram descritas em
casos de cancer de ovario, colorretal e mieloma multiplo (Chen e cols., 2010; Choi
e cols., 2008; Jundt e cols., 2004; Rodilla e cols., 2009). Foi demonstrado que a
inibicdo da via ativada por Notch3 pelo micro RNA (miRNA) miR-206 resultou em
supressao tumoral de cancer colorretal, através do bloqueio da proliferacéo e
migracaéo celular e apoptose das células malignas (Wang e cols., 2015). O
receptor Notch3 esta expresso em células musculares lisas do endotélio vascular
e € necessario para a estrutura e integridade funcional das pequenas artérias,
controlando a diferenciagdo e maturagcdo das células endoteliais. Foram
identificadas mutagdes no gene NOTCH3 como as principais responsaveis pelo
desenvolvimento da sindrome degenerativa da arteriopatia cerebral autossémica
dominante com infartos subcorticais e leucoencefalopatia (CADASIL), sendo que
o sequenciamento do gene € determinante para o diagnostico final da sindrome
(Monet-Leprétre e cols., 2009).

Nos adenomas de hipdfise, a investigagdo tem se concentrado na
participacdo do receptor Notch3 em ANFs e, em menor numero, em

prolactinomas. Foi detectada a superexpressao do gene NOTCH3 em ambos o0s
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subtipos tumorais através de ensaio com uso de microarranjos (Evans e cols.,
2008; Miao e cols., 2012; Moreno e cols., 2005). Poucos estudos tém abordado a
participacdo do receptor Notch3 na tumorigénese hipofisaria e embora essas
evidéncias sejam escassas, 0 envolvimento deste receptor nesta patologia pode

fornecer caminhos ainda nao explorados que contribuam para a sua elucidacéo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar a expressao de genes com fungdes regulatérias sobre o ciclo celular

em amostras de adenomas hipofisarios.

2.2. Objetivos especificos

a) Analisar a expressao do gene RPRM, NOTCH3 e JAG1 pelo método

de qPCR; em adenomas hipofisarios

b) Verificar a associacao entre a expressao destes marcadores com 0s

subtipos tumorais;

c) Estabelecer relagcdes clinico-patologicas (idade, sexo, tamanho

tumoral) com a classificagdo tumoral.
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ABSTRACT

Purpose: Besides pituitary adenomas are considered common intracranial
neoplasms, its tumorigenesis is still under investigation. Reprimo (RPRM) is a
protein responsible for cell cycle arrest in which its expression is suppressed in
many tumors. With opposite action, the membrane receptor Notch3 and its ligand
Jagged1 (JAGT) are related to cell proliferation and differentiation. Its already
known that increased expression of these markers is related to tumorigenesis. It
has been demonstrated reduction of RPRM gene expression, as well as increased
NOTCH3 and JAG1 gene expression in pituitary adenomas, providing evidence of
the involvement of these factors in tumor development. We aimed to investigate
the relative gene expression of RPRM, NOTCH3 and JAGT1 in pituitary adenomas

according to tumor subtype.

Methods: RPRM, NOTCH3 and JAG1 relative gene expression was evaluated by
gPCR method in 49 pituitary adenomas samples and the results were associated

with tumor subtype and clinical data.

Results: RPRM gene expression was reduced in non functioning pituitary
adenomas (NFPA) compared to growth hormone (GH) secreting adenomas and
showed no statistically significant difference in the other subgroups. There was
increased expression of NOTCH3 the comparison between NFPA and GH and
prolactin (PRL) secreting adenomas. No statistical difference was found in JAG1

expression between all groups studied.
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Conclusions: The expression of the genes studied confirm the previous reports
that must be a wide variability of factors involved in pituitary tumorigenesis, and
provide information about RPRM and NOTCH3 relationship in pituitary adenomas
formation, suggesting the important role of these biomarkers in cell proliferation

mainly in NFPAs.

Keywords: pituitary adenomas, cell cycle, cell signaling, tumorigenesis, RPRM,

Notch3.
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INTRODUCTION

Pituitary adenomas are common benign intracranial neoplasms with very
low metastatic potential. However, about 30% of pituitary adenomas present
infiltration in local structures, causing significant morbidity. These tumors are
classified based on symptoms caused by abnormal endocrine activity that
depends on the pituitary cell affected. In this case, the tumor is classified as a
functioning pituitary adenoma (FPA) [1-3]. Hormone specific
immunohistochemistry analysis is used as a parameter to confirm the diagnosis,
but 25% of pituitary tumors have no significant alterations in endocrine activity and
they are called non-functioning pituitary adenomas (NFPA) [4,5]. Patients used to
look for medical attention due to symptoms resulting from tumor growth,
compression of neural structures nearby pituitary gland, like visual deficiency and
headache [6-8]. Adenomas can show positive immunohistochemistry to one or
more pituitary hormones, but also can be constituted by non-reactive null cells

[9,10].

The most accepted theory is that pituitary adenomas have monoclonal
origin and its proliferation results in tumor growth and/or hormone hypersecretion
[11-13]. The specific stimuli and mutations that lead to this neoplastic process are
not strongly established and only a few specific genes, like MEN1, PRKAR1A, AIP
and p27, are known to be differently expressed in some tumor subtypes [14,15].
Furthermore, tumor suppressor genes (TSGs) mutations or oncogenes activation,
frequently found in other neoplasms, are rarely detected in pituitary adenomas.

For this reason, molecular biomarkers have been the focus of recent research in
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the field [16—18]. Tumor development depends on a variety of alterations in cell
cycle regulatory factors, which contribute to proliferation. Considering the
monoclonal character of pituitary adenomas and the low frequency of mutations, it
is believed that activation or inactivation of regulatory cell cycle genes, as well as
abnormalities in cell signaling mechanisms are the main factors for tumorigenesis
[18]. Recently, Ohki et al. reported a novel protein, called Reprimo (RPRM), with
an inhibitory effect on cell cycle G2 to M transition [19]. RPRM is a glycosylated
citoplasmatic protein responsible for cell cycle down-regulation in stress situations
that would result in DNA damage and a consequent increase in mutational
potential [19,20]. It was already reported that RPRM gene is hypermetilated in
gastric and esophageal cancer tumor samples taken from patients who had not
responded to chemotherapy [21,22]. In addition, overexpression of RPRM gene
induced by adenovirus in HelLa cells had resulted in complete cell cycle arrest in
G2/M checkpoint [19]. Due to these results, RPRM is a potential biomarker to

determinate neoplasm prognosis and individual response to treatment.

On the other hand, cell communication comprises a complex network of
paracrine and autocrine pathways, which are tightly regulated in the developing
and adult pituitary [23]. Cell-to-cell signaling regulates pituitary hormone secretion,
cell differentiation, growth, survival and plasticity, as well as angiogenesis.
Abnormalities in this mechanism may, therefore, participate in pituitary
tumorigenesis [23,24]. Considering cell signaling mechanisms in tumoral
development, there is a protein receptor family with cell cycle up-regulation
function and stem cells proliferative potential maintenance: the Notch family [25—

27]. These receptors were first related to embryonic neurogenesis due to its low



43

mRNA detection in fibroblasts culture that showed undifferentiated neuroblasts
accumulation [28]. Later, it was discovered that Notch participates in the
maturation of all germ layers. Notch family is composed by four receptor types,
Notch 1, 2, 3 and 4, which interacts with three Delta ligands (DLL1, DLL2, and
DLL3) and two Jagged ligands (Jagged1 and 2). The signaling pathway is started
by contact between cells, where the receptors are activated by their respective
ligands [25]. Notch 3 receptor mutations are known as the main cause of Cerebral
Autosomal-Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and
Leukoencephalopathy (CADASIL) and it's overexpression, as the ligand Jagged
1, was found in several proliferative diseases, like T-cell lymphoblastic leukemia,
lymphomas, multiple myeloma, as in ovarian and colorectal cancer [29-32].

The present study aimed to investigate the gene expression of three cell
cycle regulators, Reprimo protein, Notch3 receptor and its ligand, Jagged1, in

pituitary adenomas samples.

MATERIALS AND METHODS:

Tumor samples:

Forty-nine fresh pituitary tumor samples were obtained from patients at the
Séao José Hospital of Irmandade Santa Casa de Misericordia (ISCMPA) in Porto
Alegre, Brazil after adenomectomy. The diagnosis of pituitary tumor was
established by clinical, biochemical and radiological findings, and was confirmed

by immunohistochemistry analysis for FSH, LH, GH, TSH, ACTH and PRL
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hormones. Portions of the surgical specimens were immediately frozen in liquid
nitrogen after resection and stored at -80T until analysis for RNA stabilization. A
commercially RNA pool of 88 normal human pituitary glands (Clontech
Laboratories Inc., Palo Alto, CA, USA) obtained from autopsies was used as a
calibrator. Clinicopathological features were obtained from medical records. All
patients included in the study gave their written informed consent before surgery.
This study was approved by the Committee of Ethical in Research of Universidade

Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), protocol 1824/12.

Total RNA extraction and cDNA synthesis:

Total RNA was extracted using Trizol® reagent (Invitrogen, Carlsbad, EUA)
according to manufacturer’s instructions and its quantification and purification was
measured by spectrophotometry at 260 nm using BioSpec Nano (Shimadzu Corp,
JPN). Samples with relation 260nm/280nm equal or higher than 1,7 were included.
After optimized RNA concentration, all samples and the RNA pool of normal
human pituitary glands were reversely transcribed using ImProm-lI™ Reverse
Transcription System (Promega, Madison, WI, EUA), according to the

manufacturer’s protocol. The final volume of each reaction was 20uL.
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Real-time quantitative PCR (qPCR):

The target genes expression was measured by qPCR with SYBR-Green
Master Mix 2X reagent (Applied Biossystems, Foster City, CA, EUA) and specific
primers to each gene. Reactions were performed using 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biossystems, Foster City, CA, USA), according manufacturer’'s
recommendations. Relative quantification of each sample was done at least in
duplicate and constitutive gene PGK17 (phosphoglycerate kinase 1) was used as
endogenous control to perform normalization. A commercially available
RNA/cDNA pool of 88 normal pituitary glands (Clontech Laboratories Inc., Palo
Alto, CA, USA) was used as a calibrator. Samples from RT reactions in the
absence of cDNA were also used as negative controls. The primer sequences
used to amplify the target genes were: RPRM forward 5'-
ATGAACGCGACCTTCCTGAAC-3, reverse 5-GACCACGGTAAGCGACAGC-3;;
NOTCH3 forward 5-TGGCGACCTCACTTACGACT-3’, reverse 5’-
CACTGGCAGTTATAGGTGTTGAC-3’; JAGT foward 5-
GGGGCAACACCTTCAACCTC-3, reverse 5-CCAGGCGAAACTGAAAGGC-3
and PGK71 forward 5-GAACAAGGTTAAAGCCGAGCC-3, reverse 5'-
GTGGCAGATTGACTCCTACCA-3'. Relative expression was quantified by
Threshold Cycle (Ct) method. In this method, results are given as the number of
PCR cycles that passed a certain fluorescence threshold and so, data were
expressed as Ct values [33]. Relative cDNA expression (the normalized target
concentration related to the endogenous reference) was given by the formula: 2-

AACt, where AACt=Ct (Target gene-PGK1 tumor) - (Normal pituitary target gene-



46

PGK1 normal pituitary pool). The relative efficiency was determined by evaluating

ACt against serial dilutions of target genes.

Statistical Analysis:

Descriptive statistical analysis and normality test (Shapiro-Wilk) were
carried out to determine the distribution of data. Student’s t test was performed to
compare the age between NFPA and FPA groups; and analysis of variance
(ANOVA) was used to compare the age between NFPA and FPA subgroups,
followed by post-hoc Tukey’s test. Mann—Whitney test was used to compare
relative gene expression medians between groups (NFPA vs. FPA) and the
relative gene expression between NFPA and FPA subgroups was performed using
Kruskal Wallis test, followed by post-hoc Dunn’s test. Expression status and
clinicopathological features, such as tumor size, tumor subtype, sex and age, were
analyzed using Chi-square (x2) and Fisher’s exact test. The SPSS 21.0 software
package (SPSS Inc., IBM Company, Chicago, USA) was used for statistical

calculations. Significance was taken at the 5% level.

RESULTS

Clinicopathological Features:

The samples included were 21 (42.86%) non-functioning pituitary

adenomas (NFPA) and 28 (57.14%) functioning adenomas (FPA), which were: 5
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ACTH-secreting (10.20%), 14 GH-secreting (28.57%) and 9 PRL-secreting
(18.37%). The patients group consisted of 26 male (53.06%) and 23 female
(46.94%) with ages ranged from 18 to 73 years old, and the mean age (mean *
SD) in NFPA was 58.2 + 10.5 years, while in FPA it was 43.8 + 13.3 years. The
tumor size showed variability only in the ACTH-secreting adenomas, where all
tumors were microadenomas (<1cm), and in GH-secreting group, where 13 of the
14 included tumors were macroadenomas (21cm). Student’s t test showed that
patients with NFPA were significantly older (58.2 + 10.5 years; mean + SD) than
patients with GH-secreting (45.8 + 14.3; mean * DP) (p=0.416) and PRL-secreting
adenomas (42.6 £ 11.8; mean * SD) (p=0.317). This difference was not found
when NFPA was compared with ACTH-secreting adenomas (40.6 + 14.9; mean +
DP) (p=0.580). * test showed an association between tumor size and subtype

(p<0.01) in the subset of ACTH-secreting adenomas. Data is shown on table 1.

Regarding relative gene expression of biomarkers studied, we found great
variation by comparing the tumor subtypes. Of interest in this analysis, there was
a statistically significant decrease of RPRM relative gene expression in NFPA
compared to FPA (p=0.014). When NFPA was compared to each subgroup of
secreting tumors, we found statistically significant gene overexpression only in
GH group (p=0.015). NOTCHS3 relative gene expression was increased in NFPA
when compared to FPA (p<0.001). However, this statistical difference was only
found in GH and PRL (p<0.001), when NFPA group was compared to FPA

subgroups. Regarding JAG1 relative gene expression, there was no statistically
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significant difference between all groups tested. Quantified relative genes

expressions are shown in table 2.

DISCUSSION

The wide knowledge of cellular processes related to the homeostatic
maintenance, proliferation, senescence and apoptosis control, lead to the
identification of increasingly more markers in each of these pathways [19]. Thus,
detection of these markers and their alterations, can serve as parameters that
assist in the diagnosis and assessment of prognosis of diseases. Frequent genetic
alterations found in several types of neoplasms are not usually detected in pituitary
adenomas, representing an additional challenge to elucidate the pathogenesis of
this gland [3, 20, 34]. Added to this, recent studies have shown that the expression
of genes with cell cycle regulatory function are expressed differently in functioning
adenomas, compared with the nonfunctioning tumors, suggesting that a variety of
molecular factors might contribute to the emergence of the different tumor types

[17].

We analyzed by qPCR method the expression of two cell cycle regulatory
genes, which encodes Reprimo protein and Notch3 receptor. We also studied
JAG1 expression, the Notch3 ligand, Jagged1, encoding gene. RPRM gene is
activated by p53 and triggers a pathway that results in inhibiting G2 stage to M
phase progression [19, 20]. With opposite action Notch3 is a membrane receptor
that, when activated, starts a chain of events leading to cell proliferation. This

receptor is already strongly associated with neoplasms such as ovarian and
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colorectal cancer, multiple myeloma, lymphomas and lymphoblastic T cells
leukemia [29-32]; and also in tissue formation events, as in CADASIL syndrome
[35]. Notch3 is activated by cell to cell contact, where a ligand from a signaling cell
interacts with a nearby membrane cell receptor [25]. Also, it was described
previously that the JAG7 gene expression was altered in several types of cancer

where Notch3 receptor was up-regulated [29-32].

In this study, RPRM relative gene expression median was lower in NFPA
than in FPA, ACTH, PRL and GH groups. However, this difference was statistically
significant only when comparing NFPA with FPA, and NFPA with GH-secreting
adenomas. In both comparisons, RPRM relative gene expression was down-
regulated in NFPA. This finding indicates that the mRNA is found in greater
quantities in the GH-secreting subtype than in PRL and ACTH, as well as in non-
functioning adenomas. Similar results were obtained by XU et al., that reported
overexpression of RPRM mRNA in NFPAs when compared with normal pituitary
gland, while this gene was not suppressed in GH and ACTH-secreting adenomas.
In this same study, mRNA array analysis showed that RPRM was suppressed 26-
fold in contrast with p53 in 14 gonadotroph pituitary tumors, and no difference was
found in the normal tissue samples. Also, cell lines were transfected with RPRM
cDNA vector presented less than 20% of clonagenic potential that the same cell
lines transfected with normal control [36]. It was also previously reported by XU, et
al. that RPRM down-regulation in pituitary adenomas does not occur due promoter
gene hypermethylation, and that the methylation status of this gene in other

neoplastic pathologies is variable. Takahashi, et al. in a review of more than 600
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tumors showed methylation of the RPRM promoter in 79% of gastric cancers, 57%
of lymphomas, 56% of gastric cancers, and 37% of breast cancers, in contrast to
significantly lower rates of hypermethylation in brain, ovarian, cervical, and bladder
cancer. This data suggest that multiple factors/pathways, which remains unknown,

are responsible for this gene modulation [36, 37].

Cell cycle arrest in G2/M was previously investigated by our group.
Recently we have demonstrated that GADD45y gene expression, which is
activated by p53 in order to cause the cell cycle down-regulation, was decreased
in NFPAs, when compared to FPAs [17]. Taken into account that RPRM acts in
the same cell cycle checkpoint as GADD45y, we are expecting similar results.
However, our results showed that this altered expression was not maintained
when comparing NFPA with PRL and ACTH. In these subtypes of secreting
adenomas the RPRM gene expression was statistically similar, and RPRM gene
was only up-regulated in GH-secreting adenomas when compared to NFPAs. This
suggests that RPRM may differs of GADD45y gene pathway in functioning and
nonfunctioning adenomas, besides both seems to play a role in pituitary
tumorigenesis. The differential status of RPRM gene in multiple neoplasms, and
the significant down-regulation previously reported in NFPA and also found in the
present work, reinforce the hypothesis of this gene participation in pituitary tumors

growth.

NOTCHS3 relative gene expression was up-regulated in NFPA when
compared with the FPA group and with GH and PRL subgroups. Besides we have

found a higher NOTCH3 gene expression in NFPA than in ACTH subgroup, this
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difference was not statistically significant, probably due to the small number of
ACTH secreting adenomas samples available. There was no statistically
significant difference in the comparison of JAG7 gene in all samples. Although
previous studies have found similar alterations in NOTCH3 and JAG1 [29-32],
these results were not obtained in the current work. This finding can be explained
by a peculiarity of Notch signaling, which is the lateral inhibition due to ligand-
receptor interaction, with intracellular signaling being inactive in cells expressing
Notch ligands [38]. Based on this result, we hypothesize that, due to NOTCH3
expression variability in the majority of samples tested, JAG7 was not being
differently expressed in this tumor subset, and the regulatory Notch pathway is

activated by Notch3 receptor expression in NFPAs.

The increased expression of NOTCH3 in NFPA found in this study is
consistent with previous results [27, 39]. Miao, et al. demonstrated up-regulation of
NOTCH3 by RT-PCR method in NFPA compared to normal pituitary samples and
also a higher concentration of the Notch3 protein in the cytoplasm of NFPA cells
[39]. Lu, et al. reported increased NOTCH3 expression by RT-PCR and higher
Notch3 protein levels by western blot method in NFPA, when compared to normal
tissue, while there was no statistical difference in comparison between FPA and
normal gland. Furthermore, in this same work, it was found down-regulation of
NOTCHS3 relative gene expression in GH, but not in PRL secreting adenomas
compared with normal pituitary. However, the analysis in NFPA, GH and PRL
secreting adenomas showed significant higher NOTCH3 relative gene expression

in NFPA than in these two secreting adenomas subtypes [27]. Due to NOTCHS3
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role in keeping cellular proliferative potential, the upper relative gene expression
found in NFPAs may be an evidence of this receptor participation is pituitary

development, once tumor growth is most seen in this pituitary adenoma subtype.

No relationship was found between the prevalence of the tumor type and
patient’'s sex, which is consistent with data published by Beckers et al. [34].
Patients who had functioning adenomas were statistically younger than those
affected by nonfunctioning adenomas. This could be explained by the fact that,
due to the clinical manifestations caused by aberrant endocrine activity, secreting
adenomas are diagnosed earlier. In NFPA group, 100% of tumors were classified
as macroadenomas, while in the FPA group they were 78.57%, while 21.43%
were microadenomas. There was a statistically significant difference between
tumor size and subtype, since all ACTH-secreting adenomas were classified as
microadenomas. According to the literature, the most common occurrence of
corticotropinomas are microadenomas, and in some cases reduced tumor size
precludes its location by radiological methods [8]. Likewise, Stratakis et al. found
a large proportion of between ACTH secreting microadenomas analyzed in

pediatric patients, a rare occurrence in other tumor subtypes [40].

RPRM relative gene expression was increased in GH group compared with
the other groups tested. There was no statistically significant difference between
the RPRM mRNA detection when compared NFPA and FPA, PRL and ACTH
groups. NOTCH3 gene was increased in NFPA compared to GH and PRL groups.
There was no statistically significant difference in the NOTCH3 expression in

ACTH secreting tumors and no statistically significant difference was detected in



53

JAG1 gene among the tested groups. Further studies with large series of
adenomas should be made to consolidate the use of these genes as pituitary

biomarkers tumorigenesis.
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TABLES

Table 1. Characteristics of tumor subtypes and demographic data

Tumor Number of Gender Tumor size Age (years)
subtype cases (%) M/F Macro/Micro Mean % DP (interval)*
Total 49 (100) 26/23 43/6 50.0 £ 14.0 (18 - 73)
NFPA 21 (42.86) 13/8 21/0 58.2% + 10.5 (33 - 73)
FPA 28 (57.14) 13/15 22/6 43.8 +13.3 (18 - 69)
p' 0.4324 0.031° <0.001°
ACTH 5(10.20) 1/4 0/5 40.6° + 14.9 (22 - 63)
GH 14 (28.57) 77 13/1 45.8° + 14.3 (18 - 69)
PRL 9 (18.37) 5/4 9/0 42.6°+ 11.8 (22 - 58)
p’ 0.403* <0.001* 0.002°

M: male; F: female; Macro: macroadenomas, Micro: microadenomas; SD: standard
deviation.

A: x2; B: Fisher’s exact test; C: Student t test; D: ANOVA

p': NFPA vs. FPA

p% NFPA vs. ACTH vs. GH vs. PRL

* Means followed by the same letter have no statistical difference (Tukey’s test, p<0.05).
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Table 2. Median of RPRM, NOTCH3 and JAGT1 relative gene expression in each

group and subgroup.

Tumor RPRM NOTCH3 JAG1
subtype Median (25%-75%) Median (25%-75%) Median (25%-75%)
NFPA 6.00" (2.53 — 9.49) 74.64" (49.89 —115.76)  9.93 (5.59 — 143.50)
FPA 16.20 (3.10 — 70.16) 3.98 (2.76 — 11.29) 10.82 (4.94 — 28.76)
p' 0.014 <0.001 0.606

ACTH 6.34"% (1.14 — 9.57) 11.10"8 (7.35 — 15.85) 3.25 (1.53 — 12.28)
GH 27.408 (6.35 — 81.40) 3.02° (1.20 - 3.67) 11.71 (6.81 — 33.40)
PRL 25.59"% (1.82 - 115.41)  11.35° (6.08 —28.05)  17.96 (5.67 — 154.56)
p’ 0.015 <0.001 0.277

p'. Mann-Whitney test: NFPA vs. FPA
pz. Kruskal-Wallis test: NFPA vs. ACTH vs. GH vs. PRL;
Median followed by the same letter have no statistical difference (Dunn’s test; p<0.05)
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4. Considerag¢ées Finais

As recentes investigagbes na area da biologia molecular proporcionaram
uma série de novos marcadores para a pesquisa de adenomas hipofisarios. Uma
vez que diversos estudos prévios demonstraram que alteracdes frequentes na
maioria dos tumores ndo ocorrem neste tipo de adenoma, nosso grupo buscou
avaliar a expresséo de dois genes com possivel acdo na tumorigénese hipofisaria
pelo método de PCR em tempo real e estabelecer relagbes com caracteristicas
clinico-patoldgicas. Estes genes foram escolhidos com base em estudos prévios
que detectaram alteragcdes no padréo de expresséo nesta patologia. A proteina
Reprimo participa da regulacdo do ciclo celular através da inducédo pela p53
resultando na parada do ciclo celular em presenca de fatores nocivos a célula,
que podem acarretar em mutagdes. Por agédo oposta o receptor Notch3 estimula a
proliferacao celular via interagdes célula-célula e estd mais expresso em diversas
neoplasias, incluindo os adenomas de hipofise ndo-funcionantes. No presente
trabalho se detectou redugéo da expressao de RPRM e aumento da expresséo do
gene NOTCH3 nos adenomas hipofisarios nao-funcionantes, indicando uma
possivel participagdo das vias de proliferagcdo ativadas por estes genes no
desenvolvimento destes tumores. Assim, estes genes podem ser fatores que
contribuem para maior proliferacdo celular e este evento poderia explicar o
elevado crescimento tumoral.

Ainda, a demonstragdo de diferentes perfis de expressdo dos genes

reguladores do ciclo celular nos subtipos de adenomas de hipofise fortalece a
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hipétese de que o surgimento desta patologia € influenciado por fatores

moleculares variados, embora a origem celular dos tumores seja semelhante.
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5. Anexos

5.1. Anexo | - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Perfil de reguladores moleculares da tumorigénese hipofisaria:
pesquisa de biomarcadores para os adenomas hipofisarios.

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

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

2°- O procedimento utilizado sera a analise do ade noma de hipofise, obtido
apos cirurgia. O procedimento n&o traz riscos ao paciente, visto que o material
sera proveniente de cirurgia prévia.

3°- Os beneficios esperados com os resultados dest a pesquisa sao para o
paciente, para outros pacientes com o0 mesmo tipo de lesdo, 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 respo sta 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 participacao,
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 concordéancia em participar do estudo nao implica em qualquer modificacao
no tratamento que ja esta sendo feito. Da mesma forma, a ndo concordancia em
participar do estudo ndo ira alterar de nenhuma maneira o tratamento ja
estabelecido.

7°- E dada a garantia de ndo ser identificado e d e ser mantido o caréater
confidencial de informacao em relacéo a privacidade do paciente, bem como a
nao divulgacdo 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 infor magdo atualizada
obtida durante o estudo, ainda que esta possa afetar a vontade em continuar
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participando.

9°- E garantido que todos os gastos de realizagdo de exames do protocolo
da pesquisa serdo absorvidos pelo orcamento 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 realizagdo de tal pesquisa, ficando o material
restante adequadamente preservado na Instituicdo depositaria (Laboratério de
Patologia da ISCMPA) e a disposi¢cao do paciente.

Estou ciente e de acordo com a realizagao de estudos complementares por
uma equipe multidisciplinar e, autorizo a utilizagcdo do material proveniente da
cirurgia para aplicacéo das técnicas necessarias ao presente estudo. Estou ciente
de que nao serdo 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
autorizacdo ao coordenador do estudo e ao Comité de Etica da UFCSPA de
utilizarem os dados obtidos quando for necessario, incluindo a divulgacao dos
mesmos, sempre preservando minha privacidade.

Porto Alegre, , ;
(dia) (més) (ano)

Assinatura do Voluntario:

Assinatura do Responsavel pelo projeto:

Prof2. Dr2. Maria Beatriz da Fonte Kohek

Assinatura da testemunha:
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Anexo Il — Carta de aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa

(CEP-UFCSPA)

Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: Perfil de reguladores moleculares da tumorigénese hipofisaria: pesquisa de
biomarcadores para os adenomas hipofisarios

Pesquisador Responsavel Maria Beatriz da Fonte Kohek Parecer 1824/12 |

| Data da Versao 13/07/2012 | | Cadastro 028/12 | [Data do Parecer 27/09/2012 |

\ Grupo e Area Tematica Il - Projeto fora das areas tematicas especiais \

Objetivos do Projeto
Avaliar a expressao de miRNAs em amostras tumorais de adenoma hipofisarios.

Sumario do Projeto
Sera avaliada a expressao de microRNAs em adenomas hipofisarios obtidos de pacientes
submetidos a cirurgia transfenoidal no Hospital Sao José da ISCMPA.

ltens Metodolégicos e Eticos Situagao
Titulo Adequado
Autores Adequados
Local de Origem na Instituigdo Adequado
Projeto elaborado por patrocinador Nao

Aprovacgdo no pais de origem

Nao necessita

Local de Realizagdo

Prépria instituicdo

Outras instituigées envolvidas

Sim

Condigdes para realizagdo

Adequadas

Comentarios sobre os itens de Identificagao
O estudo sera realizado em colaboragdo com o Servigo de Endocrinologia da
ISCMPA, que autorizou a realizagio do estudo.

[Introducao [ Adequada |
Comentarios sobre a Introdugao
[ Objetivos [ Adequados |
Comentarios sobre os Objetivos

Pacientes e Métodos
Delineamento Adequado
Tamanho de amostra Total 50 Local 50
Calculo do tamanho da amostra Adequado
Participantes pertencentes a grupos especiais Nao
Sele¢ao eqilitativa dos individuos participantes Nao se aplica
Critérios de inclusdo e exclusdo Adequados
Relagdo risco- beneficio Ndo se aplica
Uso de placebo Nao utiliza
Periodo de suspensdo de uso de drogas (wash out) | Nao utiliza
Monitoramento da seguranca e dados Adequado
Avaliagao dos dados Adequada - quantitativa
Privacidade e confidencialidade Adequada
Termo de Consentimento Adequado
Adequacdo as Normas e Diretrizes Sim

Comentarios sobre os itens de Pacientes ¢ Métodos

Cronograma Adequado
Data de inicio prevista 10/2012
Data de término prevista 0372013

Orgamento Adequado
Fonte de financiamento externa Agéncia de fomento

Pagina 1-2
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Comentarios sobre o Cronograma e o Orgamento

[ Referéncias Bibliograficas [ Adequadas
Comentarios sobre as Referéncias Bibliograficas

Recomendagac
Aprovar

Comentarios Gerais sobre o Projeto

Pagina 2-2
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5.3. Anexo lll - Normas da revista para submissao de artigo cientifico.

Journal of Endocrinological Investigation (JENI)
Official Journal of Italian Society of Endocrinology (SIE)
Editor-in-Chief: Luigi Bartalena

ISSN: 1720-8386 (electronic version)

Journal no. 40618

2013 Impact Factor 1.552

Types of Papers

Genetic Association studies

The Journal of Endocrinological Investigation is interested in publishing genetic association papers
in Endocrine and Metabolic disorders that present results that are novel, statistically valid, and that
add significantly to the field. We have followed the reporting guidelines outlined in the STREGA
(STrengthening the REporting of Genetic Association studies) Statement (cf. below) [1], and the
subsequent criteria should be met for any genetic study submitted to the journal.

1)The authors must present a power calculationbased on sample size and minor allele frequency of
the included SNP, in order to estimate if the size of the study has the power to detect the
association. We suggest authors may consult the "Genetic Power Calculator" [2] as a possible
program to perform power and/or sample size calculations for genetic association studies.

2) Test on Hardy-Weinberg Equilibrium must be carried out and the p-value reported

3) If multiple SNPs in a single gene are tested, the LD (linkage disequilibrium) structure must be
reported

4)Appropriate correction for multiple testing (if multiple independent SNPs are reported) must be
included.

5) If the study describes a novel association, a replication study must be included in the submitted
manuscript.However, if the first study has already an appropriate sample size and if the results
show a strong association, it might not be necessary to provide a replication. Also, if the study
population has specific characteristics that make it difficult to find a second cohort, the replication
study may not be required.

6) If the submitted study replicates previously published findings, there should be sufficient novelty
to add significantly to the literature (for example, extending the observed association to additional
intermediate traits or disease groups).

References:

[1] Little J et al: STrengthening the REporting of Genetic Association Studies (STREGA): an
extension of the STROBE statement. PLoS Med. 2009 Feb 3;6(2):e22.

[2] Purcell S, et al. Genetic Power Calculator: design of linkage and association genetic mapping
studies of complex traits. Bioinformatics 2003, 19(1):149-150 (cf. below).

. STREGA statement

. Genetic Power Calculator

Review Articles

Overview papers on selected topics. Both Reviews and Short Reviews articles are in general
invited by the editors but suggestions by interested individuals may also be considered.
Prospective authors should submit a formal and detailed proposal to the Editor, indicating the title
and a brief outline of the content.

Manuscripts should provide an up-to-date and authoritative review of a topic in any area of
experimental and clinical endocrinology, metabolism and andrology.
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Review Articles should not exceed 7.500 words including an abstract of no more than 250 words,
references, tables and figures. Keywords are requested.

Short Review articles

Short Review Articles should not exceed 4.000 words including an abstract of no more than 250
words, references, tables and figures. Keywords are requested.

Original Articles

Accounts of research or clinical practice that should be based on original rather than confirmatory
data. Typically, Original Articles will present new data derived from a sizable series of subjects or

patients. Original Articles should not exceed 5.000 words including an abstract of no more than 250
words, references, tables and figures. Keywords are requested.

Rapid Communications
Rapid Communications are reserved to novel findings that require fast publication, while
confirmatory or negative data will not be considered for this kind of publication.

They should not exceed 2.000 words, including an abstract of no more than 150 words, 1-2
illustrations and up to 10 references are permitted. Keywords are requested.

Brief Reports

Comments are reserved to concise articles that are primarily based on essentially negative or
confirmatory data or are of a relatively minor relevance.

They should not exceed 1.000 words, 1-2 illustrations and up to 5 references are permitted.
Comments should not have an abstract, keywords are requested.

Opinions

Opinions written by recognized authorities in their own field of research will be published only under

direct invitation by the Editorial Board. They should not exceed 1.500 words, 1-2 illustrations and
up to 10 references are permitted. Opinions should not have an abstract, keywords are requested.

Letter to the Editor
Publication of correspondence is at the discretion of the Editorial Board.

Brief letters providing pertinent comments on published articles will be considered and the authors
concerned will be given a right to reply. Letters raising problems of general interest will also be
considered.

They must not exceed 500 words, 3 references and 3 authors. They should not have an abstract.
No figures or tables are allowed. They should be addressed to the Editor-in-Chief. Submitted letters
will be subject to shortening and editorial revision.

Editorials

Invited Editorials linked to recent high-quality papers are also published at the discretion of the
Editorial Board. They should not exceed 750 words, not include illustrations, and references should
be limited to 3.

Endocrinology and art

Descriptions of paintings and sculptures showing subjects with identifiable endocrine problems are
published occasionally. They should not exceed 200 words, references should be no more than 2.
"Endocrinology and art" are usually invited, although unsolicited "Endocrinology and art" may be
considered for publication.

Authors hoping to submit an unsolicited "Endocrinology and art" should first consult the Editors-in-
Chief and the section editor at valeriana.ramondo@springer.com

Proposals should include the paper and a full author list with affiliations and areas of expertise.

. Guidelines, position statements, consensus statements on relevant clinical and therapeutic
problems are regularly published. They are mostly generated by the Italian Society of
Endocrinology, but may be submitted by well established national or international societies. They
should not exceed 3500 words, 3-4 illustrations, references should in principle be limited to 50-60.
An abstract is not requested.

. Clinical Symposia from invited contributors are published occasionally.

Manuscript Submission
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Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it
is not under consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by
all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute
where the work has been carried out. The publisher will not be held legally responsible should
there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published
elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and
online format and to include evidence that such permission has been granted when submitting their
papers. Any material received without such evidence will be assumed to originate from the authors.
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