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RESUMO

Silva JM. Andlise da expressdo de sox2 durante a puberdade e sua relacdo com a
diferenciacdo terminal e produgcdo hormonal hipofisaria em animais com mutagéo
espontanea no gene Propl [dissertacdo]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2019.

A hipdéfise é uma glandula vital que produz e secreta hormbnios relacionados ao
crescimento, fertilidade, lactagéo e resposta ao estresse. Varios fatores de transcricao
controlam as fases iniciais da organogénese hipofisaria: HESX1, GLI2, OTX2, LHX3,
LHX4, SOX2 e SOX3, enquanto os fatores de transcricao como o PROP1 e POU1F1
(PIT-1) estao envolvidos na diferenciacao celular terminal. Estes fatores participam de
uma cascata de eventos responsaveis pela formacado de horménios hipofisarios (LH,
FSH, TSH, GH e PRL) e, quando ausentes, provocam a deficiéncia de um ou mais
horménios. A linhagem Ames, camundongo com mutacdo espontanea no fator de
transcricdo PROP1, é extensivamente utilizada como modelo animal para estudo do
hipopituitarismo congénito. Este estudo objetiva a avaliagdo da dinamica celular
hipofisaria envolvida na diferenciacdo das células produtoras de horménios a partir de
células tronco durante a puberdade, periodo de alta demanda hipofisaria. Durante
periodos que ndo demandam elevacdo dos niveis de hormdnios hipofisarios, ha o
aumento da expressao de SOX2 em camundongos Ames. O fator de transcricdo PROP1
nao € essencial para a diferenciacdo de gonadotrofos e somatotrofos, havendo o
aumento da expressdo dos genes codificadores dos hormdnios hipofisarios e
normalizacdo da secrecdo de GH, LH, FSH e TSH em camundongos com mutacao
espontanea no Propl. Apesar do fenoétipo de retardo de crescimento e infertilidade, estes
animais apresentam morfologia e diferenciacdo celular gonadal normais, havendo a

producédo de espermatozoides e desenvolvimento de foliculos em animais mutados.

Descritores: PROP1; Hipopituitarismo/congénito; Puberdade; Camundongos Ames;

Hipdfise.



ABSTRACT

Silva JM. Analysis of Sox2 expression during puberty and its relation with terminal
differentiation and pituitary hormone production in animals with spontaneous mutation in
the Propl gene [dissertation]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo”; 2019.

The pituitary gland produces and secretes hormones related to growth, fertility, lactation
and stress response. The initial phases of the anterior pituitary gland development are
regulated by many transcription factors, including HESX1, GLI2, OTX2, LHX3, LHX4,
SOX2 and SOX3 as well as the transcription factors PROP1 and POU1F1 (PIT-1) that
are involved in terminal differentiation. These factors participate in a cascade of events
responsible for the formation of pituitary hormones (LH, FSH, TSH, GH and PRL). In the
absence of one or more transcription factors, it is observed the deficiency of hormones
produced by the pituitary gland. The Ames strain, a mice lineage with spontaneous
mutation in the Propl gene, is extensively used as an animal model to study congenital
hypopituitarism. This study aims to evaluate the cellular dynamic involved in the
differentiation of pituitary stem/progenitor cells into pituitary hormone producing cells
during puberty, a pituitary high demand period. During periods that do not demand
increased pituitary hormones levels, there is an increase in SOX2 expression in the Ames
mice. The transcription factor PROPL1 is not essential for somatotroph and gonadotroph
differentiation with increased expression of pituitary hormones codifying gene and normal
secretion of GH, LH, FSH, and TSH in Propl spontaneous mutants. Despite presenting
with growth delay and infertility, these animals have normal gonadal morphology and cell

differentiation, producing spermatozoa and follicular development in mutants.

Descriptors: PROP1; Hypopituitarism/congenital; Puberty; Ames mice; Pituitary gland.
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1.1 Embriogénese e organogénese hipofisaria

A hipofise é uma glandula vital que produz e secreta hormonios
relacionados ao crescimento, fertilidade, lactag&o e estresse, sendo regulada por
estimulos hipotalamicos. A glandula hipofisaria esta localizada na sela turcica
préxima a face superior do osso esfenoide, na base do cranio. A glandula madura
€ composta pela adenohipéfise (lobos anterior e intermediario) e neurohipéfise
(lobo posterior), que sao estruturas distintas fisiolégica e morfologicamente
(Kelberman, Rizzoti et al. 2009).

O lobo anterior deriva do ectorderma oral e, quando maduro, produz e
secreta hormoénios hipofisarios produzidos por cinco tipos celulares distintos:
somatotrofos, gonadotrofos, lactotrofos, tireotrofos e corticotrofos. O lobo
posterior, por sua vez, tem origem embrionaria no neuroectoderma, sendo
composto por uma projecao dos neurénios da eminéncia média hipotalamica. A
neurohipofise é responsavel pele armazenamento e secrecdo dos horménios
antidiurético (ADH) e ocitocina (Kelberman, Rizzoti et al. 2009).

O desenvolvimento hipofisario é semelhante em humanos e
camundongos (Scully and Rosenfeld 2002). Em camundongos, o primeiro sinal
de desenvolvimento hipofisario ocorre em 7,5 dias pds coito (dpc) com o
desenvolvimento da placa hipofisaria e, por volta de 9 dpc, ocorre o
espessamento do ectoderma oral que sofre uma invaginagcao e da origem a uma
bolsa de Rathke rudimentar, primérdio dos lobos anterior e intermediario
(Kelberman, Rizzoti et al. 2009). Aos 10,5 dpc uma regido restrita do diencéfalo
ventral, acima da bolsa de Rathke, d& origem ao infundibulo, do qual a porcéo

posterior e haste hipofisaria irdo derivar. E também aos 10,5 dpc que a bolsa de
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Rathke se desenvolve totalmente e, aos 12,5 dpc, € completamente separada
do ectoderma oral subjacente (Kelberman, Rizzoti et al. 2009) (Burrows, Douglas
et al. 1999) (Figura 1). Uma sucesséo de interacdes génicas € necessaria para
gue a morfogénese hipofisaria ocorra corretamente, tornando a hipofise

extremamente sensivel a variacdes genéticas de perda ou ganho de funcao.

Ectoderma Bolsa rudimentar Bolsa definitiva Hipofise

8.0-8.5 dpc 9.5 dpc 12 dpc 17 dpc
Figura 1. Embriogénese e organogénese hipofisarias de camundongo. Os
estagios de de desenvolvimento estédo indicados em dias pos coito (dpc). AL,
Lobo anterior; AN, Poro neural anterior; DI, Diencéfalo; F, Prosencéfalo; H,
Coracdo; HB, Rombencéfalo; |, Infundibulo; IL, Lobo intermediario; MB,
Mesencéfalo; N, Notocorda; NP, Placa Neural; O, Cavidade oral; OC, Quiasma
optico; OM, Membrana oral; P, Flexura pontinha; PL, Lobo posterior; PO, Ponte;

PP, Placa pré-cordal; RP, Bolsa de Rathke; SC, Cartilagem esfenoidal.
Adaptado (Sheng and Westphal 1999)

1.1.1 Fatores de transcricao e vias de sinalizacdo hipofiséarias

Vérios fatores de transcri¢cdo controlam a embriogénese e organogénese
hipofisaria, bem como as fases finais de sintese dos horménios hipofiséarios.
Dentre estes, estéo fatores envolvidos nas fases iniciais do comprometimento e
diferenciacao celular, como HESX1, GLI2, OTX2, LHX3, LHX4, SOX2 e SOX3.
Enquanto os fatores de transcricdo PROP1 e POU1F1 (PIT-1) estdo envolvidos

na diferenciacdo terminal e produgdo hormonal da glandula (Schoenmakers,
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Alatzoglou et al. 2015) (Figura 2). Além disso, fatores de conjugacao tardios,
como a subunidade alfa dos hormonios glicoproteicos (CGA) sao importantes
para tornar os horménios hipofisérios LH, FSH e TSH biologicamente ativos.

O fator de transcricio HESX1 € um membro da classe de proteinas
“paired-like homeobox” e € um importante fator regulador da expressao do
PROP1, sendo eles fatores de transcricdo com expressdo opostas (Thomas,
Johnson et al. 1995, Sornson, Wu et al. 1996, Dasen, Martinez Barbera et al.
2001, Schoenmakers, Alatzoglou et al. 2015). A ativacao inicial do HESX1 é
mediada pelos genes Lhxl e Lhx3 (Sornson, Wu et al. 1996, Sheng and
Westphal 1999, Savage, Yaden et al. 2003). Variantes patogénicas no gene
Hex11l foram descritas em fendtipos variaveis, levando principalmente a
deficiéncia hormonal hipofisaria combinada, displasia septo Optica, agenesia de
corpo caloso e hipoplasia nervo Optica (Dattani, Martinez-Barbera et al. 1998,
Brickman, Clements et al. 2001, Carvalho, Woods et al. 2003).

O fator de transcricdo OTX2 (“Orthodenticle Homeobox 2”) é essencial
para o desenvolvimento normal do cérebro, cerebelo, glandula pineal e olho, com
papel desde a embriogénese até a vida adulta (Beby and Lamonerie 2013). Sua
expressao ou repressao tem correlagao direta com via de sinalizagdo Notch/Hes
(Muranishi, Terada et al. 2011) e parece desempenhar fungao direta no
desenvolvimento do hipotalamo, da haste hipofisaria e nos derivados da bolsa
de Rathke (Matsuo, Kuratani et al. 1995). Em humanos, mutagdes em
heterozigose tém sido relacionadas a graves malformagdées oculares,
anormalidades cerebrais e hipopituitarismo (Cohen 2012).

O fator de expressdo precoce LHX3 (“LIM Homeobox Protein 37) é

encontrado na retina, motoneurdnios, glandula pineal e na hipdfise (Sloop,
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Parker et al. 2001). Camundongos transgénicos com variantes patogénicas no
gene Lhx3 possuem alteragdes no desenvolvimento hipofisario em fases muito
precoces da formagao glandular (Kelberman, Rizzoti et al. 2009). No entanto,
sua agao nas fases terminais na formacao hipofisaria e produgado hormonal é
pouco conhecida. Estudos “in vitro” evidenciaram que o LHX3 pode agir
sinergicamente com outros fatores de transcrigdo, como por exemplo o POU1F1
(PIT1) (Sloop, Parker et al. 2001, Savage, Yaden et al. 2003). Variantes
patogénicas neste gene levam a hiperplasia hipofisaria associada a deficiéncia
auditiva sensorioneural, dificuldades respiratorias e anomalias esqueléticas
(Bhangoo, Hunter et al. 2006, Kristrom, Zdunek et al. 2009, Bechtold-Dalla
Pozza, Hiedl et al. 2012).

Os fatores de transcricdo SOX2 e SOX3 (“Sex determining region Y-box
2 e 3”) sdo membros da familia SOX (SRY — grupo relacionado a alta mobilidade
do DNA) de fatores de transcricdo. O SOX2 € expresso na bolsa de Rathke das
semanas 4,5 a 9 de desenvolvimento hipofisario e tem expressdo mantida
durante o desenvolvimento da adenohipofise e do diencéfalo. Este fator tem um
papel importante no desenvolvimento do cérebro e hipodfise, além de ter funcéo
descrita na formacédo ocular e auditiva (Xatzipsalti, Voutetakis et al. 2019). Ja o
fator de transcricdo SOXS3 € localizado na posicdo Xp.27.1 e expresso no sistema
nervoso central, particularmente no diencéfalo ventral. O SOX3 contém em sua
estrutura um dominio de ligacdo ao DNA, que é conservado entre outras
proteinas da familia SOX, além de um dominio N-terminal curto e uma regiao C-
terminal que abrange quatro tratos de poli alanina relacionados a ativagéo
transcricional. A expressdo de SOX3 € essencial para o desenvolvimento

hipotalamico e hipofisario normal e a duplicacdo do gene ou expanséao e delegéo
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dos tratos de poli alanina foram descritas em casos com fenoétipos varidveis de
hipopituitarismo (Hamel, Smits et al. 1996, Lagerstrom-Fermér, Sundvall et al.
1997, Woods, Cundall et al. 2005). Variantes em ponto no gene Sox3 sdo raras
(Jelsig, Diness et al. 2018, Yu, Chang et al. 2018). Em humanos, mutac¢des no
gene SOX3 sao causas de hipopituitarismo congénito ligado ao X e podem levar
a um amplo espectro fenotipico, sendo o mais comum, além da deficiéncia
hormonal hipofisaria combinada, o retardo mental.

O fator de transcricio PROP1 (“Prophet of Pitl, Paired-Like
Homeodomain Transcription Factor”) é especifico a hipéfise e se expressa na
glandula a partir do décimo dia de desenvolvimento embrionario do camundongo
(E10-E10.5), tem seu pico de expressdo no E12.5 e a sua expressao é reduzida
por volta do E15.5 (Raetzman, Ward et al. 2002). Este fator € responsavel pelo
estimulo da expressao do Poulfl e inibicdo da expressao do Hesx1. Além disso,
o PROP1 regula a manutencao de células indiferenciadas, manutengdo de
células tronco e controla o ciclo celular e diferenciagao terminal (Zhu, Gleiberman
et al. 2007). Estudos genéticos demonstram que a regulagao temporal da
expressao do PROP1 é critica para o desenvolvimento hipofisario normal em
camundongos (Raetzman, Ross et al. 2004, Ward, Raetzman et al. 2005,
Kelberman, Rizzoti et al. 2009). Sua expressao prematura na bolsa de Rathke
leva a agenesia hipofisaria (Dasen, Martinez Barbera et al. 2001).

Em humanos, mutagdes no PROP1 sdo as causas mais comuns de
hipopituitarismo congénito, que se manifesta inicialmente com déficit de GH
(horménio de crescimento), TSH (horménio tireoestimulante), PRL (prolactina),
gonadotrofinas (FSH e LH) e déficit variavel e progressivo de ACTH (horménio

adenocorticotrofico) (Dattani and Robinson 2000, Bottner, Keller et al. 2004). Ha
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uma grande variabilidade no fendtipo e na velocidade de instalagdo das
deficiéncias, além de, eventualmente, observar-se hiperplasia seguida de
hipoplasia hipofisaria (“waxing and waning”), processo nao esclarecido
totalmente até o momento (Mendonca, Osorio et al. 1999, Riepe, Partsch et al.
2001, Turton, Mehta et al. 2005).

O fator de transcrigao hipofisario POU1F1 (“POU Class 1 Homeobox 17),
também denominado PIT1, pertence & familia de homeodominio POU. E
expresso tardiamente no desenvolvimento hipofisario, com pico de expressao
por volta de E16.5, persistindo até a vida adulta (Simmons, Voss et al. 1990,
Kelberman, Rizzoti et al. 2009). O POULF1 é necessario para a diferenciacao
dos somatotrofos, lactotrofos e tireotrofos na hipéfise anterior e acredita-se que
este seja o fator mais importante para expansao hipofisaria pés-natal (Dattani
and Robinson 2000). Muta¢des no gene POUL1F1 sdo associadas a deficiéncia
hormonal hipofisaria combinada, poupando o eixo gonadotrofico e corticotrofico
(Tatsumi, Miyai et al. 1992, Arnhold, Nery et al. 1998, De Rienzo, Mellone et al.
2015). Contudo, recentemente, a associacdo de uma variante no POULF1 a
deficiéncia isolada de GH foi relatada (Sobrier, Tsai et al. 2016).

Os horménios glicoproteicos, dentre eles o TSH, FSH e LH, sdo dimeros
gue consistem de duas subunidades: alfa e beta. A subunidade alfa € comum a
todos e é codificada pelo gene CGA (aGSU), enquanto a subunidade beta
confere especificidade biolégica a cada hormdnio (Roberson, Schoderbek et al.
1994). Embora o fator aGSU esteja envolvido nas fases mais tardias da ativacao
hormonal pelos tireotrofos e gonadotrofos, sua expressao se inicia em um
periodo precoce, por volta do E11.5 (Wray, Nieburgs et al. 1989). Devido a este

fato, criou-se um modelo de animal transgénico nocaute para o gene Cga
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(Kendall, Samuelson et al. 1995), para que fosse avaliada sua possivel
participagao no processo de sinalizagao para migragao dos neurdnios produtores
de GnRH (horménio estimulador de gonadotrofinas), que sao produzidos na
placa olfatéria e migram, posteriormente, para regido hipotalamica (Wray,
Nieburgs et al. 1989), porém tal hipétese nao foi confirmada (Kendall, Samuelson

et al. 1995).

y
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Determinacéo e diferenciacao celular Glandula madura

Figura 2. Regulacdo molecular do desenvolvimento adenohipofisario.
Diversos fatores de transcricdo contribuem para o estabelecimento dos
primordios da adenohipéfise, a bolsa de Rathke e a subsequente diferenciacéo
dos cinco tipos celulares secretores de hormdnios hipofisarios. Os fatores de
transcricdo essenciais para esses processos estao destacados em vermelho. As
setas indicam relacdes entre genes precedentes em vias de sinalizacédo
moleculares, ndo necessariamente implicando em ativacdo direta. As
extremidades planas indicam repressdao. AP, Lobo anterior; IP, Lobo
intermediario; PP, Lobo posterior.

Adaptado(Prince, Walvoord et al. 2011).
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1.2 Dinamica celular hipofisaria

Embora as células da hipofise anterior sejam formadas durante o
desenvolvimento embrionério, a glandula cresce e amadurece substancialmente
nas primeiras semanas do periodo pdés-natal, culminando com o aumento do
volume glandular e numero de células hipofisarias, bem como a diferenciacao
das células recém-formadas (Carbajo-Perez and Watanabe 1990, Nolan,
Kavanagh et al. 1998, Levy 2002, Taniguchi, Yasutaka et al. 2002).

A hipofise adulta apresenta baixas taxas de renovagdo em comparacao a
tecidos com altas taxas de renovacao celular, como o intestino, pele e medula
ossea (Wilson 1986, Carbajo-Perez and Watanabe 1990, Nolan, Kavanagh et al.
1998, Nolan, Lunness et al. 1999, Levy 2002, Levy 2008). Apesar disso, séo
observadas mudancas dinamicas na composicao celular hipofisaria de acordo
com condicdes fisiologicas especificas, como durante o crescimento, a
puberdade e lactacdo (Crane and Loomes 1967, Sasaki, Wu et al. 1990, Oishi,
Okuda et al. 1993, Taniguchi, Yasutaka et al. 2002). Sabe-se ainda que ocorre a
readaptacado hipoéfisaria em casos de deficiéncia hormonal induzida, a reducéo
do feedback negativo dos hormdnios periféricos aumenta a atividade e nimero
de células da populacéo celular hipofisaria da linhagem especifica por meio da
diferenciacdo de células tronco/ progenitoras hipofisarias ou transdiferenciacéo
(Fu, Gremeaux et al. 2012, Fu and Vankelecom 2012, Vankelecom 2012,
Willems, Fu et al. 2016). Com isso, torna-se cada vez mais claro que a hipofise
nao € um sistema estéatico, mas remodela sua composicao celular de acordo com

necessidades fisioldgicas e patolégicas especificas.
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1.3 Estégios do desenvolvimento puberal nos camundongos

A puberdade é a transicdo para a vida adulta com maturacdo sexual
completa e alcance da capacidade reprodutiva. Neste periodo o sistema
reprodutor se torna capaz de iniciar 0s eventos essenciais para a reproducao
como a regulacéo do ciclo estral e ovulagdo em fémeas e estabelecimento da
espermatogénese em machos (Kumar and Boehm 2013). Estes eventos sofrem
influéncia de diversos fatores internos e externos. As vias hormonais
responsaveis pelo controle da reproducéo séo reguladas pelo no eixo hipotalamo
—hipodfise —gbnada. Este eixo é composto por trés componentes primordiais: o
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) presente no hipotalamo; as
gonadotrofinas, horménio luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH),
produzidas na hipofise; e os esteroides sexuais e outros produtos hormonais das
gbnadas (Sisk and Foster 2004). A puberdade € iniciada por eventos
neuroendocrinos que ativam a liberacdo pulsatii de GnRH no sistema porta-
hipofisario para estimular a secrecdo hipofisaria de gonadotrofinas, que
desencadeiam a producdo gonadal de esteroides e maturacdo dos gametas
(Sisk, Richardson et al. 2001).

O FSH é o promotor primario da gametogénese em ambos 0S sexos
enquanto o LH tem a funcéo de promover a secrecdo dos hormbénios gonadais:
estrogénio e progesterona nas fémeas e androgénio nos machos. Um terceiro
horménio hipofisario, a prolactina, atua na lactacdo e no desenvolvimento dos
ovarios durante a gestagdo. Os hormoénios gonadais tem a fungdo de manter as

caracteristicas sexuais secundarias e condigcbes adequadas do sistema
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reprodutor. O desenvolvimento da maturidade sexual completa depende da
interac&do de todos esses fatores, processo ainda ndo compreendido totalmente
(Jackson Laboratory (Bar Harbor Me.) and Green 1966).

Ao nascimento, a hipéfise do camundongo € fisiologicamente
indiferenciada do ponto de vista gonadotréfico, além disso, os ovarios sao
irresponsivos as gonadotrofinas (FRANCKE 1948, VIVIEN 1950). A
diferenciacdo das gonadotrofinas ocorre no P6 em machos e por volta de P12
em fémeas. A maturidade sexual coincide com a elevacdo dos niveis de
gonadotrofinas, que ocorre apds a quarta semana de desenvolvimento pos-natal

(Jackson Laboratory (Bar Harbor Me.) and Green 1966).

1.3.1 Desenvolvimento puberal em camundongos fémeas

A diferenciacao da linhagem germinativa em camundongos fémeas ocorre
em duas fases. No 12dpc os primeiros ovocitos, localizados nos primordios
ovarianos, sdo denominados oogobnias. Estas células iniciam o processo de
divisdo meiotica e, ap0s P5, as oogbnias permanecem quiescentes até a
maturacdo sexual e com o inicio da puberdade os ovarios tornam-se ativos
através de estimulos hormonais. A partir da maturacdo sexual, a cada quatro
dias um novo grupo de oogbnias sao estimuladas e seguem até o ultimo estagio
de diferenciacao (Mayer, Acosta-Martinez et al. 2010).

Os primeiros sinais de maturidade sexual nas fémeas séo estrégeno
dependentes: a abertura da vagina e esfregaco vaginal com células cornificadas.
Os ovarios iniciam a resposta ao FSH exdgeno de P6 a P9 com diminuicéo as 3

semanas de idade até os niveis de FSH serem elevados novamente a niveis de
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maturidade ovariana aos 30 dias do desenvolvimento pos-natal (Jackson
Laboratory (Bar Harbor Me.) and Green 1966). A ovulagéo ocorre geralmente a
partir de P20 periodo que as fémeas, cinco dias apds o inicio da resposta dos
primeiros foliculos.

O ciclo reprodutivo de camundongos fémeas € conhecido como ciclo
estral e é caracterizado pelo proestro, estro, metestro (diestro 1) e diestro (diestro
II) (Evans and Long 1922). A ovulagdo ocorre do inicio do proestro ao fim do
estro e a duracdo média dos ciclos ovulatérios € de quatro dias. Durante o ciclo
estral, a prolactina, LH e FSH permanecem em niveis reduzidos e se elevam na
fase do proestro. Os niveis de estradiol comecam a se elevar no metestro,
alcancando niveis maximos durante o proestro e retornando a niveis basais no
estro. A secrecdo de progesterona também € elevada durante o metestro e
diestro, decaindo posteriormente e alcancando o segundo pico ao final do

proestro (Evans and Long 1922, SCHWARTZ 1964).

1.3.2 Desenvolvimento puberal em camundongos machos

A maturacdo sexual nos camundongos machos evidencia-se pelo
desenvolvimento total da atividade espermatica. A diferenciacdo das células
germinativas de camundongos machos ocorre continuamente nos tubulos
seminiferos localizados nos testiculos do animal (Mendis-Handagama and
Ariyaratne 2001). As células espermaticas em diferentes fases sao classificadas
em quatro categorias: espermatogonias, espermatocitos, espermatides e
espermatozoides. As células pré-meidticas sdo chamadas de espermatogbnias

e incluem desde células tronco regenerativas a células em processo de



Juliana Moreira Silva 15

diferenciacdo terminal (Nelson, Karelus et al. 1990). Com o inicio da meiose, as
células germinativas sdao chamadas de espermatécitos e, apds a meiose, as
células haploides sdo denominadas espermatides. O produto final da
diferenciacao terminal da linhagem espermatica, ou espermatogénese, sao 0s

espermatozoides.

A espermatogénese e esteroidogénese testicular sdo controladas pelo
eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada, portanto, pelos horménios GnRH, LH e FSH
(Nelson, Karelus et al. 1990). O eixo € responsivo aos hiveis de testosterona,
gue quando atinge niveis plasmaticos suficientes, exerce feedback negativo. Os
horménios LH e FSH, por sua vez, exercem efeitos sobre as células de Sertoli,
gue sao cruciais para a progressao da espermatogénese. A inibina produzida
pelas células de Sertoli, juntamente com a testosterona e o 17-B estradiol,
reduzem a secrecao de FSH e LH por feedback negativo, mantendo assim, um
controle rigoroso da homeostase do eixo hipotalamico-hipofisario-testicular

(Nelson, Karelus et al. 1990, Mendis-Handagama and Ariyaratne 2001).

1.4 Células tronco hipofisarias

Apesar de diversos estudos, os mecanismos relacionados a neogénese
de células hipofisarias produtoras de horménios durante a renovacéo celular
homeostatica, desenvolvimento pos-natal inicial e plasticidade e adaptacao
patolégica ou fisiolégica ainda ndo sédo entendidos (McNicol and Carbajo-Perez
1999, Levy 2002, Melmed 2003, Denef, Pals et al. 2005). Algumas evidéncias
demonstram que tais mecanismos ocorrem atraves de transdiferenciacdo e/ou

mitose de células hormonais maduras (Yoshimura, Harumiya et al. 1970,
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Scheithauer, Kovacs et al. 1985, Horvath, Lloyd et al. 1990, Scheithauer, Sano
et al. 1990, Porter, Wiles et al. 1991, Kineman, Faught et al. 1992, Stefaneanu,
Kovacs et al. 1992, Childs 2000, Vidal, Horvath et al. 2000, Vidal, Horvath et al.
2001, Childs 2002, Taniguchi, Yasutaka et al. 2002). Contudo, outros estudos
demonstram a capacidade de diferenciacdo de células tronco/progenitoras em
células hipofisérias secretoras de horménios, sugerindo esta via como principal
na resposta a dinamica fisiolégica ou patolégica glandular (Taniguchi, Tamatani
et al. 1995).

As ceélulas tronco/progenitoras hipofisarias tem sido vastamente
estudadas desde os anos sessenta e podem participar de diversos processos na
formacdo de novas células endocrinas durante o desenvolvimento pés-natal,
renovacao celular basal, reacdo a lesdes hipofisarias e adaptacado dinamica
(Messier 1966, Yoshimura, Harumiya et al. 1969, Yoshimura, Harumiya et al.
1970, Otsuka, Ishikawa et al. 1971, Landolt 1973, Wilson 1986, Borrelli, Heyman
et al. 1989, Carbajo-Perez and Watanabe 1990, Horvath and Kovacs 2002,
Inoue, Mogi et al. 2002, Melmed 2003). A zona marginal (MZ) é considerada o
primeiro nicho de células tronco/progenitoras na adenohipofise. A camada
celular circundando a fenda abriga as células tronco, bem como as células
progenitoras, em diferentes estagios de desenvolvimento. Estas células
marginais raramente se dividem. Esta divisdo pode ocorrer simetricamente, para
dar origem a outra célula tronco, ou assimetricamente, gerando uma célula
progenitora que migra para o territorio glandular do lobo anterior. Alguns dos
principais marcadores de células tronco/progenitoras estéo indicados préximos
a MZ por colchetes (Figura 3). As células migram de acordo com 0 processo

natural da transicao epitélio-mesenquimal, o que é indicado pela expressao de
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vimentina (Pérez Millan, Brinkmeier et al. 2016). H4, ainda, a atracdo de células
tronco/progenitoras por gradientes de moléculas tréficas, como a neuturina, que
migram se afastando da zona marginal. Estas células também formam clusters
em ilhas no parénquima do lobo. Estes nichos secundarios sdo formados e
renovados de forma lenta e continua por células tronco/progenitoras da zona
marginal e a extensdo do pool destas células é controlado e restrito pela
demanda glandular de acordo com a quantidade de células, sobrevida, apoptose
e diferenciacéo. Na renovacao celular basal (Figura 3 - porcéo inferior esquerda),
as ceélulas progenitoras pouco a pouco se diferenciam em células produtoras de
horménio. Em casos de aumento de demanda enddcrina repentina (Figura 3 -
porcéo inferior direita), as células progenitoras se diferenciam rapidamente no
tipo celular recrutado, resultando em reducao transitéria do pool de células
tronco/progenitoras, que é reparado simultaneamente através do aumento da
atividade mitética deste grupo celular. Portanto, estas células permanecem
armazenadas na hipofise, prontas para responder as necessidades do sistema

enddcrino (Vankelecom 2012).
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Figura 3. Nichos celulares de células tronco/progenitoras hipofisarias no
periodo pos-natal. Mecanismos envolvidos na manutencao e diferenciacdo de
células tronco/ progenitoras hipofisarias (Vankelecom 2012).

1.4.1 Principais marcadores de células tronco hipofisarias

Em diversos tecidos, células tronco tém sido identificadas baseado na
expressdo de fatores associados a este grupo celular, além de fatores
embriogénicos, a capacidade de auto renovacdo e proliferagdo clonal, o
potencial de diferenciacdo e/ou a habilidade de reparacéo tecidual apos perda
celular ou lesBes. Alguns fatores expressos em células tronco/progenitoras
hipofisarias e utilizados na identificacdo destas serdo abordados nos préximos

paragrafos.
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O fator de transcricdo SOX2 é necessario para manutencao de diversas
subpopulag¢des de células-tronco (Boiani and Scholer 2005, Fauquier, Rizzoti et
al. 2008, Vankelecom and Gremeaux 2010). A hipéfise anterior de camundongos
adultos conteria uma pequena subpopulagéo de células SOX2 positivas que,
guando em cultura in vitro, sdo capazes de formar esferas e se diferenciar em
todos os subtipos celulares hipofisarios (Fauquier, Rizzoti et al. 2008). Mutagdes
em heterozigose tanto em camundongos como humanos esta associada ao
hipopituitarismo com anormalidades variaveis na morfologia hipofisaria
(Kelberman, Rizzoti et al. 2006).

O SOX2, juntamente com SOX1 e SOX3, estdo agrupados na subfamilia
B1 do grupo SOX e estdo envolvidos em diversas fases do desenvolvimento
embrionario e diferenciagdo celular, apresentando papel central na
embriogénese (Pevny and Placzek 2005). Durante o desenvolvimento
hipofisario, 0 SOX2 é expresso no inicio da formagao da bolsa de Rathke e se
mantém até que o processo de diferenciagao celular terminal ocorra (Kelberman,
Rizzoti et al. 2006). O SOX2 é imprescindivel para o desenvolvimento e fungao
normais hipotalamo-hipofisaria (Kelberman, Rizzoti et al. 2006), sua expressao
constante na zona da marginal no periodo embrionario e na vida adulta o faz o
principal marcador central de células tronco/ progenitoras na hipofise, capazes
de suprir a demanda metabdlica glandular (Fauquier, Rizzoti et al. 2008, Yoshida,
Kato et al. 2011);

O fator de transcrigado OCT4 (POUS5F1) (“Octamer-binding protein 4”)
contém o homeodominio POU. Este fator de transcrigao tem papel importante no
desenvolvimento embrionario especialmente durante a embriogénese precoce,

sendo necessario para a manutencdo da pluripotencialidade da célula
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tronco/progenitora (Rodda, Chew et al. 2005). Entre outros fatores estdo o
NANOG, um fator de transcrigéo relacionado a proliferagao e autorrenovagéao de
células-tronco (Cavaleri and Scholer 2003, Chambers, Colby et al. 2003, Rodda,
Chew et al. 2005), o fator CD44 é uma glicoproteina de adesao celular que
participa de uma série de fungdes celulares, (Williams, Motiani et al. 2013) e 0
fator de transcricdo NR2E1 (TLX) € um marcador de células-tronco neuronais
gue foi descrito como regulador essencial da manutencdo das células- tronco
neuronais e da autorrenovacgéo de neurénios no cérebro adulto (Shi, Chichung

Lie et al. 2004).

1.5 Deficiéncia hipofisaria hormonal mualtipla

Deficiéncia hipofisaria hormonal mudltipla (MPHD, do inglés “Multiple
Pituitary Hormonal Deficiency”) se caracteriza pela reducdo ou auséncia de
horménio do crescimento (GH) associado a pelo menos um outro horménio
hipofisario diminuido. A prevaléncia de deficiéncia de horménio de crescimento
(DGH) é estimada em 1 a cada 8000 individuos mundialmente (Genetics Home
Reference, NIH). MPHD ¢é causada por fatores genéticos e ambientais. As
causas genéticas de MPHD normalmente resultam em desenvolvimento
hipofisario e secrecdo hormonal insuficientes, geralmente manifestados na
primeira infancia. Mutacdes em genes expressos no desenvolvimento cerebral,
hipotalamico e/ou hipofisario podem causar MPHD. Genes relacionados aos
processos iniciais de desenvolvimento cerebral causam, além de MPHD,
disfuncdes craniofaciais (MPHD sindrémica), enquanto variantes em genes

expressos no hipotadlamo, ou intrinsecos a glandula hipofiséria, sdo responsaveis
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pela forma ndo sindrémica da doenca. A complexidade genética da MPHD pode
ser explicada pela heterogeneidade dos fatores relacionados a esta condicao,
contribuindo para um amplo espectro fenotipico. Até entdo, trinta genes ja foram
relacionados a patogénese da MPHD, sendo os genes GLI2, HESX1, LHX3,

LHX4, OTX2, POU1F1, PROP1 e SOX2 os mais estudados.

1.5.1 Modelos animais de deficiéncia hipofisaria hormonal multipla

O primeiro relato de observagdo de uma prole de camundongos com
déficit de crescimento (“dwarf mice”) foi no inicio do século XX quando Snell
observou o crescimento inadequado de alguns camundongos de sua colonia
(Snell 1929). Além da redugdo do tamanho, os animais apresentavam
lentificagdo motora e infertilidade (tanto machos como fémeas) (Snell 1929).
Sessenta anos depois, foi sugerido que a mutagao espontanea observada por
Snell deveria estar no gene Poulfl(Pit-1) (Camper, Saunders et al. 1990), com
deficiéncia de GH, PRL e TSH (Camper, Saunders et al. 1990, Li, Crenshaw et
al. 1990, Lin, Lin et al. 1992, Gage, Brinkmeier et al. 1996, Sornson, Wu et al.
1996, Nasonkin, Ward et al. 2004, Ward, Raetzman et al. 2005).

Embora a linhagem Ames (Figura 4) tenha sido descrita previamente
(Bartke 1965, Cheng, Beamer et al. 1983), foi somente em 1991 que Buckwalter
e colaboradores (Buckwalter, Katz et al. 1991) descreveram a localizagao da
mutagcao no cromossomo 11, e, em 1996, Sornson e colaboradores (Sornson,
Wu et al. 1996) fizeram a correlagdo com gene Propl. A falha na migragao

ventral das células progenitoras no mutante e a consequente falta de
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diferenciagdo resultam em dismorfologia hipofisaria com diminuicdo da
adenohipdfise, porém com o volume hipofisario dentro do normal notado logo ao
nascimento (Figura 4). Na oitava semana de vida, no entanto, o volume
hipofisario do camundongo mutante é cerca de oito vezes menor que o do

selvagem (Ward, Raetzman et al. 2005, Ward, Stone et al. 2006).

Figura 4. Linhagem Ames. Camundongos selvagem (a direita) e com mutacao
espontanea em homozigose no gene Propl (a esquerda) com oito semanas de
vida (adulto).

Em humanos, variantes no gene PROP1 estdo associadas a deficiéncia
de GH, PRL, TSH e gonadotrofinas, que podem evoluir e progredir com
deficiéncia de ACTH (Bottner, Keller et al. 2004, Madeira, Nishi et al. 2017). Ja
no modelo Ames, mutante espontaneo do gene Propl, nota-se a deficiéncia de
GH, PRL, TSH, com gonadotrofinas parcialmente comprometidas e sem

alteracédo corticotrofica (Nasonkin, Ward et al. 2011).
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Além dos distarbios hormonais, o desenvolvimento hipofisario de animais
Prop197d também é afetado. Ha um bloqueio na migracao ventral, resultando em
dismorfismo da bolsa de Rathke e hipoplasia do lobo anterior, observados no
E14.5 (Nasonkin, Ward et al. 2004, Raetzman, Ross et al. 2004, Ward, Raetzman
et al. 2005). Ao nascimento, o dismorfismo persiste, apesar da glandula ser
normoplasica. Devido a auséncia do gene Propl, o Poulfl (Pitl) ndo é ativado,
comprometendo a linhagem PIT1 dependente e levando a ndo expanséo
glandular durante o desenvolvimento péds-natal. Por volta dos onze dias apés o
nascimento (P11), observa-se hipoplasia hipofisaria, parcialmente atribuida a
intensa atividade apoptotica das ceélulas luminais estratificadas, devido a

vascularizacao deficiente (Figura 5).

e10.5 el12.5 el14.5 P1 P11
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Figura 5. Desenvolvimento hipofisario em camundongo normal e com
deficiéncia dos fatores de transcricdo Propl e Pit. O desenvolvimento
hipofisario em camundongos normais tem inicio com a invaginagdo do
ectoderma oral para formar a bolsa de Rathke. Ao E12.5, com o pico de
expressdo de Propl, as células progenitoras migram ventralmente para o lobo
anterior em desenvolvimento e diferenciam. Ao E14.5, a ativacdo do Pitl sinaliza
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a especificacdo da linhagem PIT1 dependente. Apds o nascimento, de P1 a P11,
a linhagem PIT1 inicia proliferacdo ativa e o lobo anterior € expandido
lateralmente. Nos animais Propl’, a migracéo ventral é bloqueada, resultando
na dismorfologia da fenda de Rathke e hipoplasia do lobo anterior por volta do
E14.5. A hipdfise Pitl” ndo exibe qualquer dismorfologia ou alteracdes
vasculares. As células migram da bolsa de Rathke ao lobo anterior, mas a
linhagem PIT1 ndo é capaz de se diferenciar. Isto causa a reducdo da
proliferacdo durante o desenvolvimento pds-natal e hipoplasia hipofisaria que é
acompanhada por um aumento na apoptose. Os perfis de expressao de Propl e
Pitl € mostrado nas barras superiores em tons de preto. Amarelo, lobo posterior
em desenvolvimento; Vermelho, células luminais estratificadas; Azul, células do
lobo anterior (Ward, Stone et al. 2006).



Juliana Moreira Silva 25

Justificativa
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Diante dos dados da literatura que demonstram a capacidade hipofisaria
de se regenerar ap6s dano induzido, passando a diferenciar células tronco no
tipo celular ablado em modelos transgénicos. Além do recrutamento de células
tronco hipofisarias para suprir demandas fisiol6gicas em periodos de alta
demanda. Nota-se a auséncia de estudos que demonstram se tais fendmenos
ocorrem em um modelo de hipopituitarismo congénito durante um periodo de
alta demanda hipofiséria, como a puberdade. Portanto, este estudo contribuira a
literatura com dados que demonstram a capacidade hipofisaria de formar seus
diferentes tipos celulares a partir de células tronco para suprir 0 aumento
fisiolégico da demanda hormonal que ocorre em camundongos normais durante
a maturacdo sexual, ou mutante na auséncia do fator de transcricdo PROP1,

importante para a diferenciacao terminal de células hipofisarias.
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Objetivos
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3.1 Objetivo geral

Avaliar e confirmar o padrdo de expressao do marcador de células tronco
hipofisarias Sox2 e dos genes codificadores dos horménios GH, LH, FSH, TSH
e PRL em camundongos com mutagcdo espontanea no gene Propl no periodo

puberal.

3.2 Objetivo especifico

3.2.1 Caracterizar e correlacionar a expressdo dos marcadores de
proliferacdo, fatores de transcricdo e diferenciacdo celular hipofisarios em

camundongos com mutacao espontanea no gene Propl no periodo puberal;

3.2.2 Confirmar o padrao de expressao transcricional encontrado a nivel

proteico na hipdfise e plasma;

3.2.3 Analisar a histologia gonadal dos camundongos com mutacao
espontanea no gene Propl e correlaciona-la aos dados transcricionais e

proteicos.
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Metodologia
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4.1 Natureza do Estudo

Trata-se de um estudo experimental longitudinal desenvolvido no
Laboratoério de Horménios e Genética Molecular/ LIM42 do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e no centro de
bioterismo, que avaliou padroes de expressdo génica em camundongos com

mutacdo espontanea no gene Propl nos periodos P30 e P40 (periodo puberal).

4.2 Consideracdes Eticas

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo sob o registro n® 942/2017
(Anexo A) e desenvolvido com o auxilio do ARRIVE “guidelines” (Kilkenny,
Browne et al. 2010) seguindo os principios éticos da legislacao brasileira de
acordo com a diretriz brasileira para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins
cientificos e didaticos do CONCEA(MCTI 2013, MCTI 2015).

O estudo utilizou material coletado do projeto “Analise de marcadores de
células-tronco/progenitoras em hipofises de modelos animais com

hipopituitarismo”, aprovado pela CEUA em 19/10/2014, sob o niumero 118/10.

4.3 Descricao da Linhagem

Foram utilizados camundongos com “background” da linhagem DF/B — p/+,
Prop1%, Ames. Nestes animais ocorre a troca espontanea de uma timina (T) por
citosina (C) na posicao 475 do cDNA (ENSMUST00000051159) levando a
substituicdo de uma serina por uma prolina no codon 83. Os camundongos da
linhagem Ames com a variante p.Ser83Pro em homozigose apresentam um

retardo de crescimento apds a primeira semana pés-natal, as fémeas e machos
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foram previamente caracterizados como inférteis, tendo GH e PRL indetectaveis
e déficit de TSH, na vida adulta (6 semanas). Os animais com a mesma variante

em heterozigose apresentam fenétipo semelhante ao selvagem.

4.4 Animais

Foram obtidos, por meio do cruzamento de fémea e macho heterozigotos,
animais com a variante p.Ser83Pro em homozigose. Os animais foram mantidos
de acordo com o protocolo de manutencédo do biotério central da Faculdade
Medicina da Universidade de S&o Paulo, com ciclo claro/escuro de 12 horas,
agua e racdo padrdo de purina “ad libitum”. Os sacrificios foram realizados
utilizando o anestésico inalatorio isofluorano (Isoforine®, Cristalia, S&o Paulo,
Brasil), com posterior coleta de sangue via veia cava inferior, coleta das gbnadas
e decapitacao para coleta de hipdfise. Os animais mutados e selvagem foram
pareados para sexo e idade, pesados e o comprimento naso-anal mensurado.
Por fim, as amostras foram coletadas e dispostas em grupos de acordo com o

experimento ao qual seriam submetidas, conforme demonstrado na Tabela 1.

Imediatamente apdés o sacrificio, 0 sangue dos animais foi coletado através
de puncdo cardiaca. Os animais foram decapitados e foi realizada uma
craniectomia latero-superior, separacdo da calota craniana e afastamento do
encéfalo para acesso hipofisario e coleta da glandula. Posteriormente, as

gbnadas foram coletadas.
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Tabela 1. Animais utilizados para avaliar a morfologia gonadal e hipofisaria,

expressao génica e proteica nos periodos P30 e P40

Dosagem

Sexo Gendtipo gPCR (n)  IF (n) Histologia (n) | \ronal (n)

+/+ 5 3 3 4
Fémea

-/- 5 3 3 4

+/+ 5 3 3 4
Macho

-/- 5 3 3 4

Nota: IF — Imunofluorescéncia

4.5 Genotipagem

O DNA das caudas dos animais foi extraido de acordo com o protocolo
descrito por Truett e colaboradores (Truett, Heeger et al. 2000) (Anexo B) e,
posteriormente, utilizado para amplificacdo por PCR do fragmento de 582 pares
de base que inclui o codon 83 do gene Propl (Primer Senso — 5
CGCAACAGTGATGTGAGGATGG 3 Primer Reverso - 5
AAGGCTGGAGTGTCGGTCTTGA 3’), alterados nos animais portadores da
variante Ser83Pro. A genotipagem foi entdo realizada seguindo o protocolo
previamente estabelecido por Dollé e colaboradores (Dollé, Snyder et al. 2001)

(Anexo C).
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4.6 Sexagem

As amostras cujo sexo nao pode ser determinado visualmente foram
submetidas ao protocolo de sexagem descrito por Clapcote e Roder (Clapcote
and Roder 2005)(Anexo D). Este protocolo constitui-se da amplificacdo por PCR
dos fragmentos de 302 e/ou 331 pares de base, que incluem os genes Jaridlc
(especifico do cromossomo X) e Jaridld (especifico do cromossomo Y)
utilizando os primers especificos para regibes compartilhadas entre ambos os
genes (Primer Senso — 5 CTGAAGCTTTTGGCTTTGAG 3’; Primer Reverso — 5’

GGTTTCTTAAACCGTCACC 3’).

4.7 Dados antropométricos

O comprimento naso-anal dos animais foi mensurado em centimetros por
régua convencional graduada em milimetros. O peso foi avaliado em balanca
com sensibilidade para detectar variacoes da ordem de miligramas. Os dados

foram coletados e as médias e desvio padréo dos valores foram definidos.

4.8 RT-gPCR
4.8.1 Extracdo de RNA

O RNA mensageiro para analise de expressao génica foi obtido através da
extracdo de RNA total das hipofises de camundongos isoladamente, separadas
por sexo e genotipagem. O RNA foi extraido utilizando o “RNeasy Mini Kit”

(QIAGEN, Valencia, CA, USA), conforme recomendagdes do fabricante (Anexo
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E). ApOos a eluicio do RNA, o material foi quantificado em aparelho
espectrofotometro NanoPhotometer P-300 (Implen, Munique, Alemanha) e foi
determinada a pureza das amostras através das relacdes 260/280 e 260/230,
sendo consideradas para transcricao reversa as amostras com relagdes maiores
que 1,8 e 2,0, respectivamente. A integridade do RNA foi estabelecida por meio
da visualizacao das bandas correspondentes as subunidades 28S e 18S de RNA

ribossomal. Por fim, o material foi estocado a -80°C.

4.8.2 Transcricdo Reversa

O DNA complementar foi sintetizado a partir de 500 nanogramas de RNA
total. E a transcricdo reversa foi realizada através do kit “High-Capacity cDNA
Reverse Transcription” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), de acordo

com as recomendacdes do fabricante (Anexo F).

4.8.3 Analise da expressao génica

4.8.3.1Primers

Os primers foram desenhados utilizando o programa Primer-Blast (NCBI)
em regifes com 50% a 60% de GC e sequéncias alvo especificas com 75 a 150
pb. Estruturas secundarias para os mRNAs dos “amplicons” foram descartadas
através do programa MFOLD. Os primers dos genes Sox2, Nr2el, CD44, Nanog,

Hesx1, Otx2, S100p, Ki67, Sox9, Sox3, Sox2, Lh, Fsh, Gh, Tsh, Prl e Cga foram
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previamente descritos na literatura (Anexo G). As sequéncias nucleotidicas de

cada primer estédo detalhadas no Anexo G.

4.8.3.2 Validacéo

Todas as reacdes foram validadas de acordo com as diretrizes do
“‘Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR

Experiments” (MIQE) (Bustin, Benes et al. 2009).

4.8.3.3 Determinacao da temperatura de anelamento

A temperatura que corresponde a maior eficiéncia de anelamento dos
primers as sequéncias alvo foi determinada através de um gradiente em PCR
convencional nas temperaturas de 54°C, 55°C, 57°C, 60°C e 62°C. A
especificidade de cada primer e temperatura foi determinada por meio da
visualizacdo de banda unica com fragmento de tamanho correspondente ao
“amplicon” esperado em gel de agarose 2%. Controles negativos para testar

contaminacao dos reagentes utilizados foram incluidos em todas as reacoes.

4.8.3.4 Otimizacgédo da concentracao de primers

As concentracdes ideais de primers para se obter o menor ciclo “threshold”
(Cq), minimizando amplificacdo ndo especifica, foram determinadas através de

reacdes com concentragdes variadas de primers senso e reverso (Tabela 2).



Juliana Moreira Silva

36

Tabela 2. Concentracao de primers senso e reverso utilizada para validagcéo

Primer senso (nM)
Primer reverso (nM)
50 300 900
50 50/50 50/300 50/900
300 300/50 300/300 300/900
900 900/50 900/300 900/900

Apoés a reacdo, os resultados foram tabulados e foi determinada, para as
demais reacgdes, a concentracdo Otima de menor Ct e auséncia de amplificacéo
inespecifica. As reacdes foram realizadas em quadriplicata e todos os produtos

foram analisados em gel de agarose a 1% e curva de “melting”.

4.8.3.5 Curva padréo

A eficiéncia de amplificacdo da gPCR foi determinada através da curva
padrao com cinco diluicdes seriadas partindo de 500ng de RNA (500, 200, 100,
50, 25 ng) de amostras de animais selvagens e mutados. A partir dos dados
obtidos, foi gerado um grafico com os valores dos Ct’s versus os fatores de
diluicdo e fez-se uma andlise de regressao linear a partir da inclinacéo da curva

(R?). A eficiéncia foi calculada utilizando a férmula abaixo:

Eficiéncia da PCR = [10(¢Vinclinagdo dacurva) _1] x 100

Foram consideradas ideais as rea¢fes com eficiéncia entre 90% a 105%,

ou seja, com resultados de R? préximos a um.
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4.8.3.6 gPCR

Os cDNAs foram utilizados para analise da expressao génica utilizando o
kit “SYBR™ Green PCR Master Mix” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),

seguindo as recomendagdes do fabricante (Anexo H).

Foram analisados genes codificadores de horménios hipofiséarios, fatores
de transcricdo, marcadores de células-tronco/progenitoras, marcadores de

proliferacdo e diferenciacao celular e genes endodgenos (Tabela 3).
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Tabela 3. Descricao dos genes utilizados na andlise de expressao

Horménios hipofisarios

Gene Referéncia Descricao

Gh NM_ 008117  Growth hormone

Lh NM_008497  Luteinizing hormone beta subunit

Fsh NM_008045  Follicle stimulating hormone beta subunit

Tsh NM_009432  Thyroid stimulating hormone beta subunit

Prl NM_001163530 Prolactin

Cga NM_009889  Glycoprotein hormones alpha subunit

Fatores de transcricao hipofisarios
Sox3 NM_009237  SRY-box containing gene 3 (Sox3), mRNA
Hesx1 NM_010420 Homeobox gene expressed in ES cells (Hesx1)
Otx2 NM_144841  Orthodenticle homolog 2 (Otx2), mRNA
Marcadores de células-tronco/progenitoras
Sox2 NM_011443  SRY-box containing gene 2 (Sox2), mRNA
Nanog NM_028016 Nanog homeobox (Nanog), mRNA
Cd44 NM_009851 CD44 antigen (Cd44), transcript variant 1, mRNA
Nr2el NM_152229  Nuclear receptor subfamily 2, group E, member 1
Marcadores de proliferacdo e diferenciacao celular
Ki67 NM_001081117 Antigen identified by monoclonal antibody Ki67
Sox9 NM_011448 SRY-box containing gene 9 (Sox9), mRNA
S100p NM_009115  S100 protein, beta polypeptide, neural (S100b)
Endbgenos
Actb NM_007393  Actin beta

Hprt

NM_013556  Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase
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As amostras foram amplificadas em um termociclador “AriaMx Real-Time
PCR System” (Agilent, Santa Clara, CA, USA) e a expressao dos genes foi
normalizada utilizando amostras de hipoéfises dos animais selvagens pareados

para sexo e idade e o gene enddégeno de menor variabilidade.

A quantificagdo relativa foi realizada pelo método 224CT de Livak e
Schmittgen (Livak and Schmittgen 2001), em que o ACT representa a diferenga
de expressao entre o gene-alvo e o endogeno da mesma amostra e o AACT
corresponde a diferenca entre o ACT da amostra mutante e o ACT do calibrador
selvagem. Os valores da expressao génica representam o numero de vezes em

gue o gene-alvo esta expresso em relagéo ao calibrador utilizado.

Foi considerada variagcdo acima do valor de erro do método, valores
relativos >2,5 ou <0,4. Para melhor representacao grafica, foi feita a converséao
dos dados de 222CT para “fold change”. Cada amostra foi reproduzida em

triplicata.

4.9 Dosagem hormonal sérica
4.9.1 Coleta

Imediatamente apds a eutanasia dos camundongos, o sangue total foi
coletado em tubo seco com gel separador por meio de puncgdo cardiaca. O
sangue total foi mantido por 30 minutos a temperatura ambiente para permitir a
coagulacao e posteriormente centrifugado por 10 minutos a 1000g. O soro foi

removido e armazenado a -20°C.
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4.9.2 Imunoensaio

Os horménios hipofisarios GH, LH, FSH, TSH e PRL foram quantificados no
soro dos camundongos mutados e controles utilizando o painel de ensaio
multiplex “Mouse Pituitary Magnetic Bead Panel” (MPTMAG-49K, Merck, USA).
O ensaio foi realizado de acordo com as recomendacgfes do fabricante. As
amostras foram diluidas na proporcéo de 1:2 no buffer do ensaio e adicionadas
a placa de ensaio juntamente aos controles e padrdes disponibilizados pelo kit
e, apos a adicao dos reagentes e incubacdes necessarias, a intensidade das
fluorescéncias emitidas foram lidas em um equipamento Luminex 200TM
(Luminex, USA) e processadas e analisadas por meio do software Milliplex
Analyst 3.5.5.0 (Merck, USA) utilizando uma curva padrdo e controles

disponibilizados com o Kkit.

4.10 Imunohistoquimica

As amostras foram previamente cortadas em micrétomo rotativo automatico
Leica RM2255 (Leica Biosystems, Nussloch, Alemanha), distendidas em banho-
maria a 50°C e submetidas a secagem completa em estufa Orion 515 (FANEM,
Sao Paulo, SP, Brasil) a 60°C. Algumas laminas foram selecionadas para
coloracdo histolégica de hematoxilina-eosina para evidenciar as estruturas

citoplasmaticas e nucleares do tecido.

As laminas de melhor qualidade morfolégica foram selecionadas para
marcacgdes com anticorpo contra SOX2. As laminas foram desparafinadas com

xilol, hidratadas em etanol e lavadas com PBS (solugao salina tamponada com
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fosfatos 0,01M/pH 7,4). Posteriormente, foi realizado o bloqueio tecidual com
metanol e perdxido de hidrogénio. A exposicdo dos epitopos foi feita com a
fervura das laminas em acido citrico, seguido de bloqueio de proteinas
inespecificas. A etapa seguinte consistiu da cobertura com anticorpo primario
anti-SOX2 (titulo: 1/1600) crescido em coelho (ab97959, Abcam, San Francisco,
CA, USA). As laminas permaneceram a temperatura ambiente por 12 horas. O
polimero com anticorpo anti-coelho marcado com HRP (“Horseradish
Peroxidase”) foi acrescentado e a revelacdo final realizada com DAB

(Diaminobenzidina, tetracloridrato) (Sigma D5637) (Anexo I).

4.11 Imunofluorescéncia
4.11.1 Coleta e preparo das amostras

Imediatamente ap6s a coleta, as amostras foram fixadas em
paraformaldeido 4% e DMSO 1% e mantidas a 4°C até que o protocolo fosse

continuado.
4.11.2 Reacédo de Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia foi realizada para determinar a estrutura em trés
dimensdes das hipdéfises de camundongos Ames mutados e controles, para
avaliacdo da expressdo dos hormonios hipofisarios a nivel proteico e analise
volumétrica da hipoplasia hipofisaria ja descrita e observada no camundongo
Ames. As amostras foram submetidas a trés lavagens de cinco minutos cada em

PBS 1x além de desidratagédo gradual com metanol 25%, 50%, 75% e 100% por
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cinco minutos cada e uma incubacdo overnight a -20°C. As amostras foram
reidratadas gradualmente com metanol (25%, 50%, 75% e 100%)/PBT 0.5%
(PBS 1x e Triton 0,5%) por cinco minutos cada e incubadas em acetona a -20°C
por nove minutos e, logo apds, incubadas em colagenase (1mg/mL) a
temperatura ambiente sob leve agitacdo. Foram realizadas trés lavagens em
PBT 0,5% por cinco minutos cada e feita uma incubacao de bloqueio “overnight”
com buffer de incubacgéo (IB) a 4°C. Foi retirado o IB e acrescentados 0s
anticorpos primarios anti-SOX2 (ab97959, Abcam, UK) e anti-horménios GH, LH
e FSH na concentracgao de 1:250 e as amostras foram entéo incubadas overnight
a 4°C. Foram realizadas seis lavagens de 15 minutos em PBT 0,5% e as
amostras foram incubadas em IB por duas horas a temperatura ambiente e sob
leve agitacdo. Foi realizada uma incubacdo com iodeto de propideo (excitacao:
358nm e emissdo: 463nm), para a coloracdo dos nudcleos, na proporcdo de
1:1000 e o fluoroforo Alexa Fluor®488 (excitacdo: 493nm e emissao: 520nm) a
4°C overnight em camara escura. Os anticorpos secundarios foram removidos
em seis lavagens de 15 minutos em PBT 0,5% e a amostra foi por fim disposta
em lamina especifica com agarose 1%. A leitura das laminas foi realizada em
microscopio de imunofluorescéncia confocal Zeiss LSM 780-NLO (Carl Zeiss,
USA) e o processamento e analise das imagens foi realizado no software “ZEN

Black Microscope and Imaging” (Carl Zeiss, USA).

4.11.3 Determinacédo da intensidade de emisséo de fluorescéncia

A intensidade de emissao de fluorescéncia do marcador de células tronco

hipofisarias SOX2 e dos horménios hipofisarios GH, LH e FSH foi determinada
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por meio da média de intensidade de emissao das fluorescéncias de dez campos
independentes em trés imagens de cada grupo de estudo (controles e Ames

mutado). Os dados foram representados em unidade arbitraria.

4.12 Anédlise histolégica das gbnadas

Avaliacao histolégica das gébnadas de camundongos machos e fémeas do
grupo mutado e controle foi realizada. Ap6s o sacrificio, a cavidade abdominal
dos animais foi aberta e os ovarios e testiculos removidos, o excesso de gordura
dissecado e as gonadas fixadas por imersao em parafolmaldeido 4% por 24
horas. Apos a fixacao, foi realizada a desidratacdo gradual em solucéo crescente

de alcool etilico e incluidos em parafina.

A analise gonadal deu-se por cortes seriados de 5 um de espessura dos
blocos de parafina, adotando como referéncia o eixo vertical de cada o6rgao
(sentido longitudinal). Os cortes foram dispostos em laminas de vidro e corados

pelo método hematoxilina-eosina (HE).

Os foliculos foram categorizados em quatro classes: pequenos (foliculos
primordiais e primarios — com uma camada de células escamosas ou cubicas na
granulosa), em desenvolvimento (com mais de uma camada de células na
granulosa), antrais (com presenca de antro) e pré-ovulatérios (com presenca de

uma rima de células do cumulus ao redor do odcito).

Os testiculos foram categorizados de acordo com o escore de Johnsen,
por meio da andlise de tubulos seminiferos isolados e média de escores

encontrados em cada tdbulo, que foram classificados de acordo com as
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caracteristicas descritas na Tabela 4.

Tabela 4. Descricdo do Escore de Johnsen

Pontuacéo Descrigao

10 Espermatogénese completa com muitos espermatozoides. Epitélio
germinativo organizado, com espessura regular e luz aberta.

9 Muitos espermatozoides. Epitélio germinativo desorganizado, com
evidente descolamento ou obliteragao do limen.

8 Apenas alguns espermatozéides. (<5 — 10)

7 Auséncia de espermatozoéides e presenca de muitas espermatides.

6 Auséncia de espermatozoides e presenca de algumas espermatides.
(<5-10)

5 Auséncia de espermatozoides e espermatides. Presenca de muitos
espermatocitos.

4 Auséncia de espermatozoides e espermatides. Presenca de alguns
espermatqcitos. (<5)

3 Presenca de espermatogonias.

2 Auséncia de células germinativas e presenca de células de Sertoli.

1 Auséncia de células.

Fonte: (Johnsen, 1970)(Johnsen 1970)
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4.13 Anédlise Estatistica

As andlises foram realizadas utilizando o software “Statistical Package for

Social Sciences” (SPSS) versao 24.0 (SPSS Inc., USA).

Os resultados foram representados pela média e/ou mediana + desvio-
padrdo. Todos os dados foram testados para a normalidade de distribuicdo dos
valores pelo teste de Shapiro-Wilk e para a homogeneidade da variancia pelo

teste de Levene (Field 2009).

Variaveis continuas e normalmente distribuidas foram avaliadas através
de teste t de “student”, enquanto que as variaveis ndo distribuidas normalmente
e com variancia ndo homogénea foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis
para verificar a existéncia de diferenca entre as médias dos grupos estudados.
Estas mesmas variaveis foram também avaliadas pelo teste Mann-Whitney.

Foram considerados significativos os valores menores a 5% (p<0,05).
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Resultados
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A determinacdo dos padrdes de expressdo de genes codificadores dos
marcadores de células tronco hipofisarias, fatores de transcricdo, marcadores de
proliferacdo e diferenciacdo e horménios hipofisarios foram determinados e
correlacionados aos niveis circulantes dos horménios hipofisarios, expressao
proteica hipofisaria de SOX2, GH, LH e FSH, além da resposta gonadal aos
estimulos das gonadotrofinas hipofisarias em um modelo de hipopituitarismo

congénito com mutagao espontanea no gene Propl.

Neste modelo, foi determinado que machos e fémeas apresentam
comprimento e peso reduzidos em comparac¢do ao camundongo controle normal

de mesmo sexo e idade (Figura 2 e Tabela 5).
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Figura 6. Dados antropométricos de comprimento naso-anal (A) e peso (B) de
camundongos Ames (barras azuis e vermelhas claras) comparados a controles
normais (barras azuis e vermelhas escuras) nos periodos de 30 dias (30d) e 40
dias (40d).
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Tabela 5. Dados antropométricos de camundongos Ames comparados a
controles normais nos periodos P30 e P40.

Lo+ L i | e |
0,49

+/+ 6 11,04 6,96 0,29

Fémea 30d <0,0001 <0,0001
/- 6 4,02 0,95 4,92 0,22
+/+ 5 15,30 1,01 8,26 0,45

Fémea 40d <0,0001 <0,0001
/- 6 4,51 0,76 5,2 0,43
+/+ 6 10,71 1,33 7.1 0,91

Macho 30d <0,0001 0,0003
-/- 6 4,71 1,16 4,88 0,43
+/+ 6 17,64 1,60 8,56 0,61

Macho 40d <0,0001 =Lhtre
= 6 5,46 1,29 542 0,60

5.1 gPCR

Como a variacao entre as expressodes do genes avaliados neste estudo foram
normais e sem diferenca estatistica entre o sexos, 0s resultados da analise
transcricional é representado como a meédia entre os grupos de macho e fémea

mutados e normais de cada periodo analisado.

e Puberdade: P30

As hipodfises de animais Ames e controles normais de ambos 0s sexos
foram coletadas no trigésimo dia ap0s o nascimento, correspondendo ao inicio
da maturacdo sexual do camundongo normal (quarta semana do
desenvolvimento pdés-natal). Os resultados estdo descritos nas figuras abaixo

(Figuras 7-10, Dados brutos Anexo I).
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e Marcadores de células tronco/progenitoras

Nos camundongos mutados observa-se 0 aumento da expressao relativa
de todos os marcadores de células tronco/progenitoras, com relevancia
estatistica para todos os genes avaliados, inclusive o gene Sox2, principal
marcador de células tronco/ progenitoras hipofisarias (Figura 7, Dados brutos

Anexo ).

MARCADORES DE CELULA TRONCO
15

%k 3k %k

* %

% 3k %k

12

Sox2 Nanog CD44 Nr2e1

Figura 7. Expressdo relativa dos genes marcadores de células
tronco/progenitoras no P30 do animal Ames (n=10).

NOTA: Os valores estdo expressos em “fold change”, relacionando as médias dos
mutantes machos e fémeas em P30 em relacdo ao selvagem, representado como 1.
*n<0,01 e ***p<0,001.

e Marcadores de proliferacao e diferenciacédo celular

Observa-se a diminuigéo da expressao relativa do marcador de proliferacéo
celular Ki67, com consequente aumento na expressao dos marcadores de

diferenciacdo Sox9 e S1004 (Figura 8, Dados brutos Anexo I).
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MARCADORES DE PROL!FERAQI\O E
DIFERENCIACAO

* %k %k

12

%k %k x
0 ——————

Ki67 Sox9 S100b

Figura 8. Expressao relativa dos genes marcadores de proliferacdo e

diferenciacao celular no P30 do animal Ames (n=10).

NOTA: Os valores estdo expressos em “fold change”, relacionando as médias dos
mutantes machos e fémeas em P30 em relagdo ao selvagem, representado como 1.
***n<0,001.

e Fatores de transcricdo hipofisarios

Observa-se 0 aumento da expressao relativa dos fatores de transcricdo

hipofisarios precoces Otx2, Sox3 e Hesx1 (Figura 9, Dados brutos Anexo ).
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FATORES DE TRANSCRIGAO HIPOFISARIOS
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Oix2 Sox3 Hesx1

Figura 9. Expressao relativa dos genes codificadores dos fatores de transcri¢cao
hipofisarios no P30 do animal Ames (n=10).

NOTA: Os valores estdo expressos em “fold change”, relacionando as médias dos
mutantes machos e fémeas em P30 em relagdo ao selvagem, representado como 1.
**p<0,01 e ***p<0,001.

e Hormaénios hipofiséarios

Apesar da mutacao espontanea presente no fator de transcricéo hipofisario
Propl, observa-se o aumento da expressao relativa dos genes codificadores dos
horménios hipofisarios FSH e TSH, enquanto a expressdo dos genes
codificadores dos hormdnios PRL, GH, LH e CGA apresenta-se reduzida (Figura

10, Dados brutos Anexo ).
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HORMONIOS
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Figura 10. Expressédo relativa dos genes codificadores dos hormonios

hipofisarios no P30 do animal Ames (n=10).

NOTA: Os valores estdo expressos em “fold change”, relacionando as médias dos
mutantes machos e fémeas em P30 em relagdo ao selvagem, representado como 1.
**p<0,01 e ***p<0,001.

Puberdade: P40

As hipdfises de animais Ames e controles normais de ambos 0s sexos
foram coletadas no quadragésimo ap0s 0 nascimento, correspondente ao
periodo de maturacéo sexual completa no camundongo normal (quarta semana
do desenvolvimento pos-natal). Os resultados podem ser observados nas figuras

abaixo (Figuras 11- 14, Dados brutos Anexo ).

e Marcadores de células tronco/progenitoras

Nesse grupo de fémeas mutante e selvagem observa-se a reducéo da

expressao relativa de todos os marcadores de células tronco/progenitoras com
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relevancia estatistica para todos os genes avaliados (Figura 11, Dados brutos

Anexo ).
MARCADORES DE CELULA TRONCO
1.5
1 ______________________________________
0.5
0 |

Sox2 Nanog Cd44 Nr2e1

Figura 11. Expressdao relativa dos genes marcadores de células

tronco/progenitoras no P40 do animal Ames (n=10).

NOTA: Os valores estdo expressos em “fold change”, relacionando as médias dos
mutantes machos e fémeas em P40 ao selvagem, representado como 1. **p<0,01 e
***n<0,001.

e Marcadores de proliferacao e diferenciacédo celular

Em P40 observa-se a diminuicdo da expressao relativa do marcador de
proliferacdo celular Ki67 e dos marcadores de diferenciacdo celular Sox9 e

S1004 (Figura 12, Dados brutos Anexo I).
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MARCADORES DE PROLIFERAGAO E
DIFERENCIACAO
1.5

%k 3k %k

0.5

%k %k *x

* %k %k

o T ’—‘

$100b Ki67 Sox9

Figura 12. Expressdo relativa dos genes marcadores de proliferacdo e
diferenciacao celular em P40 do animal Ames (n=10).

NOTA: Os valores estdo expressos em “fold change”, relacionando as médias dos

mutantes machos e fémeas em P40 ao selvagem, representado como 1. ***p<0,001.

e Fatores de transcricéo hipofisarios

Observa-se a reducédo da expressao dos fatores de transcricao hipofisarios
Hesx1l e Sox3 e o aumento da expressao relativa do Otx2 (Figura 13, Dados

brutos Anexo I).
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FATORES DE TRANSCRIGAO HIPOFISARIOS

* %k %k

* %k %k

Hesx1 Sox3 Otx2

Figura 13. Expressao relativa dos genes codificadores dos fatores de transcri¢cao

hipofisarios em P40 do animal Ames (n=10).

NOTA: Os valores estdo expressos em “fold change”, relacionando as médias dos
mutantes machos e fémeas em P40 ao selvagem, representado como 1. *p<0,05 e
***n<0,001.

e Hormaénios hipofiséarios

As amostras coletadas no P40 (quarta semana do desenvolvimento pés-
natal) apresentam aumento da expressdo de FSH. Além disso, observa-se o
aumento da expressao relativa dos genes codificadores dos horménios LH, PRL
e GH. H4 ainda a reducao da expressao dos genes codificadores da subunidade
alfa glicoproteica CGA, somada a reducéo da expressao do gene codificador do

TSH (Figura 14, Dados brutos Anexo ).
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HORMONIOS
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Figura 14. Expressdo relativa dos genes codificadores dos hormoénios

hipofisarios no P40 do animal Ames (n=10).

NOTA: Os valores estdo expressos em “fold change”, relacionando as médias dos
mutantes machos e fémeas em P40 ao selvagem, representado como 1. *p<0,05 e
***n<0,001.

Adulto

A expressao dos marcadores de células tronco/progenitoras, proliferacéo,
diferenciacdo, dos fatores de transcricdo e genes codificadores dos horménios
hipofisarios foi avaliada em camundongos mutados e controles normais na vida
adulta P60 (oitava semana do desenvolvimento pdés-natal) como controle

negativo para expressao dos horménios hipofisarios.
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e Marcadores de células tronco/progenitoras

Observa-se a expressao semelhante dos marcadores de célula
tronco/progenitoras Nanog e Nr2el em camundongos mutados e selvagens e
aumento da expressao do marcador de células tronco/ progenitoras hipofisarias

Sox2 e do Cd44 em P60 de camundongo macho (Figura 15, Dados brutos Anexo

).

MARCADORES DE CELULA TRONCO

%k 3k %k

* %

PY—

Nanog Nr2e1 Sox2 CD44

Figura 15. Expressdo relativa dos genes marcadores de células
tronco/progenitoras na vida adulta do animal Ames (n=6).

NOTA: Os valores estdo expressos em “fold change”, relacionando as médias dos
mutantes machos e fémeas em P40 ao selvagem, representado como 1. **p<0,01 e
*#**0n<0,001.

e Marcadores de proliferacao e diferenciacédo celular
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Observa-se a diminuigéo da expresséao relativa do marcador de proliferagcéo
celular Ki67 e do marcador de diferenciacdo S1004, com aumento na expressao

do marcador de diferenciacdo Sox9 (Figura 16, Dados brutos Anexo I).

MARCADORES DE PROLIFERACAO E
DIFERENCIACAO

%k 3k %k

 mie

Ki67 S$100b Sox9

Figura 16. Expressdo relativa dos genes marcadores de proliferacdo e
diferenciacao celular na vida adulta do animal Ames (n=6).

NOTA: Os valores estdo expressos em “fold change”, relacionando as médias dos
mutantes machos e fémeas em P40 ao selvagem, representado como 1. **p<0,01 e
***p<0,001.

e Fatores de transcricéo hipofisarios

Observa-se a reducdo da expressdo do fator de transcricdo hipofisario
Sox3 e o0 aumento da expressao relativa dos genes Hesx1l e Otx2 (Figura 17,

Dados brutos Anexo I).
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FATORES DE TRANSCRIGAO HIPOFISARIOS
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Sox3 Otx2 Hesx1

Figura 17. Expressao relativa dos genes codificadores dos fatores de transcri¢cao
hipofisarios Sox3, Otx2 e Hesx1 na vida adulta do animal Ames (n=6).

NOTA: Os valores estdo expressos em “fold change”, relacionando as médias dos
mutantes machos e fémeas em P40 ao selvagem, representado como 1. **p<0,01 e
***p<0,001.

e Hormaénios hipofiséarios

Como esperado, a expressdo dos genes codificadores dos horménios
hipofisarios apresenta-se diminuida em relacdo ao selvagem, na vida adulta do

animal Ames mutado (Figura 18, Dados brutos Anexo ).
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HORMONIOS
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Figura 18. Expressao relativa dos genes codificadores dos hormonios
hipofisarios na vida adulta do animal Ames (n=6).

NOTA: Os valores estdo expressos em “fold change”, relacionando as médias dos
mutantes machos e fémeas em P40 ao selvagem, representado como 1. *p<0,05,
**p<0,01 e **p<0,001.
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5.2 Dosagem sérica hormonal

61

A dosagem das gonadotrofinas hipofisarias no sangue (Figura 19) ndo

diferiu significantemente entre animais mutados e controles normais em nenhum

dos grupos ou sexos para 0 hormonio luteinizante (LH) (Figura 19 — A e C),

enquanto que o FSH mostrou-se estatisticamente diferente, com maior valor

para o controle normal, no periodo P30 para machos e fémeas (Figura 19 -B e

D). Em P40, n&o houve diferenga nas doses circulantes de FSH entre controles

e mutados (Figura 19 — B e D).
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— —

-I- 30d ++ 40d -I- 40d

Figura 19. Dosagem sérica dos hormdnios hipofisarios LH e FSH em

camundongos machos e fémeas nos periodos 30d (n=8) e 40d (n=8).

A dosagem de horménio de crescimento (GH) n&o foi diferente

estatisticamente entre mutados e controles normais nas fémeas em nenhum dos
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periodos estudados (Figura 20A), enquanto nos machos houve maior secrecao

de GH em P30 em machos normais comparados aos mutados e nenhuma

diferenca em P40 (Figura 20B).
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Figura 20. Dosagem sérica do horménio hipofisario GH em camundongos

machos e fémeas nos periodos de 30d (n=8) e 40d (n=8).

A dosagem do horménio tireoestimulante (TSH) (Figura 21) nao diferiu
significantemente entre animais mutados e controles normais em nenhum dos

grupos ou sexos.
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Figura 21. Dosagem sérica do horménio hipofisario TSH em camundongos

machos e fémeas nos periodos de 30d (n=8) e 40d (n=8).
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Observa-se o aumento da secrec¢do de prolactina (PRL) (Figura 22) nos

controles normais em ambos 0s sexos e em todos o0s periodos estudados.
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Figura 22. Dosagem sérica do hormbnio hipofisario PRL em camundongos
machos e fémeas nos periodos de 30d (n=8) e 40d (n=8).

Os dados brutos, expressos como a mediana de cada grupo estudado em
picograma por militros, e os desvios e significancias correspondentes estédo

representados como mediana na tabela 6.
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Tabela 6. Dosagem sérica dos hormonios hipofisarios GH, LH, FSH, TSH e PRL em camundongos machos e fémeas nos periodos
de 30d (n=8) e 40d (n=8).

ediana Mediana Mediana, Mediana Mediana
--30d 2828 33843 382 416 6615 300 497 5 332,16 43 85 20,68
0,194 0,546 0,029 0,779 0,029
+/+ 30d 4530 16299 184,73 1829 30885 12997 4315 150,85 53465 422122
9 --40d 131,48 1636,3 609 224 15156 11829 672 104 29 21,28 19,4
0,064 0274 0,500 0,149 0,035
+/+ 40d 3466 387,14 339 995 2647 776,55 11335 522,72 70495 2144
--30d 14,62 316,61 4755 228 519 23812 663 140,43 63799 667882
0,05 0943 0,05 0,408 0,05
+/+ 30d 2098 7442 85 3725 136,72 557135 408162 5695 298,37 60855 24087
--40d 22667 592334 503.5 138 33525 4714,5 891,5 480,73 283 733,33
1,00 0,343 0,087 0,080 0,05

++40d 18575 824,13 35865 4239 158295 19356 18125 4851 38875 2861,74
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5.3 Imunohistoquimica

Inicialmente, a técnica de imunohistoquimica foi utilizada para validacdo
dos dados transcricionais do marcador de células tronco/ progenitoras

hipofisarias SOX2 a nivel proteico.

Como ja descrito na literatura, houve imunomarcacédo para SOX2 na regiao

gue circunda a fenda de Rathke e em nichos difusos pela glandula tanto nos

animais selvagens (Figura 23A), como nos mutados (Figura 23B) em P40.

Figura 23. Imunolocalizagdo de SOX2 em camundongo controle (A) e mutado
(B) em P40. Observa-se expressao de SOX2 na zona marginal (setas pretas) e
em nichos difusos pela glandula (seta vermelha). SOX2 (1:1600).

A dismorfologia glandular e qualidade das laminas tornou a
imunohistoquimica inadequada para analise da expressdo dos hormoénios

hipofisarios a nivel proteico.
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Sendo assim, optamos por uma técnica que permitisse a visualizagao
volumétrica do tecido, devido a hipoplasia e dismorfologia do animal mutado, e
que utilize a amostra a fresco, eliminando as dificuldades técnicas relacionadas

a qualidade da lamina e técnica de desparafinizagéo.

5.4 Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia foi realizada em hipéfises de camundongos mutados
e controles normais em P60 para padronizacdo do método e posterior expansao

do numero de animais e periodos analisados.

Observa-se 0 aumento da expressao proteica de SOX2 no animal mutados,
0 que condiz com o esperado, uma vez que espera-se a reducdo de ceélulas
hipofisarias diferenciadas. A marcacdo nuclear do anticorpo mostrou-se
especifica e condizente com a localizac&o previamente determinada pela imuno-

histoquimica.

Observa-se reducdo da expressdo de LH no animal mutado, como
esperado. O anticorpo contra LH mostrou-se especifico, possibilitando a
visualizagdo da marcagao citoplasmatica correspondente na zona marginal do

lobo anterior hipofisario.

Observa-se 0 aumento da expressao de FSH no animal mutado em relacéo
ao controle normal, fato que deve-se, provavelmente, ao nimero maior de
células hipofisérias devido a hipoplasia e dismorfologia da glandula. O anticorpo
contra FSH mostrou-se especifico, possibilitando a visualizagdo da marcagao

citoplasmatica correspondente na zona marginal do lobo anterior hipofisario.
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Observa-se reducéo da expressdo de GH no animal mutado em relagéo ao
controle normal. O anticorpo contra GH mostrou-se especifico, possibilitando a

visualizagdo da marcagao citoplasmatica no lobo anterior hipofisario.
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Controle normal

Mutado

Figura 24. Imunofluorescéncia “whole mount” de hipdfise utilizando o marcador de células tronco hipofisarias SOX2 em
camundongos machos adultos (60d), representado em verde. Nucleos marcados por iodeto de propideo, representado em vermelho.

Aumento de 40x.
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Controle normal

Mutado

Figura 25. Imunofluorescéncia “whole mount” de hipéfise do horménio LH em camundongos machos adultos (60d), representado

em verde. Nucleos marcados por iodeto de propideo, representado em vermelho. Aumento de 40x.
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Controle normal

Mutado

Figura 26. Imunofluorescéncia whole mount de hipéfise do horménio FSH em camundongos machos adultos (60d), representado

em verde. Nucleos marcados por iodeto de propideo, representado em vermelho. Aumento de 40x.
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Controle normal

Mutado

Figura 27. Imunofluorescéncia “whole mount” de hipéfise do horménio GH em camundongos machos adultos (60d), representado

em verde. Nucleos marcados por iodeto de propideo, representado em vermelho. Aumento de 40x.



Juliana Moreira Silva 72

As intensidades de emissdo dos marcadores correspondentes a cada
proteina analisada estéo representadas graficamente (Grafico 1), demonstrando o
aumento da expressédo de SOX2 nos animais mutados (n=3), bem como aumento

da expresséo de LH e GH nos controles normais (n=3).

O Controle normal

O Mutante
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Grafico 1. Representacédo gréafica da intensidade de emisséo de fluorescéncia do
marcador de células tronco hipofisarias SOX2 e dos hormdnios hipofisarios LH,
FSH e GH em camundongos machos no periodo P60. * p<0,05

5.5 Histologia gonadal

Os ovarios das fémeas mutadas apresentam morfologia normal, apesar de
estarem reduzidos em tamanho. Os foliculos encontrados nos animais mutados
eram de tipo, numero e morfologia semelhante aos das fémeas controle de mesma
idade (Figuras 28 e 29). Apesar dos dados encontrados serem de acordo com a

normalidade, as fémeas mutadas sao inférteis.
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Ovario 30d - Mutante Ovario 30d — Controle normal

40x 40x

Figura 28. Histologia de ovarios de camundongos fémeas no periodo de 30d
corados em HE. Aumento de 40x.

Classificagcao da Reserva Folicular Ovariana
14

12

10

5 b

Pequenos Em desenvolvimento Antrais Pré- ovulatorios

Nuamero de foliculos

mControle P30  Mutado P30 mContole P40 o Mutado P40

Figura 29. Representagdo grafica da contagem de foliculos de fémeas mutantes
em P30 e P40. Os foliculos foram classificados como pequenos (foliculos
primordiais e primarios), em desenvolvimento (com mais de uma camada de células
na granulosa), antrais (com presenca de antro) e pré-ovulatérios (com presenca de
uma rima de células do cumulus ao redor do odcito).
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Apesar de serem inférteis, os testiculos dos animais mutados sdo normais e
aparentemente maiores que os de controles normais (em relagdo ao tamanho
corporal) (dados observacionais). A espermatogénese foi iniciada nos animais
mutados, apesar de apresentarem menos espermatozoides nos tabulos
seminiferos em relacdo aos controles normais (Figura 30). Adicionalmente, os
tubulos seminiferos sdo menores em didmetro que em animais controle. O escore
de Johnsen dos animais mutados variou entre 7 e 8, enquanto 0s normais tiveram

escore entre 8 e 9.

Testiculo 30d - Mutante Testiculo 30d — Controle normal

40x 40x

Figura 30. Histologia de testiculos de camundongos machos no periodo de 30d

corados em HE. Aumento de 40x.
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Discussao
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Neste estudo, foi demostrado pela primeira vez o dinamismo entre a
expressdo do marcador de células tronco hipofisarias Sox2 e hormonios
hipofisarios. Além disso, também foi observada a recuperacdo da capacidade de
diferenciacdo de células tronco/progenitoras hipofisarias em modelo animal de
hipopituitarismo congénito por mutacdo espontanea no gene Propl durante o
periodo puberal. Somado ao mecanismo de producdo hormonal a partir de células
tronco/progenitoras hipofisarias, a analise temporal do periodo puberal do
camundongo Ames evidenciou que, com a progressao da maturacdo sexual, ha a
reducdo da expressdo do marcador de células tronco/progenitoras hipofisarias
SOX2", evoluindo com a elevacdo dos genes codificadores dos horménios LH
(7,54x), FSH (25x) e PRL (2,09X) em relacdo ao animal selvagem, além da

normalizacdo da expressdo do gene codificador de GH (1,11x).

6.1 O fator de transcricdo PROP1 ndo € essencial para a diferenciacéo

terminal hormonal hipofisaria em camundongos Ames

A provavel funcéo do fator de transcricdo PROP1 é regular a liberacdo de
células progenitoras da zona marginal e promover a diferenciacdo terminal atraves
do mecanismo de transicdo epitélio-mesenquimal (Davis, Castinetti et al. 2010,
Pérez Millan, Brinkmeier et al. 2016). O PROP1 forma um complexo com a -
catenina para ativar o gene Poulfl (Ward, Raetzman et al. 2005, Himes and
Raetzman 2009, Cheung, Davis et al. 2017). Contudo, o PROP1 nao é estritamente
necessario para a ativacdo do Poulfl, uma vez que pequenas populacdes de
células tireotréficas, somatotréficas e lactotréficas POULF1" estdo presentes no

lobo anterior hipofisario de camundongos Prop19™ (Gage, Brinkmeier et al. 1996).
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Camundongos com hiperexpressdo do PROP1 apresentam diminuicdo da
expressdo dos genes Lhb e Fshb e hipogonadismo transiente, sugerindo que a
repressdo do PROP1 é importante para o desenvolvimento e diferenciacdo dos
gonadotrofos (Cushman, Watkins-Chow et al. 2001). A hiperexpressao do PROP1
leva também ao retardo de crescimento e puberdade em camundongos machos
(Cushman, Watkins-Chow et al. 2001). Estes dados reforcam os achados deste
estudo, onde houve hiperexpressédo dos genes Lhb e Fshb além de gbnadas com
aspecto morfologico e funcional normais na auséncia do fator de transcricdo
PROP1.

Apesar da hipoexpressdo do PROP1 ser necessaria para o inicio da
expressdo de genes relacionados a diferenciacdo das células hipofiséarias, este
fator de transcricdo € importante em processos anteriores da cascata de
diferenciacao terminal. No presente estudo foi constatado que as células tronco/
progenitoras hipofisarias sdo capazes de diferenciar-se e formar somatotrofos,
gonadotrofos e tireotrofos e secretar os hormdnios correspondentes a estes tipos
celulares, mesmo na auséncia de um fator até entdo considerado essencial para a
diferenciacao terminal hipofisaria, o PROP1. Este fendbmeno é comprovado pelo
aumento da expressdo do marcador hipofisario de células tronco/ progenitoras
SOX2 no inicio da maturacdo sexual de machos e fémeas (P30), com posterior
reducdo de expressdo no periodo de maturacdo sexual completa (P40),
concomitante a normalizacdo dos niveis séricos de GH, LH, FSH e TSH e aumento
da expresséo dos genes codificadores destes hormonios.

A normalizagcdo ou elevagdo da expressao de genes codificadores dos
horménios hipofisarios ndo é esperada em animais Prop®”" uma vez que o fator

de transcricdo PROP1 é essencial para a diferenciacdo terminal da linhagem
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gonadotrdéfica, ativacdo do gene Poulfl (Pitl) e posterior determinacdo da
linhagem PIT1 dependente (Sornson, Wu et al. 1996, Raetzman, Ward et al. 2002,
Davis, Keisler et al. 2016). Portanto, com os dados apresentados neste estudo,
sugere-se a participacao de fator(es) que compensem a auséncia do PROP1 como
mecanismo de “backup” para periodos de maior demanda hipofisaria, como a
puberdade. Este fendbmeno j4 foi descrito em diversas condi¢des fisioldgicas
(Rizzoti, Akiyama et al. 2013) e patoldgicas (Fu, Gremeaux et al. 2012, Fu and
Vankelecom 2012, Willems, Fu et al. 2016), atribuindo o sistema de “backup”
hipofisario ao pool de células tronco/ progenitoras presentes na hipofise, que
diferenciam-se em células produtoras hormonais para suprir a demanda
necessaria.

Em modelos de hipopituitarismo adquirido, ja foi observada a resposta a
danos hipofisarios e recuperacdo das linhagens hormonais afetadas (Borrelli,
Heyman et al. 1989, Vankelecom 2007, Fu, Gremeaux et al. 2012, Fu and
Vankelecom 2012, Willems, Fu et al. 2016). Ja em modelos de hipopituitarismo
congeénito, ndo existem estudos que demonstrem a recuperacao da capacidade de
diferenciacao de células tronco/progenitoras em células hipofiséarias.

Os dados obtidos neste estudo sugerem o recrutamento do pool de células
tronco/ progenitoras hipofisarias durante a maturacdo sexual de camundongos
Ames e diferenciacdo progressiva da linhagem celulares gonadotréfica. Contudo,
apesar dos camundongos com muta¢ao espontanea no gene Propl serem capazes
de recuperar a capacidade de diferenciar os diversos tipos celulares hipofisarios e
produzir e secretar hormdnios, ndo foram demonstrados sinais de restauro do das
deficiéncias hormonais, uma vez que os camundongos Prop1%d n4o recuperam o

retardo de crescimento, além de serem inférteis e apresentarem hipotireoidismo,
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corroborando com a manutencgdo do fendtipo previamente descrito, com deficiéncia
de GH, TSH e PRL e comprometimento gonadotréfico parcial, o que difere dos
casos de recuperacdo descritos em hipopituitarismo adquirido, onde ocorre
também o restauro do fenétipo. Gage e colaboradores (Gage, Brinkmeier et al.
1996) também demonstraram a presenca de células somatotréficas em hipéfises
de camundongos Ames mutados, relacionando o déficit de crescimento dos
camundongos mutados a falhas na secrec¢éo de GH.

Em humanos, variantes no gene PROP1 sdo as principais causas de
hipopituitarismo congénito e causam deficiéncias de GH, TSH, PRL, LH e FSH (Wu,
Cogan et al. 1998, Osorio, Marui et al. 2002, Navardauskaite, Dusatkova et al.
2014). As alteracBes morfoldgicas hipofisarias sdo variaveis e caraterizadas por
neurohipdfise tépica (Mendonca, Osorio et al. 1999, Osorio, Marui et al. 2002,
Obermannova, Pfaeffle et al. 2011, Navardauskaite, Dusatkova et al. 2014), além
de casos de hiperplasia seguida por hipoplasia hipofisaria ndo associadas a
diferencas fenotipicas ou hormonais (Turton, Mehta et al. 2005), o que néao é
observado em camundongos (Davis, Keisler et al. 2016). Assim como descrito por
Ward e colaboradores (Ward, Raetzman et al. 2005), em humanos também sao
descritos casos de hipoplasia hipofisaria. Sabe-se ainda que, em humanos com
tumores hipofisarios e mutacdes inativadoras no gene PROP1, a analise histolégica
tumoral revelou a presenca de todos os tipos celulares produtores de horménios
hipofisarios, além da presenca de células foliculoesteladas (consideradas uma das
populacdes de células tronco/progenitoras hipofisaria) e auséncia de tracos
proliferativos (Zygmunt-Gorska, Starzyk et al. 2009). Estes dados corroboram com
os achados do presente estudo onde mostra-se a expressao de genes

codificadores dos hormdénios hipofisarios com redugédo do marcador de proliferacdo
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celular Ki67. Apesar das semelhancas fenotipicas entre o modelo animal Ames e o
curso do hipopituitarismo em humanos, sabe-se que o camundongo com mutagao
espontanea no gene Propl néo evolui com deficiéncia de ACTH, enquanto que, em
humanos, este fenétipo é variavel mesmo em membros de uma mesma familia
(Mendonca, Osorio et al. 1999, Osorio, Marui et al. 2002, Bottner, Keller et al. 2004,
Nasonkin, Ward et al. 2011, Obermannova, Pfaeffle et al. 2011, Navardauskaite,

Dusatkova et al. 2014).

6.2 Apesar de serem inférteis e apresentarem hipoplasia gonadal, os
camundongos Ames apresentam morfologia e resposta gonadal normais

em relacdo a animais controles

A maturacao sexual em camundongos é dependente da acdo gonadotrofica
e a liberacédo das gonadotrofinas LH e FSH é simultanea. Sugere-se que o padréo
de expressado anormal dos genes codificadores dos horménios hipofisarios LH e
FSH durante a puberdade do animal Propl”, n&o relacionado ao padrdo de
expressao gonadotréfico normal, pode explicar a falta de reflexo funcional destes
achados.

Em experimentos realizados por Bartke e colaboradores, foi demonstrado o
retardo da maturacdo sexual de camundongos Ames de ambos 0S Sexos em
aproximadamente trés semanas e a capacidade fértil de animais mutados macho
formarem prole sem tratamento hormonal prévio (Chandrashekar, Zaczek et al.

2004). Além disso, 0 mesmo grupo demonstrou a restauracdo da fertilidade de
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camundongos Ames machos e a capacidade de maturacdo sexual completa de
machos e fémeas apoés tratamento com GH, levotiroxina e prolactina por quarenta
dias (108). Estes dados sugerem a capacidade regenerativa da linhagem
gonadotréfica e da necessidade da interacdo de mais de um fator para que ocorra
a resposta as gonadotrofinas e desenvolvimento das caracteristicas de sexuais
secundarias e fertilidade dos camundongos. Sendo assim, a falta de GH no inicio
da quarta semana de desenvolvimento pés-natal (puberdade) pode ter contribuido
para a auséncia de maturacao sexual completa e restauro da fertilidade dos animais
mutantes espontaneos para o gene Propl. Corroborando com esses dados,
estudos mostram que camundongos “knockout” para o receptor de GH, apesar de
apresentarem reducdo das gonadotrofinas e retardo puberal, sdo subferteis,
demonstrando a relacdo do GH com a puberdade e fertilidade (Chandrashekar,
Zaczek et al. 2004). Portanto, a deficiéncia de GH dos camundongos Ames pode
ser um fator determinante para a falta de reflexo funcional na recuperacdo da
capacidade de producdo hormonal hipofisaria. (Bartke 1965, Vergara, Smith-
Wheelock et al. 2004).

Neste estudo foram observados numero e morfologia semelhante de
foliculos ovarianos em fémeas mutadas e controles, dado também observado por
Batke e colaboradores (BARTKE 1964), que também demonstraram que as fémeas
mutadas tem ciclos ovarianos normais e tornam-se férteis ap6s estimulo hormonal
(Bartke, Brown-Borg et al. 2001, Bartke, Wright et al. 2001). Schneider e
colaboradores (Schneider, Matkovich et al. 2017) avaliaram a reserva folicular de
fémeas mutadas com doze meses de idade e constataram uma reserva de foliculos
primordiais trés vezes maior que a dos controles normais, além de reservas normais

de foliculos primarios e terciarios. Nos camundongos mutados machos, observou-
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se morfologia testicular semelhante aos controles, com testiculos aumentos nos
camundongos mutados em relagcdo ao tamanho do animal, quando comparado ao
controle. Os dados histolégicos corroboraram com o que ja havia sido descrito na
literatura e refletem o fendmeno observado a nivel transcricional, proteico e sérico.

Na vida adulta, porém, ndo é observado o aumento da expressdo de
marcadores de diferenciacao ou relacionados a producéo hormonal, sugerindo que
a recuperacdo observada no periodo puberal € transitoria e relacionada ao

aumento da demanda hipofisaria.

6.3 Perfil transcricional dos marcadores de proliferacdo e diferenciacdo

corroboram com o fendbmeno descrito

Na adenohipdfise normal, o numero de celulas proliferativas decai
progressivamente, ao passo que o numero de células diferenciadas aumenta. No
inicio da organogénese hipofisaria, as células apresentam as maiores taxas
proliferativas em respostas a fatores de crescimento tanto no animal mutado como
no selvagem (Ward, Raetzman et al. 2005, Ward, Stone et al. 2006). A hipofise do
camundongo continua crescendo do fim do periodo embrionario até o inicio da vida
neonatal e continua expandindo, chegando a tornar-se quatorze vezes maior do
nascimento a vida adulta (Ward, Raetzman et al. 2005). Nestes periodos as células
proliferativas estéo dispersas no lobo anterior dos camundongos neonato e adulto,
enquanto camundongos Prop™ tém poucas células proliferativas do nascimento até
P15, quando estas células comecam a morrer na glandula dismorfica (Ward,

Raetzman et al. 2005). No presente estudo, observou-se que a expressao do
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marcador de proliferacéo Ki67 permanece reduzida durante todo o periodo puberal
do camundongo Ames em comparacgao ao animal selvagem, sugerindo a reducao
na proliferacéo e reforcando a hipotese de que as células produtoras de horménios
sejam produtos da diferenciacao de células tronco/progenitoras hipofisarias.
Durante o fim do periodo embrionério e inicio do periodo poés-natal ha uma
fracdo significante de células diferenciadas se proliferando. Cerca de 7% dos
corticotrofos estédo se dividindo ao fim do desenvolvimento embrionério, o que se
mantem nos primeiros dias apds o nascimento (Taniguchi, Kominami et al. 2000).
Além disso, a populagéo de tireotrofos também aumenta significantemente apds o
nascimento, acreditando-se que cerca de 20% dos tireotrofos derivam de tireotrofos
pré-existentes (Carbajo-Perez and Watanabe 1990, Taniguchi, Yasutaka et al.
2001, Taniguchi, Yasutaka et al. 2002). Também foi reportado, em estudos
anteriores, que em torno de um quarto dos somatotrofos se dividem as 3 semanas
do desenvolvimento pos-natal (Carbajo-Perez and Watanabe 1990, Taniguchi,
Yasutaka et al. 2001, Taniguchi, Yasutaka et al. 2002). Contudo, apesar da
capacidade regenerativa de hipéfises normais, hipéfises Propl” exibem falha na
diferenciacao terminal, o que leva ao aumento da apoptose no periodo pos-natal e
a subsequente falha da expanséo glandular de P8 a P11 (Ward, Raetzman et al.
2005). Neste estudo, observou-se a elevacdo na expressao do marcador de
diferenciacdo S1004 (12,25x) em comparagao ao animal selvagem durante o inicio
do periodo puberal (dia 3), mais uma vez reforcando a hipotese de que a formacéo
de células produtoras de horménios hipofisarios ocorre a partir da diferenciacéo de

células tronco/progenitoras SOX2".



Juliana Moreira Silva 84

12 ] 12
10 10
8 8
0
w
o ° s =)
o
-g 4 . 4
=
L 2 2
3
= | I
0 ]
_g Soxz s1008 Ki6? P Gh Lh Cga Tsh Fsh
o 12
2 ]
g 10 2
ol 12
g
=4
o o
= I
o
4
2
. I — Pl il i ISl =—— gl bl i
Sox2 S1008 Ki6? Prl Gh Cga Tsh Lh Fsh
12 12
10 10
1]
=
S 8
g v
o | * 6 8
=
> 4 4
2 2
o | | — — ) . .
Soxz $100p KisT Gh Pri Fsh cga Tsh Lth

Figura 31. Resumo do perfil de expressdo dos marcadores de célula tronco/progenitoras,
proliferacdo e diferenciacdo celular hipofiséarios, além dos genes codificadores dos
horménios hipofisarios. Os resultados estdo expressos em fold change e o animal selvagem é

representado como 1 (linha pontilhada)
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Conclusao
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O padrao de expressao do marcador de células tronco/progenitoras hipofisarias
SOX2 mostrou-se elevado no inicio do periodo correspondente a maturagéo sexual
nos camundongos Ames, com posterior reducdo no periodo correspondente a ao
fim da maturacao sexual. A dinamica transcricional observada para o marcador de
células tronco/ progenitoras hipofisarias foi compativel ao nivel de expressao dos
genes codificadores dos hormdénios hipofisarios, estando eles com expressao
reduzida em P30, com excec¢ao do gene codificador de FSH, e aumentada em P40
para os genes codificadores de LH, FSH, PRL e normal para o gene codificador de
GH.

A expressao dos marcadores de proliferacdo, diferenciacdo e fatores de
transcricao hipofisarios foi determinada e caracterizada no periodo puberal e vida
adulta dos animais com mutacao espontanea no gene Propl. Estes dados foram
de suma importancia para o entendimento da dinamica celular envolvida na
puberdade e maturacdo sexual do Ames, bem como para determinar 0 processo
envolvido na recuperacédo transitoria da capacidade de diferenciacdo terminal e
producéo hormonal do camundongo Ames mutado no periodo puberal.

Foi comprovada, a nivel proteico, diferenciacéo celular hipofisaria e secrecéo
hormonal na auséncia do fator de transcricdo PROPL1, até entdo tido como um fator
essencial para a diferenciacéo terminal das células produtoras hormonais, sendo a
sua deficiéncia um dos principais fatores causadores de hipopituitarismo congénito.
Apesar dos resultados encontrados mostrarem a diferenciacdo terminal e secrecao
de alguns dos hormdnios hipofisarios, o animal ainda apresenta importante déficit
de crescimento, hipotireoidismo e infertilidade.

Ainda sdo necessarios estudos complementares que determinem o(S)

fator(es) que compensam a auséncia do PROP1 e participem da cascata de
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diferenciacao de células produtoras de hormdnios hipofisarios. Também carece de
esclarecimentos o fato do animal mutado secretar alguns horménios em um periodo

de alta demanda e, ainda assim, ndo recuperar as deficiéncias fenotipicas

descritas.
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ANnexos
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ANEXO A: Carta de Aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais

- e Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
MEDICINA Avenida Dr. Arnaldo, 455
4[:5? Pacaembu — Sa0 Paulo - SP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “ANALISE DA EXPRESSAO
DE SOX2 DURANTE A PUBERDADE E SUA RELACAO COM A
DIFERENCIACAO TERMINAL E PRODUCAO HORMONAL EM ANIMAIS
COM MUTACAO ESPONTANEA NO GENE PROP1”, registrada com o n®
942/2017, sob a responsabilidade de Luciani Renata Silveira de Carvalho ¢
Juliana Moreira Silva, apresentado pelo Departamento de Clinica Médica - que
envolve a producao, manuteng¢io efou utilizagio de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensing) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade
de Medicina da USP em 25.10.17

Finalidade ( ) Ensino ( x ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacio Inicio: 03-10-2017 Témino: 24-06-2019
Espécie/linhagem fraca Camundongo Ames (Prop)

N de animais 48

PesofIdade 4 semanas

Sexo Machos/fémeas

Origem Biotério FMUSP
A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatorio com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 25 de Outubro de 2017

———

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

Comissio de Elica no Uso de Arimais da FMUSP
ewmnail: ceua@fm.uspbr
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ANEXO B: Extracdo de DNA

Preparo das solugdes estoque para volume final de 500mL:
Alkaline Lysis Reagent:

NaOH (25 MM) =-=-=mnmmmm e e e e e eeee 0,59
Naz-EDTA 2H20 (0,2 MM) ---mmmmmmmmeemmmmm e emmmcmnee 0,03722g
Neutralization Reagent:

THiS-HCI (40 MM) =mmmmmmm e 3,152¢

1. Foram obtidos aproximadamente 2mm da cauda dos camundongos e 0

material foi disposto em tubo Eppendorf com capacidade para 1,5mL.
2. Adiciona-se 75 pL de Alkaline Lysis Reagent.

3. As amostras foram aquecidas a 95°C por 30 minutos e, logo apés, resfriadas a

4°C.
4. Adiciona-se 75 uL de Neutralization Reagent.

5. Foram utilizados 3 pL da solucéo final para a reacédo de PCR.
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ANEXO C: Protocolo de Genotipagem da Linhagem Ames

O fragmento de 582 pares de base, que inclui a variante Ser83Pro no gene
Propl dalinhagem Ames, foi amplificado por PCR utilizando os primers e condi¢des

a sequir:
Primer Forward — 5 CGCAACAGTGATGTGAGGATGG 3’
Primer Reverse — 5 AAGGCTGGAGTGTCGGTCTTGA 3’

1. Preparo da PCR

Reagente 1 Amostra (pL) 10 Amostras (uL)

10x PCR Buffer 2,5 25
dNTPs 0,5 5

Primer Forward 250nmol 1 10
Primer Reverse 250nmol 1 10
Taq 0,2 2

ddHz0 16,8 168

Volume total 22 220

2. Aliquotar 3 pL de DNA nos tubos de PCR;
3. Adicionar 22 pL do mix de PCR ao tubo;

4. Colocar os tubos no termociclador e ajustar o programa de acordo com as

condicBes a seguir:

Ciclos Temperatura Tempo
1 95°C 10’
95°C 20"
30 58°C 30”
72°C 1

1 72°C 10°
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5. Correr 5 pL do produto de PCR em gel de agarose 1%;

Fragmento esperado: 582 pb

6. Digerir 10 pL do produto de PCR com a enzima PflIMI (Van91l) de acordo com

as condicdes abaixo:

Reagente 1 Amostra (pL) 10 Amostras (uL)
PfIMI (Van91l) 0,1 1
10x Anza Buffer 2 20
ddH20 7,9 79
Produto de PCR 10 100
Volume total 20 200

7. Incubar em banho-maria a 37°C por 2 horas;

8. Correr o volume total da reacdo em gel de agarose 2%.
Fragmentos esperados:

+/+ 582 pb
df/+ 582 pb, 364 pb, 218 pb
df/ldf 364 pb, 218 pb
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ANEXO D: Sexagem

Os fragmentos de 302 e/ou 331 pares de base, que incluem os genes Jarid1c
(especifico do cromossomo X) e Jaridld (especifico do cromossomo Y) foram

amplificados por PCR utilizando os primers e condi¢des a seguir:

Primer Forward — 5 CTGAAGCTTTTGGCTTTGAG 3
Primer Reverse — 5 GGTTTCTTAAACCGTCACC 3

1. Preparo da PCR

Reagente 1 Amostra (pL) 10 Amostras (uL)

5x PCR Buffer 5 50
dNTPs 0,5 5

Primer Forward 250nmol 1 10
Primer Reverse 250nmol 1 10
Taq 0,2 2

ddHz0 14,3 143

Volume total 22 220

2. Aliquotar 3 pL de DNA nos tubos de PCR;
3. Adicionar 22 pL do mix de PCR ao tubo;

4. Colocar os tubos no termociclador e ajustar o programa de acordo com as

condicBes a seguir:

Ciclos Temperatura Tempo
1 94°C 5
94°C 20"
35 54°C 1
72°C 40"

1 72°C 10°
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ANEXO E: Extragdo de RNA
1. Preparar 1 mL de etanol 70%: 700 yL etanol 100% + 300 pL de agua miliQ;

2. Adicionar 600 uL de buffer RLT no eppendorf contendo as amostras de

hipdfises;
3. Homogeneizar os tecidos utilizando pistilo;
4. Adicionar 1 volume (600 pl) de etanol 70% no eppendorf e homogeneizar;

5. Transferir 700ul da amostra para a coluna RNeasy spin acoplada a um

eppendorf de 2 mL e centrifugar por 15 seg a 10.000rpm;
6. Descartar o lisado;
RNase free DNase set:

8. Adicionar 350 uL do buffer RW1 a coluna RNeasy spin e centrifugar por 15 seg

a 10.000rpm e descartar a solucao eluida;

9. Adicionar 80 uL do mix DNase/RDD a RNeasy spin coluna e deixar a

temperatura ambiente (20-30 °C) por 15 minutos;

10. Adicionar 350 pL do buffer RW1 a coluna RNeasy spin e centrifugar por 15

seg a 10.000rpm e descartar a solucao eluida;

11. Adicionar 500uL do buffer RPE a coluna RNeasy spin e centrifugar por 15 seg

a 10000 rpm e descartar a solucéo eluida;

12. Adicionar 500uL do buffer RPE a coluna RNeasy spin e centrifugar por 2 min

a 10000 rpm e descartar a solucao eluida;
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13. Trocar tubo eppendorf de 2 ml (desprezar o tubo antigo) e centrifugar por 1

min na velocidade maxima;

14. Trocar tubo para 1,5 ml e adicionar 50 pL de agua RNase free a coluna

RNeasy spin e centrifugar por 1 min a 10000rpm para eluir o RNA;
15. Repetir o0 passo 10 com eluente desta centrifugacao;

16. Desprezar a coluna RNeasy spin e armazenar o RNA a -80°C.
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ANEXO F: Sintese de cDNA

1. Diluir 200 ng de RNA, ajustando o volume final para 25 uL

2. Preparo da transcrigcéo reversa

Reagente 1 Amostra (pL) 10 Amostras (uL)
10x RT Buffer 5 50
10x RT random primers 5 50
25x dNTP mix (100nm) 2 20
Multiscribe RT 2,5 25
H>O nuclease-free 10,5 105
Volume total 25 250

3. Preparo da transcricao reversa

- Pipetar 25uL de 2x RT master mix em cada tubo eppendorf
- Pipetar 25uL da amostra de RNA

- Volume total= 50uL /tubo eppendorf 0,2mL

- Selar e spin down os tubos

4. Colocar os tubos no termociclador e ajustar o programa de acordo com as

condicBes a seguir:

Ciclos Temperatura Tempo
1 25°C 10°
1 37°C 120°
1 85°C 5”
1 4°C e

- Estocar a - 20°C
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ANEXO G: Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados nas rea¢ées de gPCR

97

AS: GGAAGTCACACTCCCCATCC

Gene Primers Referéncia
Gh S: CGCTTCTCGCTGCTGCTCAT (Rabeler, Mittag et al. 2004)
AS: GTCCGAGGTGCCGAACATCA
Lh S: CAGTCTGCATCACCTTCACC (Rabeler, Mittag et al. 2004)
AS: GCAGTACTCGGACCATGCTA
Fsh S: TCCCAGACCATGATGAAGTTGA (Aikawa, Sato et al. 2006)
AS: CAGCTATGGCAGCAGATTGC
Tsh S: CCGCACCATGTTACTCCTTA (Rabeler, Mittag et al. 2004)
AS: GTTCTGACAGCCTCGTGTAT
Prl S: GCAGTCACCATGACCATGAA (Rabeler, Mittag et al. 2004)
AS: AGATTGGCAGAGGCTGAACA
Cga S: TGTTGCTTCTCCAGGGCATAT (Chen, Bangaru et al. 2009)
AS: TGGAACCAGCATTGTCTTCTTG
Sox3 S: GAACGCATCAGGTGAGAGAAG (Lee, Tan et al. 2012)
AS: GTCGGAGTGGTGCTCAGG
Hesx1 S: CCCAGATCTTCCCAGTGAGACTTC (Sajedi, Gaston-Massuet et
AS: GATTCTGTCTTCCTCTAAGTTTAGC al. 2008)
Otx2 S: GGAGAGGACGACATTTACTAGG (Yang, Kalkan et al. 2014)
AS: TTCTGACCTCCATTCTGCTG
Sox2 S: GCGGAGTGGAAACTTTTGTCC (Zhao, Ajima et al. 2015)
AS: CGGGAAGCGTGTACTTATCCTT
Nanog S: ATCCCGAGAACTATTCTTG (Wei, Hu et al. 2017)
AS: GGTACTTCTGCTTCTGAAAC
Cd44 S: CATCGAGAAGAGCACCCCAG (Pereira, Ferreira-Guimaréaes
AS: TGAGTGCACAGTTGAGGCAA et al. 2014)
Nr2el S: GGTTCAGACAGCTCCGATTAGAC (Shi, Deng et al. 2016)
AS: TGGAGAGCGGCAATGGCGGCAGC
Ki67 S: GCTGTCCTCAAGACAATCATCA (Chern, Liao et al. 2012)
AS: GGCGTTATCCCAGGAGACT
Sox9 S: CAAGCGGAGGCCGAAGA (Xian, Georgess et al. 2017)
AS: CAGCTTGCACGTCGGTTT
S1005 S: GTGGTGGACAAAGTGATGGA (Marchese, Di Maria et al.

2017)
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ANEXO H: Protocolo de qPCR

1. Preparar o cDNA, diluindo a amostra em 1:10;
2. Diluir os primers para 5 uMm;

3. Preparar a placa;

Reagente 1 Amostra (pL)
SYBR® Green Mix 10
Primers 1
cDNA 1
H,O nuclease-free 8
Volume total 20

4. Colocar a placa no termociclador e ajustar o programa de acordo com as
condicles a seguir:

Ciclos Temperatura Tempo
1 25°C 10°
1 37°C 120°
1 85°C 5”
1 4°C oo
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ANEXO [: Protocolo de imunohistoquimica convencional

Anticorpo:

Ac SOX2 Rb pAb Abcam, cod. ab97959, lote gr1356-1, 100 ug (1mg/ml), Titulo:
1/1600

Procedimento Imuno-histoquimico:

1. Desparafinizagdo dos cortes de 3y de espessura, do material incluido em
parafina: incubagédo com xilol a 60°C por 15 minutos seguido de outra incubagao
com xilol & temperatura ambiente por 15 minutos.

2. Hidratagao dos cortes em concentragdes de Etanol a 100% com 3 banhos de
30 segundos cada, Etanol a 95%, 80% e 70% por 30 segundos, lavagem em
agua corrente e agua destilada.

3. Recuperagao antigénica mediante incubag¢ao das laminas em solugao de
acido citrico 10 mM pH 6,0 (Merck, E.U.A.) em panela a vapor; apds a fervura
da agua da panela, colocar a cuba com as laminas em solugao de recuperagao,
por 40 minutos. Deixar esfriar por 20 minutos a temperatura ambiente. Lavagens
em agua corrente e agua destilada.

4. Bloqueio da peroxidase endégena com agua oxigenada (H202) a 6% diluida
v/v.em metanol, em trés banhos de 10 minutos cada.

Lavagens em agua corrente e agua destilada.

Lavagem com solugéao salina tamponada com fosfatos (PBS) 10 mM pH 7,4 por
5 minutos.

5. Bloqueio de proteinas com Cas Block (Zymed) por 10 minutos a 37°C.
Escorrer e incubar com o Ac primario.

6. Incubagao das laminas com anticorpo primario (especifico para o antigeno)
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diluido em solucao de albumina bovina (BSA) (SIGMA, E.U.A.) a 1,0% e azida
sédica NaNsz (Inlab, Sdo Paulo) 0,1% em PBS, em camara umida: 30 min. a
37°C e, em seguida, 18 horas (overnight) a 4°C.

Lavagens em tamp&o PBS com 3 trocas de 5 minutos cada.

7. Incubagéo com o polimero Super Picture TM HRP Polymer Conjugate Rabbit
Primary (DAB) por 30 minutos a 37°C.

Lavagens com tampao PBS com 3 trocas de 3 a 5 minutos cada.

8. Revelagcdo com solugdo de substrato cromogénico contendo
diaminobenzidina (Sigma, E.U.A.) a 0,10%, perdxido de hidrogénio a 0,06%,
dimetil sulfoxido (Labsynth) a 1% em PBS, em banho de 5 minutos, a 37°C.
Lavagens em agua corrente e agua destilada.

10. Contra-coloragao com Hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavagens em
agua corrente e agua destilada. Imersao rapida em agua amoniacal (sol. de
hidroxido de aménia 0,5%) seguido de lavagens em agua corrente e agua
destilada.

11. Desidratacado dos cortes em banhos de etanol a 50%, 80%, 95% e etanol
absoluto (3 trocas de 1 minuto cada), diafanizacdo em banhos de xilol e
montagem em meio permanente (Entellan Merck) com laminula.

Os controles utilizados na reagdo imuno-histoquimica compreendem a um
controle positivo sabidamente positivo para o0 Ac em estudo e um controle
negativo com incubagdao em PBS e eliminagdo do anticorpo primario, sendo

efetuados todos os demais procedimentos imuno-histoquimicos.
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ANEXO J: Dados brutos gPCR
Puberdade: Fémea 1
Gene AACT DP Fold change p

Sox2 -1,86 0,035 3,63 <0,00001

Sox9 0,225 0,155 0,855 0,355
Nanog -3,615 0,240 12,252 0,00007
Nr2el -3,8 0,388 13,92 0,000156
Otx2 -1,445 0,277 2,722 0,006603
Hesx1 -4,785 0,070 27,57 <0,00001
Ki67 3,965 0,395 0,064 0,000038
S100b -3,615 0,176 12,25 0,00045
CD44 -3,72 0,3919 13,177 0,003592
Sox3 -3,29 0,226 9,781 0,000236
Gh 9,9 0,014 0,001 <0,00001
Lh 2,22 0,190 0,2146 0,00090
Fsh -1,925 0,091 3,797 0,000522

Tsh -0,205 0,120 1,152 0,1167
Coa 2,17 0,091 0,2222 0,00187
Prl 13,14 0,254 0,00011 <0,00001

Puberdade: Fémea 2
Gene AACT DP Fold change p

Sox2 1,61 0,205 0,327 0,001283
Sox9 1,295 0,084 0,407 0,000265
Nanog 3,75 0,021 0,074 0,001726
Nr2el 3,285 0,346 0,102 0,000071
Otx2 -1,73 0,254 3,317 0,000083
Hesx1 4,98 0,079 0,031 0,044368




Juliana Moreira Silva 102
Ki67 1,935 0,353 0,261 0,000301
S100b 2,895 0,070 0,134 0,00021
CD44 3,15 0,275 0,112 0,00013
Sox3 4,2 0,304 0,054 0,000147
Gh -0,16 0,014 1,117 0,06484
Lh -2,915 0,190 7,542 0,000014
Fsh -4,645 0,091 25,01 <0,00001
Tsh 1,335 0,120 0,396 0,000122
Coa 1,615 0,091 0,326 0,000067
Prl -1,065 0,254 2,09 0,000559
Adulto

Gene AACT DP Fold change p
Sox2 -1,35 0,438 2,549 0,001173
Sox9 -1,65 0,127 3,138 0,000103
Nanog 5,105 0,256 0,029 0,000337
Nr2el 2,565 0,052 0,168 0,070429
Otx2 -1,07 0,028 2,099 0,095323
Hesx1 -1,62 0,192 3,073 0,270084
Ki67 1,86 0,056 0,275 <0,00001
S100b 0,525 0,360 0,694 0,03825
CD44 -1,465 0,626 2,760 0,102131
Sox3 3,21 0,108 0,108 0,000308
Gh 18,03 0,131 3,73E-06 <0,00001
Lh 0,515 0,063 0,699 0,019197
Fsh 1,86 0,106 0,275 0,009329
Tsh 0,765 0,190 0,588 0,002472
Cga 0,8 0,049 0,574 0,000204
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Prl 13,315 0,190 9,81E-05 <0,00001
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