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RESUMO

A hipodfise anterior regula mecanismos tao vastos como o crescimento, o metabolismo
ou a reproducgdo, através da secrecao hormonal. As células foliculo-estreladas (CFE),
células ndo enddcrinas situadas entre as células produtoras de hormonas da hipdfise
anterior, tém uma fungdo ainda pouco conhecida. Apesar de tudo, com a sua
organiza¢do em rede, parecem ter um importante papel na regulagdo e manuteng¢do da

populacdo de células hormonais.

Neste trabalho, o primeiro do género de que ha registo, 33 hipdfises de trés grupos de
ratinhos (18 wild type [WT], 11 geneticamente obesos [OB] e 4 sob uma dieta rica em
acidos gordos [HFD]) foram analisadas de forma a avaliar se existiria alguma relacdo
entre o nimero de CFE e as alteragdes do metabolismo basal de cada grupo de ratinhos.
Recorreu-se a marcacdo imunohistoquimica pela proteina S-100, a técnicas de
imunofluorescéncia e ao software Image-J para se conseguir calcular a percentagem de

CFE presentes em cada amostra.

Chegou-se a conclusdo de que, apesar de ndo se notarem diferencas significativas entre
os ratinhos WT e OB, o grupo de ratinhos HFD teria uma percentagem de CFE
significativamente superior aos outros dois grupos. Isto pode sugerir uma rela¢do ainda
desconhecida entre a dieta, em concreto uma dieta rica em acidos gordos, e a
apresentacdo de CFE na hipdfise anterior. Os mecanismos e consequéncias fisioldgicas
subjacentes a esta alteracdo deverdo, por isso, ser estudados, por forma a obter um

maior esclarecimento da tematica.
Palavras-chave
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ABSTRACT

The anterior pituitary gland regulates growth, metabolism, and reproduction by
secreting hormones. Folliculo-stellate cells (FSC) are non-endocrine cells located among
hormone-producing cells in the anterior pituitary glands, but little is known about the
exact roles of those cells. Although, with their net organization, they seem to have an

important role in the hormonal cells regulation and maintenance.

In this work, the first ever made in this area, 33 pituitaries of three groups of mice (18
wild type [WT], 11 genetically obese [OB] and 4 under a high-fat diet [HFD]) were studied
in order to determine if there was any relation between the number of FSC and
alterations of the basal metabolism in each group of mice. For that,
immunohistochemical staining using the S-100 protein was used, as well as
immunofluorescence techniques and also the Image-J software, to calculate the

percentage of FSC present in each sample.

We found that, although there weren’t noticed any significantly difference between WT
and OB mice, the group of HFD mice tend to have significantly more percentage of FSC
than the mice from other groups. This might suggest some yet unknown link between
diet, precisely with a high-fat diet, and the presentation of FSC in the anterior pituitary.
The physiologic mechanisms and consequences linked to this alteration must be studied,

in order to obtain a major enlighten of this thematic.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ACTH - Adrenocorticotropic hormone
ANXAL1 - Annexin A1l

BSA - Albumina sérica bovina

CFE - Células foliculo-estreladas

FSC - Folliculo-stellate cells

FSH - Follicle-stimulating hormone
GH - Growth hormone

IL-6 - Interleucina 6

IQR - Interquartile range

HFD - High-fat diet

LH - Luteinizing hormone

OB - Obesos

OID - Obesidade induzida por dieta
ORBEA - Orgdo Responsével pelo Bem-estar dos Animais
PBS - Tampao fosfato-salino

S-100 - Proteina S-100

TA - Temperatura ambiente

TSH - Thyroid stimulating hormone
WT - Wild type



INTRODUCAO

A glandula pituitaria (hipofise), uma pequena estrutura alojada na sela turca, na base do
cérebro, é uma estrutura enddcrina altamente complexa que tem a capacidade para
responder a multiplos sinais provenientes de localizagdes quer centrais, quer periféricas.
[1] Esta regula e atua em diferentes sistemas do organismo, estando em estreita relacao

com o hipotdlamo, formando o eixo de acdo hipotalamo-hipéfise. [2]

Anatomicamente, descrevem-se  classicamente dois lobos de origem
embriologicamente distinta, um anterior, ou adenohipdfise, que provém da ectoderme,
e um posterior, ou neurohipdfise, com origem nos axdnios hipotalamicos, de cuja
fisiologia e histologia ha longas e consensuais descri¢des. [3] Em relagdo ao papel da
hipdfise anterior, conhece-se a sua acdo no crescimento através da GH, na lactacdo com
a prolactina, na atividade gonadal através da FSH e da LH, assim como na atividade
adrenal e tiroideia com a ACTH e a TSH, respetivamente. [4] Quanto a neurohipdfise
destacam-se os efeitos da vasopressina, envolvida no balanco hidrico e da oxitocina,
responsavel pelas contragbes uterinas e lactacdo. [5] Apesar de tudo o que ja se sabe
acerca desta complexa glandula, desde hormonas produzidas a interagcdes com os

diferentes sistemas, hda muito que é ainda desconhecido. [6]

Na hipdfise anterior, para além das células que constituem as glandulas endécrinas
propriamente ditas, estdo descritas também células tradicionalmente relatadas como
de suporte, as células foliculo-estreladas (CFE). [7] Estas células, caraterizadas pela sua
aparéncia star-like e capacidade de formar foliculos, ndo parecem ter a capacidade de
produzir hormonas hipofisarias. [8, 9] No entanto, pela sua organizacdo em rede,
parecem ter um importante papel na regulacao e manutenc¢ado da populagao de células
hormonais, ao conduzirem fatores estimulatdrios ou inibitérios provenientes do

hipotalamo e transportarem os produtos secretérios da glandula. [10, 11]

Ainda assim, o papel fisiopatolégico da rede de CFE é ainda parcamente compreendido.
Apds um longo periodo de pesquisas sobre a hipdfise, varias hipdteses se aventaram
acerca do papel das CFE na maquina adenohipofisaria, funcbes essas tao variadas como
a regulacdo paracrina, o turnover celular e o crosstalk neuroimune, mas muitos

problemas permanecem ainda sem solugdo. [12 - 14]



Outros estudos sugerem ainda que estas células, que sdao positivas para a proteina S-
100, pelo seu comportamento heterogéneo e plural, poderdo ter uma origem
extrahipofisaria. [15, 16] Sendo que a sua proliferacdo poderd advir da invasado do lobo

anterior da hipdfise por outras estruturas durante a organogénese. [17, 18]

Com este trabalho, o primeiro do género, procuramos perceber se existe relacdo entre
estas células e as alteragdes do metabolismo basal, associado a obesidade, recorrendo

ao estudo de ratinhos wild type (WT), obesos (OB) e high-fat diet (HFD) induzidos.



MATERIAL E METODOS
Neste estudo foram usados ratinhos B6 (C57BL/B6J, produgdo propria do Instituto

Gulbenkian da Ciéncia) e ob/ob (Jackson Laboratory [JAX], stock no. 000632). Todos os
ratinhos usados para o estudo eram machos, sendo que foram mantidos em
temperatura e humidade controlada, sob um ciclo de 12 horas de luz/escuro. Comida e
agua foram fornecidos ad-libitum. Modelo de obesidade induzida por dieta (OID) foi
gerado colocando os animais numa HFD a oitava semana e com durag¢do de 12 semanas.
Todos os procedimentos animais foram aprovados pelo comité de ética do Instituto

Gulbenkian de Ciéncia e pelo Orgdo Responsavel pelo Bem-estar dos Animais (ORBEA).

Histologia e Imunohistoquimica
Para a preparacdo deste trabalho foram obtidas 37 glandulas hipofisarias: 19 de

ratinhos WT (dos quais conseguimos avaliar 18), 14 ratinhos OB (dos quais conseguimos
avaliar 11) e 4 HFD (todas avaliadas). O sacrificio e colheita de amostras foi realizado

entre 01/11/2017 e 01/12/2017.

As glandulas hipofisarias dos ratinhos foram dissecadas e fixadas com formaldeido
tamponado a 4%, imediatamente apds extragdo. Subsequentemente, apds a realizagao
do exame macroscopico das glandulas, estas foram processadas de acordo com os
procedimentos técnicos usuais para a obtencao de blocos de parafina, para avaliagao

histoldgica completa.

A presenca e distribuicdo das CFE foi estudada através de imunohistoquimica em cortes
histolégicos de 3 micras desparafinadas, submetidas a recuperacao antigénica e
incubadas com um anticorpo individual dirigido contra a proteina celular especifica S-

1008 (policlonal; proveniéncia: Leica; diluicdo: 1/400). [19 - 22]

Todas as amostras foram avaliadas por um patologista com experiencia na drea. O indice
de marcacdo para S-100 calculou-se como a percentagem de células positivas em pelo
menos 500 células nas dreas de maior imunomarcacao, analisadas em microscépio
Optico com ampliacdo de 400x. Em todos os casos, calculou-se também a percentagem
de CFE com a ajuda de um software processador de imagem de analises
imunohistoquimico (Image J 1.49. National Institutes of Health, United States). (Figuras

1-5)



Imunofluorescéncia
Também para identificar e visualizar as CFE, algumas glandulas de ratinhos WT foram

incubadas numa solucdo de bloqueio e permeabilizacdo (3% BSA [Albumina Sérica
Bovina], 2% soro de cabra, 0.1% Polisorbato e 0.1% sddio azide, em 1x PBS) por 1h a TA
com agitacdo. As incubacdes com anticorpos primarios foram realizadas durante a noite

a 4 °C e foi utilizada uma diluigdo de anticorpo primario de 1:500. (Figura 6)

Enquadramento estatistico
Foi feita uma andlise estatistica e comparativa basica apropriada a distribuicdo dos

dados. Para isto utilizaram-se testes estatisticos de ANOVA de um fator paramétrico e
nao paramétrico (Kruskal-Wallis). Um valor de p<0.05 foi considerado estatisticamente
significativo, recorrendo-se também a compara¢ces multiplas ndo paramétricas (Tukey-

Kramer-Nemenyi, Conover’s e Dunn’s) entre os diferentes grupos.



RESULTADOS

Apds a analise das hipdfises, foram obtidos os dados apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3,

gue representam a percentagem de CFE em cada glandula hipofisaria avaliada.

Nos ratinhos WT, Tabela 1, houve uma prevaléncia relativa de CFE a variar entre os 3%
e 0s 60%. Os ratinhos OB, Tabela 2, tém uma distribuicdo de CFE parecida, variando
entre 10% e 54%. J4 o grupo dos ratinhos HFD, Tabela 3, variou apenas entre os 85% e

0s 93%.

Tabela 1 - Percentagem de CFE em ratinhos WT - Percentagem de CFE em relacdo a

totalidade de tecido observado na amostra da hipdfise de cada ratinho WT

17 15 35 11 25 20 18 20 12 17 60 24 46 13 16 26
% % % % % % 3% % B B B % % % B B % %

Tabela 2 - Percentagem de CFE em ratinhos OB - Percentagem de CFE em relag¢do a

totalidade de tecido observado na amostra da hipdfise de cada ratinho OB

OB1 OB2 OB3 O©OB4 OB5 OB6 OB7 OB8 OB9 OB10 OB1l1
22% 25% 54% 10% 17% 16% 12% 26% 25% 19% 29%

Tabela 3 - Percentagem de CFE em ratinhos HFD - Percentagem de CFE em relagdo a

totalidade de tecido observado na amostra da hipdfise de cada ratinho HFD

89%  93%  85% 93%

Como se observa na Tabela 4, conseguiu-se obter uma média de 22% de CFE em ratinhos
WT, 23% de CFE em ratinhos OB e 90% de CFE em ratinhos HFD. Nenhum dos dados
obtidos foi considerado estatisticamente como um outlier, tendo-se obtido uma
dispersao de dados que poderad significar uma tendéncia para que a percentagem de CFE

seja superior aguando de uma dieta rica em acidos gordos.
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Tabela 4 - Andlise descritiva dos dados obtidos - Estatistica qualitativa de cada grupo de
ratinhos incluindo Extremos, Quartis, Amplitude Interquartil, Limite dos Ouliers Superior

e Inferior e Média

12 39 Outliers Limite Outliers Limite
Minimo Quartil Quartil Maximo IQR Inferior Superior Média
- 3% 13,50% 24,75% 60% 11%  -3% 77% 22%
OB 10% 16,50% 25,50% 54% 9% 3% 68% 23%
85% 88% 93% 93% 5% 81% 101% 90%

Para além do que foi ja descrito, visualizando os dados no grafico de dispersao (Grdfico
1) constata-se que os dados referentes ao grupo HFD sdao sempre superiores aos dados
dos outros dois grupos, que, por sua vez, se distribuem de forma muito semelhante. Esta
diferenca visualiza-se melhor quando se analisam os boxplots (Grdfico 2). Nestes
verifica-se uma total sobreposicdo dos boxplots referentes aos grupos WT e OB, nao
havendo qualquer sobreposicao destes ao boxplot do grupo HFD. Tendo por base estes
dados descritivos, e ainda os valores das respetivas médias (22% [WT], 23% [OB] e 90%
[HFD]) e desvios padrao (0.14% [WT], 0.12% [OB] e 0.04% [HFD]), os dados parecem
apontar no sentido da hipdtese de que as médias das observagdes dos grupos sao

significativamente diferentes, mais particularmente entre o grupo HFD e os restantes.
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Grdfico 1 - Dispersdo da percentagem de CFE em cada ratinho - Representacgdo grdfica

da percentagem de CFE nas hipdfises de cada ratinho (WT - Verde; OB - Amarelo e HFD

- Azul)
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Grdfico 2 - Boxplots distribuicdo da percentagem de CFE nos diferentes grupos de
ratinhos - Representac¢do grdfica da distribuicdo da variagdo dos dados numéricos

obtidos por meio de quartis
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Fazendo recurso dos testes estatisticos de ANOVA de um fator paramétrico e nado
paramétrico (Kruskal-Wallis) verificamos que a hipdtese de igualdade de
médias/medianas é rejeitada por ambos ao apresentarem p-value <0.05 (<<0.001 e
0.005, respetivamente), havendo diferengas significativas entre os grupos de
observagdes. Como os pressupostos de homogeneidade de variancias e de normalidade
nao foram verificados e para avaliar melhor as diferencgas entre grupos, recorreu-se a
comparac¢des multiplas ndo paramétricas (Tukey-Kramer-Nemenyi, Conover’s e Dunn’s
— Tabelas 5, 6 e 7, respetivamente) tendo-se verificado sempre a existéncia de dois
grupos homogéneos: um formado pelos grupos de observacdes WT e OB e um outro

formado pelas observacdes HFD (p <0.05).

Tabela 7 - Tukey-Kramer- Tabela 6 - Conover’s - Tabela 5 - Dunn’s -
Nemenyi — Comparagdo Comparagéo multipla Comparagéo multipla
multipla nGo paramétrica ndo paramétrica entre os ndo paramétrica entre os
entre os diferentes grupos diferentes grupos de diferentes grupos de

de ratinhos (p<0.05) ratinhos (p<0.05) ratinhos (p<0.05)

HFD OB HFD OB HFD OB

OB 00215 = OB 0,0099 - OB 00156 =
WT 00032 0,7906 WT 00015 0,7206 WT 00033 0,5133
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DISCUSSAO

Como ja foi dito anteriormente, denota-se uma tendéncia para que a percentagem de
CFE em ratinhos HFD seja superior a dos ratinhos WT e OB. Isto podera significar duas
coisas distintas, visto que estamos a analisar percentagens: um aumento do nimero das
CFE nos ratinhos HFD; ou que nestes ratinhos hd uma diminuicdo das outras populacdes
celulares, fazendo, consequentemente, aumentar a prevaléncia relativa das CFE nas

hipdfises destes ratinhos.

Quanto aos ratinhos WT e OB nado parece haver uma diferenca significativa entre os dois
grupos de amostras, pelo que se poderd inferir que as CFE ndo sdo afetadas pela

obesidade geneticamente induzida.

A luz dos conhecimentos atuais, podemos tentar explicitar os resultados obtidos através

de uma pandplia de vertentes.

Sabe-se, hoje, que in vitro a via de sinalizagdo Hedgehog leva a que as CFE estimulem a
producdo e libertacdo de GH pela hipdfise anterior, mas a producdo de CXCL12 pelas
CFE pode ter o mesmo efeito. [23, 24] Estabelecendo as CFE uma rede de comunicag¢ado
entre si e com as células produtoras de hormonas, isto podera corresponder in vivo a
um mecanismo fisioldgico de reacdo ao aumento da ingestdo de acidos gordos, patente

nos ratinhos HFD, influenciando a expressao de CFE. [25, 26]

No entanto, estudos recentes demonstram que as células S-100 positivas na hipofise
anterior podem n3o ser apenas as CFE, podendo inclusive marcar stem/progenitor cells
hipofisarias. [27, 28] Sendo que anteriormente se considerava a hipdtese de que as
préprias CFE poderiam ser elas préprias um tipo de pluripotent adult stem cell. [29-31]

Questdo que ainda se mantém em aberto. [32]

E também sugerido, por Higuchi, M., et al (2014), que estas células S-100 positivas terdo
a capacidade, ainda que infrequentemente, para se tornarem células produtoras de
hormonas, ou ainda o facto de se reconhecer nas células foliculo-estreladas-like um
estadio intermédio na diferenciacao para células produtoras de hormonas. [33 - 35]
Através da expressdao de SOX2 das células progenitoras, pode influenciar-se a variacao

na prevaléncia de CFE. [36] Dai que o aumento das CFE nos ratinhos HFD possa dever-

14



se a esta resposta fisioldgica de diferenciagdo celular na tentativa de adaptagdo a uma

dieta rica em acidos gordos.

Por outro lado, a pluralidade de células que apresentaram marcag¢do S-100 positiva
poderdo influenciar os resultados, no sentido de que as diferencas observadas se podem
dever ndo a alteragbes nas CFE, mas sim nas outras populacdes de células S-100

positivas.

Para esta exclusdo, em estudos futuros, talvez devesse ser usado outro marcador
especifico para as CFE, ou um painel de marcadores que tornariam a marcacdo mais
especifica. Estes poderiam incluir, entre outros, a Claudin-9, marcador das Tight
Junctions das CFE, a Aldolase C ou a prépria IL-6, estimuldvel pela Adenosina, produzidas

pelas CFE. [37-40]

As CFE sdo também consideradas a maior fonte intrahipofisaria de citocinas e fatores de
crescimento. [41] Aventa-se, por isso, a necessidade de, existindo varios subtipos de
CFE, ser necessario carateriza-los individualmente e arranjar marcadores especificos que
permitam o seu estudo. [42, 43] Assim como a caraterizagdo destas consoante a idade

do individuo. [44, 45]

15



CONCLUSAO

No vasto mundo que consegue ser um pequeno érgdo como a hipofise, ainda sdo muitas
as questdes a clarificar relativamente as CFE. Pretendemos com este trabalho abrir

caminho ao que podera ser seguido em investiga¢des posteriores.

Apesar da discrepancia entre o nimero de amostras dentro de cada grupo, que carecera
de confirmag¢do em estudos com uma amostra mais significativa, poderemos intuir que
uma dieta rica em acidos gordos levard a um aumento da prevaléncia relativa de CFE em
ratinhos, ou, pelo menos, a um aumento das popula¢des celulares S-100 positivas, cujos
mecanismos fisioldgicos, quer da origem das altera¢des, quer das consequéncias das

mesmas deverao ser estudados posteriormente.
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Figura 1 - Marcacgéo por imunohistoquimica de
células S-100 positivas no ratinho WT7 -
Imagens microscopicas da hipdfise de um
ratinho revelando a prevaléncia de 3% de CFE:

a) A técnica imunohistoquimica (usando um
anticorpo contra a proteina S-100);

b) Com um programa processador de imagem,
evidencia-se a proporcionalidade destas células
(a castanho) relativamente as restantes células
(nucleos com cor azul) (Image J, ImmunoRatio

plugin).
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Figura 2 - Marcagdo por imunohistoquimica de
células S-100 positivas no ratinho WT13 -
Imagens microscopicas da hipdfise de um ratinho
revelando a prevaléncia de 60% de CFE:

a) A técnica imunohistoquimica (usando um
anticorpo contra a proteina S-100);

b) Com um programa processador de imagem,
evidencia-se a proporcionalidade destas células
relativamente as restantes células (Image J,
ImmunoRatio plugin).
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ImmunoRatio
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Date: 22.9.2021 17:15
DAB / nuclear area: 54%

g g A —
P 3 0 LA ) le )

ImmunoRatio

Sample ID: OB 4

Date: 22.9.2021 17:16
DAB / nuclear area: 10%

- |
4 .\ .v' :.
or ‘d}:>

L
®. AN

Figura 3 - Marcag¢do por imunohistoquimica de
células S-100 positivas no ratinho OB3 - Imagens
microscépicas da hipdfise de um ratinho
revelando a prevaléncia de 54% de CFE:

a) A técnica imunohistoquimica (usando um
anticorpo contra a proteina S-100);

b) Com um programa processador de imagem,
evidencia-se a proporcionalidade destas células
relativamente as restantes células (Image J,
ImmunoRatio plugin).

Figura 4 - Marcag¢éo por imunohistoquimica de
células S-100 positivas no ratinho OB4 - Imagens
microscépicas da hipdfise de um ratinho
revelando a prevaléncia de 10% de CFE:

a) A técnica imunohistoquimica (usando um
anticorpo contra a proteina S-100);

b) Com um programa processador de imagem,
evidencia-se a proporcionalidade destas células
relativamente as restantes células (Image J,
ImmunoRatio plugin).

24



Figura 5 - Marcagdo por imunohistoquimica de células S-100 positivas no ratinho HFD4
— Imagem microscdpica da hipofise de um ratinho revelando a prevaléncia de 93% de
CFE (técnica imunohistoquimica usando um anticorpo contra a proteina S-100).

Figura 6 - Células foliculo-estreladas imunorreativas para a proteina S-100 - Imagem
microscdpica obtida por imunofluorescéncia indireta da hipdfise de um ratinho WT.
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