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Resumo

Introducé@o: Tumores adrenocorticais sdo neoplasias raras, 0s quais correspondem a apenas
0,2% de todos os canceres pediatricos. Tem-se sugerido que 0 processo apoptotico possa ser a
chave para o desenvolvimento desses tumores. O objetivo deste estudo foi analisar, em
tumores adrenocortical pediatricos, a expressao dos genes responsaveis pela apoptose. Os
niveis de expressdo dos genes CASP3, CASP8, CASP9, FAS, FADD, BCL2, BAX, APAF1,
TNFA e NFKB, da cadeia apoptdtica foram analisados por meio de PCR, em tempo real
quantitativo, em 22 amostras consecutivas de tumor obtidas de criangcas com diagnéstico de
tumor adrenocortical (11 classificadas como estadio I, 3 como estadio I, 1 como estadio Il e
7 como estadio V). Testes de Mann-Whitney e regressdo logistica foram usados para acessar
a correlacdo entre os genes analisados e as variaveis clinicas e bioldgicas. As curvas de
Kaplan Meier e o teste log rank foram usados para estimar a sobrevida geral em 5 anos.
Valores de expressdo génicas maiores que mediana foram consideradas hiperexpressos. A
sobrevida geral em 5 anos foi de 64% no grupo de pacientes analisados. Hiperexpressdao do
NFKB foi associada a criangas de idade > 5 anos (p=0,02) e a presenca da mutacdo TP53-
R337H (p=0,007), hiperexpressdo do FAS foi associada a criancas de idade >5 anos (p=0,05).
Hipoexpressao do BCL2 foi associada a presenca de obito (p=0,04) e hipoexpressdo do TNFA
ao estadio 1V (p=0,008). Os pacientes que apresentaram hiperexpressdao do gene BCL2
tiveram melhor sobrevida geral em 5 anos (0,91 versus 0,53; p=0,03). Nossos resultados
sugerem que os genes relacionados com apoptose podem estar relacionados com as variaveis
clinicas, bioldgicas e sobrevida em tumores adrenocorticais de pacientes pediatricos. Estudos
funcionais e analise de um maior nimero de casos sd0 necessarios para confirmar esses

achados.

Palavras-chave: Tumor adrenocortical. Adenoma de suprarrenal. Carcinoma de suprarrenal.

Adrenal. Suprarrenal. Apoptose. Expressdo génica.



Abstract

Propose: The adrenocortical tumors are rare malignancies, corresponding to only 0.2% of all
pediatric cancers. It has been suggested that the apoptotic process could be a key event in the
development of these tumors. The aim of this study was to analyze the gene expression
profile of apoptosis-related genes in pediatric adrenocortical tumors. The levels of mMRNA
expression of the apoptosis-related genes CASP3, CASP8, CASP9, FAS, FADD, BCL2, BAX,
APAF1, TNFA and NFKB were analyzed by quantitative real-time PCR in consecutive
microdissected tumor samples obtained from 22 children with diagnosis of adrenocortical
tumors (11 classified as stage I, 3 as stage I, 1 as stage Il and 7 as stage 1V). Mann-Whitney
and logistic regression tests were used to assess the correlation between the analyzed genes
and clinical/biological variables. The Kaplan Meier curves and log rank test was used to
estimate 5-year overall survival (OS). Values of gene expression higher the median were
considered as overexpressed. The 5 years-OS was 64.6% for the overall group of patients
analyzed. Overexpression of NFKB was associated to age >5 years (p:0.02) and TP53-R337H
(p:0.007), overexpression of FAS was associated to age >5 years (p:0.05). Underexpression
of BCL2 was associated to adverse event (p:0.04) and underexpression of TNFA to stage 1V
classification (p:0.04). Patients who presented overexpression of the BCL2 gene had a better
5 years-OS (0.91 versus 0.53, p:0.03). Our results suggest that apoptosis-related gene
expression profile in pediatric adrenocortical tumors may be related to clinical/biological
variables and survival. Functional studies and analysis of a large number of cases are needed

to confirm these findings.

Key Words: Adrenocortical tumors. Suprarenal adenoma. Suprarenal carcinoma.

Adrenal. Suprarenal. Apoptosis. Gene expression.
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1. Introducéo

1.1. Tumor Adrenocortical

Tumores adrenocorticais (ACT) sdo neoplasias raras e, em estadios avancados, sdo
frequentemente fatais. Sua incidéncia em crianga é extremamente baixa, sendo 0,2% de todos
0s canceres pediatricos. Por essa razdo, hd pouco conhecimento sobre sua malignidade, e
muitos dados sdo obtidos por estudos realizados em adultos. (CIFTCI et al., 2001; SUTTER e
GRIMBERG, 2006; RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2005; SBRAGIA et al., 2005).

Tumores adrenocorticais tém uma distribuicdo bimodal com picos na primeira e
quarta década de vida. A incidéncia nos Estados Unidos € de 0,2-0,3 casos por milh&o,
enquanto, no Brasil, a incidéncia, nos estados de S&o Paulo e Parana, é de 10 a 15 vezes
maior. O motivo dessa maior frequéncia ainda é desconhecido. (CIFTCI et al., 2001;
KIRSCHNER, 2006; MICHALKIEWICZ et al.,, 2004; RODRIGUEZ-GALINDO et al.,
2005; SBRAGIA et al., 2005)

Tanto nos pacientes norte-americanos como nos brasileiros ha uma associacdo com
mutac6es no gene TP53. Entretanto, no Brasil, na regido de maior incidéncia, foi observado
que existe uma Unica mutacdo no exon 10 do gene TP53, mais precisamente no cédon 337
onde ocorre a troca de arginina por histidina (TP53-R337H), enquanto nos pacientes norte-
americanos a mutacdo ocorre primariamente nos exons 2 ao 8. Assim a penetrancia da
mutacdo brasileira é baixa (somente 10-15% dos portadores desenvolvem ACT) e parece nao
predispor a outras malignidades ao longo da vida (FIGUEIREDO et al., 2006; RODRIGUEZ-

GALINDO et al., 2005). Embora estudos mais recentes evidenciem essa mutacao associada a



outros tumores como o carcinoma de mama, ainda existe discusséo sobre sua correlagdo com
a Sindrome de Li-Fraumeni e outras predisposi¢des ao cancer (ACHATZ et al., 2007
PALMERO et al., 2008). Pinto et al. descrevem que a mutacdo TP53-R337H é encontrada em
78-97% dos pacientes da regido sul e sudeste do Brasil e demonstrou, em seu estudo, que a
maior frequéncia da doenca nesta regido e a sua homogeneidade na mutagéo se devem a um
ancestral comum a maioria dos pacientes, apesar de esse fato ndo ter sido encontrado em
outro estudo com marcadores polimoérficos diferentes. (PINTO et al., 2004; RIBEIRO et al.,
2001). Dados ainda né@o publicados de grupo do sul do Brasil mostram que se encontram
fortes indicios da existéncia de um efeito fundador para a mutacdo TP53-R337H com base em
estudo da fina estrutura dos haplotipos do TP53, sugerindo, devido a um caso encontrado fora
do Brasil (0 qual possui essa mesma estrutura) que a origem seja possivelmente portuguesa
(GARRITANO et al., 2009).

Mutacges inativantes no lécus 17p13, incluindo TP53, gene supressor de tumor, e
alteracdes no locus 11p15 levando a super-expressao do IGF-II (“insulin-like growth factor
11”’) sdo frequentemente observadas (KIRSCHNER, 2006; WEST et al., 2007). O IGF-II é
encontrado no cortex adrenal fetal e em 85% dos tumores adrenais (COULTER, 2005). A
frequéncia de tumores suprarrenais aumenta em pacientes com Sindrome de Beckwith-
Wiedmann, Li-Fraumeni (RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2005; WEST et al, 2007).

Em criancas os tumores adrenocorticais aparecem tipicamente durante os primeiros 5
anos de vida (idade média, 3-4 anos), apesar de terem um pequeno pico na adolescéncia,
ocorrendo, principalmente, no sexo feminino (1,5:1). Normalmente, causam distdrbios
enddcrinos e sdo diagnosticados 5-8 meses ap0s 0s primeiros sinais ou sintomas. Em
aproximadamente 90% dos pacientes, detecta-se virilizacdo sozinha ou em associa¢do.
Sindrome de Cushing isolada é rara, aparece em somente 5% (KIRSCHNER, 2006;

MICHALKIEWICZ et al., 2004, RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2005; TEINTURIER et al.,



1999). Neoplasias ndo funcionantes sdo incomuns em criangas, mas podem ser vistas em
adolescentes e adultos jovens. Os carcinomas podem apresentar-se com doenca regional e/ou
metastases a distancia que, usualmente, acometem figado, pulmdes, rins e 0ss0s, nessa ordem
(RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2005).

A diferenciacdo entre adenomas e carcinomas é dificil, estima-se que 10-20% dos
casos pediatricos sdo adenomas. Para identificar malignidade, sdo analisados indices de
mitoses, presenca de necrose confluente, mitoses atipicas, peso e tamanho da massa, invasdo
venosa e capsular, apesar de esses parametros falharem em identificar aquele paciente com
doenca localizada que ird recair. Hough, Weiss e van Slooten et al. criaram classificacdes
histopatoldgicas (HOUGH et al., 1979; VAN SLOOTEN et al., 1985; WEISS, 1984)
diferentes para separar essas neoplasias em graus de malignidade, fato que, associado aos
outros critérios ajuda na decisdo terapéutica, mas nao podem ser usados como padrao-ouro no
diagnostico, pois um método pode classificar o paciente diferentemente do outro e nenhum
prediz prognostico (RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2005; SBRAGIA et al., 2005;
TEINTURIER, 1999). A classificacdo por estadiamento continua sendo o fator que mais
determina prognéstico (TUCCI JR et al., 2005).

A sobrevida total de 5 anos livre de doenca é de 54-74% (MICHALKIEWICZ et al.,
2004; RODRIGUEZ-GALINDO et al.,, 2005). Podemos separar grupos para estimar
prognostico, Sandrini et al. propdem um estadiamento que € baseado na extensdo da doenca,
tamanho e peso do tumor (tabela 1). Os dados de sobrevida do International Pediatric
Adrenocortical Tumor Registry (IPACTR) baseados nessa classificacdo estimam que mais de
90% dos pacientes com estadio | tratados somente com cirurgia sejam sobreviventes a longo
prazo (PIANOVSKI et al., 2006), mas somente 10% dos pacientes com estadio 1V, mesmo
submetendo-os a tratamentos quimioterapicos intensos (RODRIGUEZ-GALINDO et al.,

2005; SANDRINI et al., 1997).



Tabela 1 - Estadiamento proposto para tumores adrenocorticais em criancas (modificado de SANDRINI et al.,

1997)

Estadio

Definicéo

Tumores pequenos (<200cm® ou < 100g) e completamente ressecados
e normalizacdo dos horménios apds a cirurgia

Tumores grandes (>200 cm® ou >100g) ou ruptura de tumor

e normalizacdo dos horménios apds a cirurgia

Tumores irressecaveis ou doenca residual ap6s a cirurgia ou
persisténcia de niveis hormonais anormais apos a cirurgia

Doenga metastatica

Existem diferencas histopatologicas e em comportamento dos tumores que se

apresentam em criancas pequenas e o0s de adultos e adolescentes. I1sso sugere que haja uma

diferenca no local de origem das células mutadas. Nas criancas, por ter uma predominancia

de virilizacdo, a origem das células neoplasicas poderia ser proveniente do cortex fetal que

representa 85% do cdrtex adrenal durante o desenvolvimento fetal e, nos tumores de adultos,

estas surgiriam do cortex definitivo (MICHALKIEWICZ et al., 2004).

1.2. Desenvolvimento adrenal

O cortex adrenal sintetiza esteroides essenciais (ex. glicocorticoides, androgenos e

mineralocorticoides) que regulam diversos processos bioldgicos como pressdo arterial,

metabolismo da glicose, sistema imune e desenvolvimento sexual. No periodo embrionario, o

cortex é subdividido em cortex definitivo e cortex fetal, sendo este ultimo responsavel pela

producdo de dehidroepiandrosterona (DHEA) e sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-S)



que contribui para manutencdo da gestacdo normal (COULTER, 2005; MESIANO e JAFFE,
1997; RATCLIFFE et al., 2003; SPENCER et al., 1999).

A suprarrenal tem uma origem dupla: o cortex se desenvolve apartir do mesoderma
intermediario e a medula é de origem ectodérmica da crista neural. Durante a 5* semana de
desenvolvimento ocorre o aparecimento do cértex adrenal. Ainda as células mesoteliais entre
a raiz do mesentério e a gbnada em desenvolvimento comegam a proliferarem-se e penetrar o
mesénquima subjacente, em nivel dos dois ultimos somitos torécicos. A primeira cole¢do de
células tem formato fino e esférico, que se diferencia em grandes érgédos aciddfilos, o cortex
fetal. O segundo grupo de células, menores que a primeira, circula o primeiro grupo e forma
0 cortex definitivo (COULTER, 2004), que se diferencia em zona glomerulosa e zona
fasciculada (SADLER, 2005). A zona reticular parece originar-se da parte exterior do cortex
fetal. A parte interna do cortex fetal permanece durante toda vida fetal, mas degenera-se
rapidamente por apoptose depois do nascimento (RATCLIFFE et al., 2003). A estrutura

adulta do cértex so € obtida na puberdade (Figura 1).

e | i | primordio do
== cortex permanente

'f _1 zona glomerulosa zona reticular

T,

Figura 1. Desenho esquematico ilustrando desenvolvimento adrenal. A - glandula com 6
semanas de gestacdo. B - com sete semanas. C - com oito semanas. F - recém nascido. G
- Com 1 ano de vida. H - mostra a adrenal de uma crianca de 4 anos demonstrando que o
tamanho da glandula é menor do que no periodo fetal e que o cortex fetal foi totalmente
involuido. (MOORE & PERSAUD, 1998)



A zona glomerulosa - uma camada delgada de células localizada na superficie do
cortex adrenal imediatamente abaixo da cépsula € - primariamente, responsavel pela
producédo de aldosterona. A regulacéo da aldosterona € quase independente das outras zonas,
esta é dependente da concentracdo de sddio e potéssio no liquido extra-celular e do sistema
renina-angiotensina, sofrendo pouco controle pelo horménio anti-diurético (ACTH). A zona
fasciculada (média) e zona reticular (profunda) produzem respectivamente cortisol e
androgénios.

A medula se forma a partir das células cromafins que sdo células ganglionares
simpaticas modificadas derivadas das células da crista neural, as quais migram para o interior
da glandula, onde se dispdem em corddes e aglomerados. Elas congregam no centro ao redor
das tributarias da veia suprarrenal e recebem contato sinaptico direto atraves das fibras
emergentes preganglidnicas do décimo primeiro e décimo segundo segmento toracico do
cordao espinhal. A principal substancia secretada pelas células cromafins € a epinefrina, a
qual é liberada dentro dos leitos capilares circundantes das células individuais. As células
cromafins sdo assim denominadas porque se coram de amarelo-castanho pelos sais de cromo.
Durante toda a vida embrionaria, as células cromafins sdo amplamente dispersas pelo
embrido (MESIANO e JAFFE, 1997; SADLER, 2005), todavia, nos adultos, o Unico grupo
persistente € na medula das glandulas suprarrenais.

O cértex fetal ocupa 85% do cortex adrenal durante o desenvolvimento embrionario e
desaparece pouco tempo apds o nascimento, perdendo em torno de 50% do seu volume nas
primeiras 2 semanas (MESIANO e JAFFE, 1997) devido a uma apoptose macica (SPENCER
et al., 1999; WEST et al., 2007). Portanto, especula-se que esse seja o local no qual ocorre a
transformacéo neoplasica e ndo no cortex adrenal definitivo. Ademais, alteragdes no processo
apoptotico, promovendo sobrevida celular nessa regido, podem ser a causa da proliferacdo

neoplasica, principalmente nos casos brasileiros em que a mutacdo TP53-R337H esta



presente, pois a apoptose eleva o pH intracelular desestabilizando o dominio de
tetramerizacdo deste gene causando perda da fungéo supressora de tumor (DIGIAMMARINO

et al., 2002; ROSATI et al., 2008).

1.3. Apoptose

Apoptose ou morte celular programada é um importante processo fisiologico
necessario para a manutencdo da composicado celular nos orgéaos e tecidos, bem comopara
remocdo de células autorreativas e células que estdocompletando o seu ciclo de vida
(VERMEULEN et al., 2005; WHITE e McCUBREY, 2001).

O equilibrio fino entre apoptose e mitoses € responsavel por regular o crescimento de
um tecido, benigno ou maligno. Logo, as vias pro e antiapoptdticas controlam esse processo
mantendo a homeostase. Quando had um desequilibrio em favor do prolongamento da
sobrevida celular, ha promoc¢édo do processo de carcinogénese que ocorre apos uma série de
eventos que fazem alteracdes moleculares e tornam a célula com fendtipo maligno. Alguns
agentes carcinogénicos agem diminuindo a taxa de morte celular ao invés de aumentarem sua
proliferacao.

A apoptose se refere a iniciacdo e a execucdo de eventos intracelulares com gasto de
energia que resulta em suicidio celular, sendo ela distinta de outras formas de morte celular e
rigidamente controlada por meio da evolugio. E marcada por uma série ordenada de marcos
bioguimicos e por eventos morfoldgicos incluindo encolhimento celular, formacdo de
projecdes de membrana citoplasmatica, condensacdo, fragmentacdo da cromatina nuclear e

fragmentacdo celular em corpos apopto6ticos como vistos na figura 2 (BATISTA et al., 2005;



REED, 2000; VERMEULEN et al., 2005). Exemplos de mortes ndo apoptdticas consistem
em necrose, na qual as células morrem por insulto externo e senescéncia em que a célula
expira quando atinge o fim de sua capacidade de replicagdo. Ao contrario da morte por

necrose, a apoptose néo provoca inflamagao ou resposta imune.

Fragmentacao nuclear (Cariorese)

Ntcleo condensado (picnose) 2
T 5 Yo

“'5\?\‘_‘ 2
g :7?? -

2P NS TR
—_— :
@ ) ‘ a2 [ / / _Fagocito /*

Corpos apoptoticos

Figura 2. llustra as alteracBes na morfologia celular ao sofrer apoptose

Ha duas razdes para a celula sofrer apoptose: primeiramente, a morte celular é
necessaria para o desenvolvimento normal de um 6rgdo ou tecido; segundo, ela € importante
para destruir células errantes que impdem uma ameaga ao organismo, eliminando as que
sofreram mutacdes genéticas e que poderdo se tornar cancerosas (KUSHLINSKII et al.,
2002). Existe uma série de genes que regulam a apoptose, entre eles estdo as familias: BCL2,

CASPASES e TNF (VERMEULEN et al., 2005).



1.3.1. Familias de genes responsaveis pela apoptose

1.3.1.1. CASPASES

CASPASES ("cystenil, aspartate specific proteasis™) séo membros de uma familia de
moléculas efetoras na via apoptética. Chamadas assim por serem proteases de cisteina que
clivam seletivamente proteinas na porcdo C-terminal destinado aos residuos de aspartato.
Elas tém alvos especificos como as proteinas da ldmina nuclear e o citoesqueleto, provocando
a morte celular. Existem pelo menos 14 CASPASES que sdo sintetizadas como proenzimas e
ativadas pela proteolise em 2 ou 3 locais, formando uma subunidade grande e uma pequena
(VERMEULEN et al., 2005). Uma CASPASE madura é um heterotetramero composto de 2
subunidades grandes e 2 pequenas, sendo ativadas pela clivagem no residuo conservado do
acido aspéartico (JOHNSON, 1998; REED, 2000; WHITE e McCUBREY, 2001).

White e McCubrey (2001) propuseram um modelo no qual CASPASES sdo ativadas
sequencialmente por outras. A cascata comeca com a ativagdo do “iniciador” (CASP 8 ou 9)
que ativa o “amplificador” (CASP 1) e, por sua vez ativa, os “efetores” (CASP 3, 6 e 7). Uma
vez ativadas, as caspases efetoras degradam, através de proteélise, as proteinas celulares
vitais, levando a célula a morte. Os substratos especificos das caspases incluem as proteinas
estruturais como actina e lamina nuclear, proteinas reguladoras como a proteina-quinase
dependente de DNA e inibidores da deoxiribonuclease (VERMEULEN et al., 2005). A
proteolise celular causada pelas caspases efetoras resultam em alteragdes morfologicas e
bioguimicas caracteristicas da apoptose. As CASPASES sao ativadas por 2 vias, por meio

dos receptores de morte (FAS e TNF) ou pela via mitocondrial (familia BCL2), conhecidos
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também como via extrinseca e intrinseca (Figura 3), respectivamente (REED, 2000;

VERMEULEN et al.,2005).

VIA EXTRINSECA

Receptor de morte I I Receptor multimerizado

VIA INTRINSECA

mitocondrial
Casp 8, Liberacdo citocromo C

Ativacdo das caspases iniciadoras

/CASP 8.10

Ativacio das caspases efetoras
CASP 3,6, 7

v

APOPTOSE

Ativacdo das caspases iniciadoras
CASP 9

Figura 3. Esquema mostrando a via intrinseca e extrinseca da apoptose e a ativacdo das caspases.
(Baseado em HAJRA e LIU, 2004)

1.3.1.2. BCL2

BCL2 ("B-Cell Lymphoma/Leukemia 2") & um oncogene celular que codifica
proteinas capazes de inibirem a apoptose, demonstrando resisténcia a morte programada e a

drogas citotoxicas. A familia BCL2 de proteinas citoplasmaticas é a reguladora chave da
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cadeia interna (mitocondrial) da inducdo a apoptose. O protétipo dessa familia € o proto-
oncogene BCL2 identificado na quebra cromossomica t(14;18) do linfoma folicular humano.
O efeito do BCL2 é promover a sobrevida celular (JOHNSON, 1998).

Existem no minimo 20 membros da familia de proteinas BCL2 que compartilham
homologia em pelo menos duas das quatro areas conservadas (BH1 — BH4), os quais podem
promover sobrevida (BCL2, BCLX,, MCL1, Al) ou apoptose (BAX, BAK, BAD, BCLXs,
BIK, BID). A familia BCL2 de proteinas é capaz de registrar uma variedade de estimulos
positivos e negativos e integra-los para determinar se a via apoptética mitocondrial esta
ligada ou desligada (JOHNSON, 1998; WHITE e McCUBREY, 2001; VERMEULEN et al.,
2005). Entre esses estimulos apoptéticos estdo - privacio de fator de
crescimento/neurotrofina, hipdxia, radiacdo, drogas anti-cancer, oxidantes e excesso de Ca**
(REED, 2000).

Na iniciagdo da via intrinseca da apoptose, o BAX libera citocromo C pela
mitocéndria que se liga ao APAF1 ("apoptotic protease activating factor -1"), este forma
complexo oligomerizado que acopla na PROCASPASE 9 e facilita o trans-processamento do
zimégeno da CASPASE 9 via mecanismo de inducdo de proximidade. Ao contrario da
CASPASE 8 - que é clivada e a enzima ativa fica livre no citoplasma - a CASPASE 9 precisa
estar conectada ao APAF1 (apoptosomo) para sua atividade completa, e seu pro-dominio N-
terminal é retido. Sabe-se ainda que a transcricdo do BAX ¢é indiretamente regulada pelo
TP53, provendo, assim, uma conexdo importante deste supressor de tumor com a via de
apoptose (REED, 2000).

A apoptose também pode ser iniciada por uma acdo extra-celular de mensageiros
nomeados ligantes da morte. Estes se ligam aos receptores de superficie da célula, chamados
de receptores da morte, 0s quais ativam o sinal intra-celular de eventos que comecam a

cascata apoptotica.
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1.3.1.3. TNF/NGF

Os receptores do FAS e do TNF (Fator de Necrose Tumoral) sdo os dois receptores de
morte mais bem caracterizados, componentes da superfamilia TNF/NGF que inclui também
TRAIL e TRAMP. Essa familia é caracterizada por sitios ricos em cisteina em seu extra-
celular e uma sequéncia conservada citoplasmatica chamada de area da morte. Seus ligantes
correlatos sdo respectivamente o FASL e o TNF. A ativacdo do FAS pelo FASL esta
envolvida no mecanismo de ativagdo de células T citotoxicas e células NK contra células
cancerosas e infectadas por virus (KUSHLINSKII et al., 2002). E importante também em
modular a resposta imune pela delecdo periférica de células T ativadas. Assim, mutacdes no
FAS podem levar a desordens imunes. O FASL liga trés moléculas de FAS resultando em um
trimero que € ajudado pela tendéncia de dominio de morte e associa-se entre si. Esse grupo de
dominio de morte (DD) de FAS associa-se como uma proteina adaptadora chamada FADD
("Fas-associated death domain™), a qual se liga por intermédio de seu proprio DD. O FADD
contém um segundo dominio chamado de DED ("death effector domain™), responsavel pelo
recrutamento da PROCASPASE 8 por meio dos dominios DED presentes em sua proenzima
(VERMEULEN et al., 2005). PROCASPASE 8 sofre clivagem propria e ativacdo seguindo
seus oligbmeros no complexo protéico FAS-associado. 1sso, por sua vez, ativa os efetores de
CASPASES levando a célula a apoptose, como descrito anteriormente (WHITE e
McCUBREY,2001).

O receptor de TNF também sinaliza para a ativacdo de CASPASES das proteinas

adaptadoras de morte, mas o TNF, sozinho, raramente induz apoptose, talvez devido a
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intervencdo de caminhos antiapoptoticos como NFKB, JNK e fosfatidilinositol 3-kinase
(P13K) (WHITE e McCUBREY, 2001).

O FADD tem como funcdo central ligar a familia TNF as caspases. Estudos
demonstram a inabilidade do TNF, FAS e outros receptores de morte em ativar CASPASES

na auséncia do FADD.

1.3.1.4. NFKB

NFKB foi primeiramente descrito como uma proteina nuclear promotora da
transcricdo das cadeias leves de imunoglobulina em células B e, subsequentemente, foi
demonstrado mediar sinais de sobrevida que protegem contra apoptose na maioria das células
(apesar de poder ser proapoptético em alguns casos). O mecanismo pelo qual NFKB promove
a sobrevida celular € devido, em parte, a inducdo de transcricdo de um namero de genes anti-
apoptoticos, como os membros da familia BCL2 (Al/BFL1, BCLX, e NRL3), proteinas de
transducdo do sinal do receptor de morte (TRAF1 e TRAF2), inibidores de apoptose (c-1AP1,
c-1AP2 e X-1AP), fatores de transcricdo (MYCC e TP53). A inibicdo da translocacdo nuclear
de NFKB aumenta o assassinato celular apoptotico pelo TNF, radiacdo ionizante,
superexpressdo de oncoproteinas ou pelo agente quimioterapico daunorubicina (WHITE e

McCUBREY, 2001).
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Figura 4. Dois passos importantes de ativacdo de CASPASES, um envolvendo os receptores de morte (FAS e
TNF) e outro a mitocéndria (BCL2). (Baseado em VERMEULEN et al., 2005)
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2. Justificativa

Tumores adrenais sdo neoplasias raras na infancia, representando um grande desafio a
oncologistas, patologistas e profissionais de satde que lidam com essa patologia, pois ainda
ndo existem métodos seguros para diferenciar adenomas de carcinomas. Isso torna dificil a
decisdo terapéutica e a informacdo progndstica, ja que, para tumores benignos, a realizacdo
de somente resseccdo cirdrgica com margens é curativa e, em tumores malignos, além da
resseccao, € necessaria a quimioterapia agressiva e mesmo, com esta terapéutica, a sobrevida
é baixa nos dias de hoje.

Devido a sua baixa incidéncia, poucos estudos tém sido conduzidos na tentativa de
definir marcadores moleculares associados ao grau de malignidade. Sabe-se que a
hipo/hiperexpressdo de genes participantes da via apoptotica na célula neoplasica pode
promover uma maior sobrevida, mantendo assim, células mutadas ou cancerigenas ainda em
replicacdo. Entretanto, esse mecanismo ndo tem sido bem estudado em tumores adrenais.

O estudo dos genes associados a essa via podem ser importantes, ndo sé por promover
novos "insights” no mecanismo de crescimento e invasdo tumoral, como também, por

possibilitar definicdo de marcadores fidedignos para orientar decisdo terapéutica.
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3. Objetivos

- Caracterizar o perfil de expresséo dos genes CASPASE 3, 8 e 9, FAS, FADD, TNFA, NFKB,

BCL2, BAX e APAF1 em tumores adrenocorticais em pacientes menores de 18 anos.

- Analisar a associacdo entre os valores de expressdo e as variaveis clinicas e bioldgicas:
idade, tamanho e peso do tumor, presenca da mutacdo TP53-R337H, estadiamento e evolugéo

clinica.

- Avaliar o valor prognostico do grau de expressdo dos genes analisados nos pacientes com

tumores adrenocorticais.
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4. Materiais

Foram admitidos para diagndstico e tratamento no Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sdo Paulo (HC-FMRP-USP) durante o
periodo de janeiro de 1991 a julho de 2007, 29 pacientes menores de 18 anos. Desses, foram
analisadas amostras de tecido tumoral a fresco microdissecado, obtido de resseccdo cirdrgica
de 22 pacientes pediatricos e armazenadas no banco de tumores do Departamento de
Puericultura e Pediatria do HC-FMRP-USP. Sete pacientes foram excluidos do estudo, 4 por
ndo possuirem amostra armazenada e 3 devido a ma qualidade da amostra apos
microdisseccdo (excesso de tecido necrotico e fibrose).

Os dados clinicos dos pacientes analisados estdo descritos na tabela 2; os valores
hormonais dos pacientes pre e pds cirurgia, na tabela 3, a expressao dos genes estudados, nos

anexos 1 e 2.



Tabela 2 - Descricdo dos dados clinicos dos pacientes com tumor de adrenal analisados

Paciente Sexo Cor Idade Peso Tamanho Estadiamento Mutagéo Clinica Metéastases Quimioterapia | Obito Sobrevida
(meses) | Tumor (g) | Tumor (cm®) TP53-R337H (meses)
1 F B 5 153 175,5 1] Sim Virilizacdo Néo Néo Né&o 39
2 F B 144 53 157,5 | Né&o Cushing Né&o Né&o Né&o 65
3 F B 84 3,3 1,8 | Néo Virilizagdo Néo Néo Néo 128
4 F B 101 580 1008 1 Sim izacdo Né&o Né&o Sim 81
5 F B 23 39 51,66 | Sim izacdo Né&o Né&o Né&o 41
6 F B 102 380 544 v Sim Virilizagéo Sim Sim Sim 2
7 F B 28 377 810 1 Sim izacdo Né&o Sim Né&o 122
8 F B 21 20 31,68 | Sim Virilizagdo Né&o Né&o Né&o 14
9 F B 16 35 75 | Sim Virilizagdo Né&o Né&o Né&o 106
10 F NB 137 2350 3300 v Néo Dado ndo Sim Sim Sim 54
disponivel

11 F B 96 230 365,75 v Sim Sim Néo Sim 15
12 F NB 22 10 9 | Sim Néo Néo Néo 220
13 F B 65 351 720 v Sim Sim Sim Sim 15
14 F B 36 16 26,87 1 Sim Né&o Né&o Né&o 109
15 M NB 33 828 2025 I\ Sim Sim Sim Sim 7
16 M B 20 60 69,3 v Sim Sim Sim Néo 149
17 M B 12 40 53,75 | Néo Né&o Né&o Né&o 132
18 M B 25 80 150,69 | Sim Né&o Né&o Né&o 190
19 M B 11 259 47,25 | Sim Virilizagdo Né&o Né&o Né&o 163
20 M B 180 703 1120 v Sim Cushing Sim Sim Sim 9
21 F B 39 15 36 | Né&o Né&o Né&o Né&o 23
22 M B 33 28,5 50,96 | Sim Virilizagdo Né&o Né&o Né&o 75
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Tabela 3 — Valores hormonais dos pacientes pré e pos cirlrgicos.

Pacientes Idade 170H Androstenediona Cortisol DHEAS Testosterona
1 Pré | 5m 204 442 115 121 180,5
Pos 5,6 9,8 <3,9 <10
2 Pré | 12a 28,4 80,2 13,9 9,6 38,3
Pés 77 7.9 95,9 49,2
3 Pré | 7a 60 67,2 12 37 220
Pos 14,4 28,8 <3,9 10
4 Pré | 8a5m 256 4838 10,8 4640 728
Pés 26 286 280 24.8
5 Pré | 1al1lm 5239 294.4 211
Pés 63,9 <3,9 57 <3,9 20,8
6 Pré | 8a6m 31 23,2 6 26,3
Pés 5,4 <3,9 27
7 Pré | 2a3m 453 1173 75 1440 120
Pés 12,5 57 6,1 <3,9 <10
8 Pré | 1a9m 114,3 114,2 183 275,5
Pos <3,9 2,6 <3,9 <10
9 Pré | la4m 191 563,3 12 >5000 273
Pés 215 3,9 <3,9 <10
10 Pré | 11a5m
Pos 24 2,2 <3,9 <10
11 Pré | 7a 11m
Pés <3,9 <1,2 <3,9 27,5
12 Pré | 1a8m 46 110,8 11,2 165 34
Pos 13,2 1,7 <3,9 <8
13 Pré | 5a5m 550 216,9 35 1673 88,8
Pés 27,7 139 40,6
14 Pré | 3a 129 175 14,4 390 235
Pos 21 <3,9 <10
15 Pré | 2a9m 614 1055 621 59,8
Pés 116 66,9 55 60,8
16 Pré | 1a5m 184 176 1040
Pos 70,3 <3,9
17 Pré | 11m 200 658 7,4 450 500
Pés 9,6 3,5 <3,9 <10
18 Pré | 2alm 75,3 214 9,6 1080 138,7
Pos 63,6 41 30,4 38 <10
19 Pré | 10m 1980 665 7,3 1160 569
Pés 14,1 2,3 <3,9 <10
20 Pré | 15a4m 326,4 287
Pés 103,6
21 Pré | 3a3m 427 220 408 128
Pos 15 <3,9 6,3 <39 <10
22 Pré | 2a8m 237 316 658 872
Pos <3,9 10,7 <3,9 <10
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5. Métodos

5.1. Coleta de Amostras e Microdissecgao

As amostras de adrenal foram coletadas em criotubo na ressec¢do cirdrgica, sendo
imediatamente colocadas em nitrogénio liquido e depois estocadas.

Antes de a amostra ser processada, foi realizada microdisseccéo pelo Departamento de
Patologia da FMRP-USP para retirada de tecido normal e necrético garantindo, dessa forma,

que o material estudado seja somente tumoral.

5.2. Extracdo do RNA, DNA e Proteina

Previamente ao inicio do processo de extracdo, as amostras foram pesadas e
aliquotadas entre 5 e 20mg de tecido adrenal. A extracdo foi realizada por meio de colunas
utilizando o RNA/DNA/ Protein Purification Kit® (Cat. #23500; Norgen, Canada) conforme
orientacdo do fabricante.

O DNA e RNA de cada amostra foram quantificados em fotdmetro.

Para a verificacdo da integridade do RNA obtido, cada amostra foi submetida a
eletroforese em gel de agarose 1%. E o DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose

2% (ANEXO 3).
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5.3. cDNA

A construcdo do DNA complementar (cDNA) foi realizada por transcrigéo reversa por
meio da enzima Superscript 11 (ANEXO 3). O cDNA obtido foi, entdo, submetido a

amplificacdo por PCR quantitativa em tempo real (RQ-PCR).

5.4. PCR quantitativa em tempo real (RQ-PCR)

Para quantificar a expressao desses genes foi realizada analise utilizando-se a técnica
de reacdo de cadeia de polimerase em tempo real (RQ-PCR) em um instrumento ABI17700
(Applied Biosystems) por monitorizacdo continua de fluorescéncia pelo SYBR Green ou
sonda TagMan (Applied Biosystems), de acordo com as instru¢fes do fabricante (ANEXO
3). As condicdes finais para a reacdo de RT-PCR foram as que se seguem: desnaturacdo
inicial a 94°C por 4 minutos e pareamento a 60°C por 2 minutos, seguido de 38 ciclos de
desnaturacdo a 94°C, pareamento a 60°C e extensdo a 72°C por 1 minuto cada, seguidos de
um ciclo de extensdo final a 72°C por 10 minutos. Foram construidas curvas-padrdo para a
quantificacdo relativa da expressdo de cada um dos genes estudados. Para elaboracdo das
curvas de calibracdo (curvas-padrdo) foram amplificadas em quadriplicata o cDNA derivado
de tecido adrenal obtido de crianga com tumor de Wilms para cada um dos genes CASPASE
3,8¢e9, FAS, TNFA, NFKB e BCL2, com eficiéncias de 0,9 a 1,1.

Os primers gene-especificos CASP3, CASP8, CASP9, FAS, BCL2, NFKB, e TNFA

utilizados foram construidos com base nas sequéncias descritas no blast
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(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) e ensembl (www.ensembl.org) através do programa oligo3,
sintetizados pela Invitrogen, e analisados por SYBR Green e curva de dissociagéo (tabela 4).
Para o0s genes FADD (HS00538709 ml1), BAX (HS99999001 ml), e APAF1

(HS00559441_m1), foram utilizadas sondas TagMan (Applied Biosystems).

Tabela 4 - Sequéncia dos genes CASP3, CASP8, CASP9, FAS, BCL2, NFKB, TNFA e GUS.

Gene Sequéncia
CASP3 sense GGTATCCATGGAGAACACTGAA
antisense GAGTCCATTGATTCGCTTCC
CASP8 sense TTGCAAGAGGAAATCTCCAAA
antisense TCCAGCAGGTCCATGTCATCATC
CASP9 sense CTGTTCAGGCCCCATATGAT
antisense CTGGCCTGTGTCCTCTAAGC
FAS sense GCATCTGGACCCTCCTACCT
antisense CCAATCCCTTGGAGTTGATG
TNFA sense CTCTTCTGCCTGCTGCACTT
antisense GCCAGAGGGCTGATTAGAGA
BCL2 sense ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA
antisense GCCGTACAGTTCCACAAAGG
NFKB sense CCACGACTTGTAGGAAAGG
antisense CTGGATGCGCTGACTGATAG
GUSB sense GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT
antisense CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA

O célculo da expresséo dos genes foi realizado por analise do método 24T (LIVAK
e SCHMITTGEN, 2001). Para todas as reacdes foi utilizado tecido adrenal de paciente com
tumor Wilms como calibrador, exceto para os genes FADD, BAX e APAF1, nos quais
utilizada a linhagem leucémica K562, devido a ndo expressdo desses genes pelo tecido
adrenal utilizado. O gene GUSB foi utilizado como gene de referéncia interna. As diferencas
na quantidade de cDNA total adicionada a cada reacdo foram normalizadas utilizando-se o

gene GUSB como controle interno.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
http://www.ensembl.org/
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5.5. Sequenciamento

Utilizando o DNA em que o processo de extracdo e quantificacdo ja foi descrito,
realizamos o sequenciamento do gene TP53 a procura da mutacdo R337H no exon 10.

De acordo com as instrucfes do fabricante, as amostras foram purificadas com Kit
Wizard PCR Preps DNA Purification System® (Promega, Madison, WI) e sequenciadas por
PCR assimétrico usando o ABI-Prism® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit em um sequenciador ABI Prism 377 DNA sequencer Apparatus ( Perkin-Elmer
Corporation), foram usados os primers 5-CTG AGG CAC AAG AAT CAC-3’(sense) e 5°-
TCC TAT GGC TTT CCA ACC-3’ (antisense) (SANDRINI et al., 2005).

Os cromatogramas e sequéncias foram analisados com os softwares ABI Sequence

Analysis v.3.3 e Chromas v.2.33 (Technelysium Pty Ltd / www.technelysium.com.au,

Queensland, Australia), respectivamente.


http://www.technelysium.com.au/
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Figura 5. Sequenciamento do gene TP53 exon 10, (A) sequéncia selvagem, (B) mutacdo TP53R337H.

6. Analise estatistica

Analise estatistica foi realizada com auxilio dos softwares GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e SPSS 15.0 (SPSS Inc. Chicago, USA). A
associacdo entre as variaveis analisadas (idade, tamanho e peso do tumor, presenca da

mutacdo TP53-R337H, estadiamento e evolucdo clinica) e os niveis de expressao génica foi
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avaliada utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Sobrevida global, considerada da data do
diagnostico até data do 6bito ou do ultimo retorno, foi analisada por curvas de Kaplan-Meier
e comparadas pelo teste log-rank para as diferentes variaveis analisadas. A correlacdo entre
0s genes estudados foi analisada pelo teste de correlacdo de Spearman. Valores de p<0.05

serdo considerados como significantes.

7. Resultados

7.1. Variaveis clinicas e laboratoriais

A idade dos pacientes estudados variou entre 5 e 180 meses, com uma média de 53
meses e mediana de 33 meses. Pacientes classificados como estadio I/l apresentaram média e
mediana de idade menor (33,2 e 23 meses, respectivamente) que os pacientes classificados
como estadios II/IV (66,7 e 96 meses, respectivamente). Dos 22 pacientes estudados, 15
(68,2%) eram do sexo feminino e 7 do sexo masculino (31,8%), com relacéo de 2,1:1.

O peso tumoral das amostras variou de 3,3 a 2350g (média 289,89¢g) e o volume de
1,8 a 3300 cm® (média 492,26 cm®), sendo que 13/22 (59,1%) tinham peso do tumor menor
que 100g e 15/22 (68,2%) tinham volume do tumor menor que 200cm®. Quanto &
classificacdo histoldgica, 15 pacientes foram classificados como carcinomas, 3 como
adenomas e em 4 ndo foi possivel a diferenciacdo histopatologica precisa. Dos 22 pacientes 7
(31,8%) apresentavam metastases ao diagndstico e 4 recidivaram, sendo estes inicialmente

classificados como estadio 111/1V. Quanto ao estadiamento: 11/22 (50%) foram classificados
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como estadio I, 3/22 (13,64%) como estadio I, 1/22 (4,54%) como estadio Il e 7/22
(31,82%) como estadio 1V. Dezoito pacientes apresentaram sintomas de virilizacéo, sendo 17
com virilizacdo apenas e 1 associado a sintomas de hipercortisolismo; 3 pacientes
apresentaram Sindrome de Cushing isolada e, em um dos pacientes, ndo foi possivel a
caracterizagdo precisa dos sintomas. Devido ao numero reduzido de pacientes no grupo com
auséncia de virilizacdo, ndo foi possivel a realizacdo de analise estatistica para essa variavel.
A mutacédo do gene TP53-R337H foi encontrada em 17/22 (77,27%) pacientes.

O tempo de seguimento dos pacientes em remissdo clinica variou de 14 a 220 meses,
com mediana de 90 meses. Obito ocorreu em 7/22 pacientes (31,8%), todos classificados
como estadio 111/1V, nestes o0 tempo de sobrevida variou de 2 a 81 meses, com uma mediana
de 15 meses. Sobrevida global em 5 anos foi de 64,6% no grupo total de pacientes analisados,
sendo 100% para pacientes estadios /Il e 25% para pacientes estadios I11/1V (p<0,0001)
(Figura 6)

Ao analisarmos as varidveis clinicas em relacdo a sobrevida global em 5 anos,
verificamos uma associacao significativa em relagdo a idade (92.5% para 0s menores de 5
anos e 37,5% para 0os maiores de 5 anos, p: 0,001), peso (100% para tumores menores que
100g e 29.6% para tumores maiores que 100g, p<0,001) e tamanho (93,3% para tumores
menores que 200cm® e 28,6% para tumores maiores 200cm®, p<0,001). As curvas de

sobrevida sdo mostradas nas figuras 7, 8 e 9.
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Figura 6. Sobrevida geral x estadiamento. Devido ao tamanho relativamente pequeno da amostra os pacientes

foram agrupados em estadios I/11 e I1I/1V.
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7.2 — Expresséo génica
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Os valores relativos de expressao dos genes analisados s&o mostrados na tabela 5.

TABELA 5 - Valores de expressdo relativa dos genes estudados para cada paciente.

Paciente | CASP3  CASP8 CASP9 BAX  APAF1 TNFA FAS FADD BCL2 NFKB
1 0,33 1,16 0,78 1,65 0,44 0,75 0,78 0,33 5,27 1,31
2 2,13 0,58 0,20 1,82 0,32 169,48 26,08 0,47 0,04 3,17
3 0,59 2,09 2,53 2,57 2,25 117,78 30,27 0,71 3,17 1,61
4 0,11 0,04 0,01 0,00 0,00 26,45 0,22 0,00 0,00 0,29
5 0,05 0,22 0,75 0,90 0,27 2,18 0,68 0,48 0,94 1,33
6 1,23 0,00 0,68 1,16 0,31 0,01 0,73 0,80 0,11 1,53
7 0,35 0,01 1,36 0,34 0,52 0,47 0,46 0,18 0,78 1,06
8 0,62 0,15 1,41 1,05 0,24 9,95 0,13 0,21 0,38 4,52
9 0,97 0,53 0,46 1,05 0,18 0,03 0,36 0,27 2,89 0,31
10 0,35 0,51 3,18 0,96 0,23 0,09 1,16 0,07 0,00 4,92
11 1,10 0,60 0,56 0,44 0,00 0,00 5,74 0,03 0,00 2,50
12 0,29 0,52 0,18 0,09 0,06 306,55 0,07 0,01 0,00 0,03
13 0,09 0,28 1,65 0,55 0,35 0,03 2,05 0,33 0,01 1,35
14 11,67 0,03 0,37 0,60 0,28 0,58 2,87 0,47 19,70 0,33
15 0,00 3,78 1,12 0,32 1,51 N/A* 18,19 0,39 0,00 0,26
16 2,86 1,60 0,96 0,27 0,44 0,03 0,83 0,55 1,11 1,13
17 0,64 0,00 1,68 1,08 0,23 7,86 1,45 0,93 14,12 2,96
18 0,29 1,29 1,45 0,55 0,00 724,08 0,22 0,19 0,00 0,91
19 1,07 0,16 2,02 0,20 0,02 0,01 0,30 0,05 0,00 0,12
20 1,25 3,08 2,27 1,99 1,06 0,02 10,89 0,57 1,31 2,25
21 0,69 0,53 0,37 0,31 0,08 0,00 0,73 0,08 0,01 1,35
22 37,01 0,03 0,66 1,42 0,30 1,42 19,09 0,16 107,26 0,62

*N/A — ndo avaliado
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7.2.1 - Genes Pré-Apoptdéticos (CASP3, CASP8, CASP9, BAX, FADD, FAS, TNFA e

APAF1)

Usando o teste de Mann-Whitney evidenciamos associacdo entre valores de expresséo

menores para 0 gene FAS e idade menor de 5 anos (p=0,05)(Figura 10).

FAS x Idade
40
304
20' [
2 10-_ .
=57 p=0,05
44 —
3' .
2' . [ ]
1 e H
O T :
> >
& &
p<° 7<o
Idade

Figura 10. Expressdo relativa do gene FAS x idade maior ou menor de 5 anos.

Expressao do gene TNFA esteve significantemente associada ao estadio clinico.
Pacientes classificados como estadios I/Il apresentaram valores de expressdo
significantemente maiores que aqueles classificados como estadios I11/1V (p=0,03). Pacientes
classificados como estadio IV apresentaram valores de expressao génica significantemente
menor do que aqueles classificados como estadios I, Il e 111 (p=0,008), o inverso também foi
observado com pacientes classificados como estadio I, apresentando valores de expressao
significantemente maiores que os pacientes classificados como estadios II, 111 e 1V (p=0,04)

(Figuras 11 e 12).



31

TNFa x Estadio

800 .
600
400
200 :

100
8

p=0,008

TNFa

40
20

OT

———

OFNW.

/b -

L]
’
T
N
e
N
N\

Estadiamento

Figura 11. Expressdo relativa do gene TNFA x estadio 1V.

TNFa x Estadio

2881 . p=0.04

TNFa
IN
(@]

Estadiamento

Figura 12. Expressdo relativa do gene TNFA x estadio I.
Os valores minimo, maximo e mediano dos genes pro-apoptéticos analisados em

associacdo as diferentes variaveis clinico-laboratoriais estudadas e respectivos valores de

significancia estatistica sdo apresentados no anexo 1.
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7.2.2 - Genes Anti-Apoptoticos (BCL2 e NFKB)

Foi encontrada uma associagédo significativa entre menores valores de expressao do
gene BCL2 e a ocorréncia de ébito (p=0,03), além de valores menores de expressdo do gene
NFKB com idade >5 anos (p=0,02) e ainda presenca da mutacdo TP53-R337H (p=0,007)

(figuras 13, 14 e 15).
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Figura 13. Expressdo relativa do gene BCL2 x ocorréncia de 6bito.
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Figura 14. Expresséo relativa do gene NFKB x idade maior ou menor de 5 anos.
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Figura 15. Expressdo relativa do gene NFKB x presenca ou auséncia da mutacdo TP53-R337H.

Os valores minimo, maximo e mediano dos genes anti-apoptoticos analisados em
associacdo as diferentes variaveis clinico-laboratoriais estudadas e respectivos valores de

significancia estatistica sdo apresentados no anexo 2.
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7.3 — Expressao génica e sobrevida global

Os niveis de expressdo génica acima ou abaixo do valor mediano de expressao e sua
associagdo com sobrevida global em 5 anos estéo apresentados na tabela 6. Os pacientes que
apresentaram valores de expressdao do BCL2 acima da mediana apresentaram uma sobrevida
global em 5 anos significantemente maior do que aqueles com valores de expressao abaixo da

mediana (0,91 versus 0,53, p=0,03). (Figura 16)

Tabela 6 - Nivel de expressdo dos genes e sua associacdo com sobrevida global em 5 anos.

Gene Nivel de Expressao Sobrevida Global P valor

CASP3 < mediana 70,1+14,7% 0.73
> mediana 72,7+13,4%

CASP8 < mediana 71,6+14% 0.74
> mediana 72,7+13,4%

CASP9 < mediana 81,8+11,6% 0.67
> mediana 62,3+15%

BAX < mediana 72,74513,4% 0,84
> mediana 70,1+14,7%

APAF1 < mediana 79,5+13,1% 0,47
> mediana 63,6+14,5%

TNFA < mediana 53,0+15,5% 0,20
> mediana 90,9+8,7%

FAS < mediana 90,9+8,7% 0,20
> mediana 54,5+15%

FADD < mediana 80,8+12,2% 0,44
> mediana 63,6+14,5%

BCL2 < mediana 53,0+15,5% 0,03
> mediana 90,9+8,7%

NFKB < mediana 90,9+8,7% 0,11
> mediana 50,9+16,3%




35

1.0
t
n=11
08 BCL2
— I Hipoexpresso

_ T Hiperexpresso
] + 1.00-censored
c 2
o " p=0.03 + 2.00-censored
[T
et -
5 0g
o
o
=
o
L]
2
= = -
o 04 + +
A
o
w n=11

0.2

0.0+

T T T T T T
0.00 50.00 100.00 150.00 200.00 25000

Sobrevida Geral (meses)

Figura 16. Sobrevida global x expressdo do gene BCL2 abaixo (hipoexpresso) ou acima (hiperexpresso) do valor
mediano de expressao.

7.4- Correlacao entre expressao dos genes estudados

A correlacao entre os niveis de expressdo dos genes estudados € mostrada na tabela 7.
Interessante salientar uma correlacdo positiva e estatisticamente significante entre os genes

BAX, FAS, NFKB, FADD e APAF1 nas amostras de tumores adrenais analisadas.
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Tabela 7. Correlagdo entre os genes estudados de acordo com o teste de Spearman

CASP3 CASP8 CASP9 FAS BCL2 TNFA NFKB BAX FADD APAF1
CASP3  CC 1.000 -126 -.160 366 460(%) -360 193 321 203 067
Sig. _ 577 A77 093 031 109 390 145 366 766
CAsps  CC -126 1.000 477 286 -189 .001 .007 073 .086 271
Sig. 577 . 431 196 400 996 976 745 702 223
CAsP9  CC -.160 77 1.000 189 .097 -137 377 361 318 352
Sig. 477 431 . 400 668 554 084 099 149 108
FAS cc 366 286 189 1.000 364 -174 358 | .545(*%) A465(%) | 592(*%)
Sig. 093 196 400 . .095 451 102 .009 029 004
BCL2 cc 460(%) -189 .097 364 1.000 073 135 | .631(**) | .600(**) 482(%)
Sig. 031 400 668 095 . 753 548 002 003 023
TNFA cc -.360 .001 -137 -174 073 | 1.000 -.094 147 025 -034
Sig. 109 996 554 451 753 . 687 525 915 884
NFKB cc 193 .007 377 358 135 -.094 1.000 | .585(**) 354 170
Sig. 390 976 084 102 548 687 . .004 106 449
BAX cc 321 073 361 | 545(*%) | .631(*%) 147 | 585(*%) 1.000 | .605(**) 483(%)
Sig. 145 745 .099 .009 .002 525 .004 . 003 023
FADD cc 203 .086 318 A465(%) | .600(**) 025 354 | .605(*%) 1.000 | .661(**)
Sig. 366 702 149 029 .003 915 106 003 . 001
APAFL  CC 067 271 352 | .592(*%) 482(%) -034 170 483(%) | .661(*%) 1.000
Sig. 766 223 108 .004 023 884 449 023 001

CC - Coeficiente de correlacdo; *significante a nivel de 0,05; ** significante a nivel de 0,01
Sig — Significancia (bi-caudal)
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8 - Discussao

Este estudo se propds a analisar a presenca de correlacdo entre valores de expressao
dos genes relacionados a apoptose CASP3, CASP8, CASP9, FAS, BCL2, BAX, APAF1, TNFA
e NFKB e as caracteristicas clinico-bioldgicas de tumores adrenocorticais da infancia.

Quando verificamos a caracterizacdo da populacdo estudada em relagcéo a dados como
idade e sexo, observamos uma idade média de aparecimento da doenca de 53 meses, com
predominio em criancas do sexo feminino (2,1:1). Esses achados sdo semelhantes aos
descritos na literatura, na qual se observa uma média de idade entre 27 - 80 meses e 0
predominio do sexo feminino (1,5:1) (TEINTURIER et al., 1999; CIFTCI et al., 2001,
MICHALKIEWICZ et al., 2004; SANDRINI et al., 2004; SBRAGIA et al., 2005). Em
relacdo ao estadiamento, encontramos em nossa amostra predominio de pacientes com
doenca limitada, sendo 14/22 (63,6%) pacientes classificados como estadios I/11. Esses dados
sdo concordantes com aqueles publicados pelo International Pediatric Adrenocortical Tumor
Registry (IPACTR) em que foi descrita presenca de doenca em estadios I/Il em 192/254
(72%) pacientes estudados (MICHALKIEWICZ et al., 2004).

Encontramos uma associacao significante entre peso maior que 100g e tamanho maior
que 200 cm® com prognéstico desfavoravel. De forma semelhante ao encontrado em nosso
trabalho, essa associacdo tem sido descrita em varias séries de casos como fatores
prognosticos independentes, e por esse motivo, os parametros referidos foram incorporados
como critérios de estadiamento. ClassificacOes baseadas nesse tipo de estadiamento tém
mostrado um valor progndstico melhor quando comparadas as classificagdes histopatologica
(SANDRINI et al., 1997; MICHALKIEWICZ et al., 2004; TUCCI JR et al., 2005; DEHNER

e HILL, 2009).
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Os pacientes avaliados neste estudo apresentaram um predominio de virilizagdo
(77,27% dos casos). J& a sindrome de Cushing e alteracbes hormonais mistas corresponderam
a 13,64% (3/22) e 4,54% (1/22) dos casos respectivamente. Em um dos pacientes ndo foi
possivel determinar a forma de apresentacdo. De forma similar ao encontrado em nossa
casuistica, presenca de virilizagdo tem sido descrita como a forma de apresentacdo clinica
mais frequente em tumores adrenocorticais da infancia (MICHALKIEWICZ et al., 2004).

Observamos uma idade média maior (66,7 meses) em pacientes com estadios mais
avancados (I11/1V) quando comparados aos pacientes classificados como estadios I/11 (33,2
meses). Esse fato poderia estar associado a um comportamento bioldégico mais agressivo em
criangas maiores ou estar associado a demora na deteccdo dos sintomas pela familia ou
equipe médica, o que poderia levar a um maior desenvolvimento do tumor em tamanho, com
posterior invasdo e disseminagao.

Em nossa série, presenca de idade inferior a 5 anos foi um importante fator associado
a um bom progndstico. A associacdo entre idade e prognostico tem apresentado resultados
controversos até o momento. De forma analoga ao encontrado em nosso trabalho,
Michalkiewicz et al., em seu estudo com 254 pacientes encontraram uma maior sobrevida em
criancas menores de 3 anos. Ainda, Sabbaga et al. demonstraram que pacientes com idade
inferior a 2 anos apresentam sobrevida de 83% comparada com 45% para 0s maiores de 2
anos de idade (MICHALKIEWICZ et al.,, 2004; SABBAGA et al., 1993). Resultados
discordantes foram descritos por Hanna et al., em sua série com 23 pacientes e Sbragia et al.,
com 33 casos, que nao encontraram diferenca progndstica em relacdo a idade (SBRAGIA et
al., 2005; HANNA et al., 2008).

Quanto a sobrevida geral dos pacientes estudados, encontramos uma sobrevida em 5
anos de 64,6% dos pacientes, sendo melhor em pacientes classificado como estadios I/11

(100%) e desfavoravel em pacientes com estadios II/IV (25%). Esses resultados sao
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semelhantes aos descritos em outros servi¢os no Brasil e no mundo (SANDRINI et al., 1997;
MICHALKIEWICZ et al., 2004; RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2005; PIANOVSKI et al.,
2006; HANNA et al., 2008; DEHNER e HILL, 2009).

Nos casos estudados, encontramos a mutacdo TP53-R337H em 77,3% dos pacientes,
fato ja esperado uma vez que eram procedentes de uma regido do pais descrita como tendo
uma alta prevaléncia de tumores adrenais com a presenca dessa mutacdo. Em estados
brasileiros como Sao Paulo (localidade onde se encontra nosso hospital e procedéncia da
maioria de nossos pacientes), Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul a referida mutacéo
é encontrada em uma frequéncia de aproximadamente 1:300 individuos (0,3%), sendo muito
maior do que o estimado para outras mutacdes do TP53 (ACHATZ et al., 2009). Estudos
prévios demonstram uma frequéncia de 78 - 97% dessa mutacdo especifica nos tumores
analisados, o que é compativel com os dados obtidos neste presente estudo, sendo esses
valores encontrados somente em casuisticas brasileiras (PINTO et al., 2004; SANDRINI et
al., 2005).

Esses resultados clinico-laboratoriais tomados em conjunto demonstram que a
amostra estudada se comporta de maneira muito semelhante ao descrito para esse tipo de
neoplasia em outras regides do pais.

Regulacdo de vias que controlam a proliferacdo e a sobrevivéncia celular é
indispensavel para o estabelecimento de todos os tipos de neoplasia. Comparadas a tecidos
normais, células neoplasicas sdo altamente sensiveis a sinais apoptdticos e sobrevivem
somente porque adquiriram mecanismos que previnem ou que impedem a morte celular
(HANAHAN e WEINBERG, 2000). Em neoplasia de cortex adrenal, o processo de apoptose
pode estar intimamente ligado a sua origem, pois na suprarrenal esse processo € inerente a

formacdo embrionaria do érgdo, o qual sofre apoptose macica logo ap6s o nascimento do
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individuo. Ainda, as alteracbes no mecanismo de sobrevida celular podem promover
carcinogénese.

Em nosso estudo, a andlise da expressdo de genes relacionados ao processo de
apoptose em criangas como tumores adrenocorticais mostrou associagdo com parametros
clinico-laboratoriais desses pacientes.

O gene BCL2, que codifica uma proteina da membrana externa mitocondrial, a qual
bloqueia a morte apoptdtica em algumas células, encontrou-se hiperexpresso nos casos que
obtiveram maior sobrevida geral. Resultados contraditérios para expressdo de BCL2 e
sobrevida tém sido descritos para diferentes tipos de neoplasias humanas. Em carcinomas de
mama, tumores que apresentam maior expressdo de BCL2 tém sido associados a um melhor
prognostico (VAN SLOOTER et al., 1996; KYMIONIS et al., 2001; CALLAGY et al., 2006;
KROGER et al, 2006; CALLAGY et al., 2008; NADLER et al., 2008), resultados
semelhantes também tém sido descritos em carcinomas esofagicos e cervicais (CHANG et
al., 2005; DIMITRAKAKIS et al., 2000; OHBU et al., 1997) e leucemias linfoides agudas da
infancia (MATA el al., 2010, no prelo). Em outras neoplasias como doenca de Hodgkin,
carcinomas de prostata e testiculares, a associacdo € oposta, estando os maiores valores de
expressdo associados a um prognéstico desfavoravel (EID et al., 1998; GARCIA et al., 2003;
KESHGEGIAN et al., 1998).

Alguns mecanismos de acdo foram propostos para a presenca de BCL2 em tumores de
estagios iniciais e sua associagdo com melhor progndstico. Lu et al. sugeriram que o BCL2
somente seria necessario em estagios iniciais de carcinomas, pois, com acUmulo de
alteracdes, ele perderia a sua acdo na progressao tumoral tornando-se negativamente
selecionado (LU et al., 1996). Outras teorias apontam que tumores indiferenciados dependem
de outros caminhos pré-sobrevida e que a diminuicdo da expressdo do BCL2 seria somente

um marcador de agressividade, mais do que um mecanismo associado a biologia ou ainda que
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a predisposicdo ao bom prognostico ndo esté associado a sua fungdo anti-apoptética, mas sim
a sua inibicdo do crescimento celular ou a sua relacdo com diferentes fatores transcricionais
(CALLAGY et al., 2008; NADLER et al., 2008). DiVito et al. demonstraram que a expressao
do BCL2 em melanoma parece ser semelhante ao receptor de estrogénio em cancer de mama,
em que o receptor de estrogénio promove o crescimento tumoral, mas estd associado a
melhor sobrevida geral. Os autores descreveram também que terapéuticas que atingem o
receptor de estrogénio nestes casos promovam uma sobrevida ainda melhor, sugerindo o fato
que talvez 0 mesmo acontecer com a proteina BCL2 (DIVITO et al., 2004).

Estudando o gene TNFA, encontramos uma associagdo significativa entre
hipoexpressao do gene e classificagdo como estadio 1V (p=0,008). Ademais, hiperexpressao e
classificagdo com estadio | (p=0,04), fato que provavelmente se explique por meio da funcéo
pro-apoptotica desse gene. O TNFA tem sido descrito como capaz de exercer efeitos positivos
e negativos em neoplasias humanas (BALKWILL, 2009). Mikhaylova et al. demonstraram
que os niveis de TNFA regulam a esteroidogénese, apoptose e viabilidade celular em uma
linhagem de células adrenocorticais (NCI-H295R) e que tal efeito é tempo e dose-dependente
na esteroidogénese e na viabilidade celular. Em células de cértex adrenal fetal humano,
TNFA suprimiria a producdo de esterdide induzido por ACTH e a expressao de genes de
enzimas esteroidogénicas. Ele atuaria, de forma dose dependente, aumentando apoptose e
diminuindo a viabilidade celular (MIKHAYLOVA et al., 2007). A propriedade do TNFA de
induzir apoptose também foi descrita em outros tipos de cancer humanos (MIKHAYLOVA et
al., 2007, BALKWILL, 2009).

As evidéncias do aumento da expressdo do gene TNFA esta associado a um maior
grau de apoptose, poderia explicar o fato de a sua hipoexpressao estar associada a estadios

mais avanc¢ados, e sua hiperexpressao associada a estadiamento I.
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NFKB é uma familia de fatores de transcricdo que é ativada em muitas neoplasias
humanas. A ativacdo do NFKB classicamente tem sido descrita como capaz de induzir a
expressao de resposta por intermédio de proteinas anti-apoptoticas, o que resultaria em
aumento da proliferacdo, inibicdo da apoptose, estimulacdo da invasdo e angiogénese, e
resisténcia a radioterapia e quimioterapia (WATSON et al., 2009). Outros trabalhos, no
entanto tem descrito o fato de, em alguns tumores, o gene NFKB poder atuar também como
gene pré-apoptotico. Esse efeito pré-apoptotico se daria por meio da inducdo do gene TP53, 0
qual regularia a apoptose celular, ligando-se diretamente aos elementos promotores e
ativando a transcricdo de um numero de genes reguladores da apoptose, incluindo a ativacao
do gene NFKB e 0 aumento da apoptose via genes pro-apoptoticos BAX, FAS/FASL e APAF1
(ROYDS et al., 1998; RYAN et al., 2000; LI et al., 2002; FERRIS et al., 2007; STIEWE,
2007; COTTER, 2009).

TP53 também foi demonstrado inibindo diretamente a ativacdo da transcricdo do
BCL2 pela direta interacdo do TP53 com a proteina bloqueadora da apoptose, Brn-3A. Estudo
com carcinoma de células escamosas de cabeca e pesco¢o demonstrou risco aumentado dessa
neoplasia associada a polimorfismo do BAX entre heterozigotos para TP53, indicando que
uma menor expressao do gene BAX poderia promover risco aumentado de carcinoma de
células escamosas (CHEN et al., 2007). Outro estudo em cancer de cdlon, também sugere
que o TP53 regularia positivamente o gene BAX e possivelmente reprimiria
transcricionalmente a proteina anti-apoptdtica BCL2. Este estudo evidenciou que as células
tratadas com noscarpina obtiveram acimulo de TP53 em uma maneira dependente de tempo,
acompanhado por aumento nos niveis de BAX (ANEJA et al., 2007). Entretanto, outros
artigos com tumores de células germinativas em crianca e carcinoma de células escamosas do
seio maxilar ndo demonstraram correlacdo com significancia estatistica entre expressao do

BAX e mutacdo TP53 (BANDOH et al., 2002; ADDEO et al.,2007).
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Na nossa série de pacientes encontramos associacdo positiva significativa em tumores
com mutacdo do TP53 e hipoexpressdo do gene NFKB (p=0,008), o que com base nos dados
de literatura descritos acima, apotam que a acdo do NFKB em tumores adrenocorticais da
crianca seja regulada pelo gene TP53. Para os genes BAX, FAS e APAF1, que seriam ativados
pelo NFKB, apesar de apresentarem menores valores de expressdo em amostras com mutacgao
do gene TP53, estes valores ndo foram estatisticamente significantes (p=0,07, p=0,14 e
p=0,71 respectivamente). Por outro lado, quando analisamos a correlacdo entre NFKB e o0s
genes BAX, FAS e APAF1 utilizando o teste de correlacdo de Spearman, uma correlacdo
estatisticamente significativa entre eles foi encontrada (NFKB e BAX (p=0,004), FAS
(p=0,009) e APAF1 (p=0,02)), 0 que pode sugerir uma ativacdo conjunta desses genes, 0 que
reforcaria a associacdo do gene TP53 e 0s genes acima em tumores adrenocorticais da
infancia. Acreditamos que a discrepancia entre os resultados obtidos pelos testes de Mann-
Whitney e o de correlacdo de Spearman possa estar relacionada ao numero relativamente
pequeno de casos analisados.

Os dados relacionados a expressdo de caspases em diferentes neoplasias humanas tém
se mostrado controversos. Expressdo de CASP3 foi apontada por alguns estudos como um
importante fator prognostico em leucemia linfoide aguda (LLA) e leucemia mieldide aguda
(LMA) de adultos com caracteristicas opostas. Em LLA de adultos a alta expressao da
proteina CASP3 correlacionou-se com remissdo completa (FADERL et al., 1999) em
contraste com pacientes adultos com LMA, em que a alta expressao de CASP3 esteve
associada a prejuizo da apoptose e menor sobrevida (OLIVER et al., 2002). Em criangcas com
LLA, estudos realizados, utilizando-se citometria de fluxo (MEYER et al., 2006; LIU et al.,
2002), ndo encontraram associacdo entre ativacdo da proteina CASP3 isoladamente nem

resposta ao tratamento.
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Os niveis de expressdo de CASP8 apresentam grande variagdo entre 0s Varios tipos de
cancer. Em céncer de prostata, a proteina CASP8 encontra-se fortemente expressa (DREWA
et al., 2006). Regulacdo negativa da expressao desta caspase é frequentemente observada em
linhagens celulares de cancer de mama (YANG et al., 2007). Ao contrério do que ocorre com
células de neuroblastoma que se caracterizam pela deficiéncia de PROCASPASE 8
(BORRIELO et al., 2002), a perda da expressdo de CASP8 tem sido reportada apenas em
alguns casos de meduloblastomas (16%), em que apresenta correlacdo significativa com
prognéstico desfavoravel (FULDA et al., 2006; PINGOUD-MEIER et al., 2003).

Avaliando-se conjuntamente as caspases 3, 8 e 9 por immunoblotting, Svingen et al.
(2000) verificaram que 0s niveis de procaspases -3, -8 e -9 mostraram-se altamente variaveis
entre as amostras de medula 0ssea de adultos com LLA e LMA e que o0s niveis mensurados
desses polipetideos ndo mostraram correlagdo com fatores prognosticos ou com resposta a
terapia de inducdo. Nao existe, pelo que tomamos conhecimento, nenhum estudo relacionado
a expressdo das caspases em tumores adrenocorticais da crianca.

Nesta presente pesquisa ndo encontramos nenhuma relacdo significativa entre a
expressao das diferentes caspases e as variaveis estudadas.

Dados demonstram expresséo reduzida de receptor FAS em carcinomas, apesar de 0
FAS ligante (FASL) estar aumentado. Na verdade, a capacidade de sofrer apoptose esta
diminuida em carcinomas adrenocorticais (WOLKERSDORFER et al., 1996). Tumores que
expressam FASL incluem neoplasias de diversos tipos histologicos como neoplasias
hematopoéticas, melanoma, carcinomas e gliomas. A expressdo do FASL pelas células
cancerigenas pode promover uma forma pela qual elas conseguem escapar da triagem imune.
Para sobreviverem, a apoptose as células tumorais devem ser resistentes ao seu proprio FASL.
Isso é alcancado através de mutacdes no gene receptor do FAS, por cancelamento ou por

blogueio da via apoptética, ou ainda por diminuicdo da expressdo do FAS.
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Auséncia de expressdo do gene FAS tem sido associada a progressdo de alguns tipos
de cancer. Diversos estudos tém sugerido que a hipoexpressdo do gene FAS esta associada a
estadios mais avancados de doenca em pacientes com leucemia linféide aguda e carcinomas
pulmonar, uroendotelial, e pancreatico (KOOMAGI e VOLM, 1999; BERNSTORFF et al.,
2002; MASS et al., 2004;; SUMINOE et al.,2004; YAMANA et al., 2005). Alguns estudos,
no entanto, sugerem a associacdo entre a elevacdo do FAS sérico a adenocarcinomas
pancredticos e neoplasia intraductal papilar mucinosa além de elevacdo da expressdo da
proteina FAS em focos de lesdo precursora do cancer colorretal (KEARNEY et al., 2009;
WALTER et al., 2009). Wolkersdorfer et al. descrevem que a imunoreatividade do FAS é
menor em carcinomas adrenocorticais do que em tecidos corticais normais
(WOLKERSDORFER et al., 2005).

Neste presente estudo encontramos uma associacdo entre maior expressao do gene
FAS e pacientes com idade maior que 5 anos (p=0,05) e também um maior valor de expressdo
deste gene em pacientes classificados como grau IV, porém sem significancia estatistica
(p=0.09).

Em suma, a analise de um nimero maior de casos € necessaria para confirmacao dos
nossos achados e para uma melhor definicdo do papel desses genes na génese e prognostico

dos tumores adrenocorticais da infancia.
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9 - Conclusotes

- Os padrbes de expressdo de alguns dos genes envolvidos no processo apoptoético
avaliados pelo presente estudo estiveram associados significantemente a caracteristicas
clinicas e/ou laboratoriais em criancas e adolescente com tumores adrenocorticais,
especialmente hipoexpressdo do gene TNFA com estadio 1V e hipoexpresséo do gene

NFKB com presenca de mutacdo TP53-R337H.

- Valores de expressdo acima da mediana para 0 gene BLC2 estiveram associados
significantemente a maior sobrevida global em 5 anos nos pacientes participantes do

estudo.
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ANEXO 1

Analise dos genes pro apoptoticos por Mann-Whitney

CASP3 CASPS8 CASP9 BAX

Mediana (min-max) | p—valor | Mediana (min-max) | p-valor | Mediana(min-méx) | p-valor | Mediana (min-méx) | p - valor

Idade <5anos | 0,62(0,00-37,01) | 078 | 037(0,00-378) | 053 | 1,03(0,18-202) | 058 | 0,57(0,09-165) | 0,17
>5anos | 0,84 (0,09-2,13) 0,54 (0,00-3,08) 1,16 (0,01-3,18) 1,05 (0,00-2,57)

Peso < 100g 0,69 (0,05-37,01) | 017 | 0,51(0,00-2,09) | 076 | 0,75(0,18-253) | 0,36 | 0,89(0,09-257) | 0,92
> 100g 0,34 (0,00-1,25) 0,51 (0,00-3,78) 1,36 (0,01-3,18) 0,55 (0,00-1,99)

Tamanho | <200cm® | 0,69 (0,05-37,01) | 014 | 0,52(0,00-2,09) | 069 | 0,75(0,18-253) | 0,34 | 0,89(0,09-257) | 0,69
>200em® | 0,34 (0,00-1,25) 0,27 (0,00-3,78) 1,36 (0,01-3,18) 0,55 (0,00-1,99)

Mutagio | Ausente | 0,66(0,35-2,13) | 041 | 0,51(0,00-209) | 060 | 1,17(0,20-318) | 053 | 1,12(1,35-4,92) | 0,07

TP53

R337H | presente | 0,48 (0,00-37,01) 0,39 (0,01-3,78) 1,03 (0,01-2,27) 0,54 (0,00-1,99)

Estadio | lell 0,62 (0,05-37,01) | 0,78 | 0,37(0,00-2,09) | 030 | 1,05(0,18-253) | 0,63 | 097 (0,09-257) | 041
eV 0,72 (0,00-2,86) 0,55 (0,00-3,78) 1,03 (0,01-3,18) 0,49 (0,00-1,99)

Obito Sim 0,35(0,00-1,25) | 037 | 051(0,00-3,78) | 059 | 1,11(0,01-318) | 0,559 | 0,55(0,00-1,99) | 0,75
N&o 0,63 (0,05-37,01) 0,51 (0,00-2,09) 0,96 (0,18-2,53) 0,89 (0,09-2,57)




Analise dos genes pro apoptoticos por Mann-Whitney

APAF-1 TNFA FAS FADD
Mediana (min-max) p - valor Mediana (min-max) p - valor Mediana (min-méx) p - valor Mediana (min-max) p - valor
Idade < 5anos 0,25 (0,00-1,51) 0,63 | 1,08(0,00-724,08) | 051 0,70 (0,07-19,09) 0,05 | 0,23(0,01-0,93) 0,73
> 5 anos 0,31 (0,00-2,25) 0,05 (0,00-169,48) 3,89 (0,22-30,27) 0,39 (0,00-0,80)
Peso < 100g 0,24 (0,00-2,25) 0,30 | 218(0,00-724,08) | 0,08 0,72 (0,07-30,27) 048 | 0,26(0,01-0,93) 0,61
> 100g 0,35 (0,00-1,51) 0,05 (0,00-26.45) 1,16 (0,22-18,19) 0,32 (0,00-0,80)
Tamanho | < 200cm?® 0,24 (0,00-2,25) 0,16 | 1,4190,00-724,08) | 0,24 0,77 (0,07-30,27) 069 | 0,26(0,01-0,93) 0,97
>200cm’ 0,35 (0,00-1,51) 0,05 (0,01-26.45) 1,16 (0,22-18,19) 0,32 (0,00-0,80)
Mutagio | Ausente 0,26 (0,08-2,25) 0,71 | 397(0,00-169,48) | 0,93 1,30 (0,73-30,27) 014 | 0,58(0,07-0,93) 0,14
TP53
R337H Presente 0,27 (0,00-1,51) 0,58 (0,00-724,08) 0,73 (0,07-19,09) 0,23 (0,00-0,57)
Estadio | lell 0,25 (0,00-2,25) 053 | 1,80(0,00-724,08) | 0,03 0,70 (0,07-30,27) 027 | 0,23(0,00-2,25) 0,89
eV 0,33 (0,00-1,51) 0,02 (0,00-26,45) 1,60 (0,22-18,19) 0,35 (0,00-0,80)
Obito Sim 0,30 (0,00-1,51) 0,86 0,02 (0,00-26,45) 0,06 2,04 (0,22-18,19) 027 | 0,32(0,00-0,80) 0,75
N&o 0,27 (0,00-2,25) 1,41 (0,00-724,08) 0,72 90,07-30,27) 0,26 90,01-0,93)




ANEXO 2

Anélise dos genes anti- apoptéticos por Mann-Whitney
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BCL2 NFxB
Mediana (Min- Max) p - valor Mediana (Min- Max) p - valor
|dade <5 anos 0,86 (0,00-107,26) 0,23 0,98 (0,03-4,52) 0,02
> 5 anos 0,02 (0,00-3,17) 1,92 (0,29-4,92)
Peso < 100g 0,94 (0,00-107,26) 0,16 1,13 (0,03-4,52) 0,54
>100g 0,00 (0,00-5,27) 1,34 (0,26-4,92)
Tamanho <200 cm® 0,94 (0,00-107,26) 0,14 1,31 (0,03-4,52) 0,83
> 200 cm® 0,00 (0,00-1,31) 1,34 (0,26-4,92)
Recidiva / Sim 0,00 (0,00-1,31) 0,18 1,53 (0,26-4,92) 0,20
Metastases Né&o 0,77 (0,00-107,26) 1,06 (0,03-4,52)
Mutagao Sim 0,07 (0,00-14,12) 0,82 2,28 (1,35-4,92) 0,007
TP53-R337H Néo 0,58 (0,00-107,26) 0,98 (0,03-4,52)
Estadio lell 0,86 (0,00-107,26) 0,07 1,18 (0,03-4,52) 0,47
IelV 0,00 (0,00-1,31) 1,43 (0,26-4,92)
Obito Sim 0,00 (0,00-1,31) 0,03 1,53 (0,26-4,92) 0,39

Nao

0,94 (0,00-107,26)

1,13 (0,03-4,52)
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ANEXO 3

Protocolos Utilizados no Laboratdrio de Oncologia Pediatrica do

HC-FMRP-USP

PBS (Phosphate-buffered saline)

Dissolver 8 g de NaCl, 0,2 g de KCI, 1,44 g de Na,HPO,4 em 800 ml de agua destilada.
Ajustar o pH para 7,4 com HCI.

Acrescentar dgua g.s.p. 1 litro.

Aliquotar a solucdo e esterilizar em autoclave por 20 minutos.

Armazenar em geladeira.

Agua tratada com DEPC

Acrescentar DEPC (diethyl pyrocarbonate) ao volume de agua desejado em concentracéo

final de 0,1%.

Deixar em solucdo overnight e autoclavar por 20 minutos.

TBE

108 g de Tris.
55 g de acido borico.
40 ml de EDTA 0,5 M pH 8,0.

Agua q.s.p. 1 litro.
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4- Gel de Agarose a 1% para RNA

Lavar a cuba e pentes a serem utilizados com solugéo contendo removedores de RNAse.
Enxaguar com agua destilada.

Acrescentar 1 g de Agarose a 100 ml de solucdo tampao (TBE) preparada com agua
tratada com DEPC e aquecer até dissolucéo da agarose.

Acrescentar 3 pul de brometo de etidio em concentragdo 10 mg/ml.

Verter gentilmente o gel para polimerizacéo.

5- Gel de Agarose a 2% para DNA

Acrescentar 2g de Agarose a 100 ml de solucdo tampéo (TBE) e aquecer até dissolugéo
completa da agarose.
Acrescentar 3 pl de brometo de etidio em concentracdo 10 mg/ml.

Verter gentilmente o gel e aguardar polimerizacao.

6- Transcricdo cDNA

Buffer — 2,5uL
dNTP - 1uL
Random — 2,5 uL
Multiscrib — 1,25 pL
RNAse out — 0,63 pL
RNA -1 g

Agua DEPC — volume para completar 25pL total
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Colocar todos reagentes em um tubo de PCR e programar para 10 minutos a 20°C,

mais 110 minutos a 37°C.

PCR em Tempo Real (SYBR Green)

cDNA diluido 1:49 — 5pL
SYBR Green PCR Master Mix— 6uL
Primer Sense — 0,5uL

Primer Antisense — 0,5uL

PCR em Tempo Real (TagMan)

cDNA diluido 1:49 —5,4uL

TagMan Master Mix — 6L

Sonda — 0,6uL
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NOME DA PESQUISA: Expressdo dos Genes Relacionados a apoptose

Celular em Tumores Adrenocorticais de Criangas

PESQUISADOR RESPONSAVEL : Cecilia Fernandes Lorea

Prezado paciente,

O senhor(a) esta sendo convidado para participar de um estudo clinico conduzido
pela Doutora Cecilia Fernandes Lorea.

Antes de decidir se quer participar, é importante que o senhor(a) entenda a razdo deste
estudo e 0s possiveis beneficios, riscos e desconfortos.

Por favor, leia atentamente todas as informac6es deste folheto.

Por favor, faca perguntas se tiver qualquer duvida.

Qual o objetivo deste estudo?

O objetivo deste estudo € ver se existe alguma alteracdo genética que diga qual tumor
é maligno e qual é benigno.

O gene é uma parte muito pequena da célula que fica dentro do DNA, parte
responsavel pelas informacdes e funcBes do nosso corpo. O DNA funciona como um
conjunto de documentos que onde estdo escritos como somos e como cada célula vai
funcionar.

Este trabalho que ver se no gene existe algum erro que faca as células do cancer que

deveriam morrer continuarem vivas e se reproduzindo.
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O tumor que iremos estudar € o da adrenal. A adrenal € um drgdo localizado em cima
do rim que é responsavel pela producdo de varias substancias importantes para 0 nosso corpo,
que quando estd alterada pelo tumor produz hormdnios sexuais que causa aumento de
alteracbes de pélos, de peso, crescimento mais rapido, irritabilidade, aumento
peniano/clitoris, entre outros.

O tratamento do tumor de adrenal é sua retirada total junto com o tumor. Esta peca é
usada para determinarmos qual o tipo de tumor, se realmente era de adrenal. Uma grande
parte dela apds os testes fica guardada como arquivo no laboratério. Esta é a parte que

gostariamos de usar para realizar o estudo.

Como é o estudo?

O estudo é feito com a adrenal retirada na hora da cirurgia de tratamento do tumor.
Neste pedaco iremos estudar as alteracbes genéticas que possivelmente levaram ao

desenvolvimento do cancer.

Preciso participar?

A sua participacdo no estudo € voluntéaria e depende s6 do senhor(a). Se decidir
participar, o senhor deve assinar este documento chamado Consentimento Livre e
Esclarecido. Mesmo decidindo participar, 0 senhor(a) podera desistir a qualquer momento.
Gostariamos que informasse ao seu médico os motivos que o levaram a retirar-se do estudo.
Se o senhor(a) ndo participar do estudo ou desistir de participar, isso em nada afetard o
atendimento neste hospital e o senhor(a) recebera do seu médico o melhor tratamento que ele

pode oferecer.

O que devo fazer?

Vocé ndo devera fazer nada o estudo sera realizado com a adrenal que sera retirada

devido ao tratamento de sua doenca.
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Quiais sdo os possiveis beneficios?

Os beneficios serdo os de entender melhor este cancer, o de adrenal. Que é um tipo
raro de cancer que precisa ainda de estudos para melhorar o tratamento e a sobrevivéncia.

Determinando quais devem receber tratamentos mais ou menos agressivos.

A informacdao obtida sera confidencial?

As informacdes sobre sua condicdo de saude serdo arquivadas, mas seu home ndo sera
incluido. O senhor(a) recebera um nimero de paciente e a informacéo seré relacionada com
este numero. Somente seus médicos saberdo que as informacgdes estdo relacionadas com o
senhor(a). O resultado deste estudo sera publicado em revistas medicas nacionais e

internacionais, mas sua identidade sera preservada.

E se eu tiver davidas?

Se o senhor tiver algum problema de sadde no periodo de estudo, ou sempre que tiver
duvida sobre o estudo, por favor, entre em contato com:
Cecilia — telefones (16) 91549442 / 36022472 ou (53) 81263085
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Eu, li e

entendi toda a informacdo que me foi fornecida sobre minha participacdo no estudo
"Expressdo dos Genes Relacionados a Apoptose Celular em Tumores Adrenocorticais
de Criancas' e tive a oportunidade de discutir e tirar ddvidas. Todas as minhas perguntas
foram respondidas satisfatoriamente e concordo voluntariamente em participar do presente
estudo. Entendo que receberei uma copia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
assinado.

Autorizo a divulgacao dos resultados dos meus exames em revista medicas nacionais
e/ou internacionais. Entendi que toda informacéo que eu fornecer sera processada e analisada

de maneira confidencial.

Nome do Paciente

Nome do Responsavel

Assinatura Data

Médico

Assinatura Data
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NOME DA PESQUISA: Expressdo dos Genes Relacionados a apoptose

Celular em Tumores Adrenocorticais de Criangas

PESQUISADOR RESPONSAVEL : Cecilia Fernandes Lorea

Prezado paciente,

O senhor(a) esta sendo convidado para participar de um estudo clinico conduzido
pela Doutora Cecilia Fernandes Lorea.

Antes de decidir se quer participar, é importante que o senhor(a) entenda a razdo deste
estudo e 0s possiveis beneficios, riscos e desconfortos.

Por favor, leia atentamente todas as informac6es deste folheto.

Por favor, faca perguntas se tiver qualquer duvida.

Qual o objetivo deste estudo?

O objetivo deste estudo € ver se existe alguma alteracdo genética que diga qual tumor
é maligno e qual é benigno.

O gene é uma parte muito pequena da célula que fica dentro do DNA, parte
responsavel pelas informacdes e funcBes do nosso corpo. O DNA funciona como um
conjunto de documentos que onde estdo escritos como somos e como cada célula vai
funcionar.

Este trabalho que ver se no gene existe algum erro que faca as células do cancer que

deveriam morrer continuarem vivas e se reproduzindo.
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O tumor que iremos estudar € o da adrenal. A adrenal € um drgdo localizado em cima
do rim que é responsavel pela producdo de varias substancias importantes para 0 nosso corpo,
que quando estd alterada pelo tumor produz hormonios sexuais que causa aumento de
alteracbes de pélos, de peso, crescimento mais rapido, irritabilidade, aumento
peniano/clitoris, entre outros.

Seu filho/a ira retirar a adrenal para o tratamento do tumor de rim que ele possui e
esta parte serd desprezada, ndo sera utilizada para fazer o diagndstico ou tratamento de seu
filho/a. Para este estudo esta adrenal normal sera Gtil para sabermos como se comporta o

6rgdo normal para assim estudarmos o que esta errado na adrenal com tumor.

Como é o estudo?

O estudo € feito com a adrenal retirada na hora da cirurgia de tratamento do tumor de

rim e que sera desprezada. Neste pedaco iremos estudar o comportamento do gene normal.

Preciso participar?

A sua participacdo no estudo € voluntaria e depende s6 do senhor(a). Se decidir
participar, o senhor deve assinar este documento chamado Consentimento Livre e
Esclarecido. Mesmo decidindo participar, 0 senhor(a) podera desistir a qualquer momento.
Gostariamos que informasse ao seu médico os motivos que o levaram a retirar-se do estudo.
Se o senhor(a) ndo participar do estudo ou desistir de participar, isso em nada afetara o
atendimento neste hospital e o senhor(a) recebera do seu médico o melhor tratamento que ele

pode oferecer.

O que devo fazer?

Vocé ndo devera fazer nada o estudo sera realizado com a adrenal que sera retirada

devido ao tratamento de sua doenca.
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Quiais sdo os possiveis beneficios?

Os beneficios serdo os de entender melhor este cancer, o de adrenal. Que é um tipo
raro de cancer que precisa ainda de estudos para melhorar o tratamento e a sobrevivéncia.

Determinando quais devem receber tratamentos mais ou menos agressivos.

A informacdao obtida sera confidencial?

As informacdes sobre sua condicdo de saude serdo arquivadas, mas seu nome nao sera
incluido. O senhor(a) recebera um nimero de paciente e a informagdo sera relacionada com
este numero. Somente seus médicos saberdo que as informacgdes estdo relacionadas com o
senhor(a). O resultado deste estudo sera publicado em revistas médicas nacionais e

internacionais, mas sua identidade sera preservada.

E se eu tiver davidas?

Se o senhor tiver algum problema de sadde no periodo de estudo, ou sempre que tiver

duvida sobre o estudo, por favor, entre em contato com:
Cecilia — telefones (16) 91549442 / 36022472 ou (53) 81263085
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Eu, i e

entendi toda a informacdo que me foi fornecida sobre minha participacdo no estudo
"Expressdo dos Genes Relacionados a Apoptose Celular em Tumores Adrenocorticais
de Criancas' e tive a oportunidade de discutir e tirar dividas. Todas as minhas perguntas
foram respondidas satisfatoriamente e concordo voluntariamente em participar do presente
estudo. Entendo que receberei uma cdpia desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
assinado.

Autorizo a divulgacao dos resultados dos meus exames em revista médicas nacionais
e/ou internacionais. Entendi que toda informacéo que eu fornecer sera processada e analisada

de maneira confidencial.

Nome do Paciente

Nome do Responsavel

Assinatura Data

Médico

Assinatura Data
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