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Resumo




Ribeiro TC. Analise do numero de cépias dos genes IGF1R, SF1 e FGFR4 em
tumores adrenocorticais de criancas e adultos [dissertacdo]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 94p.

Introducdo: Uma elevada incidéncia de tumores adrenocorticais pediatricos e
de adultos é observada nas regides sul e sudeste do Brasil. Hiperexpressao
dos genes IGF1R, SF1 e FGFR4 tem sido descrita em tumores adrenocorticais.
Apesar de hiperexpressao ser um evento comum em diversas neoplasias,
ainda nao sao claros os mecanismos moleculares que seriam responsaveis por
essa falha na regulacdo da expressdo. Objetivos: Determinar o numero de
copias dos genes IGF1R, SF1 e FGFR4 em tumores adrenocorticais
diagnosticados em criangas e adultos. Adicionalmente correlacionaremos os
dados de expressao génica e/ou protéica de IGF1R, SF1 e FGFR4 com o
diagnostico histologico e evolutivo dos tumores adrenocorticais. Pacientes e
métodos: Sessenta e quatro pacientes com tumores adrenocorticais foram
selecionados para o estudo. Todos os pacientes foram submetidos a avaliacéo
clinica e tratamento cirurgico. Oito glandulas adrenais normais obtidas em
cirurgias renais ou autopsias foram utilizadas como controles. DNA gendmico
extraido dos tecidos normais e tumorais da glandula suprarrenal foram
utilizados como substrato nas reagdes de multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) com o intuito de se determinar o niumero de cépias dos
genes IGF1R, SF1 e FGFR4. PCR em tempo real (SYBR Green) foi realizado
para confirmar os dados de MLPA para os genes IGF1R e SF1. Resultados:
Amplificagcdo do gene IGF1R foi detectada por MLPA e confirmada por PCR em
tempo real SYBR Green em apenas um carcinoma adrenocortical.
Adicionalmente, amplificagdo génica de outros loci (IGFBP3, FGFR4 e NSD1)
bem como de sondas controles foi observada, sugerindo uma condi¢gao
aneuploide neste tumor maligno. Amplificagdo de SF1 foi detectada em 10
tumores adrenocorticais (8 pediatricos e 2 de adultos). Os valores de
expressdo génica foram significantemente maiores em tumores associados
com amplificacdo génica quando comparados com tumores sem amplificagcao.
Além disso, imunorreatividade para SF-1 foi detectada nos tumores com
aumento no numero de coépias. Doze amplificagcbes do locus FGFR4 (3
pediatricos e 9 de adultos) foram demonstradas por MLPA. A amplificagdo do
locus FGFR4 e hiperexpressao deste gene foram significantemente mais
relacionados a carcinomas. Conclusdes: Amplificacdo do gene IGF1R é um
evento raro nos tumores adrenocorticais pediatricos e de adultos. A
hiperexpressdo de IGF1R em tumores adrenocorticais pediatricos nao foi
secundaria a amplificacdo génica. Amplificacdo do gene SF1 foi evidenciada
predominantemente em tumores adrenocorticais pediatricos e se correlacionou
com hiperexpressdo génica e protéica. Amplificacdo do locus FGFR4 foi
demonstrada predominantemente em tumores adrenocorticais malignos de
adultos. Amplificacdo de oncogenes representa um mecanismo molecular
relevante na tumorigénese adrenocortical.




Descritores: 1.Neoplasias do cortex-suprarrenal 2.Amplificacdo de genes
3.Receptor IGF tipo 1 4.Fator esteroidogénico 1 5.Receptores de fator de
crescimento de fibroblastos




Abstract




Ribeiro TC. Analysis of copy number variations of IGF1R, SF1 and FGFR4
genes in adrenocortical tumors from children and adults [dissertation]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 94p.

Introduction: A high incidence of adrenocortical tumors in children and adults
has been observed in Southern and Southeastern regions of Brazil.
Overexpression of IGF1R, SF1 and FGFR4 genes have been described in
adrenocortical tumors. Despite of overexpression be a common event in several
neoplasias, the molecular mechanism implicated in this upregulation remains
unknown. Objectives: To determine the copy number of IGF1R, SF1 and
FGFR4 genes in pediatric and adult adrenocortical tumors. Additionally,
correlate with IGF1R, SF1 and FGFR4 gene and/or protein expression data as
well as with the histological diagnosis and evolution of the adrenocortical
tumors. Patients and methods: Sixty and four patients with adrenocortical
tumors were selected for this study. All patients were submitted to clinical
evaluation and surgical treatment. Eight normal adrenal glands obtained in renal
surgery or autopsies were used as controls. The MLPA reactions were
performed with the DNA extracted from adrenal gland tissues in order to
determine the copy number of IGF1R, SF1 and FGFR4 genes. SYBR Green
real-time PCR was carried out to confirm MLPA data for IGF1R and SF1 genes.
Results: IGF1R amplification was detected by MLPA and confirmed by SYBR
green real-time PCR in only one adrenocortical carcinoma. Additionally, other
loci amplification was detected (IGFBP3, FGFR4 and NSD1) as well as for
control probes, suggesting aneuploidy in this malignant tumor. SF1
amplifications were shown in 10 adrenocortical tumors (8 from children and 2
from adults). The SF1 mRNA levels were significantly higher in adrenocortical
tumors associated with increased SF1 gene copies when compared with
adrenocortical tumors without gene amplification. Moreover, all adrenocortical
tumors with SF1 gene amplification showed a strong SF1 staining. Twelve
FGFR4 locus amplifications (3 from children and 9 from adults) were
demonstrated by MLPA. FGFR4 locus amplification and overexpression of this
gene were significantly more related to carcinomas. Conclusions: IGF1R
amplification is a rare event in adrenocortical tumors and it was not responsible
for the IGF1R overexpression of pediatric and adult adrenocortical tumors. SF1
gene amplification was detected predominantly in pediatric adrenocortical
tumors and was associated with gene and protein overexpression. FGFR4
locus amplification was demonstrated mainly in adult maligant adrenocortical
tumors. FGFR4 amplification and upregulation were more associated to
adrenocortical carcinomas. Oncogenes amplification represents an important
molecular mechanism in adrenocortical tumorigenesis.

Descriptors: 1.Adrenocortical neoplasias 2. Gene amplification 3. Receptor,
IGF Type 1 4. Steroidigenis Fator 1 5. Receptors, fibroblast growth factor
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1.1 - Tumores adrenocorticais

Tumores adrenocorticais sao relativamente comuns, com uma
incidéncia estimada de 7,3% em autépsias (1). Os adenomas sao frequentes
e, em sua maioria, sdo diagnosticados incidentalmente, enquanto que os
carcinomas adrenais sdo raros, com prevaléncia estimada de 0,5 - 2 casos
por milhdo de habitantes, correspondendo a 0,02% de todas as neoplasias
(2). Nas regides sul e sudeste do Brasil, uma elevada incidéncia de tumores
adrenocorticais pediatricos e de adultos tem sido observada. A incidéncia
estimada destes tumores em criangas brasileiras provenientes destas
regibes € 10 a 15 vezes maior quando comparada aos dados
epidemiologicos descritos na literatura (3). Os tumores adrenocorticais
podem ocorrer em todas as idades, no entanto, uma distribuicdo bimodal &
observada com um pico na infancia, antes dos cinco anos, e outro pico na
vida adulta, por volta das quarta e quinta décadas, exibindo predominancia
no sexo feminino (4).

A frequéncia de nédulos adrenocorticais correlaciona-se com a idade,
0,2% em individuos com idade inferior a 30 anos e 6,9% acima de 70 anos
(5). A maior parte destes tumores é constituida de adenomas adrenocorticais
nao funcionantes (6) e a sindrome enddcrina mais comumente associada
aos tumores adrenocorticais € a sindrome de Cushing, presente em 30 a
40% dos pacientes com tumores adrenocorticais (7). Virilizacdo acomete de
20 a 30% dos adultos com tumores adrenocorticais funcionantes, sendo a

sindrome hormonal mais prevalente entre as criangas afetadas (8). A
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combinagao da sindrome de Cushing e virilizacdo € observada em 10 a
30 % dos pacientes (7).

O diagndstico diferencial entre processos benignos e malignos ainda
representa um desafio. Em 1984, foram propostos os critérios de Weiss
baseados em nove caracteristicas histopatologicas (Tabela 1) (9). Apesar de
apresentar boa acuracia em pacientes adultos, o sistema proposto por
Weiss, tem como limitagdo a ndao aplicabilidade em tumores pediatricos.
Tumores adrenocorticais pediatricos que apresentam progndstico
desfavoravel baseado somente em  critérios  histopatoldgicos,
frequentemente, apresentam evolucao clinica favoravel (2, 10). Os critérios
definitivos de malignidade sdo a presenca de invasado de tecidos e 6rgaos

adjacentes ou metastases.

Tabela 1 — Critérios histopatoldgicos de Weiss

Caracteristicas histopatoldgicas

1 Altas taxas de mitoses

2 Mitoses atipicas

3 Aumento nuclear

4 Pequena porcentagem de células claras
5 Necrose

6 Arquitetura difusa do tumor

7 Invasao capsular

8 Invasdo sinusoidal

9 Invasao venosa
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O fator progndstico mais importante em tumores adrenocorticais
pediatricos é o estadiamento proposto por MacFarlane (11) e modificado por
Sullivan (12) (Tabela 2). O prognéstico de pacientes com doencga localizada
(estadios | e IlI) geralmente € bom, enquanto que os portadores de doenca
avancada (estadios Ill e V) apresentam um progndstico mais desfavoravel
(7). A maior parte dos casos encontra-se nos estadios Ill e IV ao diagndstico,
embora séries mais recentes tenham mostrado tendéncia a um diagndstico
em estadios mais precoces, provavelmente pela maior disponibilidade e
melhor qualidade técnica dos exames de imagem (13). A ressecg¢ao tumoral
€ o melhor tratamento para os carcinomas adrenocorticais em estagios
iniciais. No entanto, observa-se um prognéstico desfavoravel, com

mortalidade de 15 a 47% em cinco anos (7).

Tabela 2 — Sistema de MacFarlane modificado por Sullivan

Estadio Caracteristica

| Tumor menor que 5 cm
Il Tumor maior que 5 cm
1 Invasao local

v Invasao tumoral de 6rgaos vizinhos e a distancia
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1.2 — Tumorigénese adrenocortical

A tumorigénese € um processo com multiplas etapas. Estas refletem
alteragdes genéticas que desencadeiam a transformacgao progressiva de
células normais em células altamente malignas. O gendtipo das células
neoplasicas é determinante para a manifestacdo de seis habilidades
essenciais na fisiologia celular: auto-suficiéncia de sinais proliferativos,
insensibilidade a sinais inibitérios, potencial replicativo ilimitado, resisténcia
aos mecanismos de apoptose, angiogénese sustentada, capacidade de
invasao e metastases (14).

Apesar de dados relativos a tumorigénese adrenal ainda serem
escassos quando comparados a outras neoplasias, nas ultimas décadas
diversos estudos surgiram com o objetivo de elucidar alteragdes moleculares
envolvidas no processo de tumorigénese adrenocortical.

Anadlise de clonalidade tumoral € uma etapa importante no
estabelecimento da origem celular e identificacdo de mecanismos
relacionados a tumorigénese. Monoclonalidade indica que a progressao
tumoral é o resultado final de uma mutagao genética intrinseca. Tumores
monoclonais resultam de alteragcdes genéticas que conferem vantagens de
crescimento a célula inicialmente afetada enquanto que policlonalidade
sugere que as células neoplasicas sao afetadas por estimulos locais ou
sistémicos comuns, como por exemplo, fatores de crescimento (15).
Analises do padrdo de inativacdo do cromossomo X em tecidos femininos

heterozigotos demonstraram que os carcinomas adrenocorticais sao
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constituidos por células monoclonais enquanto que os adenomas podem ser
mono ou policlonais (16). A presenca de adenomas mono e policlonais
poderia ser resultado de diferentes mecanismos patologicos ou diferentes
estagios de um processo com multiplas etapas. A progressao para um tumor
monoclonal poderia ser resultado de um primeiro evento que inicia o
crescimento de um tumor policlonal ou parcialmente monoclonal com a
manutencdo de padrbes esterdides normais. Um segundo evento seria
capaz de oferecer vantagens de crescimento a clones selecionados, com a
perda concomitante de funcbes e padroes secretorios de esterdides
alterados (16, 17).

A maioria dos tumores adrenocorticais ocorre de maneira esporadica.
No entanto, estes tumores também podem estar associados a sindromes
tumorais hereditarias como a sindrome de Li-Fraumeni, sindrome de
Beckwith-Wiedemann, neoplasia endocrina multipla tipo 1, complexo de
Carney, polipose adenomatosa familiar e hiperplasia adrenal congénita. Os
genes relacionados a estas sindromes também possuem papel relevante na
patogénese dos tumores adrenocorticais esporadicos (18).

O supressor tumoral TP53 (17p13) € o gene mais comumente
alterado em neoplasias humanas (19). A proteina p53 atua como fator de
transcricdo que esta relacionado a diversos processos intracelulares que
regulam o ciclo celular, promovendo sua parada ou morte celular em
resposta a agentes causadores de danos ao DNA, como por exemplo,
radiacdo e virus (20). Mutagdes germinativas no TP53 foram identificadas

em 70% das familias com a sindrome de Li-Fraumeni que é caracterizada
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por uma incidéncia aumentada e em idade precoce de alguns tipos de
tumores, como carcinoma de mama, sarcoma, tumores cerebrais e
leucemias (21). O carcinoma adrenocortical ocorre em 3,6% dos casos,

sendo a manifestagdo menos frequente (22).

Uma unica mutagao germinativa do TP53 foi identificada com alta
frequéncia em tumores adrenocorticais esporadicos de criancas
provenientes das regides sul e sudeste do Brasil (23). Esta variante alélica,
localizada no exon 10, resulta na substituicdo do aminoacido arginina por
histidina na posicdo 337 (p.R337H) do dominio de tetramerizagdo da
proteina (23). Estima-se que um em cada dez individuos carreadores desta
alteracao desenvolva carcinoma adrenocortical. A perda de heterozigoze do
alelo normal ocorre frequentemente, permanecendo apenas o alelo
Arg337His (24). Esta mutacéo foi identificada em 78% das criangas e em
13,5% dos adultos com tumores adrenocorticais (25). A analise de dois
marcadores polimorficos intragénicos em pacientes portadores de tumores
adrenocorticais com a mutacdo p.R337H demonstrou a co-segregagao de
dois alelos distintos com o alelo TP53 mutado, indicando efeito fundador
(26). Esta alteragdao nao provoca redugao da fungao protéica em condigdes
fisiolégicas, mas em situagdes extremas de pH e temperatura ocorre a perda
da estabilidade da proteina (27). Hipotetiza-se que os tumores
adrenocorticais pediatricos sejam originados a partir de células provenientes
da zona fetal, que normalmente apresenta rapida involucdo apds o

nascimento as custas de apoptose. Neste processo, atingem-se as
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condigdes de temperatura e pH as quais poderiam favorecer a perda de

estabilidade da p53 (27).

O gene IGF2 codifica um importante fator de crescimento fetal
localizado na regidao 11p15 que esta organizada em dois diferentes clusters:
um dominio telomérico que contém os genes IGF2 e H19 (28, 29) e um
dominio centromérico que inclui o gene supressor p57kip2; relacionado aos
mecanismos de controle do ciclo celular (30). IGF2 sofre imprinting materno
sendo expresso apenas pelo alelo paterno (28). H19 nao é traduzido e este
gene poderia modular hiperexpressao de IGF2. H19 e p57kip2 também
sofrem imprinting, mas ao contrario de IGF2, estes genes sdo expressos a
partir do alelo materno (31). Isodissomia unipatental do locus 11p15 é
associada com a sindrome de Beckwith-Wiedemann. Essa alteragao
estrutural é caracterizada pela perda do alelo materno e duplicagéo do alelo
paterno, promovendo a expressado bialélica de IGF2 e diminuicdo da
expressao de H19 e p57kip2 (Figura 1). Recentemente, hiperexpressao do
gene IGF2 foi evidenciada nos tumores adrenocorticais benignos e malignos
de criangas (32). Em adultos, os valores de RNAmM do gene IGF2 foram
significativamente mais elevados nos carcinomas adrenocorticais quando
comparados aos adenomas (32).

As acgoes bioldgicas de IGF-2 sdo mediadas por IGF-1R. Almeida et al.
(32), em estudo realizado em 57 pacientes brasileiros com tumor do cortex
adrenal, demonstraram que a expressao de IGF1R foi significativamente
mais elevada nos carcinomas adrenocorticais pediatricos em relacido aos

adenomas. Estes dados sugerem que a expressao de IGF1R possa ser util
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na identificacdo de tumores adrenocorticais pediatricos associados a um
fendtipo mais agressivo. Adicionalmente, a via de sinalizagdo do IGF-1R
pode representar um potencial alvo terapéutico para o tratamento do
carcinoma adrenocortical humano (32). No grupo dos adultos os valores de
RNAm foram similares nos tumores adrenocorticais benignos e malignos

(32).

(5 i Alelo materno @_ﬁ_@i Alelo paterno

TUMORIGENESE
Alelo paterno Alelo paterno

p57kin2 IGF2 Hi3 bErkinZ IGF2 H19
Cortex adrenal Tumor - TT expressdo /GF2
normall adrenocortical | expressio p57kip2

| expressao H19

Figura 1 — Representacdo esquematica das alteragdes no locus 11pl5 em tumores
adrenocorticais. No coértex adrenal normal o gene IGF2 sofre imprinting materno, enquanto
os genes H19 e p57 sofrem imprinting paterno. No processo de tumorigénese ocorre perda
do alelo materno e duplicacéo do alelo paterno, culminando em expressao bialélica de IGF2
e silenciamento dos genes p57 e H19.

A amplificacdo do fator esteroidogénico 1 foi evidenciada por FISH
(hibridizacao in situ fluorescente) em 8 de 9 tumores adrenocorticais de
criangas brasileiras, sugerindo uma associagcéo entre o aumento do numero
de coépias deste gene e a tumorigénese adrenocortical (33). Além disso,
estudos por imunoblot demonstraram um aumento de expressao da proteina
SF-1 nos tumores estudados por FISH e que apresentaram amplificacéo
génica. No entanto, ndo houve correlagdo entre a expressao protéica e o

numero de cépias do gene SF1 em tumores adrenocorticais pediatricos (34).
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Estudo realizado recentemente por nosso grupo de pesquisa
demonstrou hiperexpressao génica do receptor tipo 4 dos fatores de
crescimento de fibroblastos (FGFR4) em 20 (87%) de 23 e em 19 (55%) de
34 dos tumores adrenocorticais diagnosticados em criangas e adultos,
respectivamente (Brito LP, 2007- apresentado no ENDO 2007, Toronto,

Canada).

1.3 — Sistema IGF

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF) desempenham
importante fungao no crescimento e desenvolvimento de muitos tecidos por
meio da regulacao da proliferagao, diferenciagcado, apoptose e transformacéao
celular (35). Inicialmente estes fatores foram identificados como horménios
polipeptideos expressos no figado (36). Posteriormente, foi demonstrado
que IGFs sao sintetizados pela maioria dos tecidos extra-hepaticos como
cérebro, rins, estbmago e glandula suprarrenal, nos quais exibem agdes
autécrinas ou paracrinas (36, 37). Adicionalmente, células tumorais e
fibroblastos podem produzir IGFs (38) que sdo capazes de interagir com
outros fatores produzidos localmente, incluindo os horménios esterdides

(39).

O sistema IGF é constituido pelos ligantes IGF-1 e IGF-2, quatro
receptores de membrana, seis proteinas ligadoras (IGFBP 1 - 6) e proteases

de IGFBPs (Figura 2) (40).
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Figura 2 — Sistema IGF. O sistema IGF é constituido por dois ligantes IGF-1 e IGF-2,
receptores de membrana IGF-1R, IGF-2R, receptores de insulina (IR), receptores hibridos e
IGFBPs. Ryan PD et al. (41).

IGF-1 e IGF-2 sao polipeptideos de cadeia simples que possuem grande
homologia em suas sequéncias de aminoacidos (42). IGF-1 atua como um
importante fator na progressao do ciclo celular (43) bem como mediador dos
efeitos anabdlicos do horménio de crescimento na vida pds-natal e sua
concentracdo aumenta durante o desenvolvimento (44). Além disso, dados
sugerem que altas concentragdes de IGF-1 estejam relacionadas ao risco de
desenvolvimento de canceres de mama e prostata (45).

IGF-2 tem relevante papel durante o desenvolvimento fetal e sua fungao
durante a fase adulta ainda nao esta bem definida (44). Este fato ¢ ilustrado
pelo declinio significativo das concentracdes séricas e teciduais de IGF-2 no
periodo pods-natal (46).

Fottner et al. (37) demonstraram que o sistema IGF desempenha funcao
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fundamental na regulacdo secretora da glandula suprarrenal. Os peptideos
IGF-1 e IGF-2 s&o capazes de induzir esteroidogénese em células
adrenocorticais in vitro e in vivo (47-49). Este efeito € mediado pela
interacdo com IGF-1R e modulado pelas IGFBPs produzidas localmente,
reguladas de maneira especifica por ACTH e IGFs (47-49). Além disso, o
sistema IGF esta envolvido na regulacédo do crescimento e desenvolvimento
adrenocortical (37). IGF-2 parece ser um fator de crescimento importante na
glandula suprarrenal fetal, na qual sdo expressas altas concentragdes deste
fator. Adicionalmente, mudancgas caracteristicas dos valores séricos deste
peptideo durante a puberdade e menopausa sao associadas com mudangas

relevantes na fung¢ao adrenocortical (50).

O receptor tipo 1 dos fatores de crescimento semelhantes a insulina
(IGF-1R) é um receptor tetramérico constituido por duas subunidades a e
duas subunidades transmembrana [ que estdo unidas por pontes
dissulfidicas. As subunidades a sao estruturas extracelulares nas quais os
IGFs se ligam, enquanto as subunidades B contém um dominio tirosina
quinase intracelular (51). IGF-1R apresenta 84% de homologia com o
receptor de insulina em seu dominio tirosina quinase (52).

IGF-1R ¢é ativado por IGF-1 e IGF-2. A ligagdo do receptor com estes
fatores de crescimento promove a autofosforilacdo das tirosinas 1131, 1135
e 1136, localizadas no dominio quinase da subunidade B, gerando residuos
fosfotirosina. Estes atuam como sitios acopladores para moléculas
sinalizadoras, como os substratos de IR (IRS-1 a IRS-4) e dominios

homologos de Src. O recrutamento destas moléculas ativa a sinalizagao de
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IGF-1R por meio das vias fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K-AKT) que
desencadeia decréscimo de apoptose e da via RAS-RAF-proteina quinase
ativada por mitégenos (MAPK) que promove o aumento de proliferagao
celular (53). Recentemente, demonstrou-se que a via alvo da rapamicina
mamifera (MTOR) é importante na regulacdo da sintese protéica e sua
inibicdo resulta em um aumento na fosforilagdo da proteina quinase B (AKT)

por meio de uma alcga de retroalimentagao (Figura 3) (54).

IGF-I/lI
S

PIP,
IRS-1

z P SAPKIJNK
Inibicéo de mTOR
y apoptose e
Sintese
Raf protéica

Proliferagcao
celular

Figura 3 — Vias de sinalizacdo de IGF-1R. A ligacao de IGF-1 e IGF-2 ao receptor IGF-1R
ativa a transducéo de sinais por meio das vias PI3K-AKT e RAS-RAF-MAPK que promovem
a diminuicao de apoptose e aumento nas taxas de proliferacdo celular, respectivamente.
Adaptado de Pappano WN et al. (54).

O gene IGF1R esta localizado no brago longo do cromossomo 15
posicao 25-26 (15925 - 26) e tem aproximadamente 100 Kb organizadas em
21 exons (55). Este gene codifica um unico polipeptideo de 1367

aminoacidos que € constitutivamente expresso na maioria das células. Os
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exons 1 a 11 codificam a regidao 5 nao traduzida, o peptideo sinal e a
subunidade a, enquanto que os exons 12 a 21 codificam a subunidade B € a
regido 3’ nao traduzida (55, 56). Doze dos 21 exons do gene IGF1R séao
idénticos ao gene homologo do receptor da insulina (57). A regidao de maior
semelhanga é a que codifica parte da subunidade B (exons 16 - 20) no
dominio tirosina quinase (55).

IGF1R possui um unico sitio de iniciagdo de transcricdo; sua regiao
promotora é rica em guanina e citosina (G - C) e ndo possui os elementos
classicos TATA e CCAAT box (58), no entanto, possui elementos de genes
housekeeping caracteristicos de genes altamente regulados. Além disso,
possui atividade transcricional basal alta (59). Este gene possui dois
transcritos resultantes de splicing alternativo no exon 14, caracterizado pela
perda de trés nucleotideos (CAG) a partir da posicdo 2829 do DNA
complementar (cDNA) (55).

A importancia de IGF1R no desenvolvimento normal de mamiferos é
clara em estudo com camundongos sem receptores funcionais (60, 61).
Estes nascem com 45% do tamanho de camundongos normais e morrem
rapidamente devido a severa hipoplasia pulmonar (60). Células que néao
possuem IGF-1R (derivadas de embrides com ablagdo de IGF1R - fendtipo
letal) ndo s&o capazes de sofrer transformagdo quando expostas a

diferentes oncogenes celulares e virais (61).

Existem fortes evidéncias de que a via de IGF-1R tem importancia na
transformacao, crescimento e sobrevivéncia das células neoplasicas. Apesar

de mutacdes em IGF1R ainda n&o terem sido descritas em nenhum tipo
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tumoral, polimorfismos nos genes IGF1 e IGFBP3 foram descritos e parecem

ser importantes no risco de desenvolvimento de tumores (62, 63).

Estudos demonstraram hiperexpressdo de IGF1R em diversos
tumores primarios e células derivadas de canceres (64, 65). Apesar dos
mecanismos moleculares que promovem o aumento de expressao de IGF1R
ainda nao terem sido bem elucidados, dados sugerem que a expressao
deste receptor seja pré-requisito fundamental para transformacao celular.

IGF-2R, também conhecido como IGF-2/M6PR, é um receptor de cadeia
simples que possui sitios de ligagao para IGF-2 e proteinas que contém
manose-6-fosfato (42). Este receptor desempenha papel fundamental na
regulacdo do crescimento celular promovendo a degradacgao lisossomal de
IGF-2 e, portanto, reduzindo a biodisponibilidade deste peptideo (39). Em
consequéncia desta degradacéao, IGF-2R tem sido considerado um potencial
supressor tumoral. De fato, IGF-2/M6PR encontra-se mutado ou deletado
em alguns canceres (37). Perda de heterozigose do locus de IGF-2/M6PR é
um evento frequente em tumores adrenocorticais e suporta a hipotese de
que este receptor possa ser um gene de supressao tumoral na tumorigénese

adrenocortical (66).

Ainda constituem o sistema IGF os receptores de insulina (IR) e
receptores hibridos. IR esta relacionado ao controle de glicose e
metabolismo e possui duas isoformas produzidas por splicing alternativo do
exon 11, gerando o exon 11- ou isoforma A (IR-A) e exon 11+ ou isoforma B
(IR-B) (67). As duas isoformas de IR sdo expressas de maneira especifica,

sendo IR-A altamente expressa em tecidos fetais e IR-B encontrada em
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tecidos adultos (68). IR-A promove o crescimento em resposta ao estimulo
de IGF-2 e apresenta elevada expressdo em alguns leiomiosarcomas
deficientes em IGF-1R (69). Os receptores hibridos sdo compostos por hemi
receptores de IR e IGF-1R (70) e sua presenca varia de acordo com o
tecido. Estes receptores funcionam predominantemente como IGF-1R em
funcdo do fato de se ligarem com maior afinidade ao IGF-1, mas sua
importancia biolégica permanece ainda desconhecida (42).

As acgdes bioldgicas de IGF-1 e IGF-2 sdo moduladas por uma familia de
proteinas que se ligam com alta afinidade aos IGFs (IGFBP 1 - 6) (71). Estas
proteinas tém multiplas e complexas funcdes. IGFBPs sdo capazes de inibir
ou aumentar a agao destes fatores de crescimento, resultando na supressao
ou no estimulo da proliferagao celular (72). As IGFPBs desempenham trés
principais fungdes: 1) transportam os IGFs, 2) protegem IGFs de degradacao
e 3) regulam a interacdo com IGF-1R. IGF-1 e IGF-2 possuem maior
afinidade por IGFBPs quando comparado ao IGF-1R. A ligagdo destas
proteinas regulatorias aos IGFs bloqueia a interagdo com o receptor e
diminui a acao destes fatores de crescimento. No entanto, a ligacdo destes
com IGFBPs os protege de degradacéao proteolitica e aumenta sua meia vida

(73).
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1.4 — Fator esteroidogénico 1 (SF-1)

SF-1 é um receptor nuclear também conhecido como Ad4BP ou
NR5AL1 (74). Este fator de transcricdo foi inicialmente descrito como
importante regulador da expressdo tecido-especifica das enzimas
hidroxilases envolvidas na sintese de hormoénios esterdides do citocromo
P450, as quais catalisam a maioria das reagdes nas vias esteroidogénicas
(75). Estudos subsequentes demonstraram que SF-1 ativa a regiao
promotora de diversos genes essenciais para o desenvolvimento dos 6rgaos
relacionados ao sistema enddcrino (76).

O gene SF1 esta localizado no bracgo longo do cromossomo 9 posicao
33.3 (9933.3), regiao cromossdémica na qual foram identificados ganhos e
amplificagdes em tumores adrenocorticais por hibridizagdo gendmica
comparativa (77-80). Este gene tem aproximadamente 30 Kb organizadas
em 7 exons, incluindo o exon 1 que é nao codificante (81). A proteina SF-1 é
composta por 461 aminoacidos e possui a mesma organizagao classica dos
demais membros da familia dos receptores nucleares sendo constituida por
um dominio de ligagdo ao DNA, uma regido hinge, um dominio de ativagao
funcional e um dominio de ligagao (82). O dominio de ligagdo ao DNA é
composto por dois dedos de zinco, que s&o altamente conservados em
diversos mamiferos. No primeiro dedo de zinco esta localizado o dominio P
box (Proximal box), que confere especificidade no reconhecimento de sitios
particulares do DNA. No segundo dedo de zinco situa-se o dominio D box

(Distal box) que forma a interface de dimerizagao do SF-1. O dominio AF-2
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tem importancia na atividade transcricional e na interagdo com cofatores.
Esta proteina é altamente conservada entre as espécies e possui 95% de

homologia entre os aminoacidos de camundongos e humanos (Figura 4)

(83).
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Figura 4 — Estrutura génica (A) e protéica (B) de SF-1. Adaptado de Biason-Lauber A et al.
(84).

Estudos de imunohistoquimica e hibridizagao in situ caracterizaram a
distribuicdo celular e tecidual de SF-1 (85-90). Em acordo com seu papel
regulador das enzimas relacionadas a sintese de horménios esteroides, SF-
1 & expresso em Orgdos nos quais 0os hormonios esterdides sao produzidos,
tais como as células das trés zonas do cortex adrenal, células de Leydig,
células da granulosa e teca (85-87). Os transcritos de SF-1 também foram
detectados em células de Sertoli, gonadotrofos da hipdéfise nos quais regula
a expressao de gonadotrofinas e do receptor GnRH, e no nucleo ventro-
medial do hipotalamo (88-90). Estes achados demonstraram que SF-1 atua
em diferentes regides dos eixos hipotalamo-hipofise-gbnadas / adrenais
regulando a expressao de diversos genes mediadores da esteroidogénese e

reproducao.
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A importancia de SF1 no desenvolvimento adrenogonadal foi bem
estabelecida em camundongos com ablacédo deste gene. Estes animais nao
possuem glandulas supra-renais e gbnadas ao nascimento em fungdo da
regressao do primérdio adrenogonadal por apoptose a partir do 12° dia

embrionario (E12.0) (91, 92).

A identificagcdo de mutagdes inativadoras no gene SF1 em humanos
demonstra a importancia deste fator de transcricdo no desenvolvimento e
funcdo endocrina. Até o momento, aproximadamente vinte diferentes
variantes génicas foram descritas (83). Estas elucidam a funcédo de SF-1 e
0s mecanismos relacionados a disgenesias gonadais e faléncias adrenais. A
primeira mutagao, caracterizada pela substituicdo do aminoacido glicina por
glutamato na posigdo 35 do SF-1, foi identificada em uma paciente com
insuficiéncia adrenal e disgenesia gonadal bilateral (93). Posteriormente, a
identificacdo de uma microdelecdo de 8 pb no gene SF1 em uma paciente
com disgenesia gonadal e fungdo adrenal normal indicou que o efeito
negativo de mutagdes do SF-1 pode afetar diferentemente a atividade

transcricional gonadal e adrenal (94).

1.5 - Os fatores de crescimento de fibroblastos e seus receptores

Os fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) foram identificados
inicialmente como mitégenos de fibroblastos em cultura (95). Desde entéo,
pelo menos 23 FGFs distintos foram demonstrados em uma variedade de

organismos. Todos os membros da familia FGF possuem uma sequéncia de
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120 aminoacidos conservada que possui de 16 a 65% de homologia (96). Os
FGFs sdao mediadores de uma variedade de respostas celulares durante o
desenvolvimento embrionario e adulto. No desenvolvimento embrionario,
estes fatores de crescimento apresentam relevante funcdo na morfogénese,
regulando a proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celular. Em adultos,
FGFs tem papel na reparacgao tecidual, cicatrizacdo e angiogénese (97).

A acgao biolégica dos FGFs é mediada pela ligagcdo e ativacédo de 4
receptores de membrana com atividade tirosina quinase (FGFR1 - 4). Estes
receptores possuem um sitio de ligagao extracelular composto por trés alcas
semelhantes a imunoglobulina (Igl, Igll, Iglll), uma sequéncia de sete a oito
residuos acidos entre Igl e Igll (acid box), um dominio transmembrana
simples e um sitio citoplasmatico com atividade tirosina quinase bem como
sequéncias regulatérias adicionais (Figura 5) (98).

Uma importante caracteristica dos FGFRs é a variedade de
isoformas geradas por splicing alternativo (96). As diferentes isoformas
incluem FGFRs compostos por duas ou trés algcas de Ig, formas soluveis de
FGFRs assim como formas geradas por splicing alternativo dos exons que
codificam a Iglll. Esta ultima é observada apenas em FGFR1 - 3 (Figura 6).
As isoformas possuem diferentes afinidades e sdo expressas de maneira

tecido-especifica (97).
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Dominio tirosina quinase

Figura 5 — Representacdo da estrutura dos receptores dos fatores de crescimento de
fibroblastos. A porcdo extracelular de FGFRs contém trés algcas semelhantes a
imunoglobulina e acid box enquanto que a porgao intracelular contém o dominio tirosina
quinase. Adaptado de Knights V et al. (99).
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Figura 6 — Isoformas de FGFRs. As duas isoformas de FGFR s&o geradas por splicing
alternativo dos exons 8 e 9. Quando a metade C-terminal de Iglll é codificada pelo exon 8 a
isoforma FGFRIIIb é gerada, e quando é codificada pelo exon 9 a isoforma FGFRIlic é
gerada. Adaptado de Eswarakumar VP et al. (96).
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Apos a ligacdo com FGFs, estes receptores se dimerizam e
promovem a ativacdo do dominio tirosina quinase intracelular, gerando
residuos tirosina fosforilados. Estes atuam como sitios acopladores para
proteinas adaptadoras, desencadeando as vias de transducdo de sinais:
RAS-RAF-MAPK, PI3K-AKT, e fosfolipase Cy (PLCy). Esta ultima reforca a
via MAPK por meio da fosforilagdo da proteina RAF. A sinalizacdo de
FGFRs pode ser regulada negativamente em diferentes niveis por meio de
reguladores negativos que modulam a ligacdo de FGFs ao receptor ou
interferem na sinalizagao celular (Figura 7) (100).

Um aspecto relevante dos FGFs é sua interagdo com heparina ou
heparina sulfato glicosaminoglicana (HSGAG) na matrix extracelular. A
ligacdo com HSGAG protege estes peptideos da degradacdo mediada por
proteases. Adicionalmente, ativacdo de FGFRs é modulada por HSGAGs
que se ligam diretamente ao receptor no dominio Igll e podem aumentar a
afinidade FGF/FGFR (99).

O gene do receptor tipo 4 dos fatores de crescimento de
fibroblastos esta localizado no brago longo do cromossomo 5 posi¢cao 35.1
(5935.1) e tem aproximadamente 11,3 Kb organizadas em 18 exons. O exon
1 ndo é traduzido e é precedido por uma regido promotora que nao possui
TATA box (101). Nesta regidao cromossdémica também foram identificados
ganhos e amplificagbes em tumores adrenocorticais por hibridizagéo

genbmica comparativa (77, 79, 102, 103).
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Figura 7 — Vias de sinalizacdo de FGFRs. A sinalizagdo dos receptores de FGFs ocorre
por meio das vias RAS-RAF-MAPK, PI3K-AKT e fosfolipase Cy. Os retangulos roxos
representam reguladores negativos envolvidos com as vias de transducdo de sinais dos
FGFRs. Adaptado de Turner N et al. (100).

Existem evidéncias de falhas na regulacdo de FGFs em diversos tipos
tumorais. Sinalizagcdo anémala de FGFs pode promover o desenvolvimento
de tumores por meio do aumento da proliferacao celular, escape de
apoptose e angiogénese (100). Hiperexpressdo deste receptor foi
demonstrada em linfomas de Hodgkins (104), cancer de préstata (105),
adenocarcinoma pancreatico (106) e carcinoma hepatocelular (107).
Adicionalmente, analises de microarray demonstraram que a expressao
diferencial de FGFR4 e outros genes como IGF2, FGFR1 é capaz de
caracterizar adenomas e carcinomas adrenocorticais (108). Estudo realizado
em &7 tumores adrenocorticais em nosso laboratério demonstrou
hiperexpressao génica de FGFR4 em 20 (87%) de 23 e em 19 (55%) de 34
dos tumores diagnosticados em criangas e adultos, respectivamente (Brito

LP, 2007- apresentado no ENDO 2007, Toronto, Canada).
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Bange et al. (109) demonstraram a substituicdo do aminoacido glicina
por arginina na posicao 338 (p.G338R) do dominio transmembrana de
FGFR-4 em células de carcinoma mamario. Esta variante alélica também foi
demonstrada em uma variedade de células tumorais assim como em
pacientes com outros tipos de cancer e em individuos normais (109).
Analises de trés grupos geograficamente separados indicaram que esta
alteragcédo ocorre em aproximadamente 50% dos humanos (109, 110). Além
disso, demonstrou-se que pacientes com o alelo arginina em homo ou
heterozigose (Arg/Arg ou Gly/Arg) apresentaram tumores mais agressivos
(109). A correlacédo entre a presenca do alelo arginina e progndstico
desfavoravel foi avaliada em outros tipos tumorais e alguns grupos
constataram associagao deste alelo com tumores mais agressivos (110,

111), enquanto que outros ndo observaram qualquer associagao (112, 113).
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1 - Determinar o numero de copias dos genes IGF1R, SF1 e FGFR4

em tumores adrenocorticais pediatricos e de adultos.

2 - Correlacionar o numero de coépias com os dados de expressao
génica e/ou protéica de IGF1R, SF1 e FGFR4, assim como, com o

diagndstico histoldgico e evolutivo dos tumores adrenocorticais.
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Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa — CAPPesq, da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (processo
n° 0199/08). Apos consentimento informado por escrito, obtivemos amostra
de tecido tumoral dos pacientes. Todos os estudos moleculares foram
realizados no Laboratério de Hormoénios e Genética Molecular/LIM 42,

Divisdo de Endocrinologia e Metabologia do Hospital das Clinicas, FMUSP.

3.1 - Pacientes

Sessenta e quatro pacientes com tumores do cortex adrenal (42
adenomas e 22 carcinomas) de 25 criangas (1 a 18 anos) e 39 adultos (19 a
73 anos) nao relacionados foram estudados (Anexo 1). Todos os pacientes
foram submetidos a avaliagao clinica e tratamento cirurgico. O diagnéstico
foi confirmado por estudo anatomo-patolégico e classificado segundo os
critérios histologicos de Weiss (9). Os pacientes foram avaliados a partir do
estadiamento proposto por MacFarlane (11) e modificado por Sullivan (12).
O diagnodstico de malignidade em tumores de pacientes adultos foi
estabelecido pelas seguintes caracteristicas: escore de Weiss = 3 ou
estadiamento Ill ou IV. Como os critérios histoldgicos de Weiss ndo sao
preditivos de malignidade em criangas com tumores adrenocorticais, o
diagndstico de carcinoma adrenocortical neste grupo foi definido pelo
estadiamento tumoral (lll ou IV) ou evolugdo desfavoravel. Sindrome de

Cushing (60%) foi a manifestacdo clinica mais frequente nos adultos com
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tumores adrenocorticais, enquanto que virilizagdo (61,5%) constituiu a

apresentacao clinica mais comum no grupo pediatrico (Tabela 3).

Tabela 3 — Caracteristicas clinicas de 64 pacientes com tumor adrenocortical.

Criancas Adultos

Adenomas  Carcinomas Adenomas Carcinomas

n=18 N=7 N =24 n=15
Sexo (F: M) 3,5:1 1,3:1 11:1 4:1
Sindrome Clinica (n)

Cushing 2 0 20 3
Virilizacao 12 4 0 1
Mista 4 2 2 7
N&o Funcionante 0 0 2 4
Feminilizante 0 1 0 0

F: sexo feminino, M: sexo masculino

Oito glandulas adrenais normais obtidas em cirurgias renais ou
autoépsias foram utilizadas como controles. Todos os tecidos adrenais
(tumorais e normais) foram armazenados em nitrogénio liquido até a

realizacao da extracédo de DNA.

3.2 — Estudos moleculares
3.2.1 — Extragc&o de DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico de tecidos adrenais normais e tumorais
preservados em nitrogénio liquido foi realizada utilizando-se Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega,USA). A concentragao e pureza do

DNA gendmico extraido foram medidas em espectrofotdmetro.




Métodos 30

3.2.2 — Multiplex ligation-dependent probe amplification- MLPA

A verificagcdo do numero de cépias dos genes IGF1R, SF1 e do locus
FGFRA4 foi realizada por amplificagdo de multiplas sondas dependentes de
ligacdo (MLPA - multiplex ligation-dependent probe amplification). Esta
técnica de investigagcdo molecular foi descrita por Schouten et al. (114) em
2002 e permite a deteccdo de amplificacbes ou delecbes génicas,
envolvendo um ou mais exons, regides subteloméricas e cromossomos

inteiros.

Delegbes ou amplificagdes dos genes IGF1R, SF1 e do locus FGFR4
foram investigadas utilizando-se ensaios comerciais desenvolvidos
especificamente para avaliagio do numero de copias (MRC-Holland,
Amsterdam, Holanda) (Tabela 4, Anexos 2A, 2B e 2C). As figuras 8, 9 e 10
representam padroes de eletroforese dos ensaios P217 IGF1R, P185-B1

Intersex e P026-C1 Sotos, respectivamente.
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Tabela 4 — Ensaios utilizados na avaliagdo do numero de copias dos genes IGF1R,

SF1 e FGFRA4.

Tamanho dos

Ensaio Genes ou Sondas Locus Quantidade Produtos
Controles de Sondas Amplificados
(pb)
15025-
IGF1R 26 22
P217 IGF1R IGEBP3 7p13 136 a 472
Sondas controles -
SF1 9q33
P185-B1 Demais genes - 27 160 a 445
Intersex
Sondas controles -
FGFR4 5q35.1
P026-C1 NSD1 5435 24 130 a 463
Sotos
Sondas controles - 14
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Figura 9 — Padrao de eletroforese de SF1 em tecido adrenal normal.
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Figura 10 — Padrao de eletroforese de FGFR4 em tecido adrenal normal.

Aproximadamente 200 ng de DNA gendmico das amostras tumorais
foram diluidos em &gua ultrapura em um volume final de 5 pL. Em
termociclador modelo 9700 (Applied Biosystem, Foster City, California, USA)
os tubos com 5 pL de DNA diluido foram incubados por 5 minutos a 98 °C, a
fim de ocorrer a desnaturagdo. A temperatura foi diminuida para 25 °C e
foram acrescentados 3 yL do mix de sondas, preparado a partir de 1,5 pyL do
SALSA probe mix e 1,5 uL do tampao MLPA. Essa mistura foi submetida por
um minuto a uma temperatura de 95 °C, seguida por 16 horas a 60 °C, para
que as sondas hibridassem aos seus respectivos alvos (Figura 11 A).

Apos a hibridacédo das sondas, a temperatura foi reduzida para 54 °C
e entdo adicionados 32 uL da mistura de Ligase-65 (3 uL do tampao ligase-
65 A, 3 uL do tampao ligase-65 B, 1 uL Ligase-65 e 25 uL de agua ultrapura)
em cada tubo. As reacgdes foram incubadas a 54 °C por 15 minutos para
ocorrer a ligagao das sondas previamente hibridadas e, em seguida, a 98 °C
por cinco minutos, para inativagdo das enzimas restantes (produto de
ligagdo) (Figura 11 B).

Dez uL do produto de ligagdo foram transferidos para um novo tubo
contendo 30 uL do mix PCR, preparado a partir de 4 yL do tampdo SALSA

PCR e 26 pL de agua ultrapura. Os tubos foram colocados no termociclador
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a 60 °C e mantidos nesta temperatura enquanto foram adicionados 10 uL do
mix polimerase, que contém 2 pyL de SALSA PCR primers, 2 yL do tampéao
SALSA enzyme dilution, 0,5 yL da enzima SALSA polimerase e 5,5 pL de
agua ultrapura. Nessa etapa, teve inicio a reacdo de amplificacdo das
sondas ligadas por PCR. O protocolo de amplificagdo consistiu em 35 ciclos
a 95 °C (30 segundos), 60 °C (30 segundos) e 72 °C (1 minuto), e um ciclo
final de extens&o a 72 °C por 20 minutos (Figura 11 C).

Os produtos da amplificagdo foram detectados e quantificados por
eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI Prism 310 Genetic
Analyzer (PE Applied Biosystems, The Perkin-Elmer Corporation, CA, USA),
e analisados pelo programa de analise de fragmentos GeneScan (PE
Applied Biosystems, The Perkin-Elmer Corporation, CA, USA) que determina
o tamanho de cada fragmento e sua correspondente altura e area do pico no
eletroferograma (Figura 11 D).

O conjunto de dados de altura dos picos de cada amostra foi
transferido para uma planilha Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA
98052, USA). Em cada ensaio foram utilizados no minino dois controles que
tiveram seus DNAs extraidos pela mesma metodologia e pertenciam ao
mesmo tipo de tecido que as amostras analisadas. Inicialmente, a média da
altura dos picos de cada sonda dos controles da reacdo foi determinada.
Posteriormente, para cada amostra tumoral, foi calculada a média das
propor¢des P, de cada sonda. O valor obtido desta média (média das

proporgdes) € o numero de copias estimado de cada sonda (Figura 12).
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A - Desnaturacao e hibridagao das sondas

5 : 5 f
3 & B ¥ P
Sequéncia Sequéncia
alvo A alvo B

B - Ligagao das sondas

Ligase termoestavel Ligase termoestavel
5 | : 5 | f
3 5 3 5
Sequéncia Sequéncia
alvo A alvo B

C - Amplificacdo das sondas

I

D - Analise de fragmentos

Figura 11 — Fases da reacdo de MLPA. O DNA genbmico das amostras tumorais foi
desnaturado e as sondas adicionadas para que a hibridagdo aos seus respectivos alvos
ocorresse (A). Em seguida, as sondas foram ligadas com uma enzima ligase termoestavel
(B) e submetidas a reagdo de PCR para amplificagdo (C). O produto amplificado foi

submetido a analise de fragmentos em sequenciador automatico (D).
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(Altura da sonda analisada / Altura da sonda controle )

amaostra

(Altura da sonda analisada / Altura da sonda controle )

média dos cantrales

P,+P,+P +.+P

Média das proporgbes =
n

n = numero de sondas controles

Figura 12 — Formulas utilizadas em planilhas Excel para analise do numero de cépias das
amostras tumorais.

Uma determinada regido analisada foi considerada normal quando a
meédia das proporcdes esteve entre 0,7 e 1,3; com diminui¢do no numero de
copias quando fosse inferior a 0,7 e com aumento no numero de copias
quando fosse superior a 1,3. Um ensaio foi considerado valido somente
quando os controles eram dipldides para as sondas analisadas e quando as
amostras tumorais também apresentavam duas coépias na maioria das
sondas controles. Todas as reagdes em que foram detectadas alteragcdes no
numero de copias dos genes em estudo foram repetidas para fins de

confirmagéo.

3.2.3 - PCR em tempo real - SYBR Green

A reacdo em cadeia da polimerase SYBR Green foi realizada com o
objetivo de confirmar os dados obtidos pela metodologia de MLPA. A
confirmacgéo das amplificagdes dos genes IGF1R e SF1 foram realizadas por

meio de um estudo de quantificagao relativa. As reagdes foram realizadas
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pelo método baseado em SYBR Green 1, utilizando-se o aparelho ABI 7000
Sequence Detection Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

O estudo foi realizado a partir de DNA genémico extraido dos tumores
adrenocorticais. A analise de quantificacao relativa, baseada na comparacao
de um gene referéncia que, assim como IGF1R e SF1, apresenta duas
copias no genoma foi realizada. O gene escolhido foi o NPC1 (Niemann-Pick
Cl1l protein precursor), localizado no cromossomo 18g11-12 que foi
quantificado, simultaneamente, em tubos separados para cada amostra
tumoral. Oligonucleotideos iniciadores especificos foram desenhados para

os dois genes em estudo assim como para o gene referéncia (Tabela 5).

Tabela 5 — Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados na investigagcéo
do numero de coépias dos genes IGF1R e SF1 por PCR em tempo real - SYBR
Green.

Gene N . Produto
. Sequéncia dos nucleotideos

(regido) (pb)

IGF1R F: 5 GACCCGGGCTCGTTCGTCTG 3 101
(Intron 2) R: 5 AACACGGCTGGGCTGTCAGGA 3

SF1 F: 5 ACC AGA AGA AGG CACAGATTC 3 109

(Exon 4) R: 5 CTG GGA GGC AGCACGTAGTC ¥

NPC1 F: 5 ACCCT GGC TGT GTCATTTTC TTC TCG 3’ 101
(Exon 8) R: 5 TG ACC AGA GGT CAACTG GATTGG TTG &

F: oligonucleotideo sense, R: oligonucleotideo antisense

O produto comercial SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) contém o corante SYBR Green 1, uma
DNA polimerase (AmpliTag Gold DNA Polymerase), dNTPs e um tampéao

que proporciona condigdes apropriadas para a PCR. Este método é baseado
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na deteccado de fluorescéncia gerada a medida que o produto de PCR é
amplificado, uma vez que o corante SYBR Green 1 apresenta grande
afinidade pela molécula de DNA dupla fita. Sendo assim, o produto gerado a
cada ciclo resulta em aumento na intensidade de fluorescéncia, que é
proporcional a quantidade de copias destas regides.

Todas as reacgdes foram realizadas em triplicatas em um volume final
de 25 uL que continha 2,5 yL de DNA (50 ng), 10 pmol de cada primer e
SYBR Green PCR Master Mix. As condi¢gdes de termociclagem foram 10
minutos a 95 °C, seguidos de 40 ciclos a 95 °C por 15 segundos e 60 °C por
1 minuto. Ao final de cada reagao, foi realizada uma curva de dissociagao
para verificagdo dos produtos amplificados. Esta analise é importante para
garantir que apenas o produto esperado tenha sido amplificado, uma vez
que o SYBR Green 1 se liga inespecificamente a qualquer DNA fita dupla.

O calculo da quantificagao relativa do numero de cépias das regides

2°A8CT - conforme descrito

de interesse foi realizado utilizando-se o método
por Livak (115). ACT é a diferenca entre os Ct do gene alvo e gene
referéncia de uma determinada amostra e o AACT corresponde a diferenca

entre o ACT do calibrador e da amostra.

3.2.4 — Analise estatistica
A analise estatistica foi realizada no programa SPSS (versédo 13). As
variaveis continuas foram expressas com média + erro padrdo da média

(EPM). As diferencas entre os valores de expressao dos genes nos tumores
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adrenocorticais benignos e malignos foram analisadas pelo teste Mann-

Whitney. O valor de P < 0,05 foi considerado significativo.
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4 — Resultados
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4.1 - IGF1R

Amplificacdo do gene IGF1R foi detectada por MLPA (Figura 13) e
confirmada por PCR em tempo real SYBR Green em apenas um carcinoma
adrenocortical (caso n°® 30, Anexo 1). Este tumor foi diagnosticado em uma
paciente do sexo feminino de 46 anos que apresentou sindrome de Cushing
e virilizagdo. O tumor foi classificado como MacFarlane Ill e score de Weiss
7.

Trés coépias do gene IGF1R foram evidenciadas neste tumor com
amplificacdo de IGF1R. Os valores de RNAm deste carcinoma
adrenocortical, avaliados por PCR em tempo real, foram cinco vezes
maiores quando comparados aos valores de RNAm de uma glandula adrenal
normal. Adicionalmente, amplificagado génica de outros loci (IGFBP3, FGFR4
e NSD1) foi observada neste caso (Figuras 13 e 14), bem como a
amplificacdo génica de sondas controles (Tabela 6). Analise de MLPA
realizada com DNA proveniente de leucdcitos periféricos desta paciente
demonstrou que IGF1R esta amplificado apenas no tecido tumoral,
sugerindo que a amplificagao de IGF1R representa um evento somatico.

Amplificacdo do gene IGF1R nao foi observada nos outros tumores

adrenocorticais tanto no grupo pediatrico quanto no grupo de adultos.
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Figura 13 — Representacdo dos resultados de MLPA obtidos a partir de DNA de uma
glandula suprarrenal normal (painel A) e de um carcinoma adrenocortical com amplificagéo
dos genes IGF1R e IGFBP3 (caso n° 30) (painel B). As setas vermelhas demonstram
alguns exemplos de sondas amplificadas.
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MLP A — Amplificagéo de FGFR4 e NSDf em um carcinoma adrenocomcal

Figura 14 — Representacdo dos resultados de MLPA obtidos a partir de DNA de uma
glandula suprarrenal normal (painel A) e de um carcinoma adrenocortical com amplificagao
dos genes FGFR4 e NSD1 (caso n° 30) (painel B). As setas vermelhas demonstram alguns
exemplos de sondas amplificadas.




Resultados 42

Tabela 6 — Amplificagdo de multiplos genes em um carcinoma adrenocortical.

NUumero de sondas amplificadas /

Gene Locus numero total de sondas
IGF1R 15026.3 22 /22
IGFBP3 7p13 6/6
FGFR4 5q35.1 1/2
NSD1 5q35 2424
Sondas controles 7123
4.2 - SF1

A fim de analisarmos a correlagdo de amplificacdo de SF1 com os
valores de expressdo génica e protéica foram selecionados apenas os
tumores que possuiam dados prévios de expressao por PCR em tempo real
e de imunohistoquimica de micromatriz tecidual (TMA) (116). Portanto, para
esta avaliagao foram selecionados apenas 39 casos de tumor adrenocortical.
Dentre estes casos 10 tumores apresentaram amplificagdo génica de SF1
(casos n®1, 7, 20, 37, 38, 40, 49, 55, 63 e 64, Anexo 1).

Amplificacbes de SF1 foram detectadas em oito (38,1%) de 21
tumores adrenocorticais pediatricos e em dois (11,1%) de 18 tumores
adrenocorticais de adultos (P = 0,02) (Figura 15). Amplificagado foi observada
em sete adenomas e trés carcinomas. Dentre estes tumores com
amplificacdo, nove apresentaram estimativa de trés coépias e um tumor
apresentou quatro copias do gene SF1. O aumento do numero de copias foi
detectado por MLPA e PCR em tempo real em cinco casos, no entanto nos

casos restantes amplificacdo foi demonstrada apenas por MLPA (n = 2) ou
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PCR em tempo real (n = 3) (Tabela 7). Os valores de expressao génica
(RNAm) foram significantemente maiores em tumores associados com
amplificacdo génica quando comparados com tumores sem amplificagao (2,3
+ 0,52 vs. 1,16 = 0,18; P = 0,001). Adicionalmente, os resultados de
expressao protéica (TMA) de todos os tumores com aumento no numero de
copias demonstraram imunorreatividade expressiva para SF-1 e a maioria
dos tumores sem amplificagdo demonstrou marcagao fraca ou negativa (P =
0,0008). Entretanto, imunorreatividade foi identificada em cinco tumores
adrenocorticais pediatricos sem amplificagdo génica de SF1 (116) (Anexo 3
e Anexo 4 ).

A delecdo de SF1 foi observada em apenas um adenoma
adrenocortical secretor de cortisol (caso n°® 44, Anexo 1). Em concordancia
com este dado, foram observadas expressdo génica diminuida e

imunorreatividade negativa neste caso.
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Figura 15 — Representacdo dos resultados de MLPA obtidos a partir de DNA de uma
glandula suprarrenal normal (painel A) e de um tumor adrenocortical com amplificagdo do
gene SF1 (painel B). As setas vermelhas demonstram as sondas de SF1 amplificadas.
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Tabela 7 — Caracteristicas clinicas e moleculares de 10 tumores adrenocorticais com aumento no nimero de copias de SF1.

Casos Idade Sexo Sindrome Diagnéstico Técnica N° de coOpias Expresséao Expresséao
ne (anos) Clinica de SF1 génica protéica (%)
1 1 F Mista Adenoma PCR 3 1,11 50
7 2,2 M Virilizacao Adenoma PCR 3 1,33 83,33
20 15 F Virilizacao Carcinoma MLPA e PCR 3 1,47 33,3
37 19 F Mista Carcinoma MLPA e PCR 3 1,22 73,33
38 23 F Mista Carcinoma MLPA 3 1,72 53,33
40 1,2 F Virilizacap Adenoma MLPA e PCR 3 0,85 55
49 1,1 F Virilizacao Adenoma MLPA e PCR 3 0,76 96,67
55 2,8 F Virilizacao Adenoma PCR 4 1,6 70
63 2,5 F Virilizacao Adenoma MLPA 3 0,68 86,67
64 9 F Mista Adenoma MLPA e PCR 3 6,9 33,33

F: sexo feminino, M: sexo masculino
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4.3 - FGFR4

Sessenta e quatro pacientes tiveram o numero de copias de FGFR4
estudados. Doze amplificagbes do locus FGFR4 foram demonstradas por
MLPA (Figura 16). Este aumento no numero de copias foi identificado em 3
(12%) de 25 (casos n° 7, 36 ,64, Anexo 1) dos tumores adrenocorticais
pediatricos e em 9 (23%) de 39 dos tumores de adultos (casos n° 3, 21, 23,
30, 31, 37, 38, 44, 46, Anexo 1). Amplificacdo esteve presente em 9
carcinomas e 3 adenomas e todos os tumores apresentaram uma estimativa
de trés coépias. A maioria dos casos com amplificagdo (n = 7; 58,3%) foi
identificada em tumores de pacientes com sindrome de Cushing e
virilizagdo. Dentre os tumores sem evidéncia de amplificagao 23 (44%) de 52
eram produtores de cortisol (Tabela 8). A amplificacdo do locus FGFR4 e
hiperexpressao deste gene foram significantemente mais relacionados aos
carcinomas do que aos adenomas (P = 0,009; OR = 7,8 e P = 0,002,
respectivamente). Nao foi identificada diferenga significativa entre tumores
diagnosticados em criangas e adultos com amplificacdo e aumento de

expressao em (P = 0,165 e P = 0,108; respectivamente).
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MLP A — Tumor adrenocortical com amplificagéo do locus de FGFR4

Figura 16 — Representacdo dos resultados de MLPA obtidos a partir de DNA de uma
glandula suprarrenal normal (painel A) e de um tumor adrenocortical com amplificagdo do
locus FGFR4 (painel B). As setas vermelhas demonstram alguns exemplos de sondas
amplificadas.
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Tabela 8 — Caracteristicas clinicas e moleculares de 12 tumores adrenocorticais com aumento no numero de cépias do locus FGFR4.

Casos Idade Sexo Sindrome Diagnéstico Numero de cépias Expresso génica

n° (anos) Clinica de FGFR4

3 29 M Cushing Carcinoma 3 10,17
7 2,2 M Virilizagao Adenoma 3 13,14
21 33 M Nao funcionante Carcinoma 3 5,36
23 30 M Nao funcionante Carcinoma 3 4,06
30 46 F Mista Carcinoma 3 8,53
31 17 F Mista Carcinoma 3 ND
36 1 F Mista Carcinoma 3 8,22
37 19 F Mista Carcinoma 3 13,76
38 23 F Mista Carcinoma 3 15,22
44 28 F Cushing Adenoma 3 1,24
46 26 F Mista Carcinoma 3 ND
64 9 F Mista Adenoma 3 167

F: sexo feminino, M: sexo masculino,ND: dados nao disponiveis
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Variagdes no numero de copias correspondem a segmentos de DNA
de 1Kb ou maiores que estdo presentes em numeros variados quando
comparados a um genoma referéncia (117). Apesar de uma maquinaria de
reparo eficiente, variagdes no numero de cépias sao de 100 a 10000 vezes
mais frequentes que mutagdes de ponto no genoma humano, no entanto,
ainda nao s&o conhecidos 0os mecanismos responsaveis por estas variagdes
estruturais do genoma (118). A importancia de mudangas cromossdémicas
adquiridas tem sido bem estabelecida na tumorigénese; a amplificagdo do
oncogene MYCN e delecbes do cromossomo 1p foram descritas como os
indicadores principais de progndstico em neuroblastomas (119).

Estudos sugerem um crescente reconhecimento do papel crucial das
variagées no numero de cdpias na modulagdo da expressao génica e do
fendtipo de algumas doencgas (120). Alteragcées na expressao génica podem
representar base fundamental para diversas caracteristicas fenotipicas
associadas a estas variantes. Além disso, por meio deste efeito de dosagem
génica poderia influenciar a formacdo de complexos protéicos e sistemas

celulares altamente regulados (121).

5.1 -IGF1R

O crescimento e a diferenciacao celular normais sao resultados de um
delicado equilibrio entre os processos de proliferacdo e morte celular. A
perda de regulacdo de um desses processos pode resultar em fendtipos
patolégicos, incluindo cancer (36). IGF-1R € um proto-oncogene com papel

central na proliferacdo celular normal bem como nos processos de
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transformacdo. Evidéncias sugerem que a sinalizacdo aumentada do
sistema IGF-1/IGF-1R represente fator chave para as vias proliferativas e
oncogénicas (122). Expressao aumentada de IGF-1 esta associada aos
estagios iniciais da carcinogénese que € caracterizada por altas taxas de
divisdo celular e acumulo de danos genéticos. Estes eventos também sao
facilitados pelo meio que favorece a sobrevivéncia das células que sofreram
alteragdes genéticas iniciais. Deste modo, o numero de células danificadas

aumenta e estas estarao disponiveis para alteragdes subsequentes (123).

Recentemente, nosso grupo demonstrou hiperexpressao de IGF1R
em 69% e 22% dos tumores adrenocorticais pediatricos e de adultos
respectivamente, por meio da técnica de PCR em tempo real (32).
Expressdao do gene IGF1R foi significativamente mais elevada nos
carcinomas adrenocorticais pediatricos e constituiu um marcador
prognostico independente para o desenvolvimento de metastases neste

grupo (32).

Apesar de IGF1R estar hiperexpresso em algumas neoplasias ainda
nao sdo conhecidos os mecanismos moleculares que seriam responsaveis
por uma maior expressao deste receptor. Alguns mecanismos poderiam
explicar o aumento de regulacédo de IGF1R em canceres humanos, incluindo
amplificagdo génica, hipometilagdo (124), mutagdes na regido promotora ou
codificadora, translocagbées cromossémicas, estimulos anormais (autécrinos,
enddécrinos ou paracrinos) ou perda de imprinting (125).

Neste trabalho, hipotetizamos que a hiperexpressdo do gene IGF1R

identificada previamente em tumores adrenocorticais poderia ser causada
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pelo aumento do numero de copias desse receptor. Amplificacdo génica tem
sido descrita como um mecanismo comum para hiperexpressao de proto-
oncogenes associados com transformacao celular e progressao tumoral
(40). De fato, a amplificacdo de IGF1R foi demonstrada em melanomas
malignos (126), canceres de mama (127), adenocarcinomas pancreaticos
(128), linhagens celulares estabelecidas a partir de cancer gastrico (129),
rabdomiosarcomas (130), tumores de Wims (131) e tumores
gastrointestinais estromais (132). Nenhum dos trabalhos anteriores elucidou
quais seriam 0s mecanismos responsaveis pelo aumento no numero de
copias de IGF1R.

Sessenta e quatro pacientes com tumores adrenocorticais tiveram o
numero de copias de IGF1R analisados pela técnica de MLPA. Amplificagcao
génica foi identificada em apenas um carcinoma adrenocortical
diagnosticado em uma paciente do sexo feminino de 46 anos que
apresentou sindrome de Cushing e virilizagao. Esta paciente foi submetida a
adrenalectomia unilateral e nefrectomia seguida de 6 meses de terapia com
mitotane. O tumor foi classificado como estadio Ill e score de Weiss 7. Apos
10 anos de seguimento a paciente ndo apresentou recorréncia. Os valores
de RNAm foram 5 vezes maiores neste caso quando comparados com 0s
valores de RNAm de uma glandula adrenal normal. A amplificagcdo de outros
loci (IGFBP3, FGFR4 e NSD1) também foi observada nesse carcinoma
adrenocortical. Além disso, algumas sondas controles apresentaram

amplificagcdo génica sugerindo que este tumor adrenal apresenta uma
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condigao aneuploide, fenbmeno de ocorréncia comum em tumores malignos
devido a instabilidade cromossémica (133).

Alteragdes cromossdmicas sd0 comuns nos processos tumorigénicos.
Tumores malignos podem apresentar caridtipos anormais com alteragdes
numéricas e estruturais. Além disso, células tumorais frequentemente
apresentam multiplos centrossomos que podem desencadear mitoses
anormais e falhas na segregacdo cromossémica (134). Estas alteracdes
refletem o intenso grau de instabilidade cromossOmica que existe nestes
tumores (14). Os mecanismos moleculares que causam este fenébmeno sao
pouco conhecidos, mas presume-se que podem ser o resultado de
alteracdes em centenas de genes (135). Avaliagdes de cariétipo dos tumores
adrenocorticais permitiram a observagao de alteragdes estruturais multiplas
nos carcinomas (136, 137). Adicionalmente, estudos realizados com
hibridizagdo gendmica comparativa revelaram regides com ganhos ou
perdas cromossdmicas em tumores adrenocorticais. A tabela 9 mostra os
dados dos principais estudos disponiveis na literatura.

Amplificacdo do gene IGF1R n&o foi identificada nos outros tumores
adrenocorticais com ou sem hiperexpressao do gene IGF1R, sugerindo que
este mecanismo molecular ndo foi responsavel pela hiperexpressao deste

receptor na maioria dos tumores adrenocorticais.
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Tabela 9 -
adrenocorticais.

Estudos de hibridizacdo genémica comparativa em tumores

Ganhos cromossdémicos
e regides envolvidas

Adenomas Carcinomas

Perdas cromossdmicas
e regides envolvidas

Adenomas Carcinomas

Kjellman, 1996 (102) 4eb5
9934, 5p, 5q, 6p, 64, 8p,
Figueiredo, 1999 (77) 8q, 10p, 11q, 12q, 13q,

14q, 159,16, 18q, 19, 20q

James, 1999 (78) 9q34
20q, 549, 9q,
Zhao, 1999 (79) 17q, 17p 12q, Xq, 4p,

op

4,5,7,8,9934, 11q, 12q,
Dohna, 2000 (80)
14q, 16, 17q, 19, 20, 22q

5p, 5q, 12p,
Sidhu, 2002 (103) 24q,5

12q, 19, 4

17p, 11q, 2

2,3,4,9p, 11, 13q, 18, 20p,

Xq
2q, 22q, 4
1p, 9p, 3p, 2q,
69, 11q
9
1p, 17p, 2q,
1p, 17p
11q, 22

Diversos fatores de transcricdo estimulatorios e inibitérios foram

identificados como entidades reguladoras da expressdao de IGF1R e,

portanto, do status proliferativo da célula (122). Supressores tumorais e

oncogenes também estdo envolvidos na regulacao deste gene. Supressores

como WT1, p53, BRCA1 sdo capazes de suprimir a expressao deste

receptor em suas formas selvagens, no entanto, estédo alterados em diversos

canceres nos quais IGF1R esta hiperexpresso (138). Oncogenes celulares e

virais desenvolveram mecanismos para exibir suas atividades proliferativas e
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IGF1R tem sido identificado como um potencial alvo destas agdes. Alguns
destes oncogenes aumentam a transcricdo de IGF1R enquanto que outros
tém acao pods-transcricional (122).

O supressor tumoral TP53 tem sido descrito como importante
regulador da expressao de IGF1R, suprimindo a atividade promotora deste
gene em aproximadamente 90%. Em contraste, formas mutantes deste
regulador negativo permitem a atividade transcricional normal do promotor
(139). Adicionalmente, p53 selvagem reduziu a fosforilagdo de IGF-1R e
IRS-1, enquanto p53 mutante aumentou a fosforilagdo (140). No atual
estudo, 22 (34,3%) de 64 pacientes com tumor adrenocortical eram
carreadores da mutagao germinativa p.R337H do TP53. No entanto,
hiperexpressao de IGF1R nao foi associada a presenca desta mutacao (32).
Além disso, esta mutacdo germinativa ndo foi detectada no carcinoma
adrenal com amplificacdo de IGF1R.

Alteragcdes epigenéticas e microRNAs também poderiam estar
relacionados a falhas na regulacdo génica de IGF1R e ao seu papel na
tumorigénese adrenocortical. As mudangas epigenéticas estao relacionadas
a variagcbes no padrdo de metilacdo das bases citosinas que estédo
localizadas em dinucleotideos CpG do DNA (141) . Interessantemente, a
regido promotora de IGF1R possui ilhas CpG e poderia estar hipometilada,
fenbmeno que promoveria uma maior transcricido génica. A expressao
alterada de microRNAs vem sendo relacionada a diversos tipos tumorais,
podendo atuar como oncogenes ou genes supressores tumorais. Em

humanos, 50% dos genes de microRNAs estdo localizados em sitios
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genbmicos associados ao cancer (142). Shi et al. (143) demonstraram que
IGF-1R e IRS-1 sao alvos do microRNA 145.

Apesar de hiperexpressao de IGF1R ser evento comum em diversos
tipos tumorais ainda s&o desconhecidos 0os mecanismos que promoveriam
essa falha na regulacdo transcricional. A transcricdo de IGF1R esta
submetida a uma complexa rede que determina sua expressdao e 0
entendimento molecular destas interagdes podera elucidar os mecanismos

relacionados a tumorigénese adrenocortical.

5.2-SF1

SF1 tem sido descrito como importante fator na génese e progressao
de tumores adrenocorticais. SF-1 é expresso nos estagios iniciais do
desenvolvimento, sendo expresso nos precursores adrenogonadais e em
seguida, nas zonas fetal e definitiva do cértex adrenal (144). Camundongos
com ablacdo do gene SF1 demonstraram a importancia deste fator de
transcricdo no desenvolvimento adrenal. Apesar de o primérdio adrenal ser
formado na auséncia de SF-1, eventos subsequentes foram interrompidos
por morte celular programada levando a agenesia adrenal e morte pds-natal
por insuficiéncia adrenal (91, 92). Estas observagbes sugerem que SF-1
regula a expressao de genes que determinam proliferagdo celular e
apoptose (145). Além disso, camundongos que nao expressam SF-1 nao
possuem gbnadas e tém alteragdes estruturais do nucleo ventro-medial do
hipotalamo (146, 147). A relagdo entre o numero de coépias do SF1 e o

potencial proliferativo adrenocortical foi previamente sugerida pela redugéo
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do crescimento adrenocortical contralateral compensatorio apos
adrenalectomia unilateral em camundongos heterozigotos para deficiéncia

deste fator de transcricdo (Sf1*") (148).

James et al. (78) demonstraram que a regido 9934 estava amplificada
em 10 de 11 tumores adrenocorticais utilizando a técnica de hibridizacéo
genbmica comparativa. Estes resultados foram confirmados por Figueiredo
et al. (33), utilizando-se a técnica de FISH, em 8 de 9 tumores
adrenocorticais de criangas brasileiras, sugerindo uma associagao entre o
aumento do numero de cépias deste gene e o processo de tumorigénese
adrenocortical. Além disso, estudos por imunoblot demonstraram um
aumento da expressdo da proteina de SF-1 nestes tumores com
amplificagdo génica (34). No entanto, ndo houve correlagdo entre as
concentragdes protéicas de SF-1 e numero de copias do gene nos tumores
adrenocorticais pediatricos deste estudo (34). Estes dados sugerem que a
hiperexpressao protéica ndo seja regulada exclusivamente pelo numero de
copias e que mecanismos epigenéticos poderiam estar envolvidos nesse
processo. Adicionalmente, a dosagem de SF-1 se correlaciona
positivamente com proliferagao celular, diminuicdo de apoptose de células
adrenocorticais humanas e inducdo de tumores adrenocorticais em
camundongos (149). Estes dados indicaram que a dosagem de SF-1 pode
ser critica para a tumorigénese adrenal e sugeriu que a modulagdo da
atividade de SF-1 possa representar um alvo terapéutico importante em

tumores adrenocorticais pediatricos.
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Apesar da associacdo sugerida entre SF-1 e a tumorigénese
adrenocortical, a expressao deste fator de transcricdo foi determinada
somente em séries com numeros pequenos de tumores adrenocorticais.
Com isso, tivemos como um de nossos objetivos investigar a amplificacao
génica de SF1 pela técnica de MLPA em um grupo maior de pacientes com
tumores adrenocorticais pediatricos e de adultos. Além disso, correlacionar o

numero de cépias com dados prévios de expressao génica e protéica.

Identificamos um aumento da expressdo do RNAm do gene SF1 em
14% dos tumores adrenocorticais utilizando a técnica de PCR em tempo
real, sistema Tagman (116). A prevaléncia da hiperexpressao do gene SF1
foi semelhante nos tumores adrenocorticais em criangas e adultos (13 e
15%, respectivamente). O aumento da expressdo do gene SF1 foi
identificado predominantemente nos adenomas adrenocorticais. Desta
forma, a hiperexpressdo do gene SF1 em tumores adrenocorticais pode ser
um marcador adicional de benignidade, contribuindo assim para a
caracterizagdo dos tumores adrenocorticais com critérios histopatologicos de
malignidade limitrofes. Além disso, 103 tumores adrenocorticais foram
avaliados quanto a expressao protéica de SF-1 por TMA e foi observada
grande imunorreatividade em 20 (56%) de 26 e em 13 (19%) de 67 dos
tumores pediatricos e de adultos, respectivamente (116).

Trinta e nove pacientes com tumores do cortex adrenal tiveram o
numero de copias de SF1 analisados por MLPA e PCR em tempo real.
Neste grupo de tumores adrenocorticais foram identificadas 10 amplificagdes

do gene SF1. Aumento no numero de cépias foi observado em 8 (38,1%) de
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21 e em 2 (11,1%) de 18 dos tumores adrenocorticais pediatricos e de
adultos, respectivamente. Os valores de expressdo génica foram
significantemente maiores em tumores associados com amplificagdo quando
comparados com tumores sem amplificacdo génica. Além disso, todos os
tumores com aumento no numero de copias demonstraram
imunorreatividade positiva para SF-1, no entanto, a maioria dos tumores sem
amplificagcdo demonstrou marcacgao fraca ou negativa (116). A frequéncia de
hiperexpressdao de SF-1 foi significantemente maior em tumores
adrenocorticais diagnosticados em criangas.

Modificagdes poés traducionais como acetilagdo, fosforilagdo e
SUMOilagao estao relacionadas com a atividade e capacidade transcricional
de SF-1 (83). Portanto, mecanismos adicionais poderiam modular a
expressao e atividade de SF-1 em tumores adrenocorticais pediatricos com
e sem amplificagdo génica. SF-1 claramente é submetido a uma regulagao
complexa, envolvendo fatores de transcricdo gerais e tecido-especificos e
mecanismos epigenéticos. Hipometilagdo do promotor é ativada em estagios
iniciais em células que sao programadas para expressar SF-1 (150) e
provavelmente € o mecanismo regulatério que permite a expressao de SF-1
durante fases mais prematuras. As concentracdes de SF-1 variam de acordo
com o estagio de desenvolvimento, e com o tecido em questdo e estdo

reguladas por um delicado equilibrio de fatores de transcricdo (83).
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5.3 - FGFR4

FGFRs sao expressos em diferentes tipos celulares e regulam
importantes processos celulares por meio de respostas mitogénicas,
angiogénicas e anti apoptdticas. A sinalizacdo aberrante destes fatores é
considerada caracteristica crucial em processos tumorigénicos. Modelos
tumorais in vitro e in vivo demonstraram que FGFs e FGFRs podem atuar
como oncogenes (151).

Estudo realizado por nosso grupo em 57 tumores
adrenocorticais demonstrou hiperexpressao génica de FGFR4 por PCR em
tempo real em 20 (87%) de 23 e em 19 (55%) de 34 dos tumores
diagnosticados em criangas e adultos, respectivamente (Brito LP, 2007-
apresentado no ENDO 2007, Toronto, Canada). Observou-se maior
expressao de FGFR4 nos carcinomas de adultos quando comparados aos
adenomas (92,3% vs 33,3%) , no entanto, no grupo pediatrico essa
diferenca nao foi verificada (100% vs 84%). Hiperexpressdo génica de
FGFR4 correlacionou-se com progressdo tumoral em carcinomas
hepatocelulares por meio de maiores taxas de proliferacdo celular e menores
taxas de apoptose (107).

Assim como em IGF1R e SF1, ndo sdo conhecidos 0s mecanismos
moleculares que promovem o0 aumento de expressao de FGFR4. Estudos
realizados por hibridizacdo genémica comparativa demonstraram que a
regido na qual esta localizado o gene FGFR4 esta amplificada em tumores
adrenocorticais (77, 79, 80, 102, 103). Deste modo, hipotetizamos que uma

maior expressao deste receptor poderia estar relacionada a amplificacdo do
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locus de FGFR4. A amplificacao deste gene foi previamente demonstrada
por Jaakkola et al. (152) em cancer de mama e tumor de ovario. No entanto,
neste trabalho ndo foram avaliadas as expressdes génicas das amostras
com amplificacao.

Aumento no numero de cépias de outros receptores do sistema FGF
tem sido descrito. Amplificagdo da regido 8p11-12, na qual esta localizado
FGFR1, é uma das regides mais comumente amplificadas em céancer de
mama e ocorre em aproximadamente 10% deste tipo tumoral (153).
Amplificacdo deste receptor também foi demonstrada em carcinomas
escamosos de mucosa oral (154), e, com menor incidéncia, em cancer de
ovario, bexiga e rabdomiosarcomas. Hiperexpressdo de FGFR1 foi
demonstrada em alguns tumores (100). Amplificacdo de FGFR2 foi
identificada em cerca de 10% de canceres gastricos e foi relacionada a um
pior prognéstico (155). Entretanto, ndo foi demonstrado aumento de
expressao deste receptor de FGF (100). FGFR3 teve seu numero de copias

aumentado raramente em canceres (100).

No atual estudo, analisamos sessenta e quatro tumores
adrenocorticais por meio da técnica de MLPA. Amplificagdo génica do locus
FGFRA4 foi identificada em 12 tumores adrenocorticais (3 pediatricos e 9 de
adultos). Nove destes tumores apresentaram hiperexpressdo de FGFR4,
sugerindo que nestes casos a amplificagdo poderia ser um dos mecanismos
implicados no aumento de expressao. Adicionalmente, a maioria dos casos
que apresentaram aumento no numero de copias foram associados a

presenca de tumores com secregao mista (n = 7), enquanto que a maioria
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dos tumores dipléides para o locus 5935 apresentaram sindrome de Cushing
(44%, 23 de 52).

Observou-se ainda, que a amplificacdo do locus FGFR4 e
hiperexpressao deste gene foram significantemente mais relacionados aos
carcinomas do que aos adenomas (P = 0,009; OR = 7,8 e P = 0,002,
respectivamente), sugerindo que estas duas variaveis possam representar
marcadores de malignidade. De fato, a analise de 28 amostras de tumores
adrenocorticais demonstrou que FGFR4 € um dos genes que se apresentam
diferencialmente expressos em adenomas e carcinomas (108).

No restante dos casos em que foi detectada hiperexpressao génica
com auséncia de amplificagcdo outros mecanismos poderiam explicar essa
falha na regulacéao transcricional de FGFR4. A transcricdo € um mecanismo
altamente regulado que pode ser alterado por modificacbes epigenéticas.
Estas alteram o padrdao de compactacdo da cromatina e, portanto, a
acessibilidade de fatores e da maquinaria de transcricao. Hipometilagdo do
DNA tem sido observada em células tumorais e pode estar relacionada a
ativacdo de genes relacionados aos processos tumorigénicos (141).
MicroRNAs também sao importantes entidades que regulam a expressao
génica, no entanto, ainda nao foram identificados microRNAs que poderiam
ser potenciais reguladores de FGFRA4.

Os achados do atual estudo demonstram a heterogeneidade das vias
tumorigénicas em tumores adrenocorticais. Apesar de IGF1R, SF1 e FGFR4
estarem hiperexpressos nestes tumores e se relacionarem com processos

proliferativos e anti apoptoticos, o padrao de amplificagcdes encontradas sao
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bem distintos. Estudos adicionais sao necessarios para elucidar os
mecanismos relacionados a falha na regulacdo de expressao e novos

potenciais alvos terapéuticos.
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6 — Conclusoes
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1 — Amplificacdo do gene IGF1R é um evento raro nos tumores
adrenocorticais pediatricos e de adultos. A hiperexpressao de IGF1R nao foi

secundaria a amplificagao génica em tumores adrenocorticais.

2 — Amplificacdo do gene SF1 foi evidenciada predominantemente em

tumores adrenocorticais pediatricos.

3 — Hiperexpressao génica e protéica de SF-1 foi associada

significantemente a tumores com amplificagdo génica de SF1.

4 — Amplificagao do locus FGFR4 foi demonstrada predominantemente em
tumores adrenocorticais de adultos. Amplificacdo e hiperexpressao de
FGFR4 foram mais associadas a carcinomas adrenocorticais, sugerindo que
estas alteragdes possam ser marcadores de malignidade em tumores

adrenocorticais.
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Anexo 1 — Dados clinicos e moleculares de sessenta e quatro pacientes com tumor adrenocortical.

Paciente  Idade Sexo Clinica Diagnoéstico Weiss MacFarlane P53 RNAM RNAmM  1HQ SF-1 RNAM
(n°) (anos) (p.R337H) IGF1R SF1 (%) FGFR4
1 1 F C/V Adenoma 3 1 presente 1,69 1,11 50 6,42
2 73 M C Adenoma 0 | ausente ND ND ND ND
3 29 M C Carcinoma 8 v ausente 1,06 1,68 0 10,17
4 2,1 F V Adenoma 1 | presente 5,27 2,66 100 15,61
5 36 F C Adenoma 1 Il presente ND ND 0 ND
6 17 F C Adenoma 2 | ausente 1,21 0,75 ND 0,53
7 2,2 M V Adenoma 4 1 presente 1,63 1,33 83,33 13,14
8 52 F C Adenoma 2 | ausente ND ND 3,33 ND
9 70 F C Adenoma 0 | ausente ND ND ND ND
10 2,1 F V Adenoma 1 | presente 1,11 0.96 35 0,43
11 2,1 M V Adenoma 5 1 presente 2,28 0,69 50 16,92
12 27 F C Adenoma 1 | ausente 0,61 1,1 0 2,72
13 29 F C/V Carcinoma 4 1 ausente 1,69 0,98 10 14,95
14 52 F NF carcinoma ND v ausente ND ND ND ND
15 17 M F Carcinoma 7 1 ausente 1,32 0,31 20 39,42
16 46 F C Adenoma 0 Il ausente ND ND ND ND
17 22 F C Adenoma 2 | ausente ND ND ND ND
18 1,1 M C/V Adenoma 1 | presente 1,16 1,58 6,67 6,88
19 12 F \Y Adenoma 2 Il ausente ND ND ND ND
20 15 F V Carcinoma 6 v presente 9,95 1,47 33,3 17,6
21 33 M NF Carcinoma 5 v presente 0,46 0,51 ND 5,36
22 36 F CNV Adenoma 3 I ausente 1,43 2,32 10 0,96
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3,34
4,04
3,43
0,9
ND
2,62
2,67
ND
1,89
0,45
0,77
ND
2,83
1,47
3,51
9,5

0,29
0,87
5,93
1,41
ND
0,95
ND
0,3
ND
ND
ND
1,26
1,08
1;08
1,22
1,72
ND
0.85
1,15
ND
2,81
0,84
0,35
ND
0,08
0,9
0,76
1,05

26,67

73,33

53,33
ND
55
10
ND

45

ND

80
33,33
96,67

4,06
5,31
9,85
1,56
ND
1,66
ND
8,53
ND
ND
ND
28,23
17,73
8,22
13,76
15,22
ND
9,17
1,72
ND
2,51
1,24
0,79
ND
0,21
0,47
3,92
3,84
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51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

37
2,6
45
17
2,8
2,2
37
24
22
39
41
44
2,5
9
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NF
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NF
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Carcinoma
Carcinoma
Adenoma
Carcinoma
Adenoma
Adenoma
Carcinoma
Adenoma
Carcinoma
Adenoma
Adenoma
Carcinoma
Adenoma
Adenoma

N2 02NN _0DNNPPOOOIW

ausente
presente
ausente
ausente
presente
presente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
presente
ausente

ND
7,4
0,98
2,95
2,1
2,39
ND
1,89
0,83
ND
1,22
2,62
2,94
13

ND
1,01
0,38
0,26

1,6
4,32

ND
2,55

1

ND
1,91
0,22
0,68

6,9

ND
56,67
ND
0
70
80
0
0
ND
0
ND
20
86,67
33,33

ND
8,51
1,33

14,49
10,72
1,54

ND

1,58
19,39
ND

3,7
7,03
167

C: sindrome de Cushing, V: virilizagdo, C/V: sindrome de Cushing e virilizagao, F: feminilizagdo, NF: ndo funcionante, F: sexo feminino, M: sexo

masculino, ND: dados n&o disponiveis
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Anexo 2A - Lista das sondas presentes no ensaio de MLPA P217 IGF1R

Tamanho (pb)

Sondas

Localizacdo cromossOmica

Controle IGFIR  IGFBP3
92 Sonda controle 2q14
136 Sonda controle 3797-L04594 2122
148 Sonda IGF1R 7604-L09264 Exon 15
160 Sonda IGF1R 7606-L07291 Exon 17
172 Sonda IGF1R 7599-L07284 Exon 10
184 Sonda IGF1R 7603-L07288 Exon 14
190 Sonda IGF1R 4791-L04166 Exon 3
196 Sonda IGF1R 7609-L07294 Exon 20
208 Sonda controle 7794-L07530 8924
214 Sonda IGF1R 7610-L07295 Exon 21
226 Sonda IGF1R 7597-L07282 Exon 8
232 Sonda IGFBP3 7617-L09265 Exon 5
238 Sonda IGF1R 7598-L07283 Exon 9
247 Sonda controle 2755-L02204 11p13
256 Sonda IGF1R 7605-L08918 Exon 16
265 Sonda IGF1R 4789-L04164 Exon 1
274 Sonda IGF1R 7600-L07285 Exon 11
283 Sonda IGF1R 7611-L07296 Exon 21
292 Sonda controle 5296-L04684 3911
301 Sonda IGF1R 7601-L07286 Exon 12
310 Sonda IGFBP3 7612-L08916 Exon 1
319 Sonda IGF1R 7602-L07287 Exon 13
328 Sonda controle 2663-L02130 11q23
337 Sonda controle 3264-L02701 3929
346 Sonda IGF1R 7608-L08917 Exon 19
355 Sonda IGF1R 4790-L04165 Exon 2
364 Sonda IGFBP3 7613-L08913 Exon 2
373 Sonda IGF1R 7595-L07280 Exon 6
382 Sonda controle 1086-L00651 15q26 2,8 Mb teldmero de IGF1R
391 Sonda IGFBP3 7615-L09267 Exon 4
400 Sonda IGF1R 0445-L00018 Exon 21
409 Sonda IGF1R 7594-L07279 Exon 5
418 Sonda controle 1755-L01295 15026 2,0 Mb teldmero de IGF1R
426 Sonda IGFBP3 7616-L09266 Exon 5
436 Sonda IGF1R 7596-L07281 Exon 7
445 Sonda IGFBP3 7614-L07299 Exon 3
454 Sonda IGF1R 7607-L07292 Exon 18
472 Sonda controle 4703-L04081

1p36
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Anexo 2B - Lista das sondas presentes no ensaio de MLPA P185-B1
Intersex

Tamanho (pb) Sondas Localizacdo cromossOmica
Controle  SOX9 Outras
130 Sonda controle 0797-L00463 5q31
136 Sonda SOX9 7156-L06795 Exon 1
142 Sonda controle 2956-L.02388 7931
148 Sonda NROB1 6048-L05503 Xp21.2 5 Exon 1
154 Sonda NR5A1 9676-L10048 Exon 5
160 Sonda SRY 2153-L00596 Yp11.3
166 Sonda SOX9 6051-L05506 Exon 1
172 Sonda CYP21A2 1974-L01507 CYP21A2 Exon 3
178 Sonda controle 5976-L05401 20p12
184 Sonda WNT4 6054-L05509 Exon 1
193 Sonda controle1567-L01139 22q12
202 Sonda CYP21A2 4804-L04179 CYP21A2 Exon 1
211 Sonda controle 1483-L01091 16924
220 Sonda SOX9 9604-L.12188 17924
226 Sonda COL4A5 5874-L05274 Xg22
232 Sonda NROB1 6049-L12569 Xp21.2 Exon 1
239 Sonda UTY 1071-L00464 Yq11
246 Sonda controle 2869-L02336 1p21
255 Sonda SOX9 6052-L05507 Exon 2
265 Sonda CYP21A1P 9536-04181 CYP21A1P Exon 1
274 Sonda WNT4 7159-L06798 Exon 4
283 Sonda NR5A1 9674-L12567 Exon 3
292 Sonda WNT4 6055-L05510 Exon 2
302 Sonda SOX9 11501-L09981 17924
310 Sonda NR0B1 6050-L05505 Xp21.2 Exon 2
319 Sonda SOX9 11500-L09982 17924
328 Sonda NR5A1 9677-L12238 Exon 6
337 Sonda SOX9 6053-L05508 Exon 3
346 Sonda NR5A1 9673-L12239 Exon 1
353 Sonda CYP21A1P 4807-L04182 CYP21A1P Exon 10
364 Sonda controle 4357-L03777 7921
373 Sonda PHEX 07111-L06691 Xp22
382 Sonda SOX9 9607-L09980 17924
390 Sonda WNT4 6056-L05511 Exon 5
400 Sonda WNT4 7158-L06797 Exon 3
409 Sonda NR5A1 9675-L.10047 Exon 4
418 Sonda SOX9 9606-L09979 17924
427 Sonda GJB1 6188-L02097 Xg13
436 Sonda PQBP1 7886-L07700 Xp11

445 Sonda controle 8793-L08817 10921
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Anexo 2C — Lista das sondas presentes no ensaio de MLPA P026-C1 Sotos

Tamanho (pb) Sondas Localizacdo cromossOmica
Controle NSD1

130 Sonda controle 0797-L00463 5931
136 Sonda controle 1662-L01237 11923
142 Sonda NSD1 2589-L.11228 Exon 4
148 Sonda NSD1 2595-L.11229 Exon 13
154 Sonda controle 2417-L01864 6p21
160 Sonda NSD1 2597-L02068 Exon 16
166 Sonda NSD1 2602-L11230 Exon 1
172 Sonda controle 3087-L.02487 3p22
178 Sonda NSD1 1301-L11231 Exon 23
184 Sonda NSD1 2590-L11232 Exon 7
193 Sonda controle 1567-L01139 22q12
202 Sonda NSD1 3225-L11233 Exon 10
211 Sonda NSD1 1303-L00855 Exon 17
220 Sonda controle 1119-L00559 1022
229 Sonda NSD1 1304-L00854 Exon 14
238 Sonda NSD1 2591-L02062 Exon 8
247 Sonda NSD1 1305-L00853 Exon 11
256 Sonda controle 1491-L01099 16024
265 Sonda NSD1 1306-L11227 Exon 6
274 Sonda controle 2406-L01852 16q22
283 Sonda NSD1 1307-L00851 Exon 5
292 Sonda NSD1 2592-L02063 Exon 9
301 Sonda NSD1 1308-L11226 Exon 3
310 Sonda controle 2140-L01633 3p25
319 Sonda NSD1 1309-L00849 Exon 23
328 Sonda controle 0962-L.00549 3q12
337 Sonda NSD1 1310-L11225 Exon 1
346 Sonda NSD1 2596-L11224 Exon 15
355 Sonda FGFR4 1311-L00859
364 Sonda NSD1 2601-L02072 Exon 22
373 Sonda FGFR4 2243-L03902
382 Sonda controle 0470-L00053 5033
391 Sonda FLT4 1137-L00695
400 Sonda NSD1 2598-L02069 Exon 18
409 Sonda controle 0963-L09340 2p14
418 Sonda NSD1 3350-L11223 Exon 20
427 Sonda NSD1 2599-L02070 Exon 19
436 Sonda controle 2188-L01686 1p36
445 Sonda NSD1 2594-1.11222 Exon 12
454 Sonda NSD1 2600-L02071 Exon 21
463 Sonda controle 1800-L01364 13q14
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Anexo 3 — Andlises imunohistoquimcas de SF-1 em tumores
adrenocorticais.

A: Carcinoma adrenocortical nao funcionante diagnosticado em uma
paciente adulta com imunorreatividade negativa para SF-1; B: Adenoma
adrenocortical virilizante de uma paciente adulta com marcacdo nuclear
fraca para SF-1; C: Adenoma adrenocortical virilizante diagnosticado em
uma crianga de 6 anos com imunorreatividade positiva para SF-1 no nucleo;
D: Adenoma adrenocortical pediatrico virilizante com imunorreatividade

nuclear expressiva para SF-1.
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ORIGINAL ARTICLE

Endocrine Research—Brief Report

Steroidogenic Factor 1 Overexpression and Gene
Amplification Are More Frequent in Adrenocortical
Tumors from Children than from Adults

Madson Q. Almeida, Ibere Cauduro Soares, Tamaya C. Ribeiro,

Maria Candida B. V. Fragoso, Lidiane V. Marins, Alda Wakamatsu,

Rodrigo A. Ressio, Mirian Y. Nishi, Alexander A. L. Jorge, Antonio M. Lerario,
Venancio A. F. Alves, Berenice B. Mendonca, and Ana Claudia Latronico

Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento (M.Q.A., T.C.R., M.C.B.V.F,, M.Y.N., A A.LJ., AM.L.,
B.B.M., A.C.L.), Laboratério de Hormédnios e Genética Molecular/(Laboratério de Investigacdo Médica 42)
da Disciplina de Endocrinologia do Hospital das Clinicas, and Divisao de Anatomia Patologia, Laboratério de
Patologia Hepatica/LIM14 do Hospital das Clinicas (.C.S., LV.M., AW., RAR., V.AF.A), Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, 05403-900 S&o Paulo, Brasil

Background: Steroidogenic factor 1 (SF-1) is a key determinant of endocrine development and
function of adrenal cortex. SF-1 overexpression and gene amplification were previously demon-
strated in a small group of pediatric adrenocortical tumors.

Objective: Our objective was to determine the frequency of SF-1 protein expression and gene
amplification in a large cohort of pediatric and adult adrenocortical tumors.

Patients: SF-1 protein expression was assessed in a cohort of 103 adrenocortical tumors from 36
children and 67 adults, whereas gene amplification was studied in 38 adrenocortical tumors (17
from children).

Methods: Tissue microarray, multiplex ligation-dependent probe amplification, and quantitative
real-time PCR were used.

Results: A strong nuclear SF-1 expression was detected by tissue microarray in 56% (20 of 36) and 19%
(13 0f 67) of the pediatricand adult adrenocortical tumors, respectively (P = 0.0004). Increased SF-1 copy
number was identified in 47% (eight of 17) and 10% (two of 21) of the pediatric and adult adreno-
cortical tumors, respectively (P = 0.02). All adrenocortical tumors with SF-7 gene amplification showed
astrong SF-1 staining, whereas most of the tumors (61%) without SF-7 amplification displayed a weak
or negative staining (P = 0.0008). Interestingly, a strong SF-1 staining was identified in five (29%)
pediatric adrenocortical tumors without SF-7 amplification. The frequency of SF-1 overexpression and
gene amplification was similar in adrenocortical adenomas and carcinomas.

Conclusion: We demonstrated a higher frequency of SF-1 overexpression and gene amplification
in pediatric than in adult adrenocortical tumors, suggesting an important role of SF-1 in pediatric
adrenocortical tumorigenesis. (J Clin Endocrinol Metab 95: 0000-0000, 2010)

drenocortical carcinoma is a rare malignancy with
A incompletely understood pathogenesis and poor
prognosis (1). However, a remarkably high annual inci-
dence of adrenocortical tumors has been reported in chil-
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dren younger than 15 yr from Southern Brazil, where a
high prevalence of a germline mutation of the P53 tumor
suppressor (p.R337H) was reported (2, 3). Besides im-
portant differences in prognosis, adrenocortical tumor-

Abbreviations: C;, Cycle threshold; MLPA, multiplex ligation-dependent probe amplifica-
tion; gRT-PCR, quantitative real-time PCR; SF-1, steroidogenic factor 1; TMA, tissue
microarray.
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igenesis also has distinct patterns between children and
adults (4, 5).

Steroidogenic factor 1 (SF-1) is an orphan member of
the nuclear receptor family of transcription factors and
plays an important role in endocrine function, including
the regulation of steroid hydroxylases, development and
function of the adrenal cortex, and male sexual differen-
tiation (6). SF-1 maps to 9q33.3, a chromosomal region
associated with amplification in pediatric adrenocortical
tumors (7). Sf-1 dosage regulates compensatory adrenal
growth after unilateral adrenalectomy in mice (8). Fur-
thermore, increased SF-1 dosage promotes cell prolifera-
tion and triggers tumorigenesis in mice (9).

Anincreased SF-1 copy number was detected in eight of
nine adrenocortical tumors diagnosed in Brazilian chil-
dren using fluorescence i situ hybridization, suggesting
an association between SF-1 gene amplification and pe-
diatric adrenocortical tumorigenesis (10). All these adre-
nocortical tumors also had SF-1 protein overexpression
(11). The aim of our study was to investigate SF-1 expres-
sion and gene amplification in a larger cohort of pediatric
and adult adrenocortical tumors and evaluate the prog-
nostic value of these findings.

Patients and Methods

The study was approved by the Ethics Committee of Hospital das
Clinicas, Sao Paulo, Brazil, and informed written consent was
obtained from all patients and/or parents. SF-1 protein expres-
sion was assessed in adrenocortical tumors obtained from 36
children (30 adenomas and six carcinomas) and 67 adults (40
adenomas and 27 carcinomas) (Table 1). Thirty-eight samples
from these sporadic adrenocortical tumors (17 children and 21
adults; 22 adenomas and 16 carcinomas) were used to analyze
SF-1 amplification and gene expression. Endocrine syndromes
were diagnosed in all children with adrenocortical tumors (iso-
lated Cushing syndrome 8.3%, virilization 58.3%, and mixed
33.3%). Cushing syndrome was present in 48% of adults with

J Clin Endocrinol Metab, March 2010, 95(3):0000—0000

adrenocortical tumors, whereas 25% of adrenocortical tumors
in this group were nonfunctioning. Virilization or mixed syn-
drome occurredin 9 and 18 % of adrenocortical tumors in adults,
respectively. The diagnosis of malignancy in the pediatric group
was established by an advanced tumor stage (III or IV) and/or
poor clinical outcome, whereas Weiss criteria were used in adult
adrenocortical tumors.

Tissue microarray (TMA) and immunohistochemical
analysis

Representative areas of the 109 adrenocortical tumors were
identified on hematoxylin- and eosin-stained slides and marked
on paraffin donor blocks. The spotted areas of donor blocks were
punched (1.0 mm punch) and mounted into a recipient paraffin
block using a precision microarray instrument (Beeccher Instru-
ments, Sun Prairie, WI). One set of three slides was selected (one
slide from each TMA block of the triplicate) for staining with
SF-1 monoclonal antibody (N1665 clone; PPMX Perseus Pro-
teomics, Komaba, Japan) (12, 13). An immunoperoxidase im-
munohistochemical modified method with humid heat antigen
retrieval was used as previously described (14). Loss of tissue
sample occurred in 5.5% of the spots. Therefore, SF-1 immu-
noreactivity was analyzed in 103 tumor tissue samples. Two
investigators (ICS and LVM), who were unaware of clinical data,
independently evaluated SF-1 staining. The staining intensity
and the percentage of positive tumor nuclei were calculated for
each specimen to obtain a final semiquantitative H score, as
previously described (15). The median H score value of 13 nor-
mal adrenals was chosen as the cutoff point for separating tu-
mors with strong and weak SF-1 staining. The intra-observer
variability was 8.4 = 2.5%. The inter-observer agreement was
0.89. The mean of the two evaluations was taken for statistical
analysis.

Multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA)

SF-1 copy number was determined using the SALSA MLPA
kit P185-B1 Intersex (MRC-Holland, Amsterdam, The Nether-
lands), which contains five probes for SF-1 gene (exons 1 and
3-6). Genomic DNA from adrenocortical tumors and five nor-
mal adrenals was isolated using standard procedures. MLPA was
performed as previously described (16). The tumor sample nor-

TABLE 1. Clinical characteristics of 103 patients with adrenocortical tumors according to SF-1 staining

Children (n = 36)

Adults (n = 67)

Weak/negative Strong Weak/negative Strong
SF-1 staining SF-1 staining SF-1 staining SF-1 staining
(n = 16) (n = 20) (n = 54) (n =13)
Age (yr) 34*1.2 3.8 0.8 36.6 = 1.7 39.1 =48
Sex (female to male) 3:1 2.3:1 6.8:1 12:1
Follow-up (months) 116.7 +21.4 725+ 11.2 67.8+84 53.5 =185
Clinical presentation
Cushing 2(12%) 1 (5%) 25 (46%) 7 (54%)
Virilizing 7 (44%) 14 (70%) 6 (11%) 0
Mixed 7 (44%) 5(5%) 10 (19%) 2 (15%)
Nonfunctioning 0 0 13 (24%) 4 (31%)
Diagnosis
Adenoma 13 (81%) 17 (85%) 33 (61%) 7 (54%)
Carcinoma 3(19%) 3(15%) 21 (39%) 6 (46%)




J Clin Endocrinol Metab, March 2010, 95(3):0000—-0000

malized peak area was then divided by the average normalized
peak area from normal adrenals. Dosage quotient areas outside
the range 0.70-1.3 were considered abnormal.

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

SF-1 amplification was also analyzed by qRT-PCR using
SYBR Green in an ABI 7700 Sequence Detection System (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA). The PCR cycling conditions
were as follows: 2 min at 95 C, 40 cycles of 95 C for 15 sec and
60 C for 30 sec, and a final step at 72 C for 30 sec. The primer
sequences for SF-1 and NPC-1 genes are available in supplemen-
tal Table 1 (published as supplemental data on The Endocrine
Society’s Journals Online web site at http://jcem.endojournals.
org). A cycle threshold (Cy) value in the linear range of ampli-
fication was selected for each sample in triplicate and normalized
to NPC-1. SF-1 dosage was determined using the 27 44¢T
method. The normalized value (AC+.) for each tumor sample was
then compared with the mean ACt of five normal adrenals to
produce a fold change ratio (normal = 1) and multiplied by 2 to
generate a copy number (normal = 2).

After surgical resection, tumor fragments were immediately
frozen in liquid nitrogen and stored at —80 C until total RNA
extraction using the Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA).
c¢DNA was generated using the High Capacity kit (Applied Biosys-
tems). Quantitative real-time PCR was performed using TagMan
Gene Expression Assays according to the manufacturer’s instruc-
tions. The assay IDs were SF-1, Hs00610436_m,, and B-actin,
43263. The relative expression levels were analyzed using the
27 44CT method. The mean expression of the target genes in a pool
of 61 normal adrenals (Clontech, Palo Alto, CA) was assigned an
expression value of 1.0, and fold change in the SF-1 expression
levels was determined for each tumor sample.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with the SPSS 16.0
(SPSS, Chicago, IL). Weighted k-coefficient of agreement was
used to evaluate the agreement between the observers. Categor-
ical variables were compared using x* test. Continuous data are
expressed as mean * SEM. Differences in expression levels were
analyzed by the two-tailed Mann-Whitney U test. P values <0.05
were considered significant.

Results

The frequency of adrenocortical tumors showing strong
SF-1 staining was 56% (20 of 36) and 19% (13 of 67)
in children and adults, respectively (x> = 12.1; P =
0.0004) (Table 1 and Fig. 1). Pediatric adrenocortical
tumors with strong SF-1 staining were more associated
with isolated virilizing syndrome than pediatric adre-
nocortical tumors with weak SF-1 staining (70 vs. 44 %,
respectively) (Table 1).

On the other side, Cushing syndrome (isolated or as-
sociated with virilization) was more frequent in pediatric
adrenocortical tumors with weak SF-1 staining when
compared with SF-1-positive tumors in children (56 vs.
10%, respectively). In adults, the frequency of nonfunc-

jcem.endojournals.org 3

FIG. 1. Immunohistochemical analysis for SF-1 in adrenocortical
tumors. A, Nonfunctioning adrenocortical carcinoma diagnosed in an
adult patient showing a negative SF-1 nuclear immunoreactivity; B,
virilizing adrenocortical adenoma from an adult patient displaying a
weak SF-1 staining on nuclei; C, virilizing adrenocortical adenoma
diagnosed in a 6-yr-old girl showing a strong SF-1 staining on nuclei;
D, pediatric adrenocortical adenoma from a patient with virilization
displaying a strong nuclear SF-1 immunoreactivity (arrows indicate
infiltration with inflammatory cells). Magnification, x400.

tioning tumors was not significantly different between ad-
renocortical tumors with weak and strong SF-1 staining
(24 vs. 31%, respectively). In addition, SF-1 immunore-
activity was similar in adrenocortical adenomas and car-
cinomas diagnosed in children and adults (Table 1).
SF-1 gene amplification was detected in eight (47%) of
17 pediatric adrenocortical tumors and in two (10%) of
21 adult adrenocortical tumors (x> = 5.02; P = 0.02)
(supplemental Fig. 1). SF-1 amplification was detected in
both adrenocortical adenomas (n = 5) and carcinomas
(n = 5) (supplemental Table 2). Among the 10 cases with
increased SF-1 copy number, nine tumors showed three
copies and one had four copies of the SF-1 gene. An in-
creased copy number of SF-1 was detected by both MLPA
and gRT-PCR in five of 10 adrenocortical tumors,
whereas in the remaining adrenocortical tumors, SF-1 am-
plification was demonstrated only by qRT-PCR (n = 4) or
MLPA (n = 1). The SF-1 mRNA levels were significantly
higher in adrenocortical tumors associated with increased
SF-1 gene copies when compared with adrenocortical tu-
mors without gene amplification (fold change, 2.3 = 0.52
vs. 1.16 = 0.18, respectively; P = 0.001). In addition, all
adrenocortical tumors with SF-1 gene amplification
showed a strong SF-1 staining, whereas most of the tumors
(61%) without SF-1 amplification displayed a weak or
negative staining (P = 0.0008). Interestingly, a strong
SF-1 staining was identified in five pediatric adrenocor-
tical tumors (four adenomas and one carcinoma) with-
out SF-1 amplification. The R337H P53 mutation was
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previously identified in seven of 10 patients (five chil-
dren and two adults) with amplification of SF-1 in ad-
renocortical tumors (3).

SF-1 deletion was detected only in a cortisol-secreting
adrenocortical adenoma diagnosed in a 37-yr-old patient.
Decreased mRNA levels and a negative immunoreactivity
for SF-1 were demonstrated in this adrenocortical tumor
with SF-1 deletion.

Discussion

SF-1 is a key determinant of endocrine development, and
its expression is mainly restricted to the gonads, adrenal
cortex, anterior pituitary, and hypothalamus (6). The in-
creased SF-1 dosage modulates the expression of tran-
scripts involved in cell cycle and apoptosis (9). High fre-
quency of SF-1 amplification and overexpression was
previously demonstrated in a small group of pediatric ad-
renocortical tumors associated with 9q gain (10, 11).
Here, we investigated protein expression and gene ampli-
fication of SF-1 in a larger cohort of pediatric tumors as
well as in a cohort of adult adrenocortical tumors. The
frequency of SF-1 nuclear overexpression was signifi-
cantly higher in adrenocortical tumors diagnosed in chil-
dren than in adults. Additionally, an increased copy
number of SF-1 was identified in 47% of pediatric adre-
nocortical tumors, whereas this finding was detected in
only 10% of adult adrenocortical tumors. Therefore, our
data confirm the importance of SF-1 dosage in an ex-
panded group of pediatric adrenocortical tumors.

Adrenocortical tumors with SF-1 amplification showed
high SF-1 mRNA levels and protein expression. Interest-
ingly, SF-1 nuclear overexpression was identified in pedi-
atric adrenocortical tumors without SF-1 amplification.
Indeed, posttranslational modifications are known to in-
fluence the activity and transcriptional capacity of SF-1
(17, 18). Phosphorylation-dependent SF-1 activation is
likely mediated by the MAPK signaling pathway (17). Re-
cently, it was demonstrated that SF-1-mediated transcrip-
tion in adrenocortical cancer cells is mediated through
cyclin-dependent kinase 7 (CDK?7)-induced phosphoryla-
tion (18). Cdk7 overexpression was identified in a wide
range of cancer cell lines (19). Therefore, additional mo-
lecular mechanisms might modulate SF-1 expression
and/or activity in childhood adrenocortical tumors with-
out SF-1 amplification.

SF-1 expression was previously demonstrated to be
high in virilizing adrenocortical tumors and low in aldo-
steronomas (20). In this study, a strong SF-1 staining was
associated with a higher frequency of isolated virilizing
syndrome in children with adrenocortical tumors, whereas
Cushing syndrome was more frequent in pediatric adre-
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nocortical tumors with weak SF-1 expression. In adults,
the hormonal status of adrenocortical tumors with strong,
and weak SF-1 staining was similar. Additionally, SF-1
expression was not different between functioning and
nonfunctioning adrenocortical tumors.

Increased SF-1 dosage promotes proliferation of hu-
man adrenocortical cells as well as controls the expression
of transcripts involved in the cell cycle, apoptosis, and cell
adhesion (9). Although SF-1 gene has been associated with
pediatric adrenocortical tumorigenesis, its prognostic
value was not previously investigated (10, 11). In this
study, SF-1 nuclear immunoreactivity was similar in ad-
renocortical adenomas and carcinomas from children and
adults, suggesting that this factor plays a role in both be-
nign and malignant tumor pathogenesis.

In conclusion, overexpression and increased copy num-
ber of SF-1 were identified mainly in adrenocortical tu-
mors diagnosed in children than in adults. These findings
indicate a more important role of SF-1 in pediatric adre-
nocortical tumorigenesis. In addition, SF-1 expression
was similar in adrenocortical adenomas and carcinomas
diagnosed in both pediatric and adult patients.
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Steroidogenic Factor 1 Overexpression and Gene
Amplification Are More Frequent in Adrenocortical
Tumors from Children than from Adults
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Maria Candida B. V. Fragoso, Lidiane V. Marins, Alda Wakamatsu,

Rodrigo A. Ressio, Mirian Y. Nishi, Alexander A. L. Jorge, Antonio M. Lerario,
Venancio A. F. Alves, Berenice B. Mendonca, and Ana Claudia Latronico

Unidade de Endocrinologia do Desenvolvimento (M.Q.A., T.C.R., M.C.B.V.F,, M.Y.N., A A.LJ., AM.L.,
B.B.M., A.C.L.), Laboratério de Hormédnios e Genética Molecular/(Laboratério de Investigacdo Médica 42)
da Disciplina de Endocrinologia do Hospital das Clinicas, and Divisao de Anatomia Patologia, Laboratério de
Patologia Hepatica/LIM14 do Hospital das Clinicas (.C.S., LV.M., AW., RAR., V.AF.A), Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, 05403-900 S&o Paulo, Brasil

Background: Steroidogenic factor 1 (SF-1) is a key determinant of endocrine development and
function of adrenal cortex. SF-1 overexpression and gene amplification were previously demon-
strated in a small group of pediatric adrenocortical tumors.

Objective: Our objective was to determine the frequency of SF-1 protein expression and gene
amplification in a large cohort of pediatric and adult adrenocortical tumors.

Patients: SF-1 protein expression was assessed in a cohort of 103 adrenocortical tumors from 36
children and 67 adults, whereas gene amplification was studied in 38 adrenocortical tumors (17
from children).

Methods: Tissue microarray, multiplex ligation-dependent probe amplification, and quantitative
real-time PCR were used.

Results: A strong nuclear SF-1 expression was detected by tissue microarray in 56% (20 of 36) and 19%
(13 0f 67) of the pediatricand adult adrenocortical tumors, respectively (P = 0.0004). Increased SF-1 copy
number was identified in 47% (eight of 17) and 10% (two of 21) of the pediatric and adult adreno-
cortical tumors, respectively (P = 0.02). All adrenocortical tumors with SF-7 gene amplification showed
astrong SF-1 staining, whereas most of the tumors (61%) without SF-7 amplification displayed a weak
or negative staining (P = 0.0008). Interestingly, a strong SF-1 staining was identified in five (29%)
pediatric adrenocortical tumors without SF-7 amplification. The frequency of SF-1 overexpression and
gene amplification was similar in adrenocortical adenomas and carcinomas.

Conclusion: We demonstrated a higher frequency of SF-1 overexpression and gene amplification
in pediatric than in adult adrenocortical tumors, suggesting an important role of SF-1 in pediatric
adrenocortical tumorigenesis. (J Clin Endocrinol Metab 95: 0000-0000, 2010)

drenocortical carcinoma is a rare malignancy with
A incompletely understood pathogenesis and poor
prognosis (1). However, a remarkably high annual inci-
dence of adrenocortical tumors has been reported in chil-
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dren younger than 15 yr from Southern Brazil, where a
high prevalence of a germline mutation of the P53 tumor
suppressor (p.R337H) was reported (2, 3). Besides im-
portant differences in prognosis, adrenocortical tumor-

Abbreviations: C;, Cycle threshold; MLPA, multiplex ligation-dependent probe amplifica-
tion; gRT-PCR, quantitative real-time PCR; SF-1, steroidogenic factor 1; TMA, tissue
microarray.
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igenesis also has distinct patterns between children and
adults (4, 5).

Steroidogenic factor 1 (SF-1) is an orphan member of
the nuclear receptor family of transcription factors and
plays an important role in endocrine function, including
the regulation of steroid hydroxylases, development and
function of the adrenal cortex, and male sexual differen-
tiation (6). SF-1 maps to 9q33.3, a chromosomal region
associated with amplification in pediatric adrenocortical
tumors (7). Sf-1 dosage regulates compensatory adrenal
growth after unilateral adrenalectomy in mice (8). Fur-
thermore, increased SF-1 dosage promotes cell prolifera-
tion and triggers tumorigenesis in mice (9).

Anincreased SF-1 copy number was detected in eight of
nine adrenocortical tumors diagnosed in Brazilian chil-
dren using fluorescence i situ hybridization, suggesting
an association between SF-1 gene amplification and pe-
diatric adrenocortical tumorigenesis (10). All these adre-
nocortical tumors also had SF-1 protein overexpression
(11). The aim of our study was to investigate SF-1 expres-
sion and gene amplification in a larger cohort of pediatric
and adult adrenocortical tumors and evaluate the prog-
nostic value of these findings.

Patients and Methods

The study was approved by the Ethics Committee of Hospital das
Clinicas, Sao Paulo, Brazil, and informed written consent was
obtained from all patients and/or parents. SF-1 protein expres-
sion was assessed in adrenocortical tumors obtained from 36
children (30 adenomas and six carcinomas) and 67 adults (40
adenomas and 27 carcinomas) (Table 1). Thirty-eight samples
from these sporadic adrenocortical tumors (17 children and 21
adults; 22 adenomas and 16 carcinomas) were used to analyze
SF-1 amplification and gene expression. Endocrine syndromes
were diagnosed in all children with adrenocortical tumors (iso-
lated Cushing syndrome 8.3%, virilization 58.3%, and mixed
33.3%). Cushing syndrome was present in 48% of adults with

J Clin Endocrinol Metab, March 2010, 95(3):0000—0000

adrenocortical tumors, whereas 25% of adrenocortical tumors
in this group were nonfunctioning. Virilization or mixed syn-
drome occurredin 9 and 18 % of adrenocortical tumors in adults,
respectively. The diagnosis of malignancy in the pediatric group
was established by an advanced tumor stage (III or IV) and/or
poor clinical outcome, whereas Weiss criteria were used in adult
adrenocortical tumors.

Tissue microarray (TMA) and immunohistochemical
analysis

Representative areas of the 109 adrenocortical tumors were
identified on hematoxylin- and eosin-stained slides and marked
on paraffin donor blocks. The spotted areas of donor blocks were
punched (1.0 mm punch) and mounted into a recipient paraffin
block using a precision microarray instrument (Beeccher Instru-
ments, Sun Prairie, WI). One set of three slides was selected (one
slide from each TMA block of the triplicate) for staining with
SF-1 monoclonal antibody (N1665 clone; PPMX Perseus Pro-
teomics, Komaba, Japan) (12, 13). An immunoperoxidase im-
munohistochemical modified method with humid heat antigen
retrieval was used as previously described (14). Loss of tissue
sample occurred in 5.5% of the spots. Therefore, SF-1 immu-
noreactivity was analyzed in 103 tumor tissue samples. Two
investigators (ICS and LVM), who were unaware of clinical data,
independently evaluated SF-1 staining. The staining intensity
and the percentage of positive tumor nuclei were calculated for
each specimen to obtain a final semiquantitative H score, as
previously described (15). The median H score value of 13 nor-
mal adrenals was chosen as the cutoff point for separating tu-
mors with strong and weak SF-1 staining. The intra-observer
variability was 8.4 = 2.5%. The inter-observer agreement was
0.89. The mean of the two evaluations was taken for statistical
analysis.

Multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA)

SF-1 copy number was determined using the SALSA MLPA
kit P185-B1 Intersex (MRC-Holland, Amsterdam, The Nether-
lands), which contains five probes for SF-1 gene (exons 1 and
3-6). Genomic DNA from adrenocortical tumors and five nor-
mal adrenals was isolated using standard procedures. MLPA was
performed as previously described (16). The tumor sample nor-

TABLE 1. Clinical characteristics of 103 patients with adrenocortical tumors according to SF-1 staining

Children (n = 36)

Adults (n = 67)

Weak/negative Strong Weak/negative Strong
SF-1 staining SF-1 staining SF-1 staining SF-1 staining
(n = 16) (n = 20) (n = 54) (n =13)
Age (yr) 34*1.2 3.8 0.8 36.6 = 1.7 39.1 =48
Sex (female to male) 3:1 2.3:1 6.8:1 12:1
Follow-up (months) 116.7 +21.4 725+ 11.2 67.8+84 53.5 =185
Clinical presentation
Cushing 2(12%) 1 (5%) 25 (46%) 7 (54%)
Virilizing 7 (44%) 14 (70%) 6 (11%) 0
Mixed 7 (44%) 5(5%) 10 (19%) 2 (15%)
Nonfunctioning 0 0 13 (24%) 4 (31%)
Diagnosis
Adenoma 13 (81%) 17 (85%) 33 (61%) 7 (54%)
Carcinoma 3(19%) 3(15%) 21 (39%) 6 (46%)
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malized peak area was then divided by the average normalized
peak area from normal adrenals. Dosage quotient areas outside
the range 0.70-1.3 were considered abnormal.

Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

SF-1 amplification was also analyzed by qRT-PCR using
SYBR Green in an ABI 7700 Sequence Detection System (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA). The PCR cycling conditions
were as follows: 2 min at 95 C, 40 cycles of 95 C for 15 sec and
60 C for 30 sec, and a final step at 72 C for 30 sec. The primer
sequences for SF-1 and NPC-1 genes are available in supplemen-
tal Table 1 (published as supplemental data on The Endocrine
Society’s Journals Online web site at http://jcem.endojournals.
org). A cycle threshold (Cy) value in the linear range of ampli-
fication was selected for each sample in triplicate and normalized
to NPC-1. SF-1 dosage was determined using the 27 44¢T
method. The normalized value (AC+.) for each tumor sample was
then compared with the mean ACt of five normal adrenals to
produce a fold change ratio (normal = 1) and multiplied by 2 to
generate a copy number (normal = 2).

After surgical resection, tumor fragments were immediately
frozen in liquid nitrogen and stored at —80 C until total RNA
extraction using the Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA).
c¢DNA was generated using the High Capacity kit (Applied Biosys-
tems). Quantitative real-time PCR was performed using TagMan
Gene Expression Assays according to the manufacturer’s instruc-
tions. The assay IDs were SF-1, Hs00610436_m,, and B-actin,
43263. The relative expression levels were analyzed using the
27 44CT method. The mean expression of the target genes in a pool
of 61 normal adrenals (Clontech, Palo Alto, CA) was assigned an
expression value of 1.0, and fold change in the SF-1 expression
levels was determined for each tumor sample.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with the SPSS 16.0
(SPSS, Chicago, IL). Weighted k-coefficient of agreement was
used to evaluate the agreement between the observers. Categor-
ical variables were compared using x* test. Continuous data are
expressed as mean * SEM. Differences in expression levels were
analyzed by the two-tailed Mann-Whitney U test. P values <0.05
were considered significant.

Results

The frequency of adrenocortical tumors showing strong
SF-1 staining was 56% (20 of 36) and 19% (13 of 67)
in children and adults, respectively (x> = 12.1; P =
0.0004) (Table 1 and Fig. 1). Pediatric adrenocortical
tumors with strong SF-1 staining were more associated
with isolated virilizing syndrome than pediatric adre-
nocortical tumors with weak SF-1 staining (70 vs. 44 %,
respectively) (Table 1).

On the other side, Cushing syndrome (isolated or as-
sociated with virilization) was more frequent in pediatric
adrenocortical tumors with weak SF-1 staining when
compared with SF-1-positive tumors in children (56 vs.
10%, respectively). In adults, the frequency of nonfunc-
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FIG. 1. Immunohistochemical analysis for SF-1 in adrenocortical
tumors. A, Nonfunctioning adrenocortical carcinoma diagnosed in an
adult patient showing a negative SF-1 nuclear immunoreactivity; B,
virilizing adrenocortical adenoma from an adult patient displaying a
weak SF-1 staining on nuclei; C, virilizing adrenocortical adenoma
diagnosed in a 6-yr-old girl showing a strong SF-1 staining on nuclei;
D, pediatric adrenocortical adenoma from a patient with virilization
displaying a strong nuclear SF-1 immunoreactivity (arrows indicate
infiltration with inflammatory cells). Magnification, x400.

tioning tumors was not significantly different between ad-
renocortical tumors with weak and strong SF-1 staining
(24 vs. 31%, respectively). In addition, SF-1 immunore-
activity was similar in adrenocortical adenomas and car-
cinomas diagnosed in children and adults (Table 1).
SF-1 gene amplification was detected in eight (47%) of
17 pediatric adrenocortical tumors and in two (10%) of
21 adult adrenocortical tumors (x> = 5.02; P = 0.02)
(supplemental Fig. 1). SF-1 amplification was detected in
both adrenocortical adenomas (n = 5) and carcinomas
(n = 5) (supplemental Table 2). Among the 10 cases with
increased SF-1 copy number, nine tumors showed three
copies and one had four copies of the SF-1 gene. An in-
creased copy number of SF-1 was detected by both MLPA
and gRT-PCR in five of 10 adrenocortical tumors,
whereas in the remaining adrenocortical tumors, SF-1 am-
plification was demonstrated only by qRT-PCR (n = 4) or
MLPA (n = 1). The SF-1 mRNA levels were significantly
higher in adrenocortical tumors associated with increased
SF-1 gene copies when compared with adrenocortical tu-
mors without gene amplification (fold change, 2.3 = 0.52
vs. 1.16 = 0.18, respectively; P = 0.001). In addition, all
adrenocortical tumors with SF-1 gene amplification
showed a strong SF-1 staining, whereas most of the tumors
(61%) without SF-1 amplification displayed a weak or
negative staining (P = 0.0008). Interestingly, a strong
SF-1 staining was identified in five pediatric adrenocor-
tical tumors (four adenomas and one carcinoma) with-
out SF-1 amplification. The R337H P53 mutation was
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previously identified in seven of 10 patients (five chil-
dren and two adults) with amplification of SF-1 in ad-
renocortical tumors (3).

SF-1 deletion was detected only in a cortisol-secreting
adrenocortical adenoma diagnosed in a 37-yr-old patient.
Decreased mRNA levels and a negative immunoreactivity
for SF-1 were demonstrated in this adrenocortical tumor
with SF-1 deletion.

Discussion

SF-1 is a key determinant of endocrine development, and
its expression is mainly restricted to the gonads, adrenal
cortex, anterior pituitary, and hypothalamus (6). The in-
creased SF-1 dosage modulates the expression of tran-
scripts involved in cell cycle and apoptosis (9). High fre-
quency of SF-1 amplification and overexpression was
previously demonstrated in a small group of pediatric ad-
renocortical tumors associated with 9q gain (10, 11).
Here, we investigated protein expression and gene ampli-
fication of SF-1 in a larger cohort of pediatric tumors as
well as in a cohort of adult adrenocortical tumors. The
frequency of SF-1 nuclear overexpression was signifi-
cantly higher in adrenocortical tumors diagnosed in chil-
dren than in adults. Additionally, an increased copy
number of SF-1 was identified in 47% of pediatric adre-
nocortical tumors, whereas this finding was detected in
only 10% of adult adrenocortical tumors. Therefore, our
data confirm the importance of SF-1 dosage in an ex-
panded group of pediatric adrenocortical tumors.

Adrenocortical tumors with SF-1 amplification showed
high SF-1 mRNA levels and protein expression. Interest-
ingly, SF-1 nuclear overexpression was identified in pedi-
atric adrenocortical tumors without SF-1 amplification.
Indeed, posttranslational modifications are known to in-
fluence the activity and transcriptional capacity of SF-1
(17, 18). Phosphorylation-dependent SF-1 activation is
likely mediated by the MAPK signaling pathway (17). Re-
cently, it was demonstrated that SF-1-mediated transcrip-
tion in adrenocortical cancer cells is mediated through
cyclin-dependent kinase 7 (CDK?7)-induced phosphoryla-
tion (18). Cdk7 overexpression was identified in a wide
range of cancer cell lines (19). Therefore, additional mo-
lecular mechanisms might modulate SF-1 expression
and/or activity in childhood adrenocortical tumors with-
out SF-1 amplification.

SF-1 expression was previously demonstrated to be
high in virilizing adrenocortical tumors and low in aldo-
steronomas (20). In this study, a strong SF-1 staining was
associated with a higher frequency of isolated virilizing
syndrome in children with adrenocortical tumors, whereas
Cushing syndrome was more frequent in pediatric adre-

J Clin Endocrinol Metab, March 2010, 95(3):0000—-0000

nocortical tumors with weak SF-1 expression. In adults,
the hormonal status of adrenocortical tumors with strong,
and weak SF-1 staining was similar. Additionally, SF-1
expression was not different between functioning and
nonfunctioning adrenocortical tumors.

Increased SF-1 dosage promotes proliferation of hu-
man adrenocortical cells as well as controls the expression
of transcripts involved in the cell cycle, apoptosis, and cell
adhesion (9). Although SF-1 gene has been associated with
pediatric adrenocortical tumorigenesis, its prognostic
value was not previously investigated (10, 11). In this
study, SF-1 nuclear immunoreactivity was similar in ad-
renocortical adenomas and carcinomas from children and
adults, suggesting that this factor plays a role in both be-
nign and malignant tumor pathogenesis.

In conclusion, overexpression and increased copy num-
ber of SF-1 were identified mainly in adrenocortical tu-
mors diagnosed in children than in adults. These findings
indicate a more important role of SF-1 in pediatric adre-
nocortical tumorigenesis. In addition, SF-1 expression
was similar in adrenocortical adenomas and carcinomas
diagnosed in both pediatric and adult patients.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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