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RESUMO

O tumor adrenocortical em criancas (TAC) € uma neoplasia rara e sua incidéncia é cerca
de 10 a 15 vezes maior nos estados de Sdo Paulo e Parand que em qualquer outro lugar do
mundo. Nessa regido brasileira, os TACs se encontram, em sua grande maioria,
associados a mutac@o na linhagem germinativa do gene 7P53 (R337H). O sintoma mais
comum dessa neoplasia € sindrome virilizante, devido a producdo tumoral de esterdides
androgénicos, que pode estar associada ou ndo a um excesso de glicocorticdide. A grande
maioria dos pacientes com TAC € diagnosticada até os trés anos de idade, porém os
responsaveis pelas criangas relatam que, normalmente, os sintomas comecaram a surgir de
3 meses a 1 ano antes do diagndstico. Diante dessas observacdes e de uma série de
diferencas entre tumores de criancas e de adultos, existe a hipétese de que o tumor de
criancas poderia surgir durante o periodo embrionario. Uma das evidénicas que sustenta
essa hipdtese € a presenca do marcador embriondrio fosfatase alcalina placentéria
(PLAP/PLAP-simile) em amostras de TACs. Com base na distribuicao etdria dos TACs,
no padrido de secre¢do hormonal e seu fenétipo molecular, acredita-se que esse tumor
derive da zona fetal da adrenal. As glandulas adrenal e gonadal derivam do mesmo
primérdio embriondrio e muitos reguladores transcricionais exercem um papel importante
na génese desses dois 6rgdos. O fator esteroidogénico-1 (Ad4BP/SF-1; NR5A1) é um
receptor nuclear de especial importancia nos TACs devido ao fato de estar amplificado e
em quantidades elevadas em quase a totalidade dos TACs brasileiros ja estudados. No
presente trabalho verificou-se que dentre as nove (9/16) amostras de TCA com aumento
na atividade enzimdtica de PLAP/PLAP-simile, verificou-se que seis (75%) apresentaram
concomitante aumento na expressdo de SF-1 e para uma amostra esse dado nio estava
disponivel. Infelizmente, ainda ndo foi estabelecida linhagem celular derivadas dos TACs
e apresentando a mutacdo R337H do TP53. Para verificar as conseqiiencias celulares e
moleculares do aumento de SF-1 nas células adrenocorticais, foram construidos clones
expressando a proteina SF-1 normal e mutante [S203A, L451A/L452A (AF-2mut) e
A433W] de forma induzida por doxiciclina em células da linhagem de carcinoma
adrenocortical H295R. A atividade de transativa¢do de SF-/ é necessdria para a promog¢ao
dos efeitos de SF-1, uma vez que os dois mutantes AF-2 ndo foram capazes de induzir a
proliferacdo. Os clones mutantes S203A e A433W foram parcialmente capazes de
estimular a proliferacdo sob inducdo por doxiciclina. Com o objetivo de verificar como a
modulagdo dos niveis endégenos de SF-I influencia na proliferacdo das células H295R,
essas foram transfectadas por dois diferentes RNAs interferentes pequenos (siRNAs)
especificos para SF-1 e com siRNA controle. Verificou-se que ambos siRNA anti-SF-/
reduziram significativamente a expressio de SF-1, promovendo uma reducdo da
proliferacdo celular e um aumento da taxa de células apoptéticas. O presente estudo
demonstra a grande importancia da dosagem de SF-/ na tumorigénese adrenocortical,
justificando assim, o desenvolvimento de drogas contra a atividade transcricional de SF-1
para a terapia de TAC.

Palavras-chave: tumor adrenocortical, fostase alcalina placentdria, fator esteroigodénico 1,
RNA interferente pequeno
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ABSTRACT

Adrenocortical tumor is a rare neoplasia in children (ACT) and its incidence is about
10-15 times higher in the states of S3o Paulo and Parana that in any other place of the
world. In this Brazilian region, the ACTs are found, in its great majority, associated to
the germ line 7P53 R337H mutation. The most common clinical manifestation of this
neoplasm is a virilizing syndrome, due to tumoral production of steroidal androgens,
that can be associated or not to a glucocorticoid excess. The great majority of the
patients with ACT in southern Brazil is diagnosed before three years of age, however
the children's guardians refer that usually the symptoms had started to appear about six
months - two years before diagnosis. Because of these clinical data and a series of
differences between children and adults tumors, the hypothesis has been formulated
that children's ACT may first arise during the embryonic period. One of the evidences
that support this hypothesis is the expression of the embryonic marker placental
alkaline phosphatase (PLAP/PLAP-like) in ACT samples. On the basis of the ACTs
age distribution, the pattern of hormonal secretion and the molecular phenotype, we
suppose that this tumor derives from the fetal zone of the adrenal cortex. The adrenal
and gonadal glands derive from the same embryonic primordium and many
transcription regulators have great importance in the genesis of these two organs.
Steroidogenic Factor-1 (Ad4BP/SF-1; NR5A1) is a nuclear receptor of special
importance in the ACTs, because it is amplified and overexpressed in almost all
studied Brazilian ACTs. In the present study we report that nine of sixteen studied
(9/16) ACT had increased PLAP/PLAP-like enzymatic activity. Six of them (75%)
have concomitant increase in SF-1 expression and for one sample data were not
available. Unfortunately, cell lines derived from childhood ACTs and bearing the
TP53 R337H mutation are lacking. Consequently, to dissect the cellular and molecular
consequences of increased levels of SF-1 in human adrenal cells we overexpressed
wild-type and mutant [S203A, A433W and L451A/L452A (AF-2mut)] SF-1 proteins
in an inducible fashion in the H295R adrenal cell line. AF-2 — dependent
transactivation activity of SF-I is necessary to activate proliferation. S203A and
A433W mutants were still partially able to activate proliferation in a doxycycline-
dependent manner when overexpressed in H295R cells. With the objective to verify if
the modulation of the endogenous levels of SF-1 influences the proliferation of H295R
cells, these were transfected with two different short interfering RNA (siRNAs)
specific for SF-1 and with a siRNA control. It was verified that both anti-SF-7 siRNAs
significantly decrease SF-1 expression, inhibit proliferation and increase apoptosis.
The present study demonstrates the pivotal importance of SF-I dosage in
adrenocortical tumorigenesis, thus justifiyng the development of drugs against the
transcripcional activity of SF-1 for ACT therapy.

Key-words: adrenocortical tumor, placental alkaline phosphatase, steroidogenic factor
1, short interfering RNA

XVi



1 INTRODUCAO

O progresso no tratamento do cancer na infancia foi espetacular nas dltimas
quatro décadas. Atualmente, 70% das criancas acometidas de cincer podem ser
curadas, se diagnosticadas precocemente e tratadas em centros especializados. A
maioria dessas criangas terd vida praticamente normal.

O tumor adrenocortical em criangas (TAC) € uma neoplasia rara, cuja
freqiiéncia anual mundial € de 0,4/milhdo de criangas até os quatro anos de idade. Esse
nimero reduz para 0,1/milhdo durante os proximos 10 anos (BERNSTEIN;
GURNEY, 1999). Na regiao sul do Brasil este nimero aumenta para 3,4/milhao de
criangas (PIANOVSKI et al., 2006). Os resultados obtidos até o momento com 0s
protocolos terapéuticos utilizados sdo insatisfatorios, com a média de sobrevida de 5
anos em apenas 55% dos casos (MICHALKIEWICZ et al., 2004).

Existe uma hipotese acerca da origem do TAC infantil segundo a qual ele
derivaria da zona fetal da adrenal (FIGUEIREDO et al., 2000; FIGUEIREDO et al.,
20006). Essa hipotese fundamenta-se também na sua distribuicdo quanto a idade, no
seu padrao de secre¢do hormonal e no seu fenétipo molecular MICHALKIEWICZ et
al., 2004; WILKIN et al., 2000). Durante os primeiros meses da vida neonatal, o
cortex adrenal humano passa por um intenso processo de remodelamento e estudos
mostram que um processo apoptotico € o responsavel pela regressao da zona fetal apds
o nascimento (SPENCER et al., 1999), o que sugere que os TACs surjam devido a
uma falha na apoptose desta zona. Outro fato a favor da origem pré-natal do TAC € a
precocidade no aparecimento dos sinais € sintomas, em muitos casos, ainda no
primeiro ano de vida (MESIANO; JAFFE, 1997).

As células tumorais expressam algumas proteinas que normalmente sdo
encontradas em outros tecidos ou em outro periodo da vida. Fosfatases alcalinas
placentdrias (PLAP/PLAP-simile) sdo marcadores considerados embriondrios. Em
condicdes normais sdao produzidas em maiores quantidades pelas células
sinsiciotrofobldsticas durante a gestacdo. PLAP/PLAP-simile s3o descritas na

literatura como ferramenta auxiliar no diagndstico e/ou monitoramento terapéutico de



certos tumores, como os de 6rgaos genitais masculino e feminino, cujo tecido normal
possui uma funcao esteroidogénica semelhante ao do cortex adrenal.

PLAP/PLAP-simile presente em TCAs e/ou tumor gonadal pode ser uma
manifestacdo de um fendmeno embriondrio onde entram em acdo elementos que
desempenham papel importante na fase de proliferacdo, hiperplasia e morte celular
programada. As glandulas adrenal e gonadais sdao derivadas do mesmo primérdio
embriondrio e varios reguladores transcricionais exercem um papel importante na
génese de ambos os 6rgaos (Ver Revisao em HAMMER et al., 2005), como o receptor
orfao nuclear SF-1 (AD4BP/SF-1; NR5A1), que atua de forma imprescindivel nesse
processo (PARKER et al., 2002).

Recentemente, relatou-se que o gene SF-1 estd amplificado e sua proteina em
quantidades aumentadas em TACs de criangas, o que sugere a atuacdo desse gene de
forma importante na génese e progressdao do tumor em questao (FIGUEIREDO et al.,
2005; PIANOVSKI et al., 2006a).

Um dos objetivos do presente estudo foi verificar se existe relacdo entre a
presenca de PLAP/PLAP-simile, por meio de um imunoensaio que determina sua
atividade catalitica, e a expressdo aumentada de SF-1 nas amostras teciduais de TAC.

Os experimentos referentes a SF-1 relatados nessa tese foram realizados no
Institut de Pharmacologie Moleculaire et Cellulaire e fazem parte do primeiro estudo
mostrando associacdo entre o gene SF-I e a proliferacdo das células de tumor
adrenocortical (linhagem comercial H295R).

Em humanos, sao descritas mutacdes de SF-1 em pacientes com varios graus
de disgenesia adrenal e gonadal (ACHERMANN et al., 2002). Os clones estaveis de
SF-1 produzidos no presente trabalho fornecem evidéncias do envolvimento de alguns
sitios no gene SF-1 na proliferacao celular.

Esses resultados reunidos indicam que a “dosagem” de SF-1 é essencial para a
tumorigénese adrenal, e sugerem que a modulacdo da atividade de SF-1 pode

representar um importante alvo terapéutico nos TACs em criangas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O TUMOR DE CORTEX ADRENAL

2.1.1 Consideracdes gerais

O tumor adrenocortical ¢ uma neoplasia das células do cortex adrenal e
apresenta diferenciacdo histolégica e funcional em relacdio ao tecido de origem
(HUTTER et al., 1966).

O primeiro registro de tumor adrenocortical de criangas (TAC) aconteceu em
1864 no hospital Saint George em Londres e foi publicado em 1865 pelo Dr. Pitman
(PITMAN, 1865). No Parand, o primeiro caso de TAC foi relatado em 1934 e, em
1969 surgiram as primeiras evidéncias da alta incidéncia dessa patologia em Sao Paulo
(MARIGO et al., 1969).

A incidéncia de TAC difere entre as regides geograficas no mundo (figura 1).
A elevada incidéncia verificada no Brasil pode ser explicada pela presenca da mutacdo
na linhagem germinativa R337H no gene supressor tumoral 7P53 (RIBEIRO et al.,
2001; DIGIAMMARINO et al., 2002). Contudo, apesar de diferencas geograficas
quanto a incidéncia do TAC na infancia, as caracteristicas clinicas do tumor, nas
casuisticas americanas e européias, sao semelhantes aquelas dos pacientes avaliados
em Curitiba. De 42 criancas com TAC tratadas em centros franceses durante um
periodo de 22 anos, a média de idade ao diagndstico foi de 3,9 anos, houve freqii€éncia
maior no sexo feminino e 90% dos pacientes apresentavam virilizagdo (LEFEVRE et
al., 1984).

MICHALKIEWICZ et al. (2004) analisaram 254 casos de TAC entre os anos
de 1990 e 2001. A grande maioria dos pacientes (79,5%) era da regido sul do Brasil;
13,0% dos Estados Unidos e 7,5% de outros paises. Deste total de amostras, 228
obtiveram um laudo histolégico de carcinoma (tumor maligno) e os 26 restantes, de
adenoma (tumor benigno). O intervalo médio entre o aparecimento dos sintomas € o

diagnostico foi de cinco meses e a faixa etaria era entre 0 e 19 anos. Aproximadamente



60% dos pacientes eram menores de quatro anos € somente 14% tinham mais que 13

anos de idade. A propor¢cdo entre pacientes femininos:masculinos foi 1,7:1 e os

pacientes cujos diagnésticos foram feitos antes dos trés anos sao na maioria meninas e,

no intervalo entre 4 e 12 anos a distribui¢do sexual do TAC parece ser semelhante.

(BERNSTEIN; GURNEY, 1999; MICHALKIEWICZ et al., 2004).
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FIGURA 1: INCIDENCIA DE TAC EM DIFERENTES PAISES

—

Brasil
Gri-Bretanha
Finlandia
Estados Unidos
Espanha

Israel

Canada

Alemanha

Australia
China [=
Italia [
Noruega [= | 5] Meninos
Suécia o M Meninas
Nova Zelandia % |
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14

Incidéncia (por milhao)

FONTE: Modificado a partir de RIBEIRO ez al., 2006

A apresentacdo clinica vista em pacientes adolescentes e adultos jovens tende

Sindrome de Cushing ou tumores ‘“ndo-funcionantes” ao passo que,

aproximadamente, 90% das criancas apresentam caracteristicas de sindrome virilizante

(MICHALKIEWICZ et al., 2004). Alguns outros dados obtidos com esse trabalho

estao listados nas tabelas 1 e 2.



TABELA 1- DESCRICAO DOS ESTADIOS UTILIZADOS PARA CLASSIFICACAO
DOS PACIENTES DE TAC

Estagio Descricao
I Tumor completamente retirado; peso do tumor até 100g* e auséncia de
metastases.
I Tumor completamente retirado; peso do tumor maior que 100g* e
auséncia de metdstases.
I Tumor residual’ ou inoperével
v Metéstase

FONTE: Modificado a partir de MICHALKIEWICZ et al., 2004.
NOTA: ' Tumor residual é definido como a presenca de tecido neopldsico microscépico ou
ndo apds a ressecgdo cirdrgica.

TABELA 2 - CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES COM TAC

Caracteristica n (%)
Idade (anos)

<4 153 59.8
4a12 65 30.0
13a20 36 10.2
Sexo

Feminino 156 61.4
Masculino 98 38.6
Apresentacio clinica

Virilizacdo 140 55.1
Sindrome de Cushing 14 5.5
Misto (clinico e hormonal)* 74 29.2
Tumor nio-funcional 26 10.2
Taxa meninas: meninos

<4 anos 1.7:1

4 anos a 12 anos 0.8:1

13 anos a 20 anos 6.2: 1

FONTE: MICHALKIEWICZ et al., 2004.
NOTA: Neste estudo foram analisadas 254 amostras de TAC e 79,5% das
amostras eram de pacientes da regifo sul do Brasil
* Indica evidéncia clinica e/ou histolégica de producdo anormal de mais de um
hormdnio, incluindo aldosterona ou estrégeno.



2.1.2 Desenvolvimento do cortex adrenal

A adrenal e as gdnadas sdo derivadas de um precursor comum, o primérdio
adrenogenital (PAG), localizado entre o epitélio celomico, a crista urogenital e a aorta
dorsal. O PAG ¢ evidenciado aos 11.5 dias do desenvolvimento embrionério (E) em
ratos (HATANO et al., 1996) e em camundongos no dia E9 (IKEDA et al., 1994), ao
passo que o cortex e a medula adrenais se diferenciam por volta de E16-E16.5
(IKEDA et al., 1994; HATANO et al., 1996). Em humanos, o PAG aparece por volta
dos 32 dias ap6s a ovulagdo.

O desenvolvimento da adrenal nos primatas € bastante complexo e, durante a
maior parte da vida intrauterina, grande parte do volume da adrenal (80-90%) é
representada pela zona fetal, caracterizada por um rdpido crescimento e pela elevada
producdo de sulfato de deidroepiandrosterona (DHEA-S). A outra zona que pode ser
distinguida inicialmente na adrenal fetal € a definitiva (WOLKERSDORFER;
BORNSTEIN, 1998). Apds a metade da gestacdo, uma terceira regido, a zona de
transicdo, desenvolve-se entre a zona fetal e a definitiva. Préximo a trigésima semana,
as zonas definitiva e de transicio comecam a apresentar a aparéncia da zona
glomerulosa e da zona fasciculada do cértex adrenal adulto, respectivamente (figura
2).

A zona fetal, como o préprio nome diz, existe somente durante o periodo fetal
e, logo apds o nascimento se inicia um intenso processo de atrofia. Uma camada
interna aparece formando, inicialmente, a zona reticular que prolifera e se diferencia
até atingir um estdgio terminal de desenvolvimento no final da puberdade (MESIANO;
JAFFE, 1997).

Ao nascimento, o peso da adrenal é de 10g e em, aproximadamente duas
semanas, em virtude do processo de apoptose, diminui para 4g. H4 perda de peso
durante os proximos sete dias, permanecendo o tamanho constante por
aproximadamente dois anos. Ao mesmo tempo, a zona reticular comeca a se expandir
rapidamente e o tamanho da adrenal, aos quinze anos, é mais que o dobro que o da

glandula fetal. Verifica-se, portanto, que o cortex adrenal fetal € um tecido dindmico



que sofre muitas mudancas, incluindo apoptose intensa seguida por rdpida proliferacao

celular (figura 2).

FIGURA 2 - PROLIFERACAO CELULAR E APOPTOSE NO CORTEX
ADRENAL
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FONTE: FIGUEIREDO et al., 2000

NOTA: A figura 2 representa o processo de proliferacdo das células das zonas
definitiva e transitéria (Z. T.), em contraste com a intensa programacao
de morte celular (apoptose) na zona fetal (em preto) e o surgimento de
uma camada mais interna (zona reticular). Ocorre uma migracio
centripeta das células (setas) para a regido mais interna do coértex
adrenal precedendo a fase de hipertrofia. O periodo hipotético mais
provavel para a formagdo do TAC (drea retangular em cinza escuro), é
proposto. Esse periodo critico € baseado na faixa etaria mais comum de
diagndstico e o tempo em que os sintomas comegaram a se manifestar.

A morte celular programada, chamada apoptose, € um processo responsavel
pela eliminagdo de células indesejdveis do organismo, seja devido a um
remodelamento de tecido durante a embriogénese ou regulacdo de renovagao celular,
seja como estratégia de defesa contra determinados patégenos (STRASSER et al.,

1997).



2.1.1 Etiopatogenia

Sugere-se que a origem do TAC pode estar relacionada a anormalidades no
processo de proliferacdo celular e/ou programacdo da morte das células do cortex
adrenal durante o seu desenvolvimento embriondrio (LEFEVRE er al., 1984;
HARTLE et al., 1997; FIGUEIREDO et al., 2000).

A hiperplasia adrenocortical se constitui em processo policlonal, porém os
TAC sao geralmente lesdes monoclonais (BEUSCHLEIN et al., 1994). Isso indica a
necessidade de alteracoes genéticas em loci especificos no genoma para a
tumorigénese adrenal. Vdrias anormalidades cromossdmicas sdo relacionadas a esse
processo, incluindo os loci gendmicos 11p e 17p (HENRY et al., 1989; YANO et al.,
1989) que abrigam genes de supressao tumoral ou de fungdo oncogénica do cortex
adrenal, dentre eles o TP53 (em 17q13.1) (MALKIN et al., 1990; LIN et al., 1984). No
entanto, nenhum desses genes parece ser especifico para a patogénese do TAC.

A proteina pS3 € um sensor de estresse celular e responde a uma variedade de
condi¢des potencialmente injuriantes, tais como raios ultravioletas, radiacdao ionizante,
hipéxia e hiperproliferacdo. Diferentes mutacdes de TP53 podem causar uma
variedade de defeitos funcionais neste gene com diversas expressoes clinicas € em
1998, BIRCH et al. relataram a associacdo entre o tipo de mutacdo de TP53 e o
fendtipo do cancer em pacientes com Sindrome de Li-Fraumeni. A habilidade do
mutante 7P53 em conferir potencial tumorigénico esté relacionada, em muitos casos, a
sua funcdo de transativacio (LIN et al., 1995).

A alta incidéncia de cancer em certas familias estd associada a mutagdes em
células germinativas no gene TP53. De fato, KLEIHUES et al. (1997) propuseram que
o carcinoma de cortex adrenal na infincia € “quase um diagndstico de um alelo de
TP53 mutante que foi herdado”.

Aproximadamente 95% dos TAC no estado do Parand apresentam mutacao
idéntica em uma base (CGC—CAC) no exon 10 do gene TP53 (RIBEIRO et al.,
2001). O resultado dessa mutagdo na linhagem germinativa € a substituicdo da arginina

por uma histidina no aminoacido 337 (R337H). Este alelo mutante foi mostrado ser



deficiente em pH alcalino e em temperaturas supra-fisioldgicas (DIGIAMMARINO et
al., 2002; HAINAUT, 2002).

A penetrancia estimada do alelo R337H no TAC € aproximadamente 10%
(FIGUEIREDO et al., 2006).

No estado do Parand e, provavelmente, no estado de Sdo Paulo, a incidéncia
de TAC € de 3,4 /milhao (PTANOVSKI et al., 2006). Este nimero representa um dado
estatistico relevante, pois a incidéncia mundial € 0,3-0,38/milhd@o de criangas abaixo de
15 anos (GURNEY et al., 1995). A segunda maior incidéncia de TAC, 0,64/milhdo de
criancas com idade inferior a 15 anos, foi relatada na regido noroeste da Inglaterra
entre 1965 e 1986 (BIRCH e al., 1988).

Tem-se sugerido que fatores ambientais poderiam contribuir com o
aparecimento de cancer e mutacdes somaticas (ZAHM et al., 1998). O papel dos
compostos agrotoxicos na patogénese do TAC € controverso e aparentemente, ndao
possui relacdo com a mutacdo R337H do TP53. Essa especulacdo baseia-se no achado
de que mutacdo no 7P53 e em outros genes pode ser seletivamente induzida por
agentes ambientais, como aminas aromaticas, benzopireno e aflatoxina B (NAGAO et
al., 1993; SORLIE et al., 1998). No entanto, FIGUEIREDO et al. (2000), em um
estudo realizado no estado do Parand, demonstraram por meio de experimentos
utilizando pesticidas e herbidicas em animais, que o papel dessas substincias na
tumorigénese adrenocortical ainda ndo esta claro. Embora ndo se possa afirmar qual é
a causa dessa neoplasia infantil, sabe-se que essa mutagdo surgiu hd pelo menos 100
anos (FIGUEIREDO et al., 2006), ou seja, numa época quando ndo existiam o0s
agrotoxicos atuais. Entretanto, ndo se pode descartar totalmente a participacdo dos
agrotoxicos, por exemplo, em criancas que ja herdaram a mutacdo TP53 e estdo em
processo de perda do alelo normal e evoluindo com outras alteragcdes moleculares.

Muitas das caracteristicas epidemioldgicas e clinicas observadas em tumor
adrenocortical sdo diferentes quando se comparam pacientes infantis e adultos,
sugerindo que sdo entidades diferentes e, provavelmente, causadas por processos
etioldgicos diferentes (PEREIRA et al., 2004). A apresentacdo clinica dessa patologia

em criancas € caracterizada por marcante predominio de sindrome virilizante com ou
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sem Sindrome de Cushing, ao passo que a grande maioria dos pacientes adultos é
assintomdtica ou apresenta Sindrome de Cushing (HUVOS et al., 1970; KING et al.,
1979; PEREIRA et al., 2004). Cerca de 90% dos tumores em adultos sdo benignos,
enquanto que apenas 10% dos pacientes infantis recebem esse mesmo laudo
histopatolégico (PEREIRA et al., 2004). O principal parametro para progndstico de
TAC € o tamanho do tumor, enquanto em adultos € a histologia do tecido (BUGG et
al., 1994). FIGUEIREDO et al. (1999) estudando amostras de TAC do sul do Brasil
relataram a presenca de amplificacio em 9q34. Nesse locus se encontram alguns
oncogenes relacionados ao surgimento de vdrias neoplasias, como hamartoma (VAN
SLEGTENHORST et al, 1997), carcinoma de bexiga (HABUCHI et al, 1995;
HORNIGOLD et al., 1999) dentre outros. Em adultos, foi verificado que essa
amplificagdo ocorre menos freqiientemente que em criangas (KJIELLMAN et al., 1996;
JAMES et al., 1999). Esses achados sugerem também origem diferenciada para tumor

adrenocortical em criangas e adultos.

2.1.2 Expressao das enzimas esteroidogénicas e esteroidogénese durante o

desenvolvimento da glandula adrenal

Algumas caracteristicas bdsicas na expressdo de enzimas esteroidogénicas
diferenciam a adrenal fetal da pds-natal. A zona fetal, na glandula rudimentar,
expressa a enzima esteroidogénica 17a-hidroxilase (CYP17A1l). A zona definitiva,
desenvolvida logo apds, nao apresenta expressao de CYP17A1. A zona fetal expressa
também a enzima que cliva a cadeia lateral do colesterol, colesterol 20-22 desmolase
(CYP11A1), mas ndo a 3P—esterdide delta-isomerase 2 (2HSD3B), indicando que a
adrenal fetal produz primariamente DHEA e seus derivados sulfatados. Esses
compostos servem como precursores para o estradiol, derivado da placenta, que é
fundamental para manter a gestacdo (ARON; TYRRELL, 1994).

A zona glomerulosa, derivada da zona definitiva, adquire capacidade
esteroidogénica no terceiro trimestre e produz principalmente aldosterona, sob o

controle do sistema renina-angiotensina (quadro 1).



QUADRO 1 - ZONAS FUNCIONAIS DO CORTEX ADRENAL ADULTO
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ZONA ZONA
GLOMERULOSA FASCICULADA | ZONA RETICULAR
LOCALIZACAO Periférica Mediana Central
, Angiotensina II

ESTIMULO ACTH ACTH

(ACTH )
RECEPTOR DE Receptor angiotensina
MEMBRANA PRIMARIO | II MC2R MC2R
ATIVIDADE
ENZIMATICA CYPI11p CYP17; CYP11p1 o )17(17OH e 17,20
ESPECIFICA
HORMONIO ) Esteréides sexuais
PRODUZIDO Aldosterona Cortisol (DHEA.S)

. Reoulacio do volume Homeostase da glicose;

FUNCAO Sesuiag mobilizacdo de energia | Adrenarca; bem estar

intra-vascular o

dos depésitos
A Hiponatremia, Hipoglicemia, falta de

DEFICIENCIA hipercalemia, pog : Desconhecida

hi ~ resposta ao stress

ipotensao

FONTE: Traduzido de KEEGAN E HAMMER, 2002.
NOTA: MC2R - receptor do ACTH

A zona fasciculada secreta glicocorticdides sob estimulo do hormonio
adrenocorticotrépico (ACTH), enquanto que a zona reticular secreta DHEA e DHEA-
S (quadro 1). As concentracdes s€ricas desses androgenos declinam quando a zona
fetal regride, e depois voltam a aumentar durante a infancia com a formacdo da zona
reticular (que surge no lugar da zona fetal), coincidindo com a adrenarca. Embora
anatomicamente as trés camadas do cortex adrenal sejam distintas, elas compartilham
enzimas nas trés vias esteroidogénicas. Entre elas, a proteina reguladora aguda da
esteroidogénese (StAR), que facilita a transferéncia do colesterol para a
membrana interna da mitocondria, a CYPI1A, a isoenzima HSD3B2 e a 21-
hidroxilase ester6ide (CYP21A2). Além dessas, presentes em todas as camadas
do cortex adrenal, a atividade de certas enzimas chaves que catalisam reacgdes
terminais na via de biossintese dos esterdides, permite que as diferentes zonas
produzam diferentes esterdides. Aldosterona sintetase (CYP11P2) é expressa

exclusivamente na zona glomerulosa e é responsavel por trés reagdes sucessivas

que convertem corticosterona a aldosterona. A enzima CYPI11B1 € expressa nas
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zonas internas e hidroxila 11-desoxicortisol para produzir cortisol, o
glicocorticéide predominante nos seres humanos. As zonas internas também
expressam CYPI17A1, que € requerida para a biossintese de cortisol e
androgenos, mas ndo € utilizada para biossintese de aldosterona (HAMMER et
al., 2004). A figura 3 mostra as trés vias de sintese dos esterdides. A andlise das
enzimas esteroidogénicas permitiu compreender a sintese esteroidogénica
adrenal. A maioria dessas enzimas pertence a familia das P450 citocromo-
oxigenases. Devido as diferencas enzimaéticas entre a zona glomerulosa e as duas
camadas internas (fasciculada e reticular), o cértex adrenal funciona como duas
unidades separadas, com diferentes vias de regulacio e produtos secretados.

Os mecanismos que levam as diferencgas esteroidogénicas entre a adrenal
fetal e a adulta humanas nao sao bem conhecidos. RAINEY et al. (2001), usando
microarranjo para comparar os niveis de expressao de varios transcritos (écido
ribonucleico mensageiro - RNAm) entre a adrenal fetal e a humana, mostraram
que 69 deles apresentaram uma diferenca maior que 2,5 vezes na expressdo. As
maiores diferencas foram observadas para transcritos do fator de crescimento II
insulina-simile (IGF-II) (25 vezes maior na adrenal fetal) e de HSD3B (24 vezes
maior na adrenal adulta). Os transcritos relacionados a biossintese de esterdides
ou ao crescimento e desenvolvimento tiveram valores maiores na adrenal fetal.
Os relacionados a imunidade celular e a transducdo de sinal apresentaram
valores maiores na adrenal adulta.

A sintese do cortisol ocorre pela acdo da CYP17Al, que leva a 17a-
hidroxilagdo da pregnenolona dentro do reticulo endoplasmatico liso, para formar
17a-hidroxipregnenolona. Esse esterdide € convertido a 17a-hidroxiprogesterona pela
HSD3B. O passo seguinte é a 21-hidroxilagdo pela CYP21 da 17a-hidroxiprogest
erona, para formar 11-deoxicortisol, o qual € hidroxilado pela CYP11B1 para formar
cortisol. As zonas fasciculada e reticular também produzem 11-deoxicorticosterona,

18-hidroxideoxicorticosterona e corticosterona.



FIGURA 3 - VIAS MAIORES DA BIOSSINTESE DE ESTEROIDES
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A producgdo de androgénios a partir da pregnenolona e progesterona requer a
participacdo da CYP17 e, portanto, ndo ocorre na zona glomerulosa. A maior produgdo
quantitativa de androgénios € pela conversio da 17a-hidroxipregnenolona aos
esteréides de C19 (DHEA e DHEA-S). Outro androgénio importante € a
androstenediona, produzido a partir da 17a-hidroxiprogesterona pela acdo da 17,20-

desmolase (ARON; TYRRELL, 1994).

2.1.3 Diagndstico e tratamento

As hipéteses sobre a origem embriondria do TAC de criancas se baseiam em,
pelo menos duas observacdes. O fato de que criancas mais jovens apresentam
manifestacOes mais precoces, a predominancia de tumores virilizantes, juntamente as
caracteristicas histopatoldgicas da neoplasia (BUGG et al., 1994) indicam que o tumor
surgiu na zona fetal do cortex adrenal, no periodo pré-natal. A zona fetal representa
85% do cortex adrenal durante o desenvolvimento do feto e produz
dehidroepiandrosterona, em razdo da presenca de 17-hidroxilase (KEEGAN;
HAMMER, 2002). Em contraste, o TAC que se desenvolve em adolescentes pode se
originar da zona definitiva do cértex adrenal. E possivel que a presenca de TP53
mutante aumente a penetrancia desse tumor na zona fetal, porém, nao na definitiva.
Essa premissa € consistente com o fato de que em individuos com mutagdes
constitucionais no gene 7P53 (Sindrome de Li-Fraumeni), o TAC ocorre durante a
primeira década de vida (KLEIHUES et al., 1997).

Aproximadamente 12% dos casos de TAC sdo diagnosticados durante o
primeiro ano de vida e 60%, antes dos quatro anos de idade (MICHALKIEWIECZ et
al., 2004). Ha anos atrds o diagndstico, na maioria dos casos era feito tardiamente
(estagios III e IV) e, provavelmente a causa desse atraso era multifatorial. A primeira
seria em razdo da necessidade de um trabalho mais detalhado no sentido de buscar
alteragdes enddcrinas ainda quando o tumor estd pequeno e produzindo leves
manifestacdes clinicas. A segunda seria que as criangas com TAC ndo aparentam estar

doentes, com excecdo das alteragdes enddcrinas. E, finalmente, o crescimento do
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tumor pode ser muito lento, o que se observa em casos em que existe um longo espago
de tempo entre as primeiras manifestacdes clinicas percebidas, na crianca ou no
adolescente, e a deteccdo do tumor (MICHALKIEWIECZ et al., 2004). Essa dltima
observacdo € consistente com o processo multifasico da carcinogénese resultante do
acumulo de vérias alteracdes genéticas (SHIH er al., 2001).

O intervalo entre o surgimento dos sinais e sintomas e o diagndstico ndo esta
relacionado ao progndstico ou ao tamanho do tumor, por isso, o tamanho do tumor
pode refletir a qualidade das anormalidades genéticas adquiridas. Por conseguinte,
parece que existe uma fase inicial em que o tumor se desenvolve lentamente,
caracterizada, especialmente, pelas manifestacoes enddcrinas e auséncia de massa
tumoral palpdvel e, em seguida, uma progressao rapida do tumor (MICHALKIEWICZ
et al., 2004).

O inicio dos sintomas e o tamanho do tumor contribuem para avaliacdo do
tempo de surgimento do TAC, que provavelmente ocorre proximo a fase de intensas
transformagdes do cortex adrenal embriondrio (FIGUEIREDO et al., 2000).

A glandula adrenal normal (sem tumor) produz, sob estimulos de ACTH
sintetizado no hipodfise, cortisol, androgénios, estrogénios e mineralocorticoides
(FIGUEIREDO et al., 2003). O diagnéstico de TAC € sugerido pelos exames de
imagem (tomografia, ecografia ou ressonancia magnética) e os testes laboratoriais
utilizados como auxiliares ao seu diagnostico que revelam, geralmente, aumento de
androgénios e/ou cortisol (PEREIRA et al., 2004).

O prognostico € regido pelo sucesso da cirurgia, forma de tratamento mais
eficiente para o TAC (BRENNAN, 1987) e que apresenta maior potencial curativo
(CHUDLER; KAY, 1989). Em um registro internacional de TAC foi relatada
sobrevida de aproximadamente 55% dos pacientes (MICHALKIEWIECZ et al., 2004).

NELSON E WOODARD (1949) observaram que a administracdo do
inseticida 1,1-di-(p-clorofenil)-2,2-dicloroetano (DDD) a cdes produzia necrose
seletiva nas zonas reticular e fasciculada do coértex adrenal. Dentre os diversos
isomeros do DDD, o isémero o,p’ é considerado o responsivel pela atividade

adrenocorticolitica desse inseticida (CUETO et al., 1958). Mitotano é o nome dado ao
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composto 1-(o-clorofenil)-1-(p-clorofenil)-2,2-dicloroetano (o,p” DDD) que se usa
desde 1960 no tratamento de carcinomas adrenocorticais inoperdveis (NICHOLS et
al., 1957; BERGENSTAL et al., 1960). LUBITZ et al. (1973) foram os primeiros a
demonstrarem a resposta de tumores “funcionantes” e “nao-funcionantes” ao mitotano.

O mecanismo de a¢cdo do mitotano ainda ndo foi elucidado, mas estd bem
estabelecido seu ataque seletivo sobre as mitocondrias das células adrenocorticais,
normais ou neoplasicas (KAMINSKY et al., 1962; HART et al., 1973; FANG, 1979).

Como a droga lesa o cortex adrenal, a administracdo de adrenocorticosterdides
¢ indicada, em particular aos pacientes com evidéncia de insuficiéncia adrenal, choque
ou trauma grave (HOGAN et al., 1978).

FANG (1979) estudou uma linhagem clonal de células de carcinoma
adrenocortical humano e constatou que em alguns estidgios do ciclo celular essas
células se mostram mais vulnerdveis aos efeitos citotéxicos do mitotano. A partir
destes achados acredita-se que alguns casos relatados de fracasso no uso de mitotano
(LUBITZ et al., 1973) foram conseqiiéncias de dose inadequada da droga.

ZANCANELLA et al (2006) relatam que com o uso de mitotano, etoposideo,
cis-platina e doxorrubicina em pacientes com TAC, € possivel conseguir remissao
completa e prolongada de lesdes metastaticas e/ou pulmonares por periodos que
variaram de 6 a 20 meses. Constatou-se neste estudo que pacientes que recidivam apds

o uso de quimioterapia e cirurgia t€m mau prognastico.

2.2 FATOR ESTEROIDOGENICO-1 (SF-1)

O SF-1 é um membro da superfamilia de receptores nucleares 6rfaos, também
conhecido como Adrenal-4-binding protein (Ad4BP) e classificado como NR5A1. O
gene SF-1 localiza-se no cromossomo 9933 (TAKETO et al.,1995) e apresenta forte
homologia ao receptor nuclear Fushi tarazu factor (Ftz-F1) da Drosophila e ao
receptor nuclear do camundongo Ilong terminal repeat-binding protein
(TSUKIYAMA et al.,1992). SF-1 codifica a transcricdo de uma proteina nuclear de

aproximadamente 53 kDa, que se liga, monomericamente, as regides promotoras dos
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genes alvos (quadro 2) e reconhece variacdes da seqiiéncia de DNA (4cido
desoxirribonucléico) PyCAAGGPyC ou PuPuAGGTCA (WILSON et al.,1993).
Recebeu o nome de fator esteroidogénico-1 devido ao seu papel chave na regulacdo
das enzimas esteroidogénicas. Os laboratérios de PARKER e de MOROHASHI,
clonaram, independentemente, cDNAs codificadores de SF-1 (LALA et al.,1992;
HONDA et al.,1993).

QUADRO 2: EXEMPLOS DE GENES REGULADOS POR SF-1

GLANDULA ADRENAL E ESTEROIDOGENESE

- ACTH

— Receptores HDL SR-B1

— StAR

- CYPI1Al

— 3B-hidroxiesteréide desidrogenase

— Aromatase
DIFERENCIACAO SEXUAL

- DAX1

- AMH

— Receptor do AMH

— Produtos do gene Insulina-simile 3
REPRODUCAO

—  Receptor do GnRH

—  Hormbnio glicoprotéico sub-unidade o

— LH sub-unidade B

— Ocitocina

— Inibina sub-unidade o
FONTE: OZISIK et al., 2003
NOTA: HLD SR-B1: receptores scavenger B1; LDH: lipoproteina
de alta densidade ; AMH: hormonio anti-Miillerian;
GnRH: hormodnio liberador de gonadotropina , LH:
hormoénio luteinizante

Em 1996, OBA et al. clonaram o gene SF-/ humano, deduziram que consistia

em uma seqiiéncia de 1383 nucleotideos e determinaram a estrutura desse gene (figura

4).



FIGURA 4 : SEQUENCIA DO GENE SF-1
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FONTE: OBA et al., 1996.
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2.2.1 A estrutura de SF-1

Os receptores nucleares geralmente apresentam caracteristicas comuns (figura
5), como o dominio de ligagdo ao DNA (DBD), o dominio de ligacao ao ligante (LBD)
e dois dominios de ativacdo, um amino-terminal, chamado fun¢do de ativacdao 1 (AF-
1) e um carboxi-terminal, o AF-2 (dominio de transativacdo), cuja atividade é
normalmente dependente da presenca de um ligante (MANGELSDOREF et al., 1995).
Em todas as espécies estudadas, SF-1 apresenta um DBD cléssico, caracterizado por
duas estruturas em dedos de zinco na regido N-terminal, que intermediam sua ligacdo
ao DNA (HAMMER; INGRAHAM, 1999)

A conservacdo do dominio AF2 sugere que um ligante possa intermediar a
transativacdo por meio de SF-1. Essa proteina tem uma seqii€éncia de 461 aminodcidos
e é altamente homoéloga a de outras espécies incluindo humanos, gado, carneiros,
cavalos, camundongos, ratos, porcos, galinhas, tartarugas, salmodes e vermes (OBA et

al., 1996; PARKER et al., 2002).

FIGURA 5 - ESTRUTURA ESQUEMATICA DA PROTEINA SF-1

nuctear N ——— [ —— ] C
classico
DBD Dobradiga LBD AF2

sk N — N

FONTE: Modificado a partir de VAL et al., 2003

NOTA: Na estrutura de SF-1 se destacam 3 partes, a que se liga ao
DNA (DBD), a que se liga ao seu ligante (LBD) e a
relacionada com a transativacdo (AF-2). Nota-se que SF-1
nao possui o dominio AF-1.
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2.2.2 A expressao de SF-1 nos tecidos adultos

Em relacdo aos tecidos esteroidogénicos adultos, IKEDA et al. (1993) mostraram
que o padrdo de expressdo de SF-1, geralmente, se correlaciona com os papéis a ele propostos
na regulacido das enzimas responsaveis pela sintese de esterdides (HATANO et al.,1994).
Assim, a proteina SF-1 foi detectada nas células do cortex adrenal, células testiculares de
Leydig e Sertoli, células da teca e granulosa do ovario, pituitdria gonadotréfica, bago € no
nucleo ventro-medial hipotalamico (VMH) (IKEDA et al., 1993; TAKAYAMA et
al., 1994; SASANO et al., 1995). SF-1 foi também verificada na placenta, que produz
grande quantidade de progesterona a partir do colesterol, e também converte andrégenos

adrenais a estradiol (HONDA et al.,1993; BAMBERGER et al.,1996).

2.2.3 A expressdo de SF-1 nos tecidos embrionarios

Os perfis de expressdo de SF-1, espacial e temporal, foram estudados, nos
tecidos embrionarios de camundongos (IKEDA et al.,, 1994). Como foi demonstrado
por hibridizacdo in situ, transcritos de SF-/ foram detectados no dia 9 de vida
embriondria do camundongo (E9), no anel urogenital, que da origem as células da
adrenal, gonadas e mesonéfron. Posteriormente, a proteina SF-1 foi detectada em duas
populacdes de células: um grupo adjacente a aorta dorsal, que representa os
precursores adrenocorticais € um grupo maior, adjacente ao epitélio celomico, que
representa os precursores gonadais.

Com respeito ao desenvolvimento adrenocortical, transcritos de SF-1 foram
detectados no primérdio adrenogenital no dia E10-E10.5. Essa expressdo precede
nitidamente a da enzima citocromo side chain cleavage (P450scc), detectada somente
em El1, corroborando o conceito de que SF-1 € necessario para a expressdo das
enzimas esteroidogénicas. Em E12.5-E13.5, a expressdo de SF-1 se verifica no cortex
adrenal (IKEDA et al., 1994) (figura 6).

Nas gonadas, a expressdao de SF-1 precede a de SRY, sendo detectado no E9.

Nesse periodo, testiculos e ovarios nao sao distintos histologicamente, constituindo as
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gonadas bipotenciais ou indiferenciadas. Em E12.5, coincidindo com a formacdo dos
corddes testiculares, a expressio do SF-I persiste e € detectada nas células
esteroidogénicas de Leydig e nos corddes testiculares (figura 3).

No oviério, ao contrario, hd um aparente declinio dos transcritos do SF-1
coincidindo com a diferenciacdo sexual gonadal, sugerindo que a diferenciacio sexual
feminina normal € facilitada pela diminuicdo da expressdo do SF-I. Suas
concentragdes no ovario permanecem baixas ou indetectdveis até o inicio do
desenvolvimento folicular (figura 6). E quando SF-1 é detectado nas células da teca e
da granulosa, no estagio pré-antral, que precede a expressdo da aromatase nas células
da granulosa, concordando com o modelo que SF-I € um regulador essencial da

expressao dessa enzima (MICHAEL et al., 1995).

FIGURA 6: PADRAO DE SF-1 NO DESENVOLVIMENTO ADRENAL E GONADAL
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NOTA: Os eventos-chaves no desenvolvimento dos tecidos esteroidogénicos em
camundongos sdo mostrados. Aspectos moleculares (SRY, SOX9, SF-1 e

DAX1) e determinacio

sexual

(Wnt4, DAX1) estdio em destaque.

AbreviacOes: E: dia embriondrio; dpc: dias pds coito; dpp: dias pds parto;
de SF-1
esquematicamente, abaixo da escala temporal.

dpo: dias pos

ovulagdo. Os

niveis

estao

representados,




22

2.2.4 Funcgoes de SF-1 in vivo

Para avaliar o papel de SF-1 in vivo, foram estudados camundongos
geneticamente modificados (GM) destituidos do gene SF-1 (PARKER et al., 2002).
Confirmando os achados de RICE ef al. (1991) e LALA et al. (1992), os pesquisadores
LUO et al. (1994) observaram que os animais sem SF-I (-/-) morreram, por
insuficiéncia adrenal logo apds o nascimento, além de exibirem reversdo de sexo
masculino para feminino no fendtipo genital, demonstrando a necessidade do gene
para esteroidogénese gonadal e adrenal.

Por analogia aos seres humanos com auséncia de expressdo de enzimas
esteroidogénicas, PARKER et al. (2002) imaginaram que as glandulas adrenais do
camundongo GM SF-1 -/- poderiam ser hiperplasicas, devido a inabilidade de produzir
glicocorticdides, com conseqiiente exposicao a altas concentragdes séricas de ACTH;
contudo, verificaram que as gbénadas e adrenais estavam ausentes nesses
camundongos. Estudos subseqiientes mostraram que na auséncia de SF-1, as gonadas e
adrenais estavam presentes nos estddios iniciais de desenvolvimento, seguidas de
regressdo. A identificacdo e andlise de mutagdes em  SF-I nos seres humanos
mostraram comportamento semelhante, com insuficiéncia adrenal e reversdo
sexual nos pacientes 46,XY (OZISIK et al., 2003). Embora ainda pouco
conhecido, o papel do SF-1 no sistema nervoso central € também importante, pois
os camundongos GM SF-1 -/- ndo apresentam VMH, regido ligada a regulacdo do

apetite e comportamento reprodutivo (IKEDA et al., 1995).

2.2.5 SF-1 eos TCAs

Recentemente, nosso grupo de pesquisa relatou a presenca de um aumento no
nimero de codpias de SF-1 em seis dos nove casos de TCAs do Parand em que havia
sido detectado um ganho em 9q, sugerindo uma correlacao entre 0 aumento no nimero
de copias de SF-1 e tumorigénese adrenocortical (FIGUEIREDO et al., 2005). A

amplificacdo que foi detectada em adenomas e carcinomas, tanto na forma clinica
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virilizante quanto na forma mista (virilizante + Cushing), ndo apresenta diferenca
quanto a evolugdo e sexo e ndo se correlaciona com idade ou estidio do tumor. Com
relacdo a expressdo da proteina SF-1, ela se encontrou aumentada em todas as
amostras de TAC estudadas. No entanto, ndo houve correlacdo entre o nimero de
copias do gene SF-1I e sua expressdo protéica, indicando diferentes taxas de
metabolismo para o transcrito e a proteina ou, ainda, fatores que silenciam
parcialmente a expressdo génica. Da mesma forma, a expressdo protéica de SF-1 nao
foi associada as varidveis: idade, sexo, forma clinica, estadiamento, tipo histolégico,
concentragdes séricas de cortisol e/ou DHEA-S, nem a sobrevida (PIANOVSKI et al.,
2006b).

2.2.6 Interacdo de DAX1 com SF-1 e outros fatores de transcri¢ao

DAX1 (Dosage-sensitive sex reversal Adrenal hypoplasia congenita,
critical region on the X chromosome gene-1), também descrito como NROBI, ¢é
um membro nuclear 6rfdo da superfamilia de receptores hormonais. Seu nome
vem de seu duplo papel na fisiopatologia em humanos: duplicacdes no Xp21, que
contém o gene DAXI, causam reversdo sexual fenotipica nos individuos XY; por
outro lado, mutagcdes do gene DAXI sdo responsdveis pela hipoplasia adrenal
congénita, ligada ao cromossomo X, invariavelmente associada com
hipogonadismo hipogonadotréfico (BARDONI et al., 1994; MUSCATELLI et al.,
1994).

A proteina DAX1 atua como regulador negativo da ativagdo da transcri¢ao
induzida por SF-1, através de um potente dominio de repressao transcricional presente
na regido carboxi-terminal (ITO et al., 1997; LALLI et al., 1997).

DAXI1 pode reprimir a transativacdo de SF-1, seja por se ligar as
regides promotoras dos genes regulados por SF-1 (por exemplo, StAR e
DAXI1) (ZAZOPOULOS et al.,1997), seja por interacdo direta com SF-1,
através de uma das seqiiéncias LXXLL presentes na regido N-terminal do

DAX1 (SUZUKI et al.,2003).
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A presencga de sitios de ligacdo funcionais de SF-1 na regido promotora
de DAXI1 (YU et al., 1998) e a expressdo reduzida de DAX1 nos camundongos
GM sem SF-1 (KAWABE et al., 1999; HOYLE et al.,, 2002) sugeriram um
mecanismo de retro-alimentacdo negativa para controlar a atividade de SF-1 nos
tecidos esteroidogénicos e reprodutivos.

Segundo LALLI; SASSONE-CORSI (1999), DAX1 se comporta como
repressor transcricional em todos os contextos conhecidos. A perda da funcdo
silenciadora da transcricdo por DAX1 causa impedimento do desenvolvimento do
cértex adrenal e disfuncdo hipofisiria e hipotalimica. E possivel, contudo,
existirem moléculas que poderiam funcionar como ligantes para DAX1 (como
sugere a conservacdo do dominio similar ao AF-2 na a-hélice da regido carbodxi-
terminal) e alterar sua fun¢do, de repressor a ativador transcricional. Isso poderia
ocorrer como resultado de modifica¢des pds-transcricionais, em geral fosforilagcdo ou
associacdo com cofatores celulares especificos (LALLI e SASSONE-CORSI, 1999;
FOWKES; BURRIN, 2003).

SF-1 e DAXI1 sdo expressos exatamente nos mesmos tecidos, sugerindo que
haja interacdo na funcdo dos dois fatores, o que foi observado in vitro (ITO et
al.,1997) e também em sistema de duplo hibrido (NACHTIGAL et al., 1998) e em
células de mamiferos (CRAWFORD et al, 1998). Ja4 a presenga de células
expressando DAX1, mas ndo SF-1 em diferentes o6rgaos (IKEDA et al, 2001)
corrobora a idéia de que a funcdo de DAXI se extende além da regulacdo de genes
dependentes de SF-1. O papel de DAX1 na regulacdo pOs-transcricional é sugerido
pelo seu deslocamento nucleo-citoplasmético, sua atividade de ligagdo ao RNA e sua
associagdao com polirribossomos (LALLI et al, 2000). CRAWFORD et al. (1998)
mostraram que DAX1 pode recrutar seletivamente o co-repressor de receptor nuclear
(N-CoR) para SF-1, o qual por sua vez recruta desacetilases da histona e induz a
cromatina a um estado inativo, diminuindo a expressao do gene.

Dominios de interagdo com SF-1 foram mapeados entre os aminoécidos 92 e
288 de DAXI (regidao compreendendo a segunda e terceira repeticoes e hélices HI-H3

na regido carboxi-terminal) (ITO et al., 1997).
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O produto de SF-1 se liga eficientemente aos elementos de DNA da regido
promotora de DAXT1 sugerindo que SF-1 regule diretamente a expressdao de DAXI e
assim, SF-1 esteja acima de DAXI na cascata reguladora que direciona o
desenvolvimento de vérios tecidos esteroidogénicos e/ou outros componentes do eixo

hipotalamico/hipofisario/adrenal-gonadal (BURRIS et al., 1995).

2.2.7 Mutagoes de SF-1

Virios estudos tém mostrado as conseqiiéncias de delecdes de fragmentos de
SF-1 (FtzF1) em camundongos (LUO et al., 1994; LUO et al., 1995; SADOVSKY et
al., 1995; SHINODA et al. 1995). Camundongos homozigotos para a delecdo do gene
(- /-) (quadro 3) apresentaram agenesia completa da adrenal e das gonadas, reversao
sexual de macho para fémea e persisténcia das estruturas de Miiller em machos.
Faléncia adrenal se tornou aparente logo apds o nascimento e uma auséncia virtual do
VMH promoveu uma reducdo nos niveis de gonadotropina na pituitdria gonadotréfica
(IKEDA et al., 1995; SHINODA et al., 1995). Os camundongos foram mantidos vivos
por meio de terapia de reposi¢do de esterdides, sugerindo que a deficiéncia de SF-1
ndo resulta em perda absoluta da producao de gonadotropina pelas células da pituitdria
anterior (IKEDA et al., 1995).

ACHERMANN et al. (1999) demonstraram a presenca de uma mutacao, de
forma heterozigota, no gene SF-/ em uma paciente com faléncia adrenal primadria,
reversao sexual XY e persisténcia das estruturas de Miiller. Essa paciente apresentou
insuficiéncia adrenal durante as primeiras duas semanas de vida e colapso vascular
com 17 dias. Essa mutacao se localizava na regiao “P box” (DBD) em que houve a
substituicdo de uma glicina por um 4cido glutdmico na posicdo 35 (G35E). A mutacdo
ndo foi encontrada nos pais nem em outros 200 alelos controles. Estudos funcionais
mostraram que a proteina mutante possui localizacdo nuclear normal, no entanto, ela
falha ao tentar se ligar e transativar vérios genes alvos como CYPIIA, DAXI ou
hormonio luteinizante £ (LHA) (ACHERMANN et al., 1999; ACHERMANN et al.,
2001).
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QUADRO 3: FENOTIPOS RESULTANTES DE ALTERACOES NO GENE SF-1

CAMUNDONGO HOMEM
GENOTIPO SE-1 -/- SF-1 +/- SE-1 -/- ou SF-1 +/-
Adrenal — Agenesia — Defeitos histolégicos | — Insuficiéncia (agenesia ou
— Reducio na resposta disgenesia)

a0 estresse
—  Defeitos no
crescimento

compensatorio
Testiculos — Agenesia — Reversdo do sexo
— Reversio do sexo
Ovirios — Agenesia — Normais

VMH — Agenesia

— Obesidade causada
pela auséncia de
VMH (8 semanas)

Pituitaria —  Células
gonadotrépicas
defeituosas

FONTE: VAL et al., 2003.

Além da mutacdo G35E, em humanos outra mutacgio sugere a importancia de
SF-1 na diferenciagdo sexual masculina, a mutagcdo recessiva R92Q (arginina —
glutamina) (ACHERMANN et al., 2002), localizada na regido “A box” e importante
na estabilidade da ligacao de SF-1 com seus elementos responsivos.

Algumas evidéncias indiretas sugerem que vias extracelulares podem estar
exercendo regulacdo da atividade de SF-1. Essa sugestdo surge do fato que muitos
genes alvos de SF-1 sdo estimulados por um hormonio peptideo que sinaliza, por meio
do segundo mensageiro adenosina monofostato ciclico (AMPc). O mais importante
nesse achado € que, o aumento na regulacdo induzido por esses genes alvos € mediado,
primeiramente, por SF-1 (LIU; SIMPSON, 1997; ITO et al., 2000; HU et al., 2001).
Entretanto, SF-1 ndo parece ser fosforilado diretamente pela via AMPc/proteina
quinase A (AMPc/PKA), mas pela proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK)
em um unico residuo de serina (S203) situado na grande regido da dobradica (hinge)
central, entre o dominio de ligagdo ao DNA (DBD) e dominio de ligacdo ao ligante
(LBD) (LUND et al., 1997, HAMMER et al., 1999) (figura 7). A ativagdo da via

MAPK modula a atividade transcricional de SF-1, aumentando o recrutamento de
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cofatores, promovendo assim uma forma de regulacdo da atividade de SF-1
independente de ligante (HAMMER et al., 1999). Nos dltimos anos, evidéncias tém
relacionado diretamente AMPc/PKA e Ras-Raf-MEK-ERK/MAPK, via ativacdao de
pequenas GTPases relacionadas a Ras (LIEBMANN, 2001; ROBINSON-RECHAVI
et al., 2001), argumentando a favor da hipdtese de que uma sinalizacao do receptor de
hormonio peptideo pode modular a atividade SF-1 via fosforilagdo Erk2-simile. De
fato, pelo menos duas vias de peptideos hormonais (hormoénio que libera
gonadotropina e hormonio adrenocorticotropico) que sinalizam eventos upstream de
SF-1 s@o mediadas por MAPK (LENG et al., 1993; REISS et al., 1997).

Além da fosforilagdao de S203, estudos com delecdo de SF-1 tém mapeado um
dominio da func¢do de ativacdo préximo a dobradica e a regido N-terminal do LBD
(residuos 185 a 260), que se sobrepde ao sitio de fosforilagio via MAPK
(CRAWFORD, 1998; HAMMER et al., 1999). Esse dominio da ativa¢ao (denominado
regido de ativacdo proximal) junto ao cldssico dominio de ativacdo da funcao 2 (AF2),
localizado na regido C-terminal de LBD, é requerido para amplificar a atividade
coativadora de SF-1 (CRAWFORD, 1998; JACOB; LUND, 1998; LI et al., 1999; ITO
et al., 2000). Em determinados contextos, a regido da dobradica de SF-1 também exibe
um dominio independente do repressor (OU et al., 2001), que se assemelha bastante a
uma regido encontrada no receptor de glicorticéide, que € responsavel pela mediagdao
da repressdao de sitios diméricos (INIGUEZ-LUHI; PEARCE, 2000). A grande
proximidade entre um dominio da ativacdo e um sitio de MAPK em SF-1, pode
também ser encontrada em outros receptores nucleares dependentes de ligantes em que
os sitios AF1 e MAPK estdo localizados na regido N-terminal do dominio A/B. Para
esses receptores nucleares, a fosforilagdo esta envolvida no processo de modulagcio de
ambas as atividades: dependente e independente de ligantes (WEIGEL, 1996;
KUMAR E THOMPSON, 1999; SHAO AND LAZAR, 1999).

Outras mutagdes no gene SF-1 estdo sendo estudadas com o intuito de se
compreender melhor o papel de cada dominio da proteina, bem como os mecanismos

de sua atuagdo sobre os genes alvos.
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No caso de SF-1 e vdérios outros receptores nucleares como DAX1 que sdo
receptores Orfaos, sem ligantes conhecidos. No entanto, recentemente, Vvarios
laboratérios demonstraram que SF-1 é capaz de se ligar a fosfatidilcolina (FC),
fosfatidiletanolamina (FE), fosfatidilglicerol (FG) e provavelmente a fosfatidilinositol
fosfato (FIF) (KRYLOVA et al., 2005; LI et al., 2005; ORTLUND et al.2005).
Anélises de cristalografia revelaram inesperada densidade de elétrons dentro dos
bolsos do LBL de SF-1. Posteriormente, estudos estruturais e de espectometria de
massa confirmaram, de forma convincente, que SF-1 se liga a FC e/ou a FE quando
expresso em bactérias.

LI et al. (2005) mostraram que SF-1 se liga a FC e a FE com alta afinidade e
que essa ligacdo promove o recrutamento de peptideos co-fatores in vitro. Assim, se
pode responder a questdo sobre a funcionalidade desses ligantes. Eles ndo somente sdao
funcionais, como também tornam a atividade de SF-1 dependente do tipo de
fosfolipideo que se liga a ele. Esse achado promove um novo mecanismo fisiolégico

em resposta as mudancgas metabdlicas.

FIGURA 7: SITIO DE FOSFORILACAO DE MAPK EM SF-1

SF-1 AR AF-2
] DBD [ LBD |
1 122 462
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Hinge | i

Helix1 I i

FONTE: DESCLOZEAUX et al., 2002

NOTA: A Hélix 1 de SF-1 contém um dominio de ativagao de funcdo AFI.
Acima estd esquematizado um diagrama dos principais dominios da
proteina SF-1 com a seqiiéncia de aminodcidos da hélix 1 apresentada

abaixo da figura. Estd em destaque também a posicdo do sitio de
fosforilagdo de MAPK (S203)
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A acgdo transcricional exercida por AF-2 requer a hélice H12 localizada na
porcdo C-terminal do LBD, haja vista o fato de que mutagGes nessa seqiiéncia
eliminam a atividade de AF-2 (DANIELIAN et al. 1992; BARETTINO et al. 1994;
DURAND et al. 1994; TONE et al. 1994; COLLINGWOOD et al. 1997; HENTTU et
al. 1997; JURUTKA et al. 1997; MASUYAMA et al. 1997; SAATCIOGLU et al.
1997; FENG et al. 1998). Ensaios ligando H12 ao dominio de ligacdo ao DNA Gal-4
relatam a ativacdo da transcri¢do, sugerindo que H12 sozinho corresponde a AF-2
(BARETTINO et al. 1994; DURAND et al. 1994; MASUYAMA et al. 1997,
SAATCIOGLU et al. 1997). No entanto, mutagdes pontuais em HI2 levaram a
diferentes efeitos na ativacdo de Gal-4 (SAATCIOGLU et al. 1997). Posteriormente,
outros estudos foram realizados e chegou-se a conclusdao que AF-2 corresponde ndo
somente a hélice H12, mas a toda superficie de coativacio (BOURGUET et al. 1995;
RENAUD et al. 1995; WAGNER et al. 1995; MORAS; GRONEMEYER 1998;
HENTTU et al. 1997; FENG et al. 1998; NORRIS et al. 1998).

Receptores nucleares dependentes de ligantes ativam a transcricdo de seus
genes alvos por meio da interagdo com coativadores e/ou correpressores que interagem
com os receptores e a maquinaria de transcri¢do. SF-1 apresenta o dominio de ativacao
AF-2 (figura 8) contendo uma regido altamente conservada LLXXL, que € necessaria,
mas ndo suficiente para desencadear a transativacdo exercida por SF-1 (CRAWFORD
et al., 1997; ITO et al., 1998; LI et al., 1998; LI et al., 1999), a qual depende também
de duas regides da proteina, a regido FP (regido funcional contendo “Ftz-F1 box’ e a
regido rica em prolina) (LI er al., 1999) (figura 8) e o dominio de ativagdo proximal
(CRAWFORD et al., 1997, HAMMER et al., 1999). Mutacdes em AF-2 de SF-1
apresentam caracteristicas negativas dominantes com relacdo a ativagao do promotor
de CYP17 pela PKA em células Y1 (adrenocorticais de camundongo). Fato esse que
pode sugerir uma implicagdo de AF-2 na transdugdo de sinais na via AMPc. (JACOB;

LUND, 1998; VAL et al., 2003).
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FIGURA 8: DOMINIOS FUNCIONALIS DE SF-1
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FONTE: VAL et al., 2003

NOTA: Zn I e Zn II: anéis de zinco do DBD; Ftz-F-1: “Ftz-F1 box™; NLS: sinal de localizacdo
nuclear; P: regido rica em prolina; FP: regido funcional contendo “Ftz-F1 box’ e a
regido rica em prolina; pAF: funcdo de ativagdo préxima; pRD: regido de repressio
proximal; H1: hélice 1 de LBD; dRD: dominio de repressdo distal; AF-2 AH: ativacdo
da funcdo 2 e ativagdo de hemimero; S203* serina na posi¢do 203, implicada na
fosforilagdo de SF-1 por MAPK. Sdo mostrados também fatores de transcricio que
interagem com SF-1 o que permite uma delimitacdo funcional dos dominios.

2.3 CELULAS H295R

Em 1980, foi diagnosticado carcinoma adrenocortical em uma mulher de 48
anos de idade. As células desse tumor foram cultivadas in vitro e, posteriormente
deram origem a linhagem celular H295 (NCI-H295), cujo crescimento se dd em
suspensao e o tempo de duplicacio € de 5 dias (GAZDAR et al., 1990).

STAELS et al. (1993) demonstraram que as células H295 expressam a maioria
das enzimas necessdrias a esteroidogénese adrenocortical, € que os genes que
codificam essas enzimas respondem a estimulacdo pela mesma via de segundo
mensageiro de maneira similar as células adrenais humanas. As células H295,
portanto, se apresentam como bom modelo para se estudar a regulacdo esteroidogénica

da adrenal humana.
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As condi¢des de cultivo da linhagem H295 foram se modificando, a fim de
selecionar as células que crescessem aderidas a superficie e que apresentassem um
menor ciclo celular. Estabeleceu-se entdo a linhagem celular H295R (ATCC CRL-
2128), que apresenta algumas vantagens em relacdo a H295, como menor custo para
cultivo, crescimento em monocamadas e tempo de duplicacio de 2 dias.

Em andlise por cromatografia gasosa foram identificados os esterdides
produzidos pelas células H295R e verificou-se que, aparentemente, elas produzem
todas as enzimas presentes no tumor original, incluindo CYP11A, HSD3B2, CYP11 B
1, CYP21, CYP17, CYP11p2, HSD3B, e baixos niveis de CYP19 (aromatase)
(GAZDAR et al., 1990). Portanto, conclui-se que as células H295R podem sintetizar

hormonios das trés zonas adrenocorticais.

2.4 FOSFATASE ALCALINA PLACENTARIA

2.4.1 Proteinas ancoradas por glicofosfatidilinositol

Muitas proteinas constitutivas celulares de eucariotos, desde fungos e
protozodrios até plantas e mamiferos, estdo ancoradas a superficie externa da
membrana plasmatica por meio de um grupamento glicofosfatidilinositol (GPI)
(McCONVILLE, FERGUSON, 1993; HOOPER, 1997; FERGUSON, 1999; ZHOU et
al., 2001). As proteinas ancoradas por GPI exercem ampla variedade de fun¢des como
adesdo celular, antigenicidade, receptores de membrana e enzimas hidroliticas (5’-
nucleotidase, acetilcolinesterase, dipeptidase e fosfatase alcalina) (EISENHABER et
al., 2001).

O grupamento GPI parece conferir algumas importantes propriedades as
proteinas por ele ancoradas. Dentre essas propriedades inclui-se a liberagdo da
membrana por fosfolipases C e D bacterianas (tanto enddgenas quanto exdgenas),
permitindo a existéncia da proteina na circulacdo sem GPI (GRIFFITH et al., 1991;

HUANG et al., 1991; METZ et al., 1994; MOVAHEDI, HOOPER, 1997). LISANT et



32

al. (1988) descreveram o papel deste grupamento no enderecamento de proteinas para
as regides apicais da superficie celular, permitindo as proteinas maior mobilidade na
membrana plasmdtica (NODA et al., 1997).

A presenca de GPI também direciona a proteina para os rafts de lipidios
(microdominios ricos em colesterol e esfingolipidios) que se suspeita serem
constituintes da membrana plasmatica de células eucariotas (SIMONS, IKONEN,
1997; BROWN, LONDON, 2000). SCHROEDER et al. (1994) sugerem que ocorram
interacdes entre as longas cadeias acilas de GPI com colesterol e esfingolipidio,
justificando assim a presenca das proteinas ancoradas por GPI nestes raffts.

As proteinas ancoradas a membrana por meio do grupamento GPI podem ser
exclusivamente extracelulares, como PLAP, transmembranas ou ainda possuirem um
dominio intracelular. Algumas GPI transmembranas apresentam funcdes relacionadas
a receptores e, embora algumas percam sua porcdo transmembrana e
intracitoplasmdtica, a interacdo com estruturas presentes no citoplasma se mantém

(MAKIYA; STIGBRAND, 1992a).

2.4.2 Fosfatases alcalinas

As fosfatases alcalinas catalisam a hidrélise de fosfomonoésteres com
liberacao de fosfato inorganico e alcool (SCHWARTZ; LIPMANN, 1961). As fun¢des
das fosfatases alcalinas ainda ndo foram bem elucidadas. No entanto, suspeita-se que
exista uma relacdo entre a presenca de fosfatases alcalinas e processos de transporte
celular, haja vista a presenca dessas enzimas em células de 6rgaos em que a fungdo de
transporte é importante, como placenta, rins e intestino (McCOMB et al., 1979).

As quatro isoformas de fosfatase alcalina (monoéster ortofosférico
fosfohidrolase, E.C.3.1.3.1) j4 descritas diferem entre si na estrutura, funcao,
localizagio (MILLAN; FISHMAN, 1995) e quanto ao reconhecimento antigénico
(KOSMAS et al., 1988; HAMILTON-DUTOIT et al., 1990).

Essas isoenzimas sdo nomeadas de acordo com o tecido em que sdo expressas

normalmente. Em humanos, trés dessas isoenzimas sdao chamadas tecido-especificas:
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placentaria (PLAP), intestinal e de linhagens celulares germinativas. Existe entre elas
homologia de 90-98%, e seus genes encontram-se agrupados no cromossomo 2,
bandas q34-q37. O quarto tipo de fosfatase alcalina ndo € especifico de um tecido e
pode ser expresso em tecido dsseo, hepatico e renal. Essa isoenzima possui 50% de
homologia com as outras trés fosfatases e se localiza no cromossomo 1, bandas p36.1-
p34 (MILLAN er al, 1982; MILLAN, 1988; HARRIS, 1989; MILLAN, 1992;
NOURLI, et al., 2000). Em adultos sadios, aproximadamente 1% da atividade de
fosfatase alcalina presente na circulagdo sangiiinea € atribuida a PLAP (HIRANO et

al., 1987).

2.4.3 Fostfatase alcalina placentaria

2.4.3.1 Caracteristicas gerais

PLAP humana € uma proteina localizada na superficie externa da
membrana celular (McCOMB et al, 1979; TOKUMITSU et al, 1981;
JEMMERSON et al, 1985), porém também pode ser encontrada no soro,
fluidos e em certos tecidos de individuos normais ou pacientes com
alguns tipos tumorais (SHINODA et al., 1988; KANG et al., 1989; KOYAMA et al.,
1989)

PLAP € expressa normalmente pelas células das microvilosidades
do sinciciotrofoblasto a partir da décima segunda semana de gestacdo
(MESSER, 1967; FISHMAN et al, 1976). Essa enzima representa uma
porcdo  significativa da  proteina total presente na membrana do
trofoblasto em placentas a termo (DOELLGAST; BENIRSCHKE, 1979; JOHNSON et
al., 1981).

MAKIYA E STIGBRAND (1992a) assim como outros pesquisadores
sugerem que PLAP estd envolvida na transferéncia materno-fetal de imunoglobulina
(Ig) G através da placenta (MAKIYA; STIGBRAND, 1992a; MAKIYA;
STIGBRAND, 1992b; STEFANER et al, 1997). Outra funcdo dessa enzima
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seria a participacdo no processo de divisdo celular (CHAN; STINSON, 1986;
TELFER; GREEN, 1993a; DABARE et al, 2000; SHE er al, 2000) em
células normais e em células tumorais (GREEN, 1993b; CHAN; STINSON, 1986;
DABARE et al, 2000; SHE, et al, 2000). Essa hipotese deve-se talvez a
atividade fosfatase contra proteinas fosforiladas (TELFER; GREEN, 1993b;
BUTIKOFER et al., 1999).

As duas principais formas de PLAP sdo expressas pela placenta de acordo
com o tempo de gestacdo. Aquela que se encontra na placenta durante as
primeiras semanas de gestacdo € conhecida como PLAP-simile ou isoenzima
Nagao (NAKAYAMA et al., 1970). A partir da décima segunda semana de gestagcdo
comeca a ser expressa um outro tipo de fosfatase alcalina denominada PLAP.
Em tecidos normais PLAP e PLAP-simile sdo expressas, predominantemente, nos
pulmoes, cérvix, mamas (GOLDESTEIN et al., 1982b; McLAUGHLIN et al., 1984b)
e no timo e testiculos (GOLDESTEIN 1982a, MILLAN et al., 1982; MCLAUGHLIN
et al, 1984b), respectivamente. Ambas enzimas s30 expressas em
endométrios normais (NOZAWA et al., 1984) e podem estar elevadas em pacientes
com cancer.

PLAP-simile se diferencia de PLAP por migrar com menor velocidade em gel,
apresentar maior inibi¢do na presenca de L-leucina (DOELLGAST; FISHMAN, 1976)
e mostrar reatividade a certos anticorpos (McLAUGHLIN; JOHNSON, 1984a). E mais
freqlientemente expressa em tumores de linhagens germinativas e em cancer de ovario,
servindo como marcador tumoral em pacientes com estes tipos tumorais
(STIGBRAND; FISHMAN, 1984a).

Em razdo da grande homologia (98%) entre PLAP e a isoenzima
derivada das células germinativas, € dificil distingui-las somente pelos
métodos tradicionais de andlise de proteinas. OTTO et al. (1995) separaram-nas
utilizando métodos de purificacdo por cromatografia seguido de eletroforese

bidimensional.
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2.4.3.2 Caracteristicas estruturais

LEHTO E SHAROM (2002) demonstraram que PLAP se localiza
muito proxima a regido interfacial da bicamada lipidica. Nesse mesmo
estudo verificou-se que sua conformacdo, possivelmente “flop down” (figura 9),
possibilita modulac@o da enzima pela membrana celular.

PLAP ¢ uma proteina modificada pds-transcricionalmente assim como
outras fosfatases de mamiferos. Dentre essas alteracdes incluem-se dois sitios
de N-glicosilagio e um sitio para anexar-se a membrana com presenca de
GPI (LE DU et al., 2001). E uma enzima alostérica e inibida nao-competitivamente
por alguns aminoécidos: L-fenilalanina, L-triptofano, L-leucina (HOYLAERTS et al,
1982; HUMMER; MILLAN, 1991; WATANABE er al, 1991). Também ¢
estdvel ao calor e hidrolisada por neuramidase. Todas essas caracteristicas sdo
uteis para distinguir PLAP das demais fosfatases alcalinas (FISHMAN, 1974;
STINGBRAND; FISHMAN, 1984a; VENGEROV et al., 1988). Todavia, foi
relatada recentemente a existéncia, no linfoma de Hodgkin (DAMLE et al., 1979) e em
pacientes com cancer coloretal (HARMENBERG et al., 1989), de uma variante de
PLAP que € sensivel ao calor.

Estudos cristalograficos em raio-X da estrutura de PLAP revelaram resolucao
de 1,8 A (LE DU er al.,, 2001). Confirmaram também algumas evidéncias de que
PLAP se constitui em um homodimero (DURBIN et al., 1988) (figura 9) e identifica
varios residuos que podem contribuir para sua propriedade alostérica (LE DU et al.,
2001).

Uma grande por¢cao C-terminal, residuos 480-513, e o grupamento GPI, que
estariam ligados ao residuo aspartato carboxi-terminal (C-terminal) (REDMAN et al.,
1984), ndo foram observados na estrutura de raio-X. Este resultado indica alto grau de

flexibilidade da regido C-terminal (LEHTO 2002).
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FIGURA 9 - MODELO DOS DIMEROS DE PLAP EM RELACAO A BICAMADA
LIPIDICA
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FONTE: LEHTO; SHAROM, 2002

NOTA: (A) Modelo da estrutura cristalografica do dimero de PLAP, mostrando os
dois ancoramentos GPI em conformagao extendida (modelo lollipop), em que
o centro da proteina se encontra afastado da superficie. (B) Modelo mais
provével do posicionamento de PLAP em relagdo a bicamada lipidica em
conformagao flop down na qual os dimeros se posicionam bem préximos a
membrana da célula, proporciondo contato direto com a bicamada lipidica.
Nesse udltimo modelo a atividade de PLAP pode ser modulada por essa
bicamada.

A estrutura dimérica apresentada por LE DU et al. (2001) mostra que
a por¢ao N-terminal de um mondmero, se localiza muito mais proxima da regido C-
terminal do outro mondmero do que da regido C-terminal dessa mesma sub-unidade.
Estes dados sdo coerentes com a conformacdo de PLAP proxima a membrana com
cada monOmero muito préximo a bicamada lipidica (LEHTO; SHAROM, 2002)
(figura 4)

O peso molecular de cada mondmero da proteina PLAP encontra-se entre 58
KDa e 74 KDa (GOTTLIEB; SUSSMAN, 1968; STIGBRAND; FISHMAN, 1984b;
EZRA et al., 1983; ITO; CHOU, 1983; NOURI et al., 2000; ERIKSSON et al., 2001;
LE DU et al., 2001; LETHO; SHAROM, 2002). ERIKSSON et al. (2001) por meio de

eletroforese por capilar descrevem essa microheterogeneidade no peso molecular de
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PLAP, podendo ser explicada pela existéncia de varias glicoformas e/ou oligbmeros da

enzima.

2.4.3.3 Gene PLAP

A isoenzima Regan, primeira PLAP encontrada em células tumorais
apresentava as mesmas caracteristicas imunoldgicas, eletroforéticas e enzimaticas que
a fosfatase alcalina originalmente expressa na placenta apds a 12 semana de gestacdo
(DE GROOTE et al., 1983). Este fato sugere que PLAP tumoral ¢ um produto do
mesmo gene que codifica essa proteina placentdria normal. Portanto, a expressdo
dessa isoenzima em tumores €, provavelmente, resultado da desrepressdo do gene
PLAP normal, e ndo a expressao de um gene especifico do tumor (LOWE; STRAUSS,
1990).

Cada subunidade de PLAP madura se constitui em um peptideo glicosilado de
513 aminodcidos (KAM et al., 1985; HENTHORN et al., 1986; MILLAN, 1986). O
precursor possui um peptideo sinalizador com aproximadamente 22 residuos que é
clivado durante o processamento da enzima (ITO; CHOU, 1983). O gene que codifica
este peptideo sinalizador estd no exon 1 e o que codifica o dominio de ancoramento
GPI, no exon 11 (KNOLL et al., 1988).

PLAP ¢é codificada pelo gene ALP-I, membro de uma pequena
familia de genes localizados no brago longo do cromossomo 2 (MARTIN et al., 1987).
Nessa familia estdo incluidos os genes que codificam a fosfatase alcalina intestinal e
PLAP-simile (ALP-2) (KNOLL et al., 1987). O gene que codifica PLAP, que ndo ¢é
especifica de um tecido, estd no cromossomo 1 (SWALLOW et al., 1986). A evolugdo
dessa familia génica tem, provavelmente, envolvimento de uma duplicacdo de um
gene primordial de uma fosfatase alcalina (figado, rim e ossos) para a geracdo da
fosfatase alcalina intestinal. Novas duplicacdes deram origem aos genes ALP-1 e 2
(HARRIS, 1982).

Somente homens e simios superiores possuem fosfatase alcalina especifica da

placenta, os demais mamiferos expressam nas células da placenta o tipo de fosfatase
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alcalina ndo especifica (figado, rim e ossos). Em contraste, todos os mamiferos
possuem a fosfatase alcalina especifica do intestino e o tipo ndo especifico, ambas
muito semelhantes as isoenzimas humanas (DOELLGAST; BENIRSCHKE, 1979;
GOLDSTEIN; HARRIS, 1979; GOLDSTEIN et al., 1980; GOLDSTEIN et al., 1982a;
HARRIS, 1982; DOELLGAST, 1984). PLAP apresenta polimorfismo, com trés
variantes comuns e, pelo menos, 15 alelos raros (ROBSON; HARRIS, 1965;
ROBSON; HARRIS, 1967; HARRIS et al., 1974; STINGBRAND et al., 1983).

2.4.3.4 PLAP solivel nao tumoral

A liberagdo de PLAP da membrana pode ocorrer por meio da a¢do enzimética
de fosfolipase C especifica para fosfatidilinositol (SLEIN; LOGAN, 1965; IKEZAWA
et al., 1976; LOW; FINEAN, 1977; YUSUFI et al, 1983). JEMMERSON E
STIGBRAND (1984a) relatam a possibilidade de outro tipo de liberacdo de PLAP para
o meio pela acdo da tripsina. Essa enzima faz com que a proteina nativa seja clivada
por meio de um unico sitio ativo, reduzindo seu peso molecular em 10 KDa. No
entanto essa clivagem nao afeta a atividade catalitica da fosfatase. A enzima bromelina
também € capaz de liberar PLAP da membrana celular, porém ao retirar um fragmento
de 2 KDa da regido C-terminal faz com que a fosfatase perca sua atividade catalitica
(JEMMERSON; STIGBRAND, 1984b).

NEUWALD E BROOKS (1981) a fim de estudar PLAP em células de
coriocarcinoma submeteram-nas ao tratamento com tripsina. Percebeu-se que a
proteina  se tornara menos hidrofébica e com maior velocidade de migragdo
eletroforética. O peso molecular de PLAP em células ndo tratadas foi de,
aproximadamente 70 KDa ao passo que, apds o tratamento com tripsina 0 peso passou
a ser 68 KDa. Portanto, a perda de hidrofobicidade e reducdo de cerca de 2 KDa no
peso molecular da proteina permitiu uma similaridade com a PLAP sérica. Esta
observacdo sugere que a forma soldvel de PLAP, encontrada no soro de pacientes,
resulta de uma liberacdo da membrana celular em razdo da agdo proteolitica e ndo por

processo secretorio.
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Relatou-se a existéncia de um tipo de PLAP que migrava mais lentamente em
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)
(GHOSH; FISHMAN, 1968; BERATIS et al., 1971; DOELLGAST et al., 1977) e
associou-se este achado a presenca de dimeros soliveis de PLAP (NEUWALD;
BROOKS, 1981). Segundo BERATIS ef al. (1971) essa forma mais lenta pode ser
convertida em outra mais rdpida por autélise da amostra de placenta, por meio de
aquecimento a 37° C por longo periodo de tempo.

LEHTO E SHAROM (2002) purificaram PLAP a partir de amostras de
membrana plasmatica de microssomas placentérios, utilizando um método de extragcao
em que se preservava a porcdo GPI da proteina. Os resultados nas andlises de SDS-
PAGE mostram a presenca de uma banda de aproximadamente 74 KDa.

Uma pequena quantidade de PLAP alcanga o sangue materno, seja devido a
liberacdo direta pelas células, seja pelas microvilosidades sinciciotrofoblésticas que
entram em contato com as veias uterinas (JOHNSON et al.,, 1981). Os niveis
sangiiineos de PLAP em mulheres gravidas se elevam progressivamente apds o
primeiro trimestre de gravidez até o parto (FISHMAN et al., 1968a; SUSSMAN et al.,
1968; JACOB; BAGSHAWE, 1972).

MCLAUGHLIN et al. (1983) estudaram 208 mulheres gravidas e verificaram
ampla variacdo nos niveis plasmaticos de PLAP em todas as idades gestacionais,
embora houvesse aumento na média dos valores a medida que se aproximava do parto.

Os niveis séricos de PLAP-simile se encontram elevados em fumantes
(MASLOW et al., 1983; TONIK et al, 1983; MCLAUGHLIN et al., 1984c). No
entanto, em mulheres que ndo estio gravidas e individuos ndo-fumantes, a atividade de
PLAP € muito baixa, representando menos que 1% da atividade total de fosfatase
alcalina (TONIK et al., 1983; MUESCH et al., 1986).

WILLIAMS et al. (1986) demonstraram que a principal fonte de PLAP-simile
no soro de pacientes fumantes de cigarro sdo as c€lulas pulmonares. A liberacdo da
enzima deve-se aos danos causados nos pneumdcitos, seja pelas substincias quimicas
presentes nos cigarros ou, indiretamente, por meio da agdo sist€émica dos metabdlicos

da nicotina. O ato de fumar parece estimular a liberacdo da enzima mais que sua
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sintese e a quantidade de PLAP-simile detectdvel no tecido pulmonar é similar em
fumantes e ndo-fumantes.

A liberacao de PLAP ¢ seletiva, haja vista a deteccdo apenas de PLAP-simile
no soro de fumantes (MCLAUGHLIN et al., 1984c). No entanto, o tecido pulmonar
contém também quantidades substanciais de PLAP. Este fato pode sugerir diferenca na
distribuicdo celular de PLAP e PLAP-simile dentro do pulmao ou uma possivel
modificacao estrutural de PLAP pulmonar ao ser liberada para a circulagdo sangiiinea

como PLAP-simile (WILLIAMS et al., 1986).

2.4.3.5 PLAP como marcador tumoral

O processo de transformacdo neoplasica celular pode levar a expressdo de
proteina(s) especifica(s) daquele tumor, ou a elevacdo no nivel de expressdo de
determinada proteina quando comparado ao tecido normal. As células transformadas
podem expressar antigenos normalmente presentes durante as fases embriogénica e
fetal NORGAARD-PEDERSEN et al., 1984). Como exemplo tem-se a o-fetoproteina
presente no saco amnidtico (GITLIN er al, 1967) e detectavel em tumores que se
originam deste tecido (TSUCHIDA et al., 1975) e em hepatoma e teratocarcinoma
humanos ou experimentais (ABELEV et al., 1971). Outro exemplo de antigeno
oncoembriogénico é a gonadotrofina coridnica humana que é produzida em células de
coriocarcinoma, mas também em neoplasmas sem origem trofobldsticas, como cancer
pulmonar e seminomas. (BRAUNSTEIN et al., 1973).

Algumas fosfatases alcalinas sdo expressas, abundantemente, em células de
certos tumores. PLAP ¢é freqiientemente expressa em células tumorais de origem

trofoblastica ou nao (FISHMAN, 1987).
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FISHMAN et al. (1968b) foram os primeiros a estabelecerem a relagdo entre
PLAP e a presenca de tumores. Neste estudo, os niveis elevados de PLAP (isoenzima
Regan) foram associados ao carcinoma broncogénico. Desde entdo, varios estudos tém
confirmado a produgdo ectdpica dessa isoenzima por varios tumores, como carcinoma
broncogénico (DEBORE; POLLET, 1988), cancer coloretal (POLLET et al., 1985),
tumores do trato gastrointestinal (NATANSON; FISHMAN, 1971; JACOB;
BAGSHAWE, 1972; LOOSE et al., 1984), de ovarios e de testiculos (MCDICKEN et
al., 1965; NATANSON; FISHMAN, 1971; EERDEKENS et al., 1985; POLLET et
al., 1985; BRIERS er al., 1986; BROE et al, 1986), de células hematopoéticas
(DAMLE et al.,, 1979), de pancreas (NATHANSON; FISHMAN et al., 1971), da
glandula adrenal (NATHANSON; FISHMAN et al., 1971) e de tumor adrenocortical
infantil (RODRIGUES, 2004).

Alguns resultados encontrados indicam que PLAP pode ser empregada como
marcador de diferenciacdo, pois em algumas linhagens celulares de seminomas, quanto
maior o grau de diferenciagdo, maior o nivel de expressio de PLAP (TELFER;
GREEN, 1993a; NOURI et al., 2000). Este fato explicaria as diferencas na resposta
clinica ao tratamento de alguns tipos de tumores de testiculos (OLIVER, 1998;
NOURI et al., 2000).

Sensibilidade de 51% de PLAP para seminoma foi demonstrada por
KOSHIDA et al. (1996). Neste estudo, ndo houve diferencga significativa entre a taxa
de deteccdo positiva ou nivel do marcador entre o grupo de fumantes e o de ndo-
fumantes. A taxa de falsos-positivos encontrada para PLAP foi de 1,8%, valor
compardvel aqueles encontrados quando se utilizam os marcadores tumorais ndo
influenciados pelo hébito de fumar.

Embora PLAP esteja presente em vdarios tecidos tumorais, em alguns pacientes
com cancer de ovdrio ela ndo foi detectada no soro, especialmente nos estagios iniciais
da doenca (MANO et al., 1986). Entretanto, nesse mesmo estudo foi demonstrada a
elevacdo nos niveis séricos de PLAP de uma paciente com antecedéncia de dois anos

ao diagnostico.
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LOWE E STRAUSS (1990) relataram a existéncia de isoenzima Nagao em
pacientes com coriocarcinoma. No entanto, diferente do que se encontra
freqlientemente em pacientes com seminoma, essa enzima nao foi detectada no soro.
As possiveis explicacdes para este achado sdo: (1) a ndo expressdo nas células de
coriocarcinoma de uma fosfolipase para clivar especificamente o grupamento GPI
dessa 1soenzima; (2) menor disponibilidade da isoenzima para a acdo da fosfolipase;
(3) a fracdo PLAP solivel seria produto de outro gene ou o resultado do splicing
alternativo do acido ribonucleico (RNA) (FERGUNSON; WILLIAMS, 1988).

STINGHEN et al. (2006) desenvolveram dois imunoensaios para detec¢do da
atividade catalitica (ICA) da hPLAP/PLAP-simile com anticorpos anti-hPLAP
produzidos em ovelha. Nesse estudo, foi verificado que as atividades de PLAP/PLAP-
simile nas amostras de soro da paciente com carcinoma embriondrio de ovdrio
diminuiu com a reducdo do tamanho da massa tumoral no primeiro ciclo de
antineoplésicos. Os resultados obtidos por STINGHEN et al. (2006) permitem concluir
que ha alguns tipos de tumores que podem ser precocemente detectados usando soro

ou amostras de tecido.

2.4.3.6 Imunoensaios para determinacdo da PLAP/PLAP-simile

Anticorpos policlonais € monoclonais anti-hPLAP/PLAP-simile podem ser
produzidos pela imunizacdao de animais com hPLAP purificada, extraida de placenta
humana. Anticorpos policlonais obtidos através da imunizacdo de animais tém
afinidade com diferentes epitopos da PLAP/PLAP-simile, e podem ocasionalmente
reagir com [AP. A reagdo cruzada com IAP pode ser evitada por meio da purificacao
(1) por cromatografia de afinidade com coluna de Sepharose® ligada a IAP (que retém
anticorpos inespecificos) ou Sepharose® ligada a peptideo sintético correspondente a
um epitopo especifico da hPLAP, conferindo comportamento de anticorpo monoclonal

(MOURA et al., 2004), ou (2) pela inativacdo das isoformas IAP (e TNAP) pelo calor,
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antes de se determinar a atividade catalitica da PLAP/PLAP-simile (MALKIN et al.,
1978; MILLAN; STIGBRAND, 1981).

PLAP e PLAP-simile sdo enzimas termoestaveis, cuja atividade catalitica pode
ser mensurada em soro ou tecido pelo método bioquimico, apds inativacdo das
isoformas IAP e TNAP pelo aquecimento das amostras a 65°C por 10 minutos
(MALKIN et al., 1978).

Os imunoensaios com anticorpos policlonais € monoclonais sdo mais sensiveis
e especificos que a quantificacdo de ALPs apds inativacdo pelo calor. PLAP/PLAP-
simile podem ser detectadas e quantificadas pelo método de Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) (ENGVALL; PERLMAN, 1971; ENGVALL, 1980),
radioimunoensaio (RIE) competitivo (MANO et al., 1986), ensaio imunorradiométrico
(IRMA) (VERGOTE et al., 1992) e imunoensaios que medem a atividade catalitica
(ICA) (NOZAWA et al., 1989).

Nos imunoensaios ELISA e IRMA, a concentracdo antigénica da
PLAP/PLAP-simile € realizada pelo principio sanduiche. Um anticorpo primério anti-
hPLAP fixado em fase solida (microplacas ou tubos de poliestireno), reage com a
enzima. Apds lavagem para retirar o excesso de amostra nido ligada, um segundo
anticorpo marcado (conjugado) com enzima (ELISA) ou com substancia radioativa
(IRMA) ¢ adicionado, formando um imunocomplexo anticorpo primdrio-
hPLAP/PLAP-simile conjugado.

A leitura é realizada apds a lavagem para retirar o excesso de conjugado e a
amostra € analisada em contador gama (IRMA) ou, para o ELISA, um substrato para a
enzima do conjugado € adicionado juntamente com um cromégeno, formando um
produto final colorido que ¢ mensurado em leitora de microplacas com filtro
especifico. No RIE competitivo, a amostra é adicionada simultaneamente com o
conjugado (hPLAP marcada com substincia radioativa) e ambas competem pelo
anticorpo primério ligado a fase solida. Apds lavagem para retirar excesso de amostra
e conjugado ndo ligado, € realizada leitura em contador gama.

Nos imunoensaios ICA, anticorpos anti-hPLAP fixados em fase solida

(microplaca de poliestireno) reagem com PLAP/PLAP-simile presente na amostra, e
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apOs lavagem para retirada do excesso de amostra ndo ligada, o substrato p-
nitrofenilfosfato (em pH alcalino) € adicionado e a cor do produto final da atividade
catalitica (p-nitrofenol) é mensurada em leitora de microplacas. Esse método tem
sensibilidade de 0,1 U/l (McLAUGHLIN; GEE; JOHNSON, 1983; NOZAWA et al.,
1989), boa reprodutibilidade, com coeficientes de variacdo intra e inter-ensaio
inferiores a 10% (McLAUGHLIN; GEE; JOHNSON, 1983; HAIJE et al., 1987; DE
BROE; POLLET, 1988; FISKEN et al., 1989) e faixa de linearidade de 0 a 20 U/l
(McLAUGHLIN; GEE; JOHNSON, 1983).

2.5 RNA interferente

Os niveis de expressdo alterados de certos genes exercem um papel
fundamental em muitas condicdes patoldgicas. Por exemplo, em varios canceres a
expressdo aumentada de certos fatores de crescimento ou receptores desses fatores, ou
a expressao diminuida de reguladores intracelulares de vias de traducdo de sinais,
representam elementos importantes no processo de transformacdo maligna e na
progressdo de células normais a células tumorais. Por conseqii€éncia, ocorre
proliferacdo descontrolada e redugdo na apoptose. Esses processos podem resultar em
estimulacdo local ou a distancia e novas estratégias terapéuticas devem ter como
objetivo reverter esses efeitos, ou seja, inibir ou estimular certas proteinas (AIGNER,
2006).

A primeira metodologia utilizada para inibir a expressdo gé€nica foi baseada
nos oligonucleotideos antisense no final da década de 70 (STEPHENSON;
ZAMECNIK, 1978; ZAMECNIK; STEPHENSON, 1978). Apds sua introducdo na
célula, esses oligonucleotideos sdo capazes de se hibridizar com o RNA alvo levando a
sua degradacdo (pela acao da RNase H), a inibicao da tradu¢dao do RNAm alvo devido

a impedimento estérico ou conformacional e/ou inibi¢do de splicing correto.
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No inicio da década de 80, a descoberta das ribozimas, que ativam
cataliticamente a degradacdo de RNAm alvo de forma especifica, veio ampliar as
estratégias de silenciamento génico (CECH et al., 1981; KRUGER et al., 1982;
GUERRIER-TAKADA et al., 1983). Posteriormente, esses dois métodos foram
exaustivamente estudados e foi desenvolvida, entdo, uma ferramenta mais eficaz de
repressdo génica, bem como sua “entrega” in vitro e in vivo, denominado antisense-

ODN/ribozima.

Mais recentemente, outra estratégia natural de silenciamento génico foi
descoberta, o RNA interferente (RNAi). O termo RNAI surgiu apds a descoberta que a
injecdo de RNA de dupla fita (double-stranded - dSRNA) em nematodo Caenorhabtis
elegans promovia o silenciamento especifico de genes cujas seqiiéncias eram
homodlogas aquela do dsRNA (FIRE et al, 1998). Posteriormente a descoberta do
RNAi em C. elegans, também verificou-se sua presenca em insetos (KENNERDELL,;
CARTHEW, 1998), sapos (OELGESCHLAGER et al., 2000) e em outros animais
como camundongos (SVOBODA er al., 2000; WIANNY; ZERNICKA-GOETZ,
2000).

A funcao natural do RNAI1 é de supressdo, como forma de protecdo do genoma
contra a invasdo de elementos genéticos moveis, tais como transposons € virus, oS
quais produzem RNA ou dsRNA aberrantes na célula hospedeira e se tornam ativos
(JENSEN et al., 1999; KETTING et al., 1999; RATCLIFF et al., 1999; TABARA et
al., 1999; MALINSKY et al., 2000).

2.5.1 Mecanismo de a¢do

O mecanismo de silenciamento genético foi observado, inicialmente em
plantas (petunias) em 1990 por NAPOLI et al. e, mais tarde confirmado por FIRE et
al. (1998). Novas descobertas levaram ao modelo proposto por ELBASHIR et al.
(2000) para o mecanismo de acdo de RNAI inicia-se com o processamento de dSRNA

em fragmentos, predominantemente, de 21-23 nucleotideos (nt), denominados RNAs
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interferentes pequenos (short interfering RNAs — siRNAs). Extremidades 3’
overhangings de 2-3 nt, quando presentes em dsRNA, facilitam esse processamento.

Os siRNAs podem ser eficientes no estudo em mamiferos, em que longas
seqiiéncias de dsRNA podem ocasionar silenciamentos inespecificos (SLEDZ;
WILLIAMS, 2204), como a resposta de proteina quinase dependente de dsRNA
(CLEMENS, 1997).

Na figura 10 estdo representadas as principais etapas do processo do
mecanismo de acdo de siRNA. A clivagem de dsSRNA em siRNA ¢ feita pelo DICER,
um enzima multidimérica da familia das RNases III. siRNA, DICER e outras proteinas
se mantém ligados e um outro complexo é formado, o complexo protéico denominado
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), que auxiliard na orientagdo,
ligacdo e degradacgdo direta ou repressao transcricional do RNAm alvo (TANG, 2005).

Alteracoes quimicas inseridas nos siRNA sintéticos podem favorecer a
atuacdo de uma ou outra fita do siRNA (PARRISH et al., 2000).

A descoberta do uso de siRNA sintético de 21-23 nt na degradacao de RNAm
especifico, surge como uma nova ferramenta em estudos gendmicos e bioquimicos

sobre a expressdo e a fun¢do de genes de interesse.



FIGURA 10: MECANISMO DE ACAO DOS siRNAs
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lDicer,?
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FONTE: ELBASHIR et al., 2002.

NOTA: Modelo proposto para RNAi. dsRNA €& processado em siRNA de 21-23nt
de fita-dupla pela enzima DICER (RNase III) e provavelmente outros
fatores. RISC se incorpora ao siRNA, o que promoverd a degradacio do
gene alvo. Ago2 entra na formagao do RISC.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Buscando obter maiores informacdes sobre o papel de SF-1 em TACs, tanto
na tumorigénese quanto no seu desenvolvimento, o presente trabalho tem como
objetivos principais (1) verificar se existe relacdo entre o marcador embriondrio
PLAP/PLAP-simile e a proteina SF-1, cuja expressdo se encontra elevada em TACs
com a mutacdo R337H do TP53, e (2) demonstrar a importincia de SF-1 na

proliferacdo de células de tumor adrenocortical.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar o nivel de atividade de PLAP/PLAP-simile em TAC por método
imunoenzimatico

2. Verificar se existe correlacdo entre o nivel de atividade de PLAP e a elevada
expressao de SF-1 encontrada em TACsS;

3. Utilizando linhagem celular comercial de carcinoma adrenocortical (H295R),
investigar o papel de SF-1 na proliferacdo desse tumor, procedendo ao
silenciamento do gene via siRNA;

4. Confirmar a reducdo da expressdo de SF-1 em células transfectadas com
siRNA por meio de western blotting;

5. Investigar se a reducdo da proteina SF-1 altera os processos de apoptose e
proliferacdo celular, utilizando kits de detecdo fluorescente de morte celular in
situ (TUNEL) e de proliferacao in situ ( BrDU), respectivamente;

6. Construir clones estaveis mutantes H295R/TR/SF-1 (S203A, A433W e
L451/2A) a partir de um clone parental H295R/TR.

7. Verificar se as proteinas SF-1 mutantes exercem o mesmo papel sobre a
proliferacdo celular quando comparada a proteina normal, por meio da

desrepressdao do promotor por doxiciclina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA E AMOSTRAS

O presente estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana ( Anexo 1) e da
Liga Paranaense de Combate ao Cancer — Hospital Erasto Gaertner (Anexo 2). As
amostras foram utilizadas mediante aprovacdo e assinatura de Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido dos pais ou responsédveis (Anexos 3 a 5).

As amostras se constituiram em 16 de TACs (material de descarte de
cirurgias) de pacientes com idade inferior ou igual a 15 anos na data do diagndstico
histolégico de tumor (adenoma ou carcinoma). Como controles negativo e positivo
foram utilizadas uma amostra de cortex adrenal normal e uma de placenta humana a
termo, respectivamente.

Para os estudos in vitro (silenciamento genético e construcdo dos clones
mutantes SF-1) foi utilizada a linhagem celular de carcinoma adrenocortical humano
(NCI-H295R).

Todos os experimentos, com excecdo dos relacionados a determinagdo da
atividade enzimdtica de PLAP nos TACs, foram realizados no Institut de
Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire (Université de Nice Sophia Antipolis,

Valbonne, Franca).

4.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE PLAP POR MEIO
DE IMUNOENSAIO (ICA)

4.2.1 Preparo das amostras

O protocolo utlizado para preparo das amostras foi adaptado a partir de
WILLIAMS et al. (1986) e, durante todos os procedimentos as amostras foram

mantidas em gelo. As 16 amostras de tecidos de TAC, bem como o controle positivo



50

(placenta humana) e o negativo (adrenal humana normal) foram homogeneizadas em
1,5 mL de solugdo gelada de tampao fosfato (PBS) e 0,05% de Tween 20. Em
seguida foram centrifugadas a 3000 x g durante 30 minutos e os sobrenadantes
estocados a -20° C. Cada amostra foi dividada em 2 tubos que, posteriormente, foram

submetidas ou ndo a aquecimento para inativacdo das demais fosfatases alcalinas.

4.2.2 Determinac¢do da concentragdo de proteinas totais

A determinacdo da concentragdo de proteinas totais foi feita utilizando um kit
especifico, devido ao fato dos extratos protéicos conterem detergente (Tween 20), o
que interfere nessa determinacdo quando se utlizam os métodos tradicionais. O

protocolo utilizado foi o indicado pelo fabricante do kit.

4.2.3 Determinac¢do da atividade de PLAP por ICA

Cada amostra, como dito anteriormente, foi dividida em 2 tubos. Um deles foi
submetido a inativacdo das demais fosfatases alcalinas, ou seja, aquecimento a 65° C
por 10 minutos. Em seguida, essas amostras foram centrifugadas (3.000 x g por 30
minutos) e os sobrenadantes transferidos para outro tubo. Por meio de um imunoensaio
para determinac¢do da atividade catalitica (ICA), a atividade enzimdtica de PLAP nas
amostras de TACs foi determinada conforme a metodologia descrita por STINGHEN
et al. (2006). Resumidamente, as amostras, os padrdes e os controles foram analisados
em duplicata conforme padronizacdo dos ensaios. Para o ensaio ICA-PLAP, a
microplaca foi sensibilizada com anticorpos anti-PLAP na diluicao 1:1000 (0,16
ng/poco), as amostras € o padrao de PLAP foram incubados por uma hora, a 37°C.
Apo6s a lavagem, foi adicionado o substrato e a microplaca foi incubada por 5 horas a
37°C. A reagdo foi bloqueada com NaOH e a microplaca foi lida em leitora
automdtica em filtro 405 nm.

Para o ensaio ICA-PEP, a microplaca foi sensibilizada com anticorpos

antipeptideo na dilui¢do 1:50 (1,84 ng/pogo) e as amostras e o padrao de PLAP foram



51

incubados por uma hora a 37°C. Apds a lavagem, foi adicionado o substrato e a
microplaca foi incubada por 18 horas a 37°C. A reac¢do foi bloqueada com NaOH e a

microplaca foi lida em leitora automética em filtro 405 nm.

43 CULTIVO DAS CELULAS H295R

As células H295R foram utilizadas nos experimentos com siRNA e para
producdo dos clones estaveis (mutantes SF-1). A linhagem foi mantida em cultura em
meio DMEM/F-12 suplementado com 2% Nu-Serum, 1% ITS Plus e antibidticos

(penicilina/estreptomicina 1%).

4.4 CLONES MUTANTES SF-1

4.4.1 Producao do clone parental e clone que expressa a proteina normal

Para producgdo dos clones de células H295R que expressassem SF-1 de forma
induzida, foi utilizado o sistema Tetracycline-Regulated Expression System for
Mammalian Cells (T-REx™), Resumidamente, as células foram transfectadas com
plasmidio de expressao (pcDNA 6/TR™) (figura 11), que codifica um repressor Tet,
ou seja, na presenca de tetraciclina ou um andlogo, como a doxiciclina (dox), o
repressor € deslocado do promotor e a expressio do gene € iniciada. Os clones
trasnfectados com esse plasmidio foram selecionados por meio do tratamento com
blasticidina, haja vista o fato de o plasmidio conferir resisténcia a esse antibidtico. A
partir desse clone parental (H295R/TR), foram produzidos os clones SF-1 (normal e

mutantes).

Esse clone foi transfectado com o plasmidio pcDNA4/TO, em que o cDNA de
SF-1 havia sido inserido em sitios de restricdo Hindlll-BamHI do plasmidio
pcDNA4/TO™ (figura 11). A selecdo dos clones H295R/TR/SF-1 foi feita com

zeocina, isolando-se os que apresentavam uma elevada expressdo de SF-1 na presenca
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de dox. Apos transfeccdo com um plasmidio reporter pcDNA4/TO/lacZ, um clone
(H295R/TR/SF-1) foi selecionado baseado na taxa mais elevada entre a atividade de
beta-galactosidase e a presenca de doxicilina. Esse clone foi usado como referéncia,

pois expressa a proteina SF-1 normal.

Os plasmidios foram produzidos em bactérias Escherichia coli (dgar LB +
ampicilina) e a transformacdo foi realizada por meio de eletroporacao (U1800 V —
Sms). A purificacdo foi feita por kit Midi e Mini-Prep e, apds seqiienciamento e
confirmacdo da inser¢cao do gene SF-1, a transfeccdo em células H295R/TR foi feita

por meio de reagente JetPI -Endo (Eurogentec).

FIGURA 11: CARACTERISTICAS DOS VETORES PLASMIDIAIS pcDNA 6/TR™ E
pcDNA4/TO™

Eco01091
Apa |
Pme |

FONTE: Manual de Instrucdes Invitrogen “T-REx™ System

NOTA: Em A pode-se verificar as caracteristicas de pcDNA 6/T R® : Promotor CMV, gene TetR,
gene de resisténcia a blasticidina e 4 ampicilina, entre outras. Em B, o vetor pcDNA4/TO°
¢ apresentado, contendo o promotor CMV (com a regido onde se encontram os operadores

TetO, para ligagdo dos repressores Tet), sitio miltiplo de clonagem; gene de resisténcia a
zeocina e a ampicilina, entre outros.
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4.4.2 Producao dos clones mutantes SF-1

A partir do clone parental H295R/TR foram produzidos trés clones mutantes SF-
1 de maneira estdvel. Para gerar as mutacdes no gene SF-1 foi utilizado o kit
QuickChange™ Sited directed mutagenesis (Stratagene). O protocolo utilizado foi o
sugerido pelo fabricante e as seqii€éncias dos primers e demais informagdes sobre cada

mutacdo gerada se encontram na tabela 3.

TABELA 3: MUTACOES REALIZADAS NO GENE SF-I PARA PRODUCAO DOS CLONES

ESTAVEIS
MUTACAO S203A A433W L451/2A
SEQUEN CIA DE AGC —-GCC GCC—TGG CTG CTC — GCG GCC
NUCLEOTIDEOS
ALTERADA
_ Dobradica LBD AF-2
LOCALIZACAO NA . o . L " L
PROTEINA (Sitio de fosforilacdo de | (Dominio de ligagcdo ao | (Dominio de transativagdo)
MAPK) ligante)
SEQI"JENCIA DOS CGGAGCCTTATGCCG | GCCCTGAGCATGCAG | TTGCAGCATTTCGATGGCC
PRIMERS USADOS CCCCCCCACAGCCTG TGGAAGGAGTACCTG | GCGTTGTTGCGGGGCAT
PARAA TAC
MUTAGENESE
(5a3)
SEQUENCIA DOS AAGAAGGCACAGATT | TAGAAGGCACAGTCG | TAGAAGGCACAGTCGAGG
PRIMERS USADOS CGGGC AGG
PARA O
SEQUENCIAMENTO
(5a3)

O esquema abaixo (figura 12) apresenta, resumidamente, as etapas seguidas na
producdo dos clones mutantes H295R/TR/SF-1. Apés a selecdo dos dois clones
mutantes para cada mutacdo, foi realizado um estudo de proliferacdo comparando as

células tratadas ou ndo com dox.



FIGURA 12: ETAPAS PARA PRODUCAO DOS CLONES SF-1 MUTANTES ESTAVEIS

PCR para produzir a mutagao (a partir do plasmidio pcDNA4/TO/SF-1)

&

Precipitacio do DNA (acetato de sddio e etanol)

&

Transformacdo em E. coli (eletroporacdo) e cultivo em dgar + ampicilina

&

Selecdo de coldnias (clones) e “mini-culturas” em meio LB + ampicilina

( volume final de 2 mL)

&

Purificagdo do DNA plasmidial (kit mini-prep)

&

Digestdo com enzimas de restri¢do (Hind Ill e Xba I) e confirmacao dos

tamanhos dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose 1%

&

Seqiienciamento de parte do gene SF-I contendo o fragmento mutado

&

Selecdo dos clones com a mutagdo desejada e cultura em meio LB +

ampicilina (volume final de 100 mL)

&

54



55

&

Purificagdo do DNA plasmidial (kit midi-prep)

&

Digestdo com enzimas de restri¢ao (Hind IIl e Xba I) e confirmacio dos

tamanhos dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose 1%

&

Seqiienciamento de todo gene SF-1

&

Transfeccdo dos plasmidios contendo as muta¢des em células H295R/TR

(clone parental )

&

Selecdo dos clones contendo o plasmidio mutante com o antibiético

zeocina

&

Selecdo dos clones mutantes, comparando o nivel de expressdo de SF-1

(western blotting) nas células submetidas ou ndo ao tratamento com
doxiciclina. Usou-se um clone transfectado com plasmidio contendo o gene

SF-1 normal (H295R/TR/SF-1) como controle positivo.

4.4.3 Estudo de proliferacdao dos clones mutantes

Apo6s selecao de dois clones para cada mutacdo, foi realizado um estudo de
proliferacdo comparando os mutantes € um clone transfectado com o gene SF-1
normal, na presenca ou auséncia de tratamento com doxiciclina (1pg/mL ).

A contagem de células, em camera de Neubauer, foi feita 6 dias apds o

tratamento com dox, utilizando sempre triplicatas (figura 13).
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FIGURA 13: PROTOCOLO DE INVESTIGACAO DOS CLONES MUTANTES SF-1

(N I O N N
0 1 2 34 5 6 7 Dias

Dia 0 — Contagem e distribuicao das células em placas
Dia 1 - Tratamento (+/-) com doxiciclina

Dia 7 — Extracéao de proteinas e contagem de células

4.5 SILENCIAMENTO DO GENE SF-1 VIA siRNA

As fitas duplas de siRNA especificas para a hibridizacdo do RNAm do gene
SF-1 (CCCGCAACAACCUGCUCAUCGAAAU e
AGAGCCAGAGCUGCAAGAUCGACAA) e o siRNA controle (48% GC — nivel
médio de GC) foram sintetizados por meio da tecnologia Stealth™ RNAI (Invitrogen).
Apresentam, portanto, baixa probabilidade de ocorréncia de reagdes inespecificas e
respostas ao estresse mediada por interferon. O reagente utilizado para transfectar as
células H2985R foi JetSI -Endo (Eurogentec) e seguiu-se o protocolo sugerido pelo
fabricante.

Inicialmente, foi realizado um estudo piloto com o objetivo de se estabelecer
as melhores condicdes para a realizacdo do experimento de silenciamento do gene em
questdo. Primeiramente, transfectou-se as células com trés siRNAs diferentes contra o
RNAm de SF-1 (siRNA SF-1 #1, #2, #3) e comparou-se o nivel de redug¢do na
expressdo da proteina obtido por meio de uma tnica transfeccdo e utilizando dupla
transfeccdo (figura 14). A partir do resultado foi selecionada a condi¢do em que houve
maior reducdo da expressdao de SF-1, verificada por western blotting. Selecionou-se
entdo, dois siRNAs para continuar os estudos de proliferacdo e extracdo de RNA (para

posterior andlise por micro-arranjo).
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Como dito anteriormente, o protocolo seguido para todas as transfeccoes foi o
sugerido pelo fabricante. Na tabela 4 se encontram as condicdes utilizadas para as

transfeccoes.

FIGURA 14 - ESQUEMA DE TBANSFECCAO DE siRNA SF-1
TESTADO EM CELULAS H295R

0 1 2 3 4 5 6 DIAS

0 — Contagem e distribuicao das células em placas

1 - Primeira transfecciao (T1)

4 — Extraciao de proteinas, contagem de células e determinacao
da taxa de proliferaciao (BrdU) e de apoptose (TUNEL)

5 — Segunda transfeccao (T2)

6 — Extracio de proteinas, contagem de células e determinacio

da taxa de proliferacao (BrdU) e de apoptose (TUNEL)

4.5.1 Estudo de proliferacao

A contagem de células foi feita em camera de Neubauer nos dias 0, 4 ¢ 6,
utilizando sempre triplicatas. A extracdo de proteinas foi realizada nos dias 4 e 6 para
avaliar os resultados do silenciamento obtido por meio de transfeccdo simples ou
dupla.

A fim de se verificar a taxa de proliferacao (em fase S do ciclo celular) e
apoptose das células transfectadas com siRNA SF-1, foram utilizados kits de detecc¢ao
por fluorescéncia in situ 5’-bromo-2’-deoxiuridina (BrdU) (In situ Cell Proliferation
Kit, FLUOS, Roche) e TUNEL (In situ Cell Death Detection kit, Fluorescein, Roche),
respectivamente. Os protocolos utilizados foram os sugeridos pelo fabricante. Essas

analises também foram realizadas nos dias 4 € 6.
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TABELA 4 - CONDICOES DE TRANSFECCAO DE siRNA

Formato da cultura 24 pocos
Nimero de células por poco 30.000
siRNA (controle, siRNA SF-1 #1, #2, #3) 25 pmoles
Quantidade de siRNA por poco 0,35ug

Volume de meio de cultura (sem soro) para dilui¢io de siRNAse | 50uL

de JetSI"'-Endo

Volume de JetSI" -Endo 1uL
Meio de cultura completo em cada poco (antes da transfeccao) 500uL
Concentracao do siRNA durante as primeiras 4 horas 50nM
Meio completo acrescentado as culturas apés 4 horas 500 pL.

4.6 ANALISE DE PROTEINAS: SDS-PAGE E WESTERN BLOTTING

O método de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) descrito por LAEMMLI (1970) proporcionou uma migracdo de
proteinas dependente apenas de seu peso molecular, haja vista a presenca de SDS,
detergente carregado negativamente que se liga as regides hidrofobicas das proteinas.
Assim, surgem longas cadeias polipeptidicas com a neutralizacdo da carga intrinseca
das proteinas. A utilizacdo de B-mercaptoetanol, um agente redutor, rompe as ligagoes
dissulfeto dessas cadeias permitindo assim que as subunidades protéicas sejam

analisadas independentemente.

4.6.1 Preparo das amostras

As amostras que foram analisadas por western blotting foram as células
H295R transfectadas por siRNA e os clones mutantes H295R/TR/SF-1. Foram
utilizadas placas de 24 pocos e acrescidos 200 uL de tampao Laemmli (50 mM Tris-
HCI, pH 6.8, 50% glicerol, 2% SDS, 0.02% azul de bromofenol contendo 5% de [3-
mercaptoetanol) aquecido a 100° C em banho-maria por 4 minutos, em cada cultura.

Ap6s homogeneizacao exaustiva, os extratos protéicos foram transferidos para tubos e
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aquecidos a 100° C em banho-maria por 5 minutos. Em seguida, foram submetidos a

uma ripida centrifugacdo e armazenados a -20° C.

4.6.2 SDS-PAGE

A separagdo das proteinas foi feita por SDS-PAGE descrito por LAEMMLI
(1970). As amostras foram aplicadas no gel de poliacrilamida/bisacrilamida 10%. O
volume aplicado variou entre 10 e 40uL de extrato protéico, dependendo da
quantidade de células presentes no momento da extracdo. O método utilizado neste
estudo foi modificado a partir do descrito por DELMAS et al. (1993). As condi¢des de
corrida eletroforética e de transferéncia para a membrana seguiram as indicacdes do

fabricante.

4.6.3 Western blotting

Os géis de poliacrilamida/bisacrilamida permaneceram mergulhados em
tampao de transferéncia por cerca de 10 minutos a fim de evitar alteracdes no tamanho
do gel e de remover os excessos de sais e detergentes do tempdo de corrida. As
membranas de PVDFs foram recortadas do tamanho do gel e incubadas em metanol,
dgua e tampao de transferéncia. As incubagdes com solucdo de bloqueio, anticorpos e
lavagens foram realizadas segundo instru¢des do fabricante da membrana.

Os anticorpos primadrios utilizados foram: anticorpo policlonal de coelho anti-
ADA4BP/SF-1 (diluicdo 1:1000, cedido gentilmente pelo Dr. K. Morohashi), dirigido
contra o dominio de ligacdo de SF-1 ao DNA, cujo peso molecular é 53 kDa e
anticorpo  monoclonal de camundongo anti B-tubulina (diluicdo 1:1000), proteina
humana de carater constitutivo, de peso molecular igual a 50 kDa. Os anticorpos
secunddrios anti-coelho e anti-camundongo utilizados estavam acoplados a
horseradish peroxidase e foram utilizados a uma dilui¢dao de 1:10000.

A deteccio foi feita pelo sistema quimioluminescente e as imagens

analisadas em aparelho Las 3000.
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47 ANALISE ESTATISTICA

Para analisar a diferenca entre as médias relacionadas a proliferacdo dos clones
mutantes SF-1 e do controle foi utilizado o teste t de student com correcdo de Bonferroni
para comparacdes multiplas.

A diferenca de crescimento celular entre as culturas transfectadas com siRNA SF-
1 e com siRNA controle foi analisada por Kruskal-Wallis ANOVA. Este teste foi
proposto para avaliar se trés ou mais amostras sdo iguais (procedentes de uma mesma
populacao) ou diferentes.

J4 os resultados obtidos no ensaio de apoptose (TUNEL) e proliferacdao (BrdU)
foi empregado o Teste Exato de Fisher, que permite calcular a probabilidade de
associagdo das caracteristicas que estdo em andlise, ou seja, de elas serem independentes.

As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas com um nivel

minimo de significancia de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS
5.1 DOSAGEM DE PLAP EM TACS

Apds preparo e dosagem da concentragdo de proteinas totais (PT) nas
amostras e controles, realizou-se o imunoensaio com o objetivo de determinar a
atividade enzimédtica de PLAP/PLAP-simile.

Os ensaios (figura 15) foram realizados em duplicatas e, tendo por base a
quantidade maxima de amostra de adrenal normal disponivel (controle negativo), ou
seja, 18ug de PT/poco. Entretanto, para uma amostra de TAC, a quantidade de tecido
foi insuficiente para alcancar essa quantidade de PT, sendo assim, foi utilizada a
totalidade da amostra (6,3ug de PT/poco). Para o controle positivo, a quantidade de

PT/poco foi 0,18g para que os resultados estivessem dentro da curva padrao (gréfico

1.

FIGURA 15 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE CATALITICA DE PLAP/PLAP-
SIMILE NAS AMOSTRAS DE TAC E CONTROLES
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NOTAS: Amarelo - cor do produto final (p-nitrofenol), cuja intensidade é proporcional
a atividade catalitica da PLAP/PLAP-simile; colunas 3 a 9 — amostras de

TCAs; colunas 10, 11 e 12 — controles



GRAFICO 1 - CURVAS-PADROES PARA DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ENZIMATICA DE PLAP/PLAP- SIMILE
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Os resultados da determinagdo da atividade catalitica de PLAP/PLAP-simile
pelos métodos ICA-PLAP e ICA-PEP estio apresentados na tabela 5. Pode-se verificar
que em 9 das 16 (56,25%) amostras de TAC analisadas, a atividade das enzimas PLAP
ou PLAP-simile estavam acima dos valores encontrados para o controle negativo
(adrenal normal), que apresentou leituras iguais ou inferiores a 0,1 U/L.

Comparando os resultados obtidos neste experimento com aqueles
encontrados por PIANOVSKI er al. (2006a), percebe-se que das 9 amostras com
atividade de PLAP elevada, 6 também possuem um aumento na expressao de SF-1.
Para uma amostra de TCA essa determinacdo da expressdao de SF-1 ndo foi realizada
no estudo citado.

Dentre as amostras com atividade enzimatica de PLAP/PLAP-simile normal, 3
apresentaram expressao elevada de SF-1 e para as 4 outras amostras nao havia dados

disponiveis relacionados a expressdo da proteina em questao.

5.2 CLONES MUTANTES SF-1 ESTAVEIS

5.2.1 Producao dos clones mutantes

A partir da selecdo de 12 coldnias bacterianas transfectadas com o plasmidio
pcDNA4/TO™ (resistente a zeocina) contendo as mutagdes de interesse, chegou-se a
um Unico clone bacteriano contendo o plasmidio com a mutacdo desejada. Apos
seqlienciamento do gene SF-1 para cada mutante produzido (Apéndice 1), transfectou-
se as c€lulas H295R contendo o plasmidio pcDNA6/TR™ (H295R/TR - clone parental
— resistente a blasticidina), com esse novo plasmidio contendo a mutagdo de interesse.
Ap06s 72 horas da transfeccao (placa de 6 pocos), era acrescentado ao meio de cultura o

antibidtico zeocina para selecionar os clones celulares contendo o plasmidio mutante.



TABELA 5- APRESENTACAO DAS CARACTERISTICAS
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DAS AMOSTRAS ANALISADAS E OS RESULTADOS DA DETERMINACAO DA ATIVIDADE

~ TIPO . PESO DA AE AE
AMOSTRA | CONDICAO CLINICO ESTADIO SF-1 pS3 mutante| AMOSTRA DE | PT/poco (mg) | (ICA-PLAP) - | (ICA-PEP) -

TUMOR (g) U/L U/L
1 TAC-NI \ Il - positivo 0,4 18 0 0
TAC-I 18 0 0

2 TAC-NI C + hiperald. v aumentado positivo 0,6 18 1,8 3,4
TAC-I 18 1,3 2,9

3 TAC-NI V+C Il normal positivo 0,6 18 6,8 7,5
TAC-I 18 5,9 7,1

4 TAC-NI V+C Il aumentado positivo 0,4 18 3,8 5,3
TAC-I 18 2,9 4,9
5 TAC-NI \ I aumentado positivo 0,5 18 0 0
TAC-I 18 0 0

6 TAC-NI \ I - positivo 0,4 18 2,4 29
TAC-I 18 1,9 2,1

7 TAC-NI \ [l aumentado positivo 0,4 6,3 2,1 3,5
TAC-I 6,3 2 2,9

8 TAC-NI \ I normal positivo 0,2 18 2,8 3,7
TAC-I 18 2,5 3,1
9 TAC-NI - - - positivo 0,7 18 0 0
TAC-I 18 0 0

continua
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AE AE
AMOSTRA CONDICAO Clﬁllzl)l% o ESTADIO SF-1 p53 mutante PESO gg?MOR PT/poco (mg) | (ICA-PLAP) - | (ICA-PEP) -

U/L U/L
10 TAC-NI V+C I aumentado positivo 0,2 18 0 0
TAC-| 18 0 0

11 TAC-NI \ I aumentado positivo 0,3 18 3,9 4,2
TAC-| 18 3,5 3,9

12 TAC-NI \ I aumentado positivo 0,7 18 0,5 0,56

TAC-I 18 0,4 0,41
13 TAC-NI \ I aumentado positivo 0,6 18 0 0
TAC-| 18 0 0
14 TAC-NI v v - positivo 0,2 18 0 0
TAC-| 18 0 0
15 TAC-NI v Il - positivo 0,7 18 0 0
TAC-| 18 0 0

16 TAC-NI V+C I aumentado positivo 0,3 18 49 5,2
TAC-I 18 4,1 5

17 AN-NI Controle negativo 0,4 18 0 0,1
AN-I 18 0,1 0,1

18 P-NI Controle positivo 0,2 0,2 4,8 5,5
P-| 0,2 4,6 5,1

NOTA: TAC-NI: amostra de TAC ndo inativada; TAC-I: amostra de TAC inativada pelo calor; AN: adrenal normal (controle negativo); P: placenta (controle positivo); V:
virilizagdo; C: Sindrome de Cushing; PT: proteina total; ICA-PLAP: imunoensaio para determinagdo da atividade enzimética utilizando anticorpo policlonal
contra PLAP/PLAP-simile; ICA-PEP: imunoensaio para determinacdo da atividade enzimatica utilizando peptideo sintético contra PLAP/PLAP-simile.
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A partir desse momento, todas as culturas desses clones terdo o acréscimo de
zeocina e blasticidina no meio de cultivo.

Essa etapa de selecdo durou entre trés e quatro semanas para cada clone e,
apos formacgdo de colOnias isoladas com quantidade satisfatoria de células, foi retirada
uma amostra de 12 colonias (clones) por meio de uma lavagem rdpida com
tripsina/EDTA e transferéncia para placa de 24 pocos (1 clone/poco). Apds algumas
semanas as células foram novamente tripsinizadas e duas novas culturas (em placas de
24 pocos) de cada clone foram obtidas. Apés uma semana, cada um dos 12 clones
(para cada mutac¢do) foi submetido ao ensaio para verificar a eficiéncia da transfeccao.
Decorridas 72 horas do tratamento com doxiclina (dox), as células foram extraidas
com tampao Laemmli e a expressao SF-1 foi verificada por western blotting. Para dar
continuidade aos estudos, foram selecionados dois clones (para cada mutacdo) que
apresentaram as maiores expressoes de SF-1 na presenca de dox, comparadas as
células ndo tratadas. O controle negativo utilizado foi células H295R/TR (tratadas ou
nao com dox) e o controle positivo, um clone H295R/TR/SF-1 (contendo gene SF-1

normal — wild type) tratado ou ndo com dox (figura 16).

FIGURA 16 - EXPRESSAO DE SF-1 PELOS CLONES H295R/TR/SF-1 MUTANTES

H295R TR H295R TRISF-1
WT S2038 52034 AF-2Zmut AF-2mut Ad433W Ad33w
M a2 | 0z M W2
Dox + + + + + + + +
SFA1 . — T - .. - —— -— e — —

B-t'.lb'.l"nﬂ ——— N — — G — e WD = Y ——

NOTA: A expressdo de SF-1 € ativada pelo tratamento com doxiciclina (1 pg/mL por 72
horas) nas células H295R TR/SF-1 WT (SF-1 normal), S203A (clones SF-1 clones
#1 e #2), AF-2mut (clones #1 e #2) and A433W (clones #1 e #2). No entanto, ndo
houve ativagdo nas células H295R TR (clone parental). Os niveis de PB-tubulina
mostram que a quantidade de proteina aplicada no gel foi similar.
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5.2.2 Estudo de proliferacdao dos clones mutantes

ApO6s contagem em camera de Neubauer, os clones H295R/TR/SF-1 (wild type
e mutantes) foram distribuidos em placas de 24 pocos (30.000 células/pog¢o) em
duplicata (Dia 0) e, apds 24 horas as c€lulas foram tratadas ou ndo com dox. As células
foram tripsinizadas e contadas no dia 6 e esse ensaio foi repetido 4 vezes (Apéndice 2).

Comparando-se os resultados de SF-1 (normal e mutantes) sobre a
proliferacdo (grafico 2), Verificou-se que somente os dois clones SF-1AF-2mut
(p=0.0015 SF-1AF-2mut #1; p=0.0207 SF-1AF-2mut #2, teste T com correcdo de
Bonferroni) apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre as células

tratadas ou ndao com dox, quando comparadas ao clone SF-1 WT.

GRAFICO 2 - EFEITOS DAS MUTACOES NO GENE SF-/ SOBRE A

PROLIFERACAO CELULAR.
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NOTA: Clones H295R/TR/SF-1 com expressio aumentada de SF-1-
S203A, SF-1AF-2mut ou SF-1A433W (dois clones de cada
mutacdo) foram mantidos em cultura por 6 dias na presenga ou
auséncia de dox. O numero de células, expresso como
porcentagem da diferenca entre as células + e — para tratamento
com dox, foi comparado ao crescimento das células H295R
TR/SF-1 WT (SF-1 normal) nas mesmas condi¢des. Houve uma
diferenca estatisticamente significativa somente para os dois
clones SF-1AF-2mut (p=0.0015 SF-1AF-2mut #1; p=0.0207
SF-1AF-2mut #2, teste T com correcao de Bonferroni).
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5.3 SILENCIAMENTO DE SF-1 VIA siRNA

5.3.1 Expressao de SF-1

Inicialmente, foram testados trés siRNAs contra o gene SF-1 para verificar a
eficiéncia dos oligonucleotideos, bem como a capacidade de reprodutibilidade do
silenciamento. Também foram testados os protocolos com apenas uma transfecc¢ao
(Dia 1) e uma dupla transfec¢do (Dias 1 e 4).

A figura 17 mostra os resultados na expressdo de SF-1 apds transfeccdo dos
trés siRNAs em células H295R nas duas condi¢Oes (transfeccdo simples e dupla).
Verificou-se que os trés siRNAs foram capazes de reduzir a expressdao de SF-1
somente com o protocolo de dupla transfeccdo e que, o silenciamento promovido pelo

siRNA #1, foi menor quando comparado aos outros dois.

FIGURA 17 - COMPARACAO NA REDUCAO DA EXPRESSAO DE SF-1
UTILIZANDO TRES siRNAs DIFERENTES.

Primeira transfeccéo Segunda transfec¢éo
siRNA SF-1 siRNA SF-1
siRNA siRNA
controle  #1 #2 #3 controle #1 #2 #3

SF-1 — — — | — n- -

B-tubulina

T E— —

NOTA: Perfil de expressdo de SF-1 apds transfecgdo com siRNA. Um siRNA
inespecifico para as células adrenocorticais foi utilizado como controle
negativo. Os niveis de B-tubulina mostram que a quantidade de proteina
aplicada no gel foi similar.
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5.3.2 Estudo de proliferacao

Para dar continuidade aos estudos de proliferacdo em células transfectadas
com siRNA contra SF-1, foram escolhidos os dois oligonucleotideos que reduziram a

expressdo de SF-1 de forma mais acentuada (siRNAs #2 e #3) (figura 16).

5.3.2.1 Contagem de células

ApOs contagem em camera de Neubauer, as células H295R foram distribuidas
em placas de 24 pocos, em triplicata para cada condi¢do (siRNA controle, siRNAs SF-
1 #2 e #3) (Dia 0) e foram realizadas transfec¢des com os siRNAs nos Dias 1 e 4.

As células foram tripsinizadas e contadas nos Dias 4 e 6 (Apéndice 3). Os
resultados obtidos sdo apresentados na figura 18, em que se pode verificar redugdo
estatisticamente significativa no numero de células (p=0.0273, Kruskal-Wallis
ANOVA) ap6és a dupla transfeccdo com os dois siRNAs contra SF-I, quando
comparado ao controle negativo. A quantidade da proteina SF-1 reduziu quando
realizadas uma ou duas transfec¢des. O nimero de células contadas para as condi¢des
teste (siIRNA contra SF-1) e controle negativo ndo foi estatisticamente diferente com

apenas uma transfecgao.

5.3.2.2 Determinacdo das taxas de apoptose e proliferacdo celular

Nos Dias 4 e 6 também foram realizados testes a fim de se determinar a
porcentagem de células em apoptose (TUNEL) e em proliferacdao (fase S do ciclo
celular — uso de BrdU) por meio de kits para marcacao fluorescente in situ.

Foram contadas as células de 5 campos ao acaso para cada lamina, sendo uma
lamina para cada condi¢@o (siRNA controle, siRNA SF-1 #2 e siRNA #3) (Apéndice
4).



FIGURA 18 - CONSEQUENCIAS DA TRANSFECCAO DE siRNA
CONTRA O GENE SF-I SOBRE O NUMERO DE
CELULAS E A EXPRESSAO DA PROTEINA SF-1
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NOTA: Em A: a transfeccdo com siRNAs especificos (#2 e #3) reduziu a
quantidade de células ap6ds 6 dias em cultura. A diferenca entre o niimero
de células obtidas para esses dois siRNAs € estatisticamente diferente
(p=0.0273, Kruskal-Wallis ANOVA) dos valores encontrados para o
siRNA controle (em preto). O desvio-padrdo estd indicado. Em B:
Confirmagdo do silenciamento promovido pelos siRNAs (#2 e #3) na
reducdo da proteina SF-1.
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A diferenca entre o nimero de células apoptéticas (marcagdo positiva para
TUNEL) no controle e nos dois siRNAs especificos para SF-1 foi estatisticamente
significativa somente para o Dia 6 (siRNA #2 p=0.0474; siRNA #3 p<0.0001) (figuras
19 e 20).

A transfeccdo com siRNA SF-1 em células H295R foi capaz de reduzir
significativamente o numero de células BrdU positivas nos Dias 4 (siRNA #2
p=0.0036; siRNA #3 p<0.0001) e 6 (siRNA #2 47 p=0.0005; siRNA #3 p=0.0240)
(figuras 19 e 20).

Para as andlises estatisticas de ambos os experimentos foram utlizados os
nimeros de células contadas e os resultados foram analisados pelo Teste exato de
Fisher.

Esses resultados todos em conjunto demonstram que, apds a repressao na
expressdo de SF-1 em células H295R, houve um aumento da taxa de células em

apoptose e uma redugdo da proliferacdo.

FIGURA 19 - MARCACAO BrdU e TUNEL EM CELULAS H295R APOS
TRANSFECCAO COM siRNAs SF-1

NOTA: Imagens representativas da marcagdo TUNEL e BrdU em células H295R transfectadas
com siRNA SF-1 (#2). Em A: observam-se, por meio da sobreposi¢do de imagens, dois
nicleos positivamente marcados em verde (seta branca) indicando células em apoptose;
em azul os ndcleos normais corados com diaminobenzidina (DAPI) e em vermelho o
reagente de transfeccdo fluorescente. Em B: os niicleos com marca¢do em verde sio
positivos para o anticorpo anti-Brdu, como na figura A, os nicleos de células negativas
aparecem corados somente com DAPI e, em vermelho, o reagente de transfeccgao.



FIGURA 20 - QUANTIDADE DE CELULAS POSITIVAS PARA BrdU E
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NOTA: Células H295R com repressdo parcial na expressdo de SF-1

apresentam reducdo na proliferagdo e aumento na apoptose. Em
A: porcentagem de positividade para marcagdo BrdU com
diferenca significativa entre controle e siRNAs SF-1 nos Dias 4
(siRNA #2 p=0.0036; siRNA #3 p<0.0001) e 6 (siRNA #2
p=0.0005; siRNA #3 p=0.0240). Em B: porcentagem de células
positivas para TUNEL com diferenga estatisticamente
significativa entre o controle e os siRNAs SF-1 somente para o
Dia 6 (siRNA #2 p=0.0474; siRNA #3 p<0.0001). Os resultados
foram analisados pelo Teste exato de Fisher.
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5 DISCUSSAO

5.1 PRESENCA DE PLAP EM TACs

Métodos imunoldgicos para a determinagdo quantitativa e qualitativa de vérios
tipos de moléculas tém sido utilizados como importantes ferramentas para a
confirmacdo de diagndsticos clinicos. No processo de selecdo do imunoensaio, 0s
principais parametros considerados sdo a sensibilidade, a especificidade, os limites de
deteccdo e a praticidade técnica. Os ensaios imunoenzimaticos foram desenvolvidos
em meados dos anos 70 (YALOW E BERSON, 1959) e rapidamente ganharam
popularidade.

Observa-se que dentre os exames utilizados para confirmar o diagndstico de
TAC, nao foi descrito ainda um marcador produzido especificamente por essas células
tumorais. Dessa forma, vé-se necessdrio o estudo de algumas proteinas que,
potencialmente possam se apresentar como marcadores tumorais, por exemplo, PLAP.
Esta proteina além de indicar a presenca de tumores (seminoma, tumor ovariano e
provavelmente TAC) por determinacdo plasmatica, poderd ser util como fator
diferencial de outros tipos de tumores de coOrtex adrenal mais caracteristicos de
adultos.

Estudos utilizando técnicas de imunohistoquimica e western blotting
demonstraram a presenca de PLAP/PLAP-simile em células de TAC de criancas
(RODRIGUES, 2004). A justificativa central para o estudo de PLAP/PLAP-simile em
TCAs se baseia na hipdtese sobre a origem embriondria desse tumor. As seguintes
razdes poderiam justificar essa dedugdo: (1) a maior parte (80-90%) dos tumores do
adulto tem sua caracterizacdo como benigno ou maligno pelo exame histopatolégico, o
que nao € possivel para o TAC pedidtrico; (2) os tumores benignos do adulto quase
sempre sdao ndo-funcionais, enquanto que os infantis sdo malignos, conseguem crescer
sem causar manifestacdoes clinicas e geralmente sdo diagnosticados no estddio
avangado (BUGG et al., 1994); (3) o tumor pediatrico apresenta amplifica¢do do locus

9q34 (FIGUEIREDO et al., 1999) que ndo é encontrado no adulto, e estd relacionada
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com ganho ou amplificacio do gene que codifica SF-1 em 60-80% dos casos
(FIGUEIREDO et al., 2005); (4) a maior parte dos tumores da crianga € diagnosticada
entre 1 e 3 anos de idade, sendo que o aparecimento do tumor € ainda mais precoce,
com base em relatos dos pais de que as manifestagdes clinicas surgem de 3 meses a 1
ano antes, aproximando do nascimento da crianca e do periodo de desenvolvimento do
cortex da glandula adrenal (FIGUEIREDO et al., 2000).

No presente estudo foi realizado um teste imunoenzimatico (ICA) para estudar
a presenca do marcador tumoral PLAP/PLAP-simile em amostras de TAC por meio de
sua atividade catalitica. Foram considerados positivos, ou seja, com atividade catalitica
de PLAP/PLAP-simile acima da normal, quando os valores suplantassem os
encontrados para sua atividade na adrenal normal, que foi 0,1 U/L.

A isoenzima chamada PLAP-simile possui 98% de homologia com PLAP
(MILLAN; MANES; 1988), por isso é tdao dificil discrimind-las utilizando apenas
imunotestes. OTTO et al. (1995) descreveram um processo de separacdo dessas duas
isoenzimas, que consiste em uma purificacdo prévia de “PLAPs” e uma associagcdo de
eletroforese bidimensional e imobilizagdo em coluna com gradiente de pH. Ambas
enzimas sao uteis como marcadores para alguns tipos tumorais. PLAP-simile e PLAP
ja foram descritas presentes, especialmente, em células de tumores de ovarios (LOWE,;
STRAUSS, 1990) e seminomas (KOSHIDA; WAHREN, 1990).

Possiveis reacdes cruzadas que tenham ocorrido na pesquisa de PLAP/PLAP-
simile nos TACs, ndo sdo relevantes para o presente estudo, pois como relatado
anteriormente, tanto PLAP como PLAP-simile sdo encontradas em tumores
esteroidogénicos, bem como em placentas (controle positivo).

Apenas uma amostra apresentou quantidade de proteinas totais inferior as
demais amostras. No entanto, mesmo assim apresentou elevada atividade catalitica nos
testes realizados.

Em 9 (56,25%) das 16 amostras de TACs estudadas, detectou-se a presenca de
PLAP/PLAP-simile por meio da sua atividade catalitica aumentada. RODRIGUES

(2004) por meio de imunohistoquimica detectou a presenca de PLAP, nesse mesmo
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tipo tumoral em (36,2%) das amostras analisadas. A diferenca entre esses valores pode
ser justificada pelas sensibilidades desses dois testes.

Os resultados sobre PLAP/PLAP-simile nos TACs poderdo contribuir com
testes que objetivem rastrear possiveis recidivas, especialmente aqueles do tipo ELISA
para PLAP soluvel. Essa proteina sob a forma soluvel pode ser encontrada em
amostras de soro e fluidos corporais de pacientes com alguns tumores.

A determinacdo plasmdtica de PLAP, em pacientes com outros tipos de
tumores origindrios de tecidos esteroidogénicos, € util tanto como auxiliar no
diagndstico, como no monitoramento da terapéutica. MANO et al. (1986) mostraram
que a grande maioria das células de tumores de ovérios expressa PLAP em alguma
quantidade e ha registrado na literatura um caso em que os niveis sé€ricos de PLAP
apresentaram-se elevados dois anos antes do diagndstico de cancer de ovario (BEM-
ARIE et al., 1999). Pacientes com seminoma também possuem niveis elevados de
PLAP no sangue (LANGE et al., 1882; KOSHIDA et al., 1996; NOURI et al., 2000).

O uso de marcadores tumorais como CA-125, AFP, LDH, {f-HCG e
PLAP/PLAP-simile, pode aumentar a sensibilidade e especificidade no diagnéstico
precoce do tumor de ovdrio, aumentando os indices de sobrevida em cinco anos de
20% em estadios tardios para 80-90% em estadio precoce (MUNRO et al., 1991;
BEREK; BAST,1995).

Alguns tumores de testiculo expressam um tipo de PLAP que ndo se apresenta
sob a forma soldvel. Esse achado estd sendo ttil na diferenciagdo desses tumores e
pode explicar a diferenca na resposta clinica dos tumores de testiculos ao tratamento
(TELFER; GREEN, 1993; OLIVER, 1998).

NATHANSON E FISHMAN (1971) foram os primeiros a publicar sobre a
presenca de PLAP em tumor de cértex adrenal. Nesse trabalho foram analisadas
amostras de sangue de trés pacientes com tumor de coértex adrenal e constatou-se que
um paciente (33,3%) apresentou atividade de fosfatase alcalina apds aquecimento a
65°C por 5 minutos. O método utilizado ndo é o mais indicado para esse tipo de
andlise e sua sensibilidade e especificidade sdo inferiores a metodologia empregada no

presente estudo. Outra observacdo que deve ser feita sobre o trabalho de
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NATHANSON E FISHMAN (1971) € que nédo foram discriminadas as idades dos trés
pacientes com tumor de cortex adrenal. Somente € informado que os 253 pacientes que
participaram do estudo apresentavam idade entre 1 e 92 anos, com média de 60 anos.
Tendo-se como referéncia a presenca de PLAP em amostras de TACs analisadas por
imunohistoquimica, western blotting e ICA, e o fato de que, € possivel que esse tipo
tumoral se origene de forma diferenciada em criangas e adultos.

Muitas vezes, o TAC tem crescimento lento e, em 10% dos casos pode nao
apresentar manifestacdes de producdo hormonal, embora esta forma seja mais comum
na idade adulta (RIBEIRO; FIGUEIREDO, 2004), atrasando o diagndstico e
comprometendo o sucesso do tratamento. Frente a isto, a determinagdo sérica da PLAP
(quando TAC ¢ positivo para PLAP) poderia ser utilizada como um possivel indicador
da presenca do TAC (primdrio ou recidivante), sendo a unica possibilidade de
detecgdo precoce (em relacdo a tomografia), na auséncia de evidéncias clinicas.

Em um estudo recente (PIANOVISKI et al., 2006a), todas as amostras de
TACs dos estados de SP e PR analisadas apresentaram aumento na expressao de SF-1,
quando comparadas a adrenal normal.

Diante dessas informacdes, buscou-se relacionar PLAP e SF-1 nesses tumores,
e foi constatado que dos 9 TCAs com atividade catalitica de PLAP elevada, 6 (75%)
expressavam SF-1 de forma aumentada, e para uma amostra a informagdo sobre essa
expressao ndo estava disponivel. Como grande parte das amostras de TAC apresenta
SF-1 elevado e PLAP/PLAP-simile aumentada em apenas 33%, talvez o encontro de
PLAP/PLAP-simile e SF-1 elevado no TAC (75%) seja mera coincidéncia, contudo
serd necessdria reavaliacdo com maior quantidade de amostras de TAC.

Os novos dados obtidos no presente trabalho confirmam a presenca de PLAP
em TAC e poderdo colaborar como auxiliar na elaboracdo de um protocolo para
determinagdo sérica de PLAP, ttil para diagndstico de possiveis recidivas e para

acompanhamento da terapia antineoplésica.



77

5.2 GENE SF-1 ENVOLVIDO NA PROLIFERACAO CELULAR

Durante as ultimas décadas, varios estudos tém elucidado algumas alteragcdes
genéticas que acompanham a tumorigénese adrenal. BEUSCHLEIN er al. (1994)
demonstraram que a hiperplasia de cortex adrenal € um processo policlonal, enquanto
que os carcinomas sao monoclonais, sugerindo que alteragdes especificas no genoma
sd0 necessdrias para a formacdo de TCAs. Rearranjos no cromossomo humano 11
(11p15) e/ou aumento na expressdo de IGF-II sdo freqlientemente associados a
neoplasias adrenocorticais. A presenca de mutacdes em TP53 e delecoes no gene do
receptor ACTH também sdo descritas (REINCKE, 1998). KIIVERI ef al. (2005)
mostraram que o fator de transcricio GATA-6 estd reduzido em carcinomas quando
comparado a adrenal normal e a adenomas.

A elevada incidéncia de TACs no Brasil, mais especificamente nos estados do
Parand e Sao Paulo, e sua tumorigénese podem ser explicadas, em parte, pela presenca
da mutacio R337H do T7TP53. Primeiramente, mutacdes 7P53 em linhagens
germinativas, em geral aumentam a predisposicao para TACs (VARLEY et al., 1999).
E achados laboratoriais sugerem, fortemente, que R337H do 7P53 possui um papel
importante na tumorigénese adrenal, como perda da heterozigose com reten¢do do
alelo mutante nas células tumorais, o acimulo da proteina pS3 mutante no nucleo e
alteracdes conformacionais, asssim como outras propriedades dessa proteina in vitro
(RIBEIRO et al., 2006).

Outras alteragdes genéticas, encontradas com freqiiéncias varidveis, em
pacientes brasileiros com TAC apresentando a mutacdao R337H do 7P53, incluem
amplificagcdo da regido do cromossomo 9q34 (detectada em oito das nove amostras de
TACs analisadas) (FIGUEIREDO et al., 1999), um aumento no nimero de cépias do
gene SF-1 (em oito dos nove casos com amplificacio 9q34) (FIGUEIREDO et al.,
2005), mutacdo missense na linhagem germinativa no gene da sub-unidade o da
inibina (LONGUI et al., 2004), alteracdes na expressdo de outros fatores de
transcri¢do (SUSUKI et al., 2000; SHIBATA et al., 2001; BARBOSA et al., 2004;
FIGUEIREDO et al., 2005; PIANOVSKI et al., 2006a; KIIVERI et al., 2005). Esses e
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tantos outros fatores, que ainda serdao determinados, podem contribuir para o processo
de transformacao neoplésica da adrenal (quadro 4).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou a presenca da
amplificacdo de SF-I em TACs com a presenca da mutacdo R337H do TP53.
Detectou-se também um aumento nos niveis de SF-1, que ndo esta relacionado com
gravidade clinica da doencga ou estadiamento do tumor (FIGUEIREDO et al., 2005;
PIANOVSKI et al., 2006a). Infelizmente, uma linhagem celular desse tumor
apresentando a mutacdo R337H do TP53 ainda nao foi obtida. Conseqiientemente, €
necessario desenvolver outras técnicas para estudar as caracteristicas celulares e
moleculares da adrenal humana.

Levando-se em conta a hipotese acerca da origem do TAC infantil em que ele
derivaria da zona fetal da adrenal, as células escolhidas para producdo dos clones
mutantes SF-1 e para os estudos de silenciamento genético com siRNA realizados
nesse trabalho foram células H295R (carcinoma adrenocortical), diferenciadas por
produzirem um amplo painel de hormoénios esterdides, apresentarem fendtipo de
adrenal fetal e expressarem SF-1 de maneira endégena (STAELS et al., 1993; LALLI
et al., 2000). Além disso, o seqiienciamento do gene TP53 das células H295R revelou
a presenca de uma mutagcdo F338L (heterozigoto) (DOGHMAN et al., 2007b). Essa
mutacao influencia o residuo adjacente R337 no dominio de tetramerizacdo de p53 e é
capaz de inativa-lo (KATO et al., 2003).

No presente trabalho foram construidos clones a fim de se estabelecer um
modelo celular para o estudo do TAC. Para cada mutante (S203A, L451A/L452A (AF-
2mut) e A433W), dois clones diferentes foram produzidos para evitar qualquer tipo de
efeito clonal. A partir desses clones, foi constatada uma diferenca na indugdo da
proliferacdo celular quando se comparou o crescimento dos clones H295R/TR/SF-1
normal e mutantes (S203A, AF-2mut e A433W), na presenca ou ndo de dox. As
proteinas SF-1 normal e mutantes sdo expressas de forma aumentada nas células
H295R/TR/SF-1 apés tratamento com doxiciclina (andlogo estavel da tetraciclina), ao
passo que a expressdo da proteina ndo sofre alteracdo na presenca de dox no clone

parental H295R/TR.
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O clone AF-2/mut apresentou um comportamento diferente quando
comparado ao clone H295R/TR/SF-1 normal, pois houve uma reducdo,
estatisticamente significativa, na ativacdo da proliferacdo celular. Entretanto, os
outros dois clones S203A e A433W foram, ainda que parcialmente, capazes de induzir
a proliferacdo dependente de dox.

Na maioria dos receptores nucleares, o dominio AF-2 age cooperativamente
com AF-1 para ativar a transcri¢do. A regido localizada no residuo N-terminal de SF-1
€ muito curta, ndo possuindo o dominio classico AF-1. Como dito anteriormente, AF-2
de SF-1 coopera com dois dominios de ativagdo localizados downstream de DBD e o
dominio de ativacdo proximal (pAF) sobrepde-se a dobradica e a hélice H1 de LBD e
possui uma regido essencial para a atividade de SF-1.

As interagdes independentes de um ligante exdgeno sdo dependentes de AF-2
e muitas delas sdo mediadas pela regido LXXLL. Esse dominio de SF-1 também ¢é
importante para o recrutamento de cofatores, por exemplo, p300/CBP/cointegrator-
associated protein (p/CIP) e fator intermediario de transcricdao 2 (TIF2) (HAMMER et
al., 1999; BORUD et al., 2002), que estimulam a atividade transcricional de SF-1 via
dominio AF-2.

O resultado encontrado para o clone H295R/TR/SF-1/AF-2mut sugere que a
funcdo de transativagdo é importante para a atividade de SF-1. Esse dado estd de
acordo com alguns estudos que mostram que o dominio AF-2, embora necessario, nao
¢ suficiente para ativar a transativacdo por SF-1 (BOURGUET et al. 1995; RENAUD
et al. 1995; WAGNER et al. 1995; MORAS; GRONEMEYER 1998; RENAUD et al.
1995; HENTTU et al. 1997; FENG et al. 1998; NORRIS et al. 1998).

Com objetivo de confirmar a importancia de SF-1 no processo de proliferacao
celular, o crescimento de células H295R foi comparado em culturas transfectadas com
siRNA controle e com dois diferentes siRNAs especificos para o gene SF-1.

A tecnologia do RNAi tem se tornado nos ultimos anos uma ferramenta
universalmente aceita para o estudo da funcdo gé€nica. Gracas a descoberta do RNAi
em 1998, seus descobridores FIRE e MELO ganharam o prémio Nobel de Medicina

em 2006. Essa poderosa técnica de inibicdo de genes promove um silenciamento mais
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significativo que as técnicas mais usadas anteriormente, como ribozimas € RNA
antisense (ELBASHIR et al., 2001; HANNON et al., 2002). Atualmente, para estudos
em células de mamiferos foi descoberto que os RNAi de tamanho entre 21-23 nt sdo os
mais indicados, pois apresentam um reduzido efeito inespecifico (ELBASHIR et al.,
2000).

Os siRNAs utilizados nesse trabalho (Stealth ’ apresentam a particularidade
de serem capazes de hibridizar com o RNAm especifico somente com a fita sense,
evitando portanto, efeitos inespecificos de uma forma mais eficiente. Além disso, a
ativacdo das vias interferon, que levam a ativacdo da morte celular e alteracdo dos
niveis basais de alguns genes, com esse tipo de siRNA nado ocorre, facilitando assim a
interpretacdo dos resultados.

Para que os siRNAs possam ser interiorizados na célula e alcancar o
citoplasma, o reagente de transfeccdo os engloba produzindo particulas capazes de
interagir com as proteoglicanas anidnicas localizadas na membrana plasmadtica,
permitindo assim que os complexos sejam endocitados. Dessa forma, tanto siRNA
controle, quanto siRNAs que hibridizam especificamente com o RNAm de SF-1 (#2 e
#3) foram introduzidos nas células H295R. Apds realizacdo dos estudos em triplicata,
chegou-se ao resultado que ambos os siRNAs especificos foram capazes de (1)
silenciar, parcialmente, a expressdo de SF-1 e, (2) reduzir significativamente a
proliferacdo das células estudadas, quando comparados ao siRNA controle.

A redugdo no numero de células promovida por SF-1 poderia ser em virtude
de um aumento da taxa de apoptose e/ou reducdo na proliferacdo celular.

A deteccdo de células na fase S do ciclo celular €, potencialmente, a Unica
maneira de determinar a cinética das células que estdo em processo de proliferagdo. A
incorporacdo de um andlogo da timidina, BrdU, € utilizada para detectar o DNA em
fase de sintese. No presente trabalho, as células submetidas a transfec¢do com siRNAs
(controle e SF-1) foram analisadas quanto a incorporacao de Brdu. O resultado obtido
indica que a reducdo na expressdo de SF-1 promove uma diminui¢cdo da quantidade de
células capazes de incorporar BrdU, ou seja, hd uma reducdo na proliferacdo celular. A

diferenca entre as culturas transfectadas com siRNA controle e com os siRNAs SF-1
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(#2 e #3) foi estatisticamente significativa quando se transfectou as células uma unica
vez e quando se realizou a dupla transfeccao.

Se a inibicdo de SF-1 é capaz de reduzir a proliferacao celular, ele também
seria capaz de aumentar a apoptose? Para verificar essa hipotese, as células submetidas
ao tratamento com siRNAs também foram estudas in situ quanto a taxa de apoptose.

Apoptose ou morte celular programada € um tipo de morte celular
caracterizado por profundas modificacdes estruturais e funcionais (WYLLE, 1992).
Trata-se de um mecanismo fisiologico de controle da populacdo celular que regula o
tamanho dos tecidos, exercendo um papel oposto ao da mitose (VASCONCELOS,
1995).

A quebra do DNA gend6mico durante a apoptose pode gerar fragmentos de
DNA de baixo peso molecular (mono- e oligonucleossomos) e fitas simples de DNA
com alto peso molecular. As fitas de DNA fragmentadas podem ser identificadas pela
marcacdo da extremidade terminal livre 3’-OH (DNA fragmentado em processo de
morte celular programada) por meio de nucleotideos em uma reacdo enzimatica. A
incorporacdo de fluoresceina permite a visualizacdo dos fragmentos de DNA presentes
nos nucleos. Essa técnica ¢ denominada TUNEL e foi dessa forma que se analisou a
taxa de células H295R positivas para a marcagdo em questdao. A diferencga entre a taxa
de células TUNEL positivas com reducdo na expressdo de SF-1 em relacdo ao
controle, foi significativa apenas quando se realizou o protocolo de dupla transfeccao.

Embora a técnica TUNEL seja amplamente utilizada para a determinacdo de
células em apoptose, ela ndo é especifica para a morte celular programada. Por isso, os
resultados foram interpretados com precaucdo e correlacionados com critérios
morfologicos de apoptose (ANSARI et al., 1993), como nucleo com condensagdo da
cromatina e fragmentacdo citoplasmdtica em corpos apoptoticos (STAUNTON;
GAFFNEY, 1998).

Esses achados em conjunto nos permitem dizer que o silenciamento de SF-1
exerce um papel na quantidade das células de tumor adrenocortical, seja pela inducao

da apoptose, seja pela reducdo da taxa de proliferacdo. No entanto, o efeito de SF-1
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sobre o ciclo celular pode ser um efeito direto ou indireto, haja vista o fato dele ser um
fator envolvido na transcri¢do de vérios genes.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa acrescentou mais um gene que €
regulado por SF-1: NOV (nephroblastoma overexpressed) (DOGNMAN et al, 2007a).
Ainda se conhece pouco sobre essa proteina, mas ji se sabe que sua expressao se
encontra reduzida nos TACs estudados, comparados a adrenal normal e, sua expressao
¢ reprimida quando SF-1 estd aumentado. MARTINERIE er al (2001) demonstraram
que a expressao de NOV estd negativamente associada a diferenciacdo celular e a
malignidade de tumores adrenocorticais em adultos. Nesse mesmo trabalho, € relatado
que, em fibroblastos embriondrios de galinhas, um aumento na expressao de NOV leva
a uma inibi¢cdo do crescimento celular. O fato de NOV ser uma proteina que induz a
apoptose (ver revisdo em PLANQUE et al., 2003), permite hipotetizar que ela possa
estar envolvida no processo de surgimento e/ou proliferacdo dos TACs (quadro 4).
Portanto, estudos futuros serdo necessarios para se verificar o real papel de NOV nas
células adrenocorticais que sofrem um processo de transformacdo tumoral (benigna ou
maligna).

Outra proteina envolvida no processo de proliferacdo celular e que, pode

atuar sob influéncia de SF-1 é a [B-catenina. Em 2003, foram publicados varios
trabalhos demonstrando um sinergismo entre P-catenina e diversos receptores
nucleares, incluindo SF-1 (GUMMOW et al., 2003; HOSSAIN; SAUNDERS et al.,
2003; JORDAN et al., 2003), LRH-1 (liver receptor homolog 1) (BOTRUGNO et al.,
2004), receptor do acido retindico (EASWARAN et al., 1999; PAWLOWSKI et al.,
2002) e DAX1 (MIZUSAKI et al., 2003).

B-catenina juntamente com os membros da familia TCF/LEF (T cell
factor/Lymphoid enhancing factor) sao os mediadores da via de sinalizacio Wnt, que
suscita uma ampla variedade de respostas incluindo regulacdo da proliferacao e
sobrevivéncia celular, remodelamento do citoesqueleto para definir polaridade celular
e motilidade celular (ZHURINSKY et al., 2000). Na presenca de um sinal Wnt, a
fosforilagao de B-catenina é bloqueada e ela migra do citosol para o niicleo onde forma

heterodimero com um dos membros da familia TCF/LEF, esse complexo é capaz de
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ativar os genes alvos da via Wnt (MOON et al., 2002). Uma inducdo anormal na
transativacdo mediada por B-catenina pode contribuir para a progressdo de canceres
devido ao aumento na proliferacdo celular (BEN-ZE’EV, 1997; BEN-ZE’EV;
GEIGER, 1998; MORIN, 1999; POLAKIS, 1999; BARKER; CLEVERS, 2000).

Os ultimos resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa complementam e
confirmam os dados obtidos neste estudo sobre a importancia de SF-1 na tumorigénese
adrenocortical. Estes dados mostram que um aumento da expressao de SF-1 aumenta a
proliferacdo, reduz a taxa de apoptose em células adrenocorticais humanas e produz
tumor adrenocortical em camundongos (DOGHMAN et al, 2007a) (quadro 4).

Recentemente, BOTRUGNO et al. (2004) demonstraram a participagdo de
LRH-1, um homdlogo de SF-1, no controle da proliferacdo celular por meio da
inducdo da expressao das ciclinas da fase G1 (D1 e El). Essa indugdo € potencializada
pela interagdo com B-catenina.

A associagdo entre B-catenina e SF-1 ja foi demonstrada em varios estudos
(GUMMOW et al., 2003; HOSSAIN; SAUNDERS et al., 2003; JORDAN et al.,
2003), portanto, existe a possibilidade de que a via Wnt possa estar envolvida na
inducgdo na proliferacdo promovida por SF-1.

Existem evidéncias de que SF-1 esteja envolvido na proliferacdo celular.
Estudando o crescimento compensatorio da adrenal, em camundongos SF-I+/-,
BEUSCHLEIN et al., (2002), observaram que a expressdao de antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA) na adrenal remanescente dos camundongos normais (SF-
1+/+) foi intensa, demonstrando resposta proliferativa importante, enquanto que nos
camundongos haplo-insuficientes nenhuma resposta foi observada. RAMAYYA et al.,
(1997), encontraram elevada expressao do gene SF-1, por hibridizacdo in situ, nos
nddulos proliferativos da adrenal, sugerindo que tenha um papel na regulacdo do
crescimento e proliferacdo das células corticais adrenais. Assim, além do estimulo da
esteroidogénese, os mecanismos acima referidos para o SF-I poderiam também

ocorrer nos TCAs da faixa pediatrica do sul do Brasil.
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Camundongos SF-1 heterozigotos apresentaram testiculos e ovarios menores
quando comparados aos normais. A reduc¢do no tamanho das gonadas e da adrenal em
camundongos SF-I +/- e a agenesia completa em -/- ilustram a atuacdo de SF-1 de
maneira dose-dependente (ACHERMANN et al., 1999). Esse dado foi confirmado
pela importincia desse gene no crescimento celular adrenocortical ndo somente no
desenvolvimento, mas também quando a deficiéncia de SF-1 € associada a fenotipos
de insuficiéncia adrenal em camundongos e em humanos (LUO et al. 1994;
SADOVSKY et al, 1995; BLAND et al, 2000; BEUSCHLEIN et al, 2002;
JAMESON, 2004).

Enquanto camundongos e humanos mostram profundas diferencas no
desenvolvimento e na fisiologia, em ambas as espécies SF-1 parece possuir um papel
crucial na patogenia dos tumores adrenocorticais (DOGHMAN et al., 2007a). Com
base em achados recentes e a descricao de ligantes lipidicos para SF-1 (KRYLOVA et
al., 2005; LI et al., 2005), uma nova esperanga para técnicas terapéuticas em TACs
podem surgir futuramente envolvendo drogas antagonistas de SF-1.

Inicialmente, o maior desafio no uso dos siRNAs in vivo era a “entrega”, ou
seja, levéd-lo até o local em que deveria ter a fung¢do de silenciamento génico e fazer
com que ele estivesse intacto. Nos ultimos anos, varias publicacdes demonstram
métodos para resolver esses problemas como modificagdes na molécula de siRNA
protegendo-a das endonucleases e novas formas de transfeccdo (inje¢do na veia da
cauda com alta pressio — em camundongos) (SOUTSCHEK et al., 2004; HU-
LIESKOVAN et al., 2005; MORRISSEY et al., 2005; SONG et al., 2005; ZHANG et
al., 2005). Essas técnicas visam sua utilizacdo, sist€émica ou especifica a um tumor,
dependendo do alvo terapéutico. No entanto, novos desafios surgem, como tornar as
técnicas disponiveis atualmente, vidveis para o uso em humanos, estudar os efeitos
toxicos das doses de siRNAs, verificar as influéncias do uso de siRNAs sobre os
processos fisiologicos normais (OHRT et al., 2006; KUMAR et al., 2007). Com a
rapidez em que se desenvolvem os estudos sobre a terapia utilizando RNAI, espera-se
que as limitacdes sejam superadas em breve, e que essa promissora tecnologia possa

ser utilizada no tratamento de vérias doencas, entre elas o cancer.
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Com os resultados obtidos nesse trabalho € possivel compreender um pouco
mais sobre a biologia do TAC (figura 21; quadro 4). Nas células de TAC contendo a
mutacdo R337H do TP53, a expressdo de SF-I se encontra elevada e a atividade de
PLAP/PLAP-simile estd presente. Apds a instalacdo das condi¢des adequadas ao
surgimento da célula cancerosa esta pode ser eliminada ou podera se proliferar com
velocidade varidvel. O coértex adrenal fetal desprovido do efeito inibidor de
proliferacdo celular ou da perda do poder de induzir a morte celular, ao perder o alelo
normal e ficar apenas com o mutante R337H, menos funcionante em pH
proporcionalmente mais alcalino e/ou temperaturas supra-fisiolégicas, permite o
surgimento de célula cancerosa (DIGIAMMARINO et al., 2002; HAINAUT, 2002)
que mantém a expressio de PLAP/PLAP-simile e apresenta aumento de SF-1
(esttimulando a proliferagdo celular). Esse tumor apresenta fendtipo da adrenal fetal,
produzindo ou ndo excesso de hormdnios. Outras alteracdes genéticas, como mutagdes
no gene da o-inibina (LONGUI er al., 2004), expressio aumentada do fator de
crescimento e seu receptor (WEST er al., 2007), podem estimular ou acelerar a
proliferacdo celular e, em alguns casos, gerar um tumor maligno. Isto acontece com
maior freqiiéncia durante o periodo em que € mais intensa a proliferacdo celular e
deveria haver morte celular fisiolégica e de células potencialmente cancerosas, no

ultimo trimestre da gestacgao.
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CONCLUSOES

A realizacdo desta pesquisa permitiu a identificacdo de questdes importantes
para a elucidacdo de algumas etapas da etiopatogenia e carcinogénese responsaveis

pelo aparecimento do TAC em criangas. Assim, concluiu-se que:

1 A atividade enzimdtica de PLAP/PLAP-simile foi superior a encontrada

na adrenal normal (0,1 U/L) em 56,25% (9/16) dos TACs analisados;

2 Dentre as nove amostras com aumento na atividade enzimdtica de
PLAP/PLAP-simile, verificou-se que seis (75%) apresentaram
concomitante aumento na expressdo de SF-1 e para uma amostra esse
dado ndo estava disponivel. Novos estudos sdo necessarios para tentar

elucidar qual o significado bioldgico desta relacio;

3 O efeito de SF-1 sobre a proliferacao celular requer que seu dominio de
transativacdo AF-2  esteja intacto para que atue na ativacdo da
proliferacdo celular e/ou reducdo da apoptose. Mutacdes no sitio de
fosforilagio de MAPK (S203A) e no LBD (A433W) de SF-1

promoveram reduca

4 o parcial na atividade de SF-1 sobre a proliferacao celular.

5 A reducdo na expressio de SF-1 ocasiona reducdo na taxa de
incorporacdo de BrdU e aumento na quantidade de células H295R
TUNEL positivas, indicando que a proteina em estudo estimula a

proliferacdo celular e inibe a apoptose, respectivamente.
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