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RESUMO

O tumor de cortex de supra-renal € raro em criangas. Contudo, sua incidéncia
esta aumentada na Regido Sul do Brasil e no Estado de Sdo Paulo. O tumor
adrenocortical é freqiientemente associado ao sindrome de Li-Fraumeni. Foram
avaliados 51 pacientes com diagndstico de tumor de cortex adrenocortical. Obteve-se a
historia de cancer em familiares de 48 pacientes, provenientes de 46 familias. Utilizou-
se o indice relativo de grau de parentesco genético para avaliar a probabilidade de
transmissio de um gene comum associado com canceres familiares. Foi realizado o
seqilenciamento do gene TP53 a partir de sangue total em 31 pacientes e 12 familiares.
A mediana de idade dos pacientes foi de 2,3 anos; a relagdo sexo feminino:masculino
de 3,3:1. Das 46 familias estudadas, 8 ndo apresentaram historia familiar de presenga
de cancer, 24 apresentavam casos esporadicos de cancer (indice relativo de grau de
parentesco genético entre 0,12 e 1,1) e 14 familias com freqiiéncia aumentada de
cancer (indice maior que 1,1), porém nenhuma delas preenche os critérios para o
diagnodstico de sindrome de Li-Fraumeni ou “Li-Fraumeni-like”. Em 2 pacientes
foram estudados os exons 5 a 9 € em 29 pacientes os exons 2 a 11. O seqilenciamento
do gene apresentou mutagdo no exon 10, codon 337, base 1010, com substitui¢do de
arginina (CGC) por histidina (CAC) em todas as amostras cujo exon 10 foi avaliado.
As mies de 6 pacientes apresentaram a mesma mutagdo; sendo que em 2 familias as
mies apresentavam a mutagdo e 0s pais eram normais; em outra familia, a amostra da
mde era mutada e a dos tré€s irmdos do paciente eram normais; 1 mie apresentou o
seqiienciamento do gene TPS53 normal. Treze amostras de pacientes de um centro
norte-americano foram utilizados como comparagdo; destes, 3 apresentaram mutagao
nos exons 6, codons 196, 213 e 219, ¢ um no exon 7, codon 248; 9 mostraram
seqiienciamento normal. Concluiu-se que a presenga de tumores adrenocorticais na
infancia, em nossa regido, ndo estd associada a presenga de cinceres em familiares,
contudo esta relacionada a mutagdo germinativa do p53, no exon 10, codon 337 com

substitui¢do de arginina por histidina.



SUMMARY

An adrenocortical tumor occurs rarely in children. The actual incidence of
this tumor is unknown but it is estimated to be 0.3 cases per million per year in
children under 16 years. The incidence of childhood adrenocortical tumors (ACT) 1s
relatively higher in southern Brazil. This high incidence seems to be restricted to only
two Brazilian states: Sao Paulo and Parana. An unexpected high incidence of this
tumor is also noted among individuals carrying germline p53 mutations (Li-Fraumeni
Familial Cancer Syndrome). Detailed family cancer histories were obtained in
46.families of 48 Brazilian patients with ACT. None of these families had history of
cancer similar to that of the Li-Fraumeni Syndrome. The probability of the
transmission of a common gene associated with cancer was estimated by the method
of genetic relative index. Of 46 families, eight did not have history of cancer (index:
zero), 24 had sporadic cases of cancer (index: 0.12-1.1) and 14 families had an
apparent increased incidence of cancer (index: >1.1). Sequence analysis of the p53
gene, exons 2 to 11, was performed in 29 patients. Additional 2 patients had this
analysis limited to exons 5 to 9. DNA sequencing in all patients, for whom the exon 10
was analyzed, showed a specific mutation in codon 337, with a substitution of arginine
by histidine. No patient had mutations in exons 5 through 9 that are typically mutate in
the Li-Fraumeni Syndrome. The mothers of six patients were also positive for the
mutation; one mother had normal p53 sequencing. In three diverse families, in which
the mothers were positive for the p53 mutation, two fathers and three siblings of a
same family did not have this genetic abnormality. For comparison, of 13 patients
admitted to St. Jude Children Research Hospital in Memphis, three had mutations in
the p53 gene exons 6 and one in exon 7. Nine patients had normal p53 sequences. Four
of these latter patients had extended p53 analysis that included the exon 10 and in all
of them, there were no abnormalities. In conclusion, family members of children with
ACT from southern Brazil do not present the spectrum of cancer seen in the Li-
Fraumeni Syndrome. Moreover, they do not exhibit the p53 mutations usually
associated with the Li-Fraumeni Syndrome. However, it appears that a specific
mutation in the exon 10 of the pS3 gene is associated with ACT in these children.
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CONTEXTO

A incidéncia de tumor de supra-renal em individuos menores de 15 anos de
idade é de aproximadamente 0,3 casos por milhdo de habitantes/ano. A Regido Sul do
Brasil € excegdo com uma incidéncia 11 a 12 vezes maior, aproximadamente de 3,4 a
4,2 novos casos por milhdo de habitantes/ano.

A etiologia deste tipo de tumor é ainda desconhecida, porém, sabe-se que nos
individuos com o sindrome de Li-Fraumeni, caracterizada pela presenga de tumores
em familiares e alteragdes no gene da proteina p53, a incidéncia do adenocarcinoma de

supra-renal ¢ de 1%.



JUSTIFICATIVA

O maior nimero de casos diagnosticados na Regido Sul do Brasil, quando
comparado com outras regides estudadas, sugere a existéncia de um fator ambiental.
(MARIGO et al.,1969; MILLER, 1989; RIBEIRO et al.1990; STILLER et al., 1996;
SANDRINI et al., 1997).

O adenocarcinoma de supra-renal na infancia estd freqiientemente
relacionado com o sindrome de Li-Fraumeni.

Apesar de alta incidéncia deste tumor em pacientes atendidos na Unidade de
Endocrinologia Pediatrica do Departamento de Pediatria da Universidade Federal do
Parana (UFPR), ndo houve relato de historias compativeis com a presenga de cénceres
familiares, sugerindo que estes tumores devem ter outra etiologia que ndo a da
sindrome de Li-Fraumeni. (SANDRINI et al. 1997).

A avaliagdo do gene TP53, considerado o codificador de uma proteina protetora contra
cancer e que esta mutado neste sindrome, pode reforgar a hipotese de que a etiologia
de adenocarcinoma de supra-renal na Regido Sul do Brasil € outra que nd3o a do

sindrome de Li-Fraumeni.



1 OBJETIVOS

1.1 GERAIS

Estudar a incidéncia de cinceres em familiares, bem como as alteragdes do
gene da proteina p53 em criangas com tumores adrenocorticais atendidas na Unidade
de Endocrinologia Pediatrica do Departamento de Pediatria do Hospital de Clinicas da

Universidade Federal do Parana.

1.2 ESPECIFICOS

e Avaliar a presenga de ciancer em familiares de criangas com tumor
adrenocortical.

o Identificar a presenga de alteragdes do gene da proteina p53 no sangue
periférico dos pacientes pediatricos com tumor de supra-renal atendidos

na UFPR e em familiares diretos de alguns pacientes.



2 HIPOTESES

e A presenga de tumor adrenocortical estaria relacionada com a presenga
aumentada de outros tipos de tumores nas familias;
e A etiologia dos tumores adrenocorticais em pacientes atendidos na UFPR

depende da integridade do gene TP53.



3 FATORES DE LIMITACOES

Os dados de historia familiar foram obtidos a partir de um questionario

respondido pelos pais e/ou outros familiares.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 INCIDENCIA DE TUMOR DE SUPRA-RENAL NA INFANCIA
4.1.1 Incidéncia

Estima-se que a incidéncia de tumor adrenocortical em pacientes com idade
inferior a 15 anos nos Estados Unidos ¢ de 0,2-0,3 casos anuais por 1.000.000 de
habitantes. (YOUNG et al.,1986).

Na regido de Manchester, noroeste da Inglaterra, a incidéncia de doenga
maligna em crianga ¢ de 100/milhdo de habitantes com menos de 15 anos/ano. A
incidéncia de carcinoma adrenocortical nesta populagdo é de 0,33 casos/milhdo de
criangas/ano. (BIRCH et al. 1980; HARTLEY et al. 1987).

Entre os anos de 1971 e 1980, foram registrados 234 carcinomas, 0 que
eqiivale a 2% de todos os cénceres na infincia. Vinte e cinco dos carcinomas eram
adrenocorticais, significando uma incidéncia de 2,5 carcinomas adrenocorticais/ano
para toda a Inglaterra, com uma populagido aproximada de 48 milhdes de habitantes.
(McWHIRTER et al. 1989).

Em 1969, Marigo et al. observaram no hospital Santa Casa de Sao Paulo 19
casos de carcinoma adrenocorticais em 1.127 cénceres registrados em pacientes com
idade inferior a 15 anos. Corresponde a 2,9% dos tumores solidos na infancia.
(MARIGO et al., 1969).

No Sul do Brasil e no Estado de Sdo Paulo a incidéncia dos tumores
adrenocorticais em criangas varia de 3,4 a 4,4 casos novos ao ano por 1.000.000 de
habitantes com idades inferiores a 15 anos. (RIBEIRO et al., 1990; EPELMAN et al.,
1991; SANDRINI et al., 1997).



4.1.2 Idade

Mcwhirter et al. (1989), na Gra-Bretanha, observaram que 68% dos canceres
adrenocorticais em criangas com meflos de 15 anos ocorriam em idade inferior a 5 anos.

Bergada et al. (1996), na Argentina, avaliando criangas com idade inferior a
16 anos, relataram que 50% dos cénceres de cortex de supra-renal ocorreram em
criangas com 1dade inferior a 5 anos.

Mayer et al. (1997), no hospital Sainte-Justine de Montreal, Canada,
registraram que a mediana da idade de seus pacientes pedidtricos com tumores
adrenocorticais foi de 7 anos, e de 11 pacientes estudados, somente 4 tinham idade
inferior a 4 anos.

Mendonga et al. (1995) acompanharam 38 pacientes diagnosticados com
tumor adrenocortical no Hospital de Clinicas de Sdo Paulo, entre os anos de 1980 e
1992. Deste grupo, 18 (47%) possuiam menos de 15 anos ao diagnostico.

O Grupo de Estudo de Registro de Carcinomas Adrenocorticais da Italia
analisou a incidéncia menor de cincer nos pacientes pediatricos. Apenas 4 dos 129
carcinomas adrenocorticais foram encontrados em pacientes com idade inferior a 10
anos.(CRUCITTI et al., 1996)

A incidéncia total de carcinoma adrenocortical em todas as idades na
Noruega € de 1,5 por milhdo de habitantes por ano. Em 15 anos foram registrados 99
casos, sendo que somente 4 destes foram em pacientes com idade inferior a 20 anos.
(SOREIDE et al., 1992).

Quarenta e dois dos 58 casos (72,4%) diagnosticados em criangas com
menos de 16 anos, observados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do

Parana, no periodo de 1966 a 1992, eram em criangas com idade inferior a 4

anos.(SANDRINI et al. 1997).



4.1.3 Sexo

Mayer et al.(1997), Montreal, Canada, em estudo com criangas com menos
de 13 anos, examinaram 11 casos em 24 anos, sendo que 3 eram do sexo masculino e 8
do feminino. Com idade inferior a 5 anos, a relagdo feminino:masculino foi de 1:1.

Soreide et al. (1992), Noruega, observaram 3 casos do sexo masculino e 1 do
feminino em pacientes em idade inferior a 20 anos; 2 casos do sexo masculino foram
identificados em pacientes com idade inferior a 10 anos.

Bergada et al. (1996), Argentina, registraram uma relagdo de 3 casos do sexo
feminino, para 1 do masculino de tumor adrenocortical na infancia. Em idade inferior
a S anos, esta relagdo foi de 7:3.

Hartley et al. (1987), Manchester, identificaram uma relagdo de tumores
adrenocorticais de 7 casos femininos para 1 caso masculino. E apenas pacientes do
sexo feminino em idade inferior a 5 anos.

Sandrini et al. (1997), Curitiba, demonstraram predominio de casos no sexo
feminino em pacientes com idade até 4 anos, com uma relagdo de 5,3 casos para 1 caso
do sexo masculino. Fm idade superior a 4 anos ndo houve predominio relacionado ao

sexo do paciente.

4.2 ACAO DA PROTEINA P53

4.2.1 Caracteristicas

No brago curto do cromossomo 17 (17p), esta localizado o gene da proteina
p53. (LEVINE et al., 1991; LEWIN, 1997).

O gene da proteina p53, no ser humano, possui 11 exons e codifica uma
proteina de 393 aminoacidos. (SOUSSI et al. 1996).

O gene da proteina p53 é formada por trés partes:



e Regido Amino-terminal: responsavel pela ligagdo reversivel com proteinas.
Esta regido possui a area de transativagdo transcripcional do gene.

e Regido Central: importante por ser a regido que contém 4 das 5 regides

conservadas da proteina; € o local onde ocorre o maior numero de mutagoes.

e Regido Carboxi-terminal: com fungGes de localizagdo celular,

tetramerizagdo (conformagio da proteina) (STRURZBECHER et al., 1992)
e reconhecimento da lesdo primaria do DNA (SOUSSI et al., 1996).

O seqiienciamento de gene TP53 em anfibios, mamiferos, peixes e passaros
revela que neles ha regides semelhantes as encontradas no homem, denominadas de
regides conservadas. Este dado sugere que nestas areas estido codificadas as fungoes
da proteina pS3. (HOLLSTEIN et al., 1991; FROMENTEL et al., 1992; SOUSSI et
al., 1996).

4.2.2 Agles

Admite-se que a maioria dos canceres resulta de uma série de alteragdes
genéticas que interrompem os complexos mecanismos de controle do crescimento
celular. (GIQUEL et al., 1995).

Ha quase uma década, sabe-se que alteragdes no gene que codifica a proteina
p53 podem favorecer o surgimento de carcinomas. (NIGRO et al., 1989)

A proteina p53 impede a progressdo do ciclo celular em células com DNA
alterado. (KASTAN et al., 1991).

A atividade da proteina p53 depende da fase do ciclo em que a célula se

encontra:
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FIGURA 1 - DESENHO ESQUEMATICO DO CICLO CELULAR E MOMENTOS DA FASE DO CICLO EM QUE
PODEM OCORRER AGAO DA PROTEINA P53

Fase G0=periodo fora do ciclo celular

Fase G1= proliferacao de RNA

Fase S= replicagdo do DNA

Fase G2= proliferacéo de RNA

Fase M= divisdo mitética

Area verde = periodo do ciclo celular que ocorre agéo da proteina p53 e promove reparo no DNA.
Area azul = periodo do ciclo celular em que a proteina p53 induz a apoptose.

1) Se houver alteragdes no DNA no inicio da fase G1 [(Area verde da figura

2)

1) onde ocorre proliferagdo de RNA, e ainda ndo ocorreu duplicagido do
DNA], entdo a proteina p53 pode ativar a corregdo com indugdo da
proteina p21 [um inibidor da cdk (cyclin dependent kinase)), e impedir a
progressdo do ciclo celular para a fase S (replicagdo do DNA). Isto
permite o reparo do DNA alterado antes de seguir com a divisado celular.
(LEWIN, 1997; SOUSSI et al., 1996).

Se a célula ja iniciou a fase de replicagdo do DNA, a proteina p53 induz a

morte celular (apoptose). (WANG, 1995; LEWIN,1997) (Area azul da
figura 1).
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4.3 MUTACOES DO GENE TP53

Alteragdes do gene TP53 sdo as causas génicas mais comuns de carcinomas
no homem. (GREENBLAT et al., 1994).

As mutag¢bes somaticas sdo responsaveis por 98% das mutagGes observadas
em tumores. (HOLLSTEIN et al.,1991).

Mutagoes somaticas do p53 ocorrem em 40 a 45% dos pacientes com cancer.
(SOUSSI et al.,1994).

Aproximadamente metade dos pacientes com tumores ¢ mutagles
germinativas do gene da proteina p53 apresenta caracteristicas do sindrome de Li-
Fraumeni. (KLEIHUES et al.,1997).

Shaulsky et al. (1991) inferiram que as muta¢es no gene TP53 de alguns
tecidos, com a perda do mecanismo de supressdo, ndo seriam suficientes para que se
desenvolva o tumor, mas que as mutagdes poderiam exercer algum tipo de indugdo a
divisdo celular de caracteristica maligna.

De todas as mutagdes observadas (somaticas e geriminativas), 89% ocorrem
nas regides entre os exons 5-8. (GREENBLAT et al., 1994).

Apesar de ndo ser regido de “hot spot”, Lin et al. (1994), estudando tecido
de tumores adrenocorticais, sugeriram a inclusdo do exon 4 como local de mutagdes
freqiientes do gene TP53. Estes achados, em tecido de tumores adrenocorticais, nio
foram observados por Reincke et al (1996).

Casey et al. (1996), avaliando tecidos tumorais de mama, ovario e pulmio,
relataram que aproximadamente 20% das mutagdes ocorreram em regides fora dos
exons 5 a 9 e concluiram que o predominio de mutagdes observadas nas areas
denominadas de “hot spot” é decorrente de poucos estudos realizados em outros
€xons.

A muta¢do de ponto € responsavel por 95% das mutagGes observadas no
gene de proteina p53. (SOUSSI et al., 1996).

Agentes mutagénicos especificos de um ambiente poderiam provocar

mutagdes em regides especificas do gene. (CHIN et al., 1994).
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As mutagdes do gene TP53 estio catalogadas em bancos de dados
disponiveis na rede internacional de  computadores, = INTERNET

(SEDLACEK(2),1998; CARIELLO, 1994).

4.4 PATOLOGIA DO TUMOR ADRENOCORTICAL

O tumor adrenocortical na infancia é raro. (GICQUEL,1997) A evolugdo
para a cura apos a cirurgia é de aproximadamente 50% (SANDRINI et al., 1997). Os
critérios histopatologicos ndo diferenciam com precisio os tumores de natureza
benigna daqueles de natureza maligna. (HOLCOMBE et al., 1984; LACK et al., 1992;
CASTRO et al., 1993; FEDERICI et al., 1994; GICQUEL et al., 1995; BERGADA et
al., 1996; ABRAMSON et al, 1997, MAYER et al., 1997; LACK et al, 1997
SANDRINI et al., 1997).

O estudo de conteido de DNA de células de tumores adrenocorticais, por
meio de citofluxometria, mostrou existir correlagio entre aneuploidia das células e
caracteristicas histologicas de carcinoma, porém ndo houve correlagdo entre os achados
e o comportamento dos tumores estudados. (CIBAS et al., 1990; BUGG et al., 1994).

O prognéstico da doenga parece depender mais do volume do tumor,
presenga de metastases e da resseccdo completa do tumor que dos pardmetros
histopatologicos. (ZOGRAFOS et al., 1994; GICQUEL et al., 1997(1); SANDRINI et
al., 1997).

Bergada et al. (1996) correlacionaram o progndstico de evolugdo benigna,
pos-cirurgia, em pacientes pediatricos, com peso de tumor inferior a 100 gramas.

Michalkiewicz et al. (1997) demonstram a evolugdo favoravel nos pacientes
pediatricos com tumores menores que 200 cm’ ou peso inferior a 100 gramas.

Na populagdo adulta, o prognostico da doenga esta relacionado
principalmente com a presenga ou ndo de metastases. (EVANS et al., 1996; BARZON
etal., 1997).

Barzilay et al. (1989) associaram a cura, em adultos e criangas, ao

diagnéstico precoce do tumor adrenocortical.
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A forma mais comum de apresentagio de tumores adrenocorticais € a
esporadica, podendo, no entanto, haver associagdo com sindromes, como o de Li-
Fraumeni (mutagdes no gene da proteina p53), o de McCune-Albright (alteragbes na
proteina G), o de Beckwith Wiedemann (relacionada a mutagdes no cromossomo 11),
e com a hemi-hipertrofia (TANK et al., 1980; HENRY et al., 1989(2); LACK et al,
1992; FEDERICI et al., 1994; GICQUEL et al., 1995). Jaresch et al. (1992) sugeriram
que tumores adrenocorticais, principalmente adenomas, estariam relacionados a
hiperplasia congénita de supra-renal; porém Beuschlein et al.(1998) inferiram que ndo
ha relagdo entre deficiéncia de 21-hidroxilase e tumores adrenocorticais.

A analise imuno-histoquimica das células tumorais sugere que a
concentragdo elevada da proteina p53 no nicleo celular esteja relacionada com
comportamento mais agressivo do tumor (VARGAS et al., 1997; EDGREN et al,
1997), assim como a mutagdo do gene TP53 no tecido tumoral. (FOGT et al., 1998).

A patogénese dos tumores de supra-renal ainda néo esta totalmente esclarecida.

Adenomas e carcinomas adrenocorticais podem ser estadios diferentes de um
mesmo processo (OHGAKI et al., 1993; GICQUEL et al., 1995; McNICOL et al.,
1997). Alteragdes de outros genes, como o do IGF-II, poderiam induzir a
transformagao de benigno para maligno. (GICQUEL et al., 1997 (2)).

Reincke et al. (1994), estudando uma populagdo adulta, identificaram baixa
incidéncia de mutagio somatica do gene TP53 em adenomas quando comparados com
carcinomas adrenocorticais e sugeriram que Os mmecanismos tumorigénicos dos
adenomas sdo diferentes dos carcinomas.

Hartley et al. (1987) encontraram historia familiar sugestiva de Sindrome de
Li-Fraumeni em 28% dos pacientes com tumores adrenocorticais na infancia.

Wagner et al. (1994) observaram que metade das criangas com tumores
adrenocorticais apresentava mutagdes germinativas no gene TP53.

Kleihues et al. (1997) avaliaram pacientes com mutagdes germinativas do
p53 e apontaram que 3,6% apresentavam tumor adrenocortical € que a média de idade

destes pacientes era de 4,9 anos.
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Exposicdo a agentes quimicos como solventes e agrotoxicos tem sido
relatada freqiientemente em pais ou pacientes com tumores adrenocorticais
(HARTLEY et al., 1987; SANDRINI et al., 1997).

Alguns trabalhos sugerem que a indug¢do de proto-oncogenes, como o KRAS,
poderia ser responséavel por tumores adrenocorticais em ratos suscetiveis (KIMURA et al.,
1988). Porém, estudos em tumores adrenocorticais esporadicos no homem apresentaram
resultados varidveis no que diz respeito a mutacdes no gene ras € seu envolvimento na

génese tumoral. (OHGAKI et al., 1993; LIN et al., 1998).

4.5 SINDROME DE LI-FRAUMENI

O sindrome de Li-Fraumeni, uma forma rara de cincer familiar, apresenta
heranca autossomica dominante. Individuos heterozigotos afetados apresentam
mutac¢do no gene TP53 e canceres em diversos tecidos. (LEWIN et al., 1997).

Descrito inicialmente por Li e Fraumeni, em 1969, o sindrome caracteriza-se
pela presenca de sarcomas de tecidos moles, cdncer de mama e outras neoplasias em

individuos jovens da mesma familia. (LI et al., 1969).

Cérebro (12%)

Sarcoma de

Mama (25% paresmoles (12%)

Carcinoma

Adrenacortical (1 %

Osteossarcoma (6%)

leucemia (%)

FIGURA 2 - INCIDENCIA DE TUMORES EM FAMILIAS COM SINDROME DE LI-FRAUMENI (FIGURA
MODIFICADA DE MALKIN ET AL., 1990)
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Os critérios para a caracterizag@o do sindrome sdo:

1) individuo com sarcoma em idade inferior a 45 anos;

2) cancer em parente de primeiro grau em idade infertor a 45 anos e

3) outro parente de primeiro ou segundo grau com diagnostico de qualquer

cancer antes de 45 anos ou de sarcoma em qualquer idade (LI et al., 1988).

Em 1994, BIRCH et al. sugeriram a forma ndo classica ou “Li-Fraumeni
Syndrome —like families”, quando ocorrerem estes trés achados:

1) probando com um cﬁﬂcer na infancia, ou cancer de cérebro ou

adrenocortical em idade inferior a 45 anos com

2) parente de primeiro ou segundo grau com cancer de mama ou

adrenocortical ou de cérebro ou sarcoma em qualquer idade e

3) parente de mesma linhagem de primeiro ou segundo grau com cancer em

qualquer idade.

A presenga de dois tumores primarios em criangas sugere uma patogénese
semelhante a do sindrome (LEVINE et al, 1978; TOGUCHIDA et al., 1992;
TENOUTASSE et al., 1997).

A busca de tumores em familiares de criangas com tumores pode detectar o
sindrome de Li-Fraumeni antes do surgimento de cancer nos pais. (LYNCH et al., 1985).

Parece que alguns fatores ambientais ou genéticos, associados 4 mutagao
germinativa do gene da proteina p53, promovem caracteristicas clinicas diferentes
entre as familias com o sindrome de Li-Fraumeni. (HORIO et al., 1994)

Os processos carcinogénicos sio multifatoriais e ocorrem em estadios. E
possivel que mutagdes ocorram e se acumulem durante geragoes, aumentando 0S riscos
carcinogénicos nos seus descendentes. (TOMATIS et al., 1992).

No inicio da década de 1990 fo1 reconhecido que as mutagGes no gene TP53
sdo responsaveis pela incidéncia aumentada de carcinomas nos individuos afetados em
familias com o sindrome de Li-Fraumeni. (MALKIN et al.(2),1990; SRIVASTAVA et
al., 1990; SANTIBANEZ-KOREF et al., 1991).
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Esta mutagio apresenta uma a¢do dominante sobre o alelo normal do gene.
(LEWIN et al., 1997).

Parece existir uma competitividade de agdo entre as proteinas originais e
mutadas, com esta ultima apresentando-se em maior quantidade no interior das células
e promovendo a suscetibilidade a tumores. (CHEN et al., 1990).

O estudo do tecido tumoral de pacientes de familias com sindrome de Li-
Fraumeni revela perda de heterozigozidade do alelo normal em menos da metade dos
tumores, o que sugere a necessidade de outro mecanismo, além da perda de fungdo da
proteina p53. (VARLEY et al., 1997).

As alteragdes do p53 poderiam ser apenas um fator associado a outros para o
desenvolvimento de tumores. (KUMAR et al., 1995; TENOUTASSE et al., 1997).

Nos pacientes relacionados a familias com o sindrome de Li-Fraumeni, os
tumores adrenocorticais apresentam perda de heterozigozidade em metade dos casos.
Este dado sugere que apenas a mutagdo germinativa pode ndo ser suficiente para o
desenvolvimento maligno dos tumores. Os riscos ambientais devem sempre ser
considerados. (SCHATZKIN et al., 1995;VARLEY(2) et al., 1997).

Sedlacek(1) et al. (1998) sugerem que o alelo mutado do gene TP53 pode ser um
fator de suscetibilidade a carcinomas, com aparente manutenggo da fungdo do alelo normal.

Algumas familias com caracteristicas de sindrome de Li-Fraumeni parecem
possuir mecanismos que afetam de modo indireto as fungdes da proteina p53, pois o
seqiienciamento do gene e as provas de fungdo da proteina sdo normais. (BARNES et
al., 1992).

Os pacientes com sindrome de Li-Fraumeni apresentam uma incidéncia de
cancer de supra-renal de aproximadamente 1%. (MALKIN et al., 1990(1); LACK et
al., 1997)

Em familias que preenchem critérios para o sindrome de Li-Fraumem e
apresentam mutagio germinativa do p53, a incidéncia de tumor adrenocortical ¢ de

4%. (KLETHUES et al., 1997).
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Devido a esta incidéncia aumentada, a presenga de tumor adrenocortical na
infancia ¢é considerada como caso indice do sindrome de Li-Fraumemni.
(TSUNEMATSU et al., 1991; SAMESHIMA et al., 1992; TSUKAMOTO et al., 1992;
PRITCHARD-JONES et al., 1996; LECOINTRE et al., 1997).

Estima-se que 50% das familias com o sindrome de Li-Fraumeni possuem
alteracdo germinativa no gene da proteina pS3.(SRIVASTAVA et al, 1990;
BRUGIERES et al., 1993; BIRCH et al., 1994).

Varley et al.(1) (1997) sugerem que foi possivel observar mutagdes
germinativas no p53 em 71% das familias com sindrome de Li-Fraumeni cléassica e em
22% das familias com “Sindrome de Li-Fraumeni like”.

A avaliagdio do gene TP53 de familias com o sindrome de Li-Fraumeni
revela que a presenga de tumores adrenocorticais na infincia nestas famihas esta
fortemente relacionada com mutagdes germinativas neste gene. (SAMESHIMA et al.,
1992; BIRCH et al.; KLEIHEUS et al., 1997)

Ainda, alteragGes germinativas do gene TP53 s@io descritas em 50% dos
tumores adrenocorticais esporadicos na populacdo pediatrica em Toronto, Canada.
(WAGNER et al., 1994).

Na populagdo com cancer de todos os tipos, a prevaléncia de mutagGes
germinativas do gene TP53 é de aproximadamente 1%. (QUESNEL et al., 1997)

Os trabalhos citados na literatura reforcam a hipotese de que tumores de
cortex adrenal na populagdo pediétrica sdo sugestivos da presenga do sindrome de Li-
Fraumeni. (TSUKAMOTO et al., 1992; HARTLEY,1987).

No sindrome de Li-Fraumeni, quando comparado a populagdo geral, ha um
maior risco de cancer principalmente em individuos com idade inferior a 19 anos. E isto €

mais evidente quando observados os carcinomas adrenocorticais. (GARBER et al., 1991).
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5 CASUISTICA E METODOLOGIA

5.1 METODOLOGIA CIENTIFICA

O método utilizado foi o descritivo, modalidade “survey”.

5.2 AMOSTRA DE ESTUDO

Pacientes com diagnostico de tumor adrenocortical atendidos na Unidade de
Endocrinologia Pediatrica (UEP) do Departamento de Pediatria do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana, no periodo compreendido entre janeiro de
1966 a junho de 1998.

Dos 89 pacientes pediatricos com tumor adrenocortical registrados na UEP,
51, que persistem em acompanhamento ambulatorial, foram mcluidos no estudo.

Em 48 pacientes foi possivel obter informagoes relacionadas a presenga de
cancer em mais de duas geragdes.

Em duas familias havia mais de um paciente incluido no estudo.

Foi estudado o seqiienciamento do gene TP53 a partir de amostra de sangue

periférico de 31 pacientes.

5.3 METODOLOGIA DO TRABALHO

5.3.1 Caracteristicas do Estudo

Foi realizado um estudo retrospectivo com utilizagdo dos prontuarios dos

pacientes.
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5.3.2 Historia Familiar

Dos protocolos de atendimento aos pacientes da UEP, foram obtidos os
dados de historia familiar de céncer. Aqueles prontudrios que possuiam dados
incompletos, eram refeitos a partir de nova entrevista com a familia dos pacientes.

A partir dos dados obtidos, elaborou-se o0 heredograma para determinar o grau de

parentesco genético entre o paciente com tumor adrenocortical e seus parentes relacionados.

5.3.3 Indice Relativo de Grau de Parentesco Genético

Com os dados relativos a presengca de cancer na familia, foi montada a
genealogia e determinado o grau de parentesco genético entre o probando e o paciente
relacionado. Como em alguns casos existiam mais de um parente que apresentava
cancer na genealogia e como as genealogias apresentavam numero diferente de
individuos, isto €, eram de tamanhos diferentes, optou-se por adotar um indice que
refletisse tal situagdo, como ja descrito por Sandrini (1993). O calculo do indice foi
feito da seguinte maneira: foram somados os valores relativos aos graus de parentesco
observados entre o probando e as diferentes partes que apresentaram cancer
(MALECOT, 1948), e este valor foi dividido pelo nimero total de individuos que
compunham a genealogia. Denominou-se esta nova variavel de “indice relativo de

grau de parentesco genético” (IRGPG).

5.3.3.1 Grau de parentesco genético

A passagem dos genes de uma geragdo para outra geragdo seguinte, isto €,
descendente, cria possibilidades de relagcdes génicas entre individuos que possuiam
pelo menos um ancestral comum. Tais individuos sdo ditos “parentes genéticos™ e
geralmente s3o mais semelhantes fenotipicamente que quaisquer outros individuos da
populagdo. O grau de parentesco genético entre 2 individuos mede a magnitude desta

relagdo, considerando a possibilidade de ambos receberem um mesmo gene presente
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no ancestral comum, e corresponde ao dobro do coeficiente de endogamia de

descendentes de um eventual cruzamento entre esses parentes.
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Na genealogia representada, as estimativas seriam as seguintes:
1) entre M e Q — (pai ¢ filho) =0,5;

2) entre I e Q — (avd e neto) = 0,25;

3) entre O e Q — (tio e sobrinho) = 0,25.

4) entre A e Q — (bisavd e neto) = 0,125;

5) entre primos = 0,125

6) entre N ¢ P — (meio-irmdos) = 0,25

FIGURA 3 - REPRESENTACAO GRAFICA DE UM HEREDOGRAMA PARA EXEMPLIFICAR A ESTIMATIVA
DO GRAU DE PARENTESCO GENETICO

Arbitrariamente, defimimos que valores superiores a 1,1 desta variavel,
denominada “indice relativo de grau de parentesco genético”, foram considerados como

provavel correlagio familiar de canceres.

5.3.4 Estudo de Mutagdes no Gene TP53

Foi realizado o seqitenciamento do gene da proteina p53 de sangue periférico
de 31 pacientes com diagnostico de tumor de supra-renal. As amostras de sangue

foram coletadas com o consentimento dos pais ou responsaveis pelos pacientes.
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Este material foi enviado ao Laboratorio Oncormed, de Gaithersburg,
Maryland, nos Estados Unidos, onde foi realizado o seqiienciamento do gene TP53.

Amostras de DNA de sangue total congelado a —20°C foram extraidas de
acordo com o protocolo de um "kit" comercial (Qiagen, Inc. Valencia, CA, Cat.#
13343). A concentragdo de DNA foi quantificada por absorbéncia ultravioleta. O grau
de purificagio do DNA extraido foi excelente, considerando que a absorbancia
encontrada em todas as amostras, para um comprimento de onda de 260nm, foi acima
de 1,5 vezes superior a da absorbancia em 280nm. A presenga de DNA de alto peso
molecular foi confirmada por eletroforese em gel de Agarose a 1%.

Amostras consideradas adequadas foram amplificadas, pelo método
convencional de PCR (Polymerase Chain Reaction), dos exons 2 ao 11 do gene TP53.
Cada exon foi amplificado separadamente em reagdo de PCR utilizando tampdo padrdo
PE 10X PCR, 25mM de MgCI, 2mM de cada DNTP e "Taq Gold" (5U/gi) (PE-ABI,
Foster City, CA).

Os "primers", preparados a partir do vetor M13, foram adicionados e locados
nos introns, compreendendo 10 a 20 bases dos introns, de tal forma que cada exon
pdde ser seqiienciado completamente. Foi utilizado para amplificagio um termo-
ciclador Perkin Elmer 9600. O produto da amplificagdo foi visualizado apos
eletroforese em gel de Agarose a 2%. Os tamanhos das bandas encontradas variaram
de 100 a 300 pares de bases e estdo de acordo com o esperado.

Utilizaram-se reagentes comercializados, para os diversos procedimentos. Os
produtos do PCR foram purificados pela utilizagdo de um bloco de purificagdo de PCR
em placas com 96 pogos (Qiagen, Inc. Valencia, CA, Cat.# 28180) em um sistema a
vacuo (Majnfbld de Perkin Elmer 9600). As amostras foram secadas ¢ novamente
suspensas em 20ul de agua. Este material foi marcado com um "kit" de marcagdo com
substancia fluorescente (FS dye terminator chemistry, PE-ABI, Foster City, CA, Cat.#
402154). As reagbes novamente ocorreram no termo-ciclador Perkin Elmer 9600. O

material resultante das rea¢des de fixa¢do de marcadores fluorescentes foi purificado
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utilizando-se um bloco de 96 pogos. (Edge Biosystems, Inc., Gaithersburg, MD, Cat.#
4050110). Foramida e corante foram adicionados ao DNA amplificado por PCR e
colocado para secar, ¢ depois introduzidos no seqiienciador fluorescente de DNA
automatizado ABI 377 (Perkin-Elmer Foster City, CA).

Os dados foram coletados e analisados utilizando os programas de dados e
colegdes do ABI 377. Os arquivos foram alinhados e comparados com seqiiéncia
padrdo (Genebank Accession X02469). Os picos de fluorescéncia foram revisados por
um leitor, a fim de detectar mutagdes que poderiam ndo ser detectadas pelo programa
base. Cada exon fo1 seqiienciado em ambas as diregles, direta e reversa (3'-5'e 5'-3'), e

todas a mutagdes foram confirmadas numa segunda analise da amostra.

5.3.5 Métodos Estatisticos

Recorreu-se a analise descritiva dos dados por meio de quadros, tabelas e
graficos.

Para a comparagdo dos dados, foram utilizados os testes “Comparagdo entre
Duas Proporgdes” (pelo software “Primer of Biostatistics™) e “Qui-Quadrado com
corregdo de Yates” (por meio do “Epi-Info”), para amostras independentes.

O nivel de significincia (ou probabilidade de significancia) minimo adotado

foi de 5%.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA

Os dados de identificagdo dos 89 pacientes registrados na UEP encontram-se
no Anexo 1 e 2. Destes, 5 pacientes foram submetidos a cirurgia em outro servigo.

Desta amostra, foi possivel incluir no estudo 51 pacientes. Doze
(23,5%) pacientes sdo do sexo masculino e 39 (76,5%) do feminino

(figura 4).

@ feminino [ masculino

FIGURA 4 - DISTRIBUICAO DE TUMORES DE ACORDO COM O SEXO
DOS PACIENTES

A média de idade foi de 3,38 anos + 3,17 e mediana de 2,33 anos, variando
de 4 meses a de 13,4 anos; 42 (82,3%) casos ocorreram em idade inferior a 5 anos

(figura 5).
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FIGURA 5 - DISTRIBUICAO DOS TUMORES ADRENOCORTICAIS CONFORME IDADE E O SEXO
DOS PACIENTES

A média de idade dos pacientes do sexo feminino foi de 3,0 + 3,0 anos
(mediana de 1,9 anos) e a do sexo masculino, de 4,67+ 3,3 anos (mediana de 3,64).

A relagdo feminino : masculino de tumores na amostra total foi de 3,3:1.
Porém, quando analisada em idade inferior a 5 anos, esta relagéo foi de 4,86 : 1; apos

0s 5 anos, a incidéncia ¢é praticamente semelhante entre os sexos, 1,25 : 1.

6.2 HISTORIA FAMILIAR DE CANCERES E GRAU DE PARENTESCO
GENETICO

Foi possivel obter a historia familiar de cancer em 48 pacientes, ou 46

familias. O namero de familias estudadas e o respectivo namero de geragoes foram:

em 1 familia, 5 geragdes;
e em 36 familias, 4 geragoes;
e cm 8 familias 3 geragdes;
e em 1 familia, 2 geragdes, €

e em 3 familias ndo foi possivel obter dados familiares confiaveis.
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Em 8 familias ndo havia historia de outros canceres. Canceres esporadicos foram
observados em 24 familias (indice ponderado da somatdria com valores compreendidos
entre zero e inferior a 1,1). Nas demais familias, apesar de uma alta freqiiéncia de tumores,
ndo havia padrdo sugestivo de sindrome de Li-Fraumeni. (tabela 1).

Ha uma maior proporgdo de casos de cancer na familia de pacientes com
idade inferior a 5 anos (1,3 casos por probando) comparados com aqueles com idade
superior a 5 anos (0,3 casos por probando). (p<0,0001). Ndo foi observada diferenga
de proporgio relacionada ao sexo do probando.

Nas familias dos pacientes 64, 67, 80, 86, 87 ¢ 88 ha relato ou historia
sugestivas de tumores adrenocorticais em mais de um membro da familia.

O paciente 64 ¢ prima da mae da paciente 80. E em ambos o diagnostico foi
feito aos 9 meses de idade. Ha, ainda, relato com confirmagio diagnostica de tumor de
supra-renal em um terceiro membro da familia que ocorreu aos 2 anos, além de
histéria de obito associado a obesidade e pilificagdo pubiana aos 5 anos em outros 2
membros. Nesta mesma familia havia histéria de 6bito, do bisavd, por um tumor
abdominal aos 50 anos e por tumor de sistema nervoso central em outras duas
criangas. (ver Anexo 3).

Em outra familia ha diagndstico de tumor adrenocortical em duas meia-irmas
(pacientes 87 ¢ 88), filhas de mesma mae, com diagndstico comprovado com 1 e 5
anos de idade.

Em uma terceira familia ha casos comprovados de tumores adrenocorticais
no paciente 86 ¢ um meio-irmao, filhos de mesma mie, diagnosticados aos 7 e 11
anos, e historia referida deste tumor em um avé (pai da mde de ambos pacientes).

Na familia da paciente 67 ha confirmagdo em uma prima de tumor

adrenocortical diagnosticado aos 2 anos de idade.



TABELA 1- NUMERO DO PROTOCOLO DOS PACIENTES AVALIADOS EM RELACAO A
HISTORIA FAMILIAR DE CANCER EM DUAS OU MAIS GERAGOES, E INDICE

RELATIVO DE GRAU DE PARENTESCO GENETICO

NUMERO DE | NUMERO DE
PACIENTE | GERACOES | FAMILIARES Cé;\?CSEDRE T % T
ESTUDADAS | ESTUDADOS
03 3 33 1 0,25 0,757
19 4 80 0 0 0
24 4 29 1 0,25 0,86
26 4 84 0 0 0
28 4 47 1 0,125 0,265
30 4 134 2 0,375 0,28
31 4 22 1 0,0625 0,28
33 4 119 2 0,5 0,42
35 3 47 1 0,25 0,53
38 4 55 2 0.375 0.68
41 4 56 2 0,375 0,67
42 3 14 1 0,5 35
43 4 60 4 0,75 1,25
44 4 48 5 0,5625 1,56
45 4 34 0 0 0
47 4 88 0 0 0
48 4 33 0 0 0
49 4 107 8 1,125 1,05
50 4 41 5 0,875 2.1
51 2 38 1 0,125 0,33
52 4 41 1 0,5 1,21
53 4 55 2 0,25 0,45
54 4 64 5 0,75 1,17
56 5 62 2 0,375 0.6
57 4 48 5 0,875 1,8
58 4 31 0 0 0
59 4 34 0 0 0
61 4 33 2 0,25 0.7
632 4 96 6 1,125 1,17
66 ¢ 3 35 1 0,125 0,7
67 4 70 1 0,125 0,17
68 4 51 0 0 0
69 4 55 3 0,5 0,65
71 4 47 1 0,25 0,53
72 4 44 1 0,25 1,04
73 4 48 4 0,625 1,3
75 4 69 1 0,125 0,18
77 4 66 1 0,125 0,18
78 4 31 2 0,25 0,8
792 3 75 4 0,75 1
80 4 54 1 0,0625 0,12
83 4 49 1 0,125 0,255
84 4 27 3 0,375 1,38
85° 3 42 2 0,625 1,49
86 ° 3 15 1 0,5 3,3
87°¢ 3 15 1 0,5 33
88 4 57 5 0,875 1,5
89 3 25 2 0,5 2

a) parentes em terceiro grau e tumores adrenocorticais em familiares; b) meio-irmao e avé materno;
c)meio-irmas; d) prima. £ = Somatorio dos valores relativos ao grau de parentesco; % X = indice
relativo de grau de parentesco genético.

26
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6.3 ANALISE DO GENE DA PROTEINA P53 EM LINFOCITOS DE PACIENTES

O seqiienciamento do gene TP53 foi realizado em amostra de sangue
periférico de 31 pacientes.

Em 10, foram analisados inicialmente apenas os exons 5 a 9. Foi estudada esta
area em decorréncia da alta incidéncia de mutagdes observadas nesta regido. (LEVINE,
1991; HOLLSTEIN,1991; FROMENTEL,1992; GRAYSON, 1994; GREENBLAT,
1994; FREBOURG, 1995). Contudo, em apenas 2 foi possivel analisar toda a regido,
havendo problemas técnicos na realizagdo dos exames dos demais.

Na seqiiéncia foi estudado também o exon 10 das amostras de 8 destes pacientes.

Vinte ¢ um pacientes tiveram os exons 2 a 11 analisados.

Em todos os 29, foi observada mutagdo no exon 10, codon 337, nucleotideo
1010, com substitui¢do de uma base purina guanina (CGC) por outra, adenina (CAC),
que resulta em substitui¢do do aminoacido arginina por histidina.

TABELA 2 - NUMERO DO PROTOCOLO DOS PACIENTES QUE TIVERAM O SEQUENCIAMENTO DO GENE
TP53, SEU REGISTRO NO HOSPITAL, EXONS ESTUDADOS E RESULTADOS

PACIENTE | EXONS ESTUDADOS | MUTACAO | EXON MUTADO | CODON | NUCLEOTIDEO

28 2a11 Sim 10 337 1010
30 2a11 Sim 10 337 1010
34 2a11 Sim 10 337 1010
35 2a11 Sim 10 337 1010
38 6,8,9,10 Sim 10 337 1010
4 58,9 Néo

42 2at1 Sim 10 337 1010
43 2a11 Sim 10 337 1010
49 2a11 Sim 10 337 1010
50 2a Sim 10 337 1010
55 5,8,9,10 Sim 10 337 1010
56 6,8,9,10 Sim 10 337 1010
57 5a10 Sim 10 337 1010
58 56,9 Nao

59 59,10 Sim 10 337 1010
63 2a11 Sim 10 337 1010
64 8,9,10 Sim 10 337 1010
66 2a11 Sim 10 337 1010
68 2a11 Sim 10 337 1010
70 5,8,10 Sim 10 337 1010
71 2ai1 Sim 10 337 1010
75 2a11 Sim 10 337 1010
77 2ai1 Sim 10 337 1010
78 5,6,8,9,10 Sim 10 337 1010
79 2a11 Sim 10 337 1010
84 2a11 Sim 10 337 1010
85 2ai Sim 10 337 1010
86 2a1 Sim 10 337 1010
87 2a11 Sim 10 337 1010
88 2ai1 Sim 10 337 1010

89 2a11 Sim 10 337 1010
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Também foram analisados pai e mée dos pacientes 86 e 89; a mée dos pacientes
50, 64, 87,88 € 90; e mie e 3 irméos do paciente 80. A amostra de sangue periférico de 12
familiares dos pacientes mimero 50, 64, 79, 86, 87 e 88, 89 e 90 (tabela 3).

As mies dos pacientes 50, 64, 80, 86, 87, 89 e 90 foram estudadas;, com
excegdo da mie do paciente 64, todas apresentavam a mesma anomalia do gene TP53 que
os filhos. Do paciente 80 foram estudados a mie e 3 mados, sendo que somente a mae
apresentou mutacdo no gene TP53. Dos pacientes 86 e 89 foram estudados pai e mae; em

ambos 0s casos as mées apresentavam o gene mutado e os pais 0 gene normal.

TABELA 3 - RESULTADO DO SEQUENCIAMENTO DOS EXONS 2 A 11 DO GENE DA PROTEINA P53
EM AMOSTRA DE SANGUE PERIFERICO DE PARENTES DE PACIENTES

PARENTESCO COM = EXONS
AMOSTRA PACIENTE MUTACAO OBSERVADA ESTUDADOS
IN Méae de 64 N&o 2a11
TB Mée de 79 Codon 337, CGC—CAC 2al1
AB Irmao de 79 N&o 2a11
NB Iméade 79 Nao 2a11
NB Irma de 79 Nao 2a11
SF Pai de 86 Nao 2a11
LF Mae de 86 Codon 337, CGC—»CAC 2a11
MCT Mae de 87 ¢ 88 Codon 337, CGC—»CAC 2a 1
VAC Mae de 90 Codon 337, CGC—»CAC 2a11
AD Pai de 89 Nao 2a11
SLC Mae de 89 Codon 337, CGC—»CAC 2a1
MS Mae de 50 Codon 337, CGC—~»CAC 2a11

Com a finalidade de comparar as analises de mutagdes germinativas do gene
da proteina p53, foram avaliados 13 pacientes cadastrados no St. Jude Children’s
Research Hospital, Memphis, Estados Unidos

Desses pacientes, um era brasileiro, proveniente do Estado do Rio de Janeiro,
os demais, norte-americanos. Dois eram do sexo masculino e 10 feminino. O ano de
diagnostico variou de 1986 e 1995. Onze pacientes tinham idade inferior a 5 anos por
ocasido do diagnostico.

Foi colhido sangue periférico e realizado o seqiienciamento do gene TP53,

dos exons 5 a 9 em 8 pacientes € do 5 a 10 em 5 pacientes, no mesmo laboratorio e
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com uma metodologia igual a aplicada aos pacientes brasileiros. Os resultados sio

apresentados na tabela 4.

TABELA 4 - INICIAIS DOS PACIENTES PROVENIENTES DO NO ST. JUDE CHILDREN'S RESEARCH
HOSPITAL SUBMETIDOS AO SEQUENCIAMENTO DOS EXON 5 A 9 OU 5 A 10, DO GENE
TP53 A PARTIR DE LINFOCITOS E RESPECTIVAS MUTACOES OBSERVADAS

PACIENTE | EXON | copoN [ BASES | AMINOACIDO
GS
EN 7 248 CGG —» TGG Arginina — Triptofano
K S$(*)
JW()
AT 6 196 CGA —» TGA Arginina — codon de parada
JB
KL 6 219 CCC —>TCC Prolina — Serina
ccer
CH
SV S§(*)
CHK
RIJ 6 213 CGA —» CAA Arginina = Glutamina
TO (™)
(*) Pacientes submetidos ao seqilenciamento do exon 5 a 10 do gene TP53 provenientes do St. Jude
Children’s Research Hospital.
(**) Paciente submetido ao seqlenciamento do exon 5 a 10 do gene TP53 proveniente do Rio de Janeiro.

Ao contrario dos pacientes da UEP, o grupo do St Jude Children’s Research
Hospital apresentou mutagdes em 4 dos 13 pacientes estudados: 3 mutagdes ocorreram
nos exons 6, codons 196, 213 e 219, e uma no exon 7, codon 248.

Foi estudado o exon 10 de 5 dos 9 pacientes que apresentaram o
seqiienciamento do gene da proteina p53 normal entre os exons 5 a 9. Também, ao
contrario dos pacientes de Curitiba, em todos eles o resultado da analise deste exon foi

normal, incluindo o paciente TO, proveniente do Brasil, do Estado do Rio de Janeiro.
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7 DISCUSSAO

7.1 IDADE E SEXO

Ha um evidente predominio (82%) de pacientes com idade igual ou inferor a
5 anos (figura 5), sendo a mediana de 2,33 anos. Estes dados mostram que persiste esta
tendéncia em nosso meio, ja descrita anteriormente por Sandrini et al. (1997) que, em
estudo realizado no Parana, observaram 80,7% de seus 58 pacientes com idade igual
ou inferior a 5 anos no momento do diagnoéstico.

Também em Sio Paulo, Marigo et al. (1969) registraram uma média de
idade, nos pacientes pediatricos com tumores adrenocorticais, de 5,1 anos, sendo que
67% deles tinham idade igual ou inferior a 5 anos. No Hospital de Clinicas de Sao
Paulo, entre os anos de 1980 e 1992, de 18 pacientes pediatricos com tumor
adrenocortical, 16 (88,8%) possuiam idade igual ou inferior a 5 anos no diagnostico
(MENDONCA et al.,1995).

Na América do Sul, Bergada et al. (1996), na Argentina, encontraram uma
média de idade em seus estudos de 7,1 anos em pacientes pediatricos. A incidéncia dos
tumores adrenocorticais em criangas com idade inferior a 5 anos foi de 50%.

Na América do Norte, Mayer et al. (1997), no Canada, observaram uma
média de idade, nos 11 pacientes pediatricos com tumores adrenocorticais, de 7,4 anos.
Quatro tinham idade inferior a 5 anos.

Na Europa, Federici et al. (1994), Bolonha, Italia, e Hartley et al., 1996, na
Inglaterra, observaram que 66% e 50%, respectivamente, dos pacientes tinham idade
igual ou inferior a 5 anos. A média de idade do estudo italiano foi de 4,9 anos,

enquanto a do britanico foi de 5,3 anos.
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A incidéncia de tumores adrenocorticais neste estudo foi maior em pacientes
do sexo feminino que do masculino, 3,2:1 (Figura 4). Quando comparados pacientes
com idade inferior a 5 anos, esta relagdo foi maior 4,86:1. (figura 5).

Sandrini et al. (1997) ja haviam registrado no nosso meio um predominio do
sexo feminino sobre o masculino de 5,3:1 em pacientes com idade até 4 anos. A partir
de 5 anos a distribuigdo foi semelhante entre os sexos.

Marigo et al. (1969) observaram uma relagdo entre pacientes femininos e
masculinos de 2:1; contudo, esta relagdo foi de 3,5:1 quando avaliados pacientes com
idade igual ou inferior a 5 anos.

Mayer et al. (1997), em seu estudo canadense, observaram uma relagdo de
2,7 meninas para 1 menino, ¢ quando avaliados somente pacientes com idade igual ou
inferior a 5 anos esta relagdo foi, diferentemente de nossa amostra, de 1:1.

Federici et al. (1994), Italia, em 13 pacientes p_ediétn'bos, e Lack et al. (1992),
Estados Unidos, em 30 pacientes pediatricos observaram uma tendéncia de incidéncia
aumentada no sexo femimno que no masculino (relagdio de 1,4:1 e 1,51,
respectivamente), a relagdo feminino:masculino com faixas etarias igual ou menores a 5
anos praticamente semelhante a populagéo total do estudo (1,3:1.e 1,6:1 respectivamente).

Bergada et al. (1996), na Argentina, identificaram uma relagdo da incidéncia
de 3 casos femininos para cada caso do sexo masculino. Este predominio de incidéncia
no sexo feminino foi maior quando avaliados pacientes com idades superiores a 5 anos

(4:1), ao contrario do que foi observado neste estudo.

7.2 RELACAO COM CANCERES FAMILIARES

O presente estudo avaliou 46 familias de pacientes com diagnostico de
tumores adrenocorticais em idade inferior a 14 anos. Em nenhuma familia foram
detectados os pardmetros que preenchessem os critérios para a forma clinica de

sindrome de Li-Fraumeni classica ou “Li-Fraumeni-like” .
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Na literatura, ¢ habitual a presen¢a do sindrome de Li-Fraumeni entre os
pacientes pediatricos com tumores adrenocorticais. Hartley et al. (1987) encontraram 2
familias com o sindrome em 5 familias estudadas; Tsunematsu et al. (1991) 7 casos
entre 47 pacientes e Wagner et al. (1994), um caso de sindrome de Li-Fraumeni entre
6 pacientes com tumor adrenocortical.

Em 8 familias ndo houve relato de nenhum outro caso de cancer (tabela 1).
Em 24 havia historia esporadica de cancer [indice relativo de grau de parentesco
genético (IRGPG) menor que 1,1] e em 14 familias detectou-se uma incidéncia
elevada de cancer. (IRGPG maior que 1,1).

Utilizando o método de indice relativo de grau de parentesco genético,
aplicado aos pacientes descritos em relatos de sindrome de Li-Fraumeni ou “Li-
Fraumeni-Like” (tabela 5), observou-se que este valor € superior ao encontrado na
amostra desta pesquisa (tabela 1).

A média de indice relativo de grau de parentesco genético nos artigos
revisados foi de 12,01 (£ 6,1) e mediana de 10,7. O menor indice observado em uma
familia fo1 de 2,9 e o maior, de 28,57.

Na presente amostra (tabela 1), a média do indice relativo de grau de
parentesco genético foi de 0,867 (+ 0,876), mediana de 0,67 com valores de zero a 3,5.
Das 46 familias estudadas, apenas 2 apresentaram indice maior que 3. Das 59 familias
com o sindrome de Li-Fraumeni ou “Sindrome de Li-Fraumeni-like”, revisadas da
literatura, apenas uma apresentava indice inferior a 3. Isto demonstra que a histona de
presenga de cancer em outros membros das familias de nossos pacientes € menor que
no apresentado no sindrome de Li-Fraumeni.

Em 4 familias do presente estudo, havia mais de um membro com tumor
adrenocortical na infincia (tabela 1). Nestas familias o indice relativo de grau de
parentesco genético foi 0,7; 1,17; 1,49 e 3,3; isto evidencia que n3o ha relagdo entre a
presenga de mais de um tumor adrenocortical na infincia e elevada freqiiéncia de

canceres na familia.



33

TABELA 5 - APLICAGAO DE INDICE RELATIVO DE GRAU DE PARENTESCO GENETICO. NAS FAMILIAS RELATADAS NA
LITERATURA COMO PORTADORAS DE SINDROME DE LI-FRAUMENI E COM HISTORIA FAMILIAR DE
CANCER EM 2 OU MAIS GERAGOES

i NUMERO DE NUMERQ DE TUMOR
REFERENCIA FAMILIARES % % GERAGOES ADRENAL
ESTUDADOS ESTUDADAS
PLUMMER et al., 1994 31 2,66 8,558 4 nao
HARTLEY et al., 1987 30 0,87 291 4 sim
BIRCH et al., 1994 5 1 20 2 sim
5 1 20 2 nao
7 2 2857 2 nio
6 1 16,66 2 ndo
5 1 20 2 nao
8 05 6,25 2 néo
7 0,75 10,71 2 ndo
10 125 12,5 2 sim
7 0,75 10,71 2 ndo
5 075 15 2 nao
5 1,25 2% 2 sim
12 1 833 2 ndo
12 112 937 3 sim
7 0,75 10,71 3 nao
5 1 20 2 ndo
7 0,62 892 3 ndo
5 075 15 3 nao
7 0,75 10,71 2 ndo
6 1 16,66 2 ndo
5 075 15 3 ndo
5 0,75 15 2 sim
BRUGIERES et al., 1993 2 2,18 9,51 3 nao
4 05 12,5 2 nao
8 062 781 3 ndo
BARNES et al., 1992 16 118 7375 4 ndo
DOCKHORN et al., 1996 18 15 833 3 ndo
. GARBER et al.,1991 1 25 22,72 3 ndo
LAW et al., 1991 35 2,18 6,25 4 ndo
KOVAR et al., 1992 34 15 4,41 4 néo
Ll et al., 1969 32 1,32 415 5 nao
8 15 18,75 3 ndo
8 1,62 20,31 4 ndo
7 1,62 23,21 4 nao
WAGNER et al., 1994 13 1,12 8,65 4 sim
VARLEY et al., 1996 24 4 16,66 4 ndo
LYNCH et al.,1985 68 514 755 5 sim
MALKIN et al.,1990 13 1,25 9,61 3 ndo
24 1,12 4,68 3 ndo
1 1 9,00 3 ndo
8 1,12 14,06 3 ndo
15 2 13,33 3 ndo
STRAUSS et al., 1995 43 2 465 4 sim
TSUNEMATSU et al., 1991 19 212 11,18 3 sim
15 05 333 3 sim
15 05 333 3 sim
27 237 8,79 4 sim
18 075 416 3 sim
15 187 12,5 3 sim
44 1,62 3,69 3 sim
TSUKAMOTO et al., 1992 25 2,12 85 3 sim
SEDLACEK et al., 1998 9 1 1.1 4 sim
14 1,87 13,39 4 sim
SRIVASTAVA et al., 1990 13 2,75 21,15 3 nio
SAMESHIMA et al., 1992 14 1,87 13,39 3 sim
16 1,62 10,15 3 sim
STOLZENBERG et al., 1994 7 1,25 17,85 3 sim
SAEKI et al., 1997 36 212 590 4 nao

T = Somatério dos valores de Malécot; % I = indice relativo de grau de parentesco genético, n = nimero de familiares
estudados; * o probando possuiam tumor adrenocortical



34

A presenga de tumor adrenocortical na infincia em mais de um membro da
familia foi relatada apenas por Sedlacek(l) et al. (1998), em uma familia com o
sindrome de Li-Fraumeni, que apresentava duas irmds com tumor adrenocortical aos
1,5 € 0,5 anos.

Com excegdo da presente casuistica, ndo ha nenhum relato de tumor
adrenocortical em mais de um membro da familia e que esta ndo preencha os critérios

para o diagnostico do sindrome de Li-Fraumeni.

7.3 ANALISE GERMINATIVA DO GENE TP53

7.3.1 Mutagdes no Exon 10

Todos os pacientes desta amostra apresentaram mutagido exon 10, no codon
337, na base 1010, com substitui¢io do aminoacido arginina, de codon CGC, pelo
histidina, de codon CAC (tabela 2), um local infreqiiente de observagdes de mutagdo
do gene TP53. (GREENBLAT et al., 1994; KLEIHUES et al,1997)

Na amostra de 13 pacientes registrados no St. Jude Children’s Research
Hospital, Estados Unidos, foram observadas muta¢des em 4 pacientes, todos em
codons diferentes (196, 213, 219 e 248) nos exons 6 € 7 (tabela 4).

N3o ha na literatura nenhuma descrigdo de criangas com tumor adrenocortical
esporadico que apresente alteragido semelhante a encontrada nesta amostra.

A nica citagdo de mutagdo germinativa no codon 337, no base 1010, com
substitui¢do do aminoacido arginina (CGC), pelo histidina (CAC), semelhante ao
encontrado neste estudo esta referida no “Thiery Soussi Database” (CARIELLO et al.,
1994) como comunicag¢do pessoal de J. Feunteun, em 1 paciente com sindrome de Li-
Fraumeni, sem citar o tipo de tumor.

Pacientes com tumores adrenocorticais, que tiveram o gene TP53

germinativo estudado, geralmente apresentam sindrome de Li-Fraumeni e mutagdes



35

nas areas consideradas “hot spots”, entre exons 4 ¢ 9. (SAMESHIMA, 1992; BIRCH,
1994, TENOUTASSE, 1997; LECOINTRE, 1997; VARLEY, 1997).

Kleihues et al. (1997) registraram mutagdes germinativas do p33,
principalmente entre exons 5 € 8.

Wagner et al. (1994), em estudo do gene TP53 em 6 criangas com tumores
adrenocorticais, observaram mutagdo germinativa nos exons 5, 6 ¢ 7. Um dos
pacientes com a mutagdo era membro de uma familia com o sindrome de Li-Fraumeni;

os demais eram tumores esporadicos.

7.3.2 Mutagbes no Codon 337

A regido entre codons 326 e 354 do gene € responsavel pela tetramernizagdo
da proteina p53. (SOUSSI ¢ MAY, 1996; STURZBECHER et al., 1992).

MutagGes somaticas t€ém sido relatadas no exon 10 codon 337. Chi et al.
(1994) descrevem uma mutagido somatica no codon 337 em cancer de prostata, porém,
com a substituigio da arginina (CGC) por leucina (CUC). Casey et al. (1996)
observaram em tumor de mama a substitui¢ido de arginina (CGC) por cisteina (UGC).

Lomax et al. (1997) descrevem a mutagdo germinativa do codon 337, em
uma familia com o sindrome de Li-Fraumeni. Foi observada a troca de arginina (CGC)
por cisteina (UGC).

Luca et al. (1998) observaram mutagdo germinativa em um paciente com
osteossarcoma, no codon 337 com a substitui¢éo da arginina por cisteina (UGC).

Plummer et al. (1994) descrevem uma familia com o sindrome de Li-
Fraumeni, ¢ com dele¢io completa do exon 10. Clinicamente esta familia
caracterizava-se pela presenga de tumores em idade tardia, se comparada com outras
familias com 0 mesmo sindrome.

Estes dados apontam para a importincia de realizar triagem de mutagdo em

regides ndo consideradas como “hot spots”, principalmente em canceres nio freqiientes.
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7.3.3 Substituigdo CGC por CAC

A mutagdo observada neste estudo ocorreu entre duas bases purinas € em
regido considerada de transi¢io citosina-guanina (CpG).

As mutagdes de ponto onde ocorre substituigdo de uma base nitrogenada de
mesmo grupo, isto €, uma purina por outra purina, como a da nossa amostra, ou uma
pirimidina por outra pirimidina, sdo denominadas de mutagdes de transigdo € ocorrem
com mais freqiiéncia. (LEWIN,1997)

Hollstein et al. (1991) observaram que, entre todos os tipos de céncer, a
substituigdo guanina por adenina, em qualquer exon, ocorreu em 50% dos tumores,
sendo que 32% delas foram verificadas na transig¢do citosina-guanina (CpG).

A transi¢do citosina-guanina (CpG) s@o varias regides do DNA. Estas
regides podem sofrer metilagdo, e conseqiiente fragmentagdo, espontinea pela 5-
metilcitosina, uma enzima de fragmentagdo (LEWIN,1997), sendo, por isso, os locais
mais fregiientes de mutagdo. (FROMENTEL et al,, 1992; SOUSSI et al., 1994;
GREENBLATT et al., 1994).

As mutagGes observadas nesta amostra ocorreram todas em uma regido
considerada ndo “hot spot” e em um mesmo codon, diferente do encontrado na amostra
provenientes dos Estados Unidos. Este dado sugere um fator étnico ou ambiental

caracteristico da regido deste estudo como predisponente para surgimento do tumor.

7.3.4 Mutagdo e Fatores Ambientais

Greenblat et al. (1994) sugerem que agentes carcinogénicos podem promover
mutagdes diferentes em tecidos diferentes. Por exemplo: o tabaco é um agente
carcinogénico para pulmio e esOfago, porém a substituicdio mais freqiientemente
observada em céincer de pulméo foi guanina por adenina, enquanto no de esofago foi

da citosina por timina.
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Horio et al. (1994) estudaram uma familia com historia de cancer gastrico em 3
geragdes consecutivas, que ndo preenchia os critérios do sindrome de Li-Fraumeni, e
observaram uma mutagdo germinativa no gene TP53 (codon 213) dos individuos
estudados. Sugeriram que a heterogenicidade de manifestagdes clinicas depende do tipo
de mutagio do p53, bem como de fatores genéticos prévios e fatores ambientais.

O aumento de cancer de pancreas em trabalhadores de uma industria quimica
levou a realizagdo de uma avaliagdo dos fatores de risco associados a esta patologia.
Dos fatores estudados, somente a exposi¢do ao 1,1,1-Tricloro-2,2-bis(p-clorofenil)
etano (DDT) e alguns de seus derivados aumentaram o risco de cancer pancreatico. O
DDT aumenta em 7,4 vezes quando ha uma exposi¢do em média de 47 meses; o Etilan
eleva em 5,8 vezes em exposi¢dio durante 37 meses € o DDD, 5,5 vezes com a
exposi¢do por 27 meses. (GARABRANT et al., 1992)

Hartley et al. (1987) indicaram influéncia de materais toxicos no
desenvolvimento de tumores adrenocorticais.

Sandrini et al. (1997) apontaram que a incidéncia elevada de tumores
adrenocorticais na infancia que ocorre no Estado do Parana, pode ser decorrente de
exposi¢do excessiva a agrotoxicos.

A incidéncia aumentada de um tipo de tumor com o diagnodstico nos
primeiros anos de vida sugere que o fator ambiental carcinogénico teve sua atuagdo
antes do nascimento ou até mesmo antes da concepg¢ao. (STILLER et al., 1992)

Chin et al. (1994) sugeriram que agentes mutagénicos especificos de um
ambiente, poderiam provocar mutagdes em regides especificas do gene.

Schatzkin et al. (1995) relacionaram provaveis causas tumorogénicas com a
presen¢a de uma mutagdo germinativa como:

1) Gene mutado: a presenga de um gene mutado seria o suficiente para

progressao de um cancer;

2) Gene mutado mais influéncia de um 2’ gene: ha a necessidade de um

segundo gene para estabelecer a doenga;
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3) Gene mutado mais influéncia de um fator ambiental: o gene seria um

fator predisponente para que um fator ambiental induzisse ao céncer, €

4) Gene mutado mais influéncia de um 2° gene em mais um fator ambiental:

dois gene mutados, um germinativo € um somatico, associados ao fator
ambiental resultariam em doenga.

A mutagdo germinativa encontrada em todos os pacientes desta pesquisa
sugere que a patogénese dos tumores adrenocorticais na regido em estudo ¢ decorrente
de um gene mutado (p53 germinativo) resultante de um fator ambiental mais outra
mutagdo somatica ainda n3o descrita; ou p53 germinativo mutado associado a uma

mutagdo somatica decorrente de um fator ambiental.
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CONCLUSOES

e A presenga de tumores adrenocorticais na infincia na Regido Sul do
Brasil ndo esta relacionada com a presenga de canceres em familiares.

e Tumores adrenocorticais na infancia na Regido Sul do Brasil estdo
relacionados 4 mutagdo germinativa no gene TP53, no exon 10, codon
337, base 1010, com substituigdo de arginina (CGC) por histidina (CAC).

e Tumores adrenocorticais na infancia em pacientes do Sul do Brasil

mostram mutagdes génicas diferente dos pacientes norte-americanos.
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ANEXO 1- INICIAIS DO NOME,DATA DE NASCIMENTO, IDADE E ANO DE DIAGNOSTICO,
SEXO E NUMERO DE REGISTRO E NUMERO DO PROTOCOLO DO PACIENTE

ANO DE NUMERO DE NUMERO DO
PACIENTE NASCIMENTO SEXO REGISTRO PROTOCOLO
VFS 1963 fem 474460 01
IJF 1961 masc 3003230 02
IRJ 1964 fem 990620 03
MJP 1965 fem 5330262 04
SGA 1965 masc 5360870 05
NFR 1970 fem 5378214 06
DP 1967 fem 5446686 07
RCC 1961 fem 5663881 08
EK 1972 fem 5546672 09
NMSF 1958 fem 5761433 10
EAS 1967 fem 5710448 11
LRR 1970 fem 5720125 12
JO 1952 masc 3105938 13
SFC 1957 fem 454052 14
CMF 1970 fem 5638020 15
NLZ 1977 fem 4852648 16
vD 1977 fem 8094098 17
MF 1979 fem 8233667 18
OCK 1980 fem 6022146 19
JGS 1977 fem 8234264 20
AS 1980 fem 7251114 21
AZ 1980 fem 6117759 22
SM 1979 masc 6103286 23
KBR 1979 fem 8417890 24
GRC 1982 fem 6524869 25
KCF 1977 fem 4543912 26
MS 1976 fem 6260608 27
NFR 1980 fem 6551564 28
SM 1982 fem 6748619 29
JML 1981 masc 8621519 30
LCC 1982 masc 6759289 31
WT 1984 masc 6988083 32
CAL 1978 masc 2101033 33
AMS 1982 fem 2249529 34
VM 1987 fem 2533065 35
MFL 1985 fem 9050930 36
VAS 1980 fem 9121714 37
RMBS 1985 fem 9127941 38
KGM 1987 fem 9309160 39
DAF 1988 fem 9112286 40
SO 1997 fem 10017424 41
GAL 1977 masc 10062586 42
HS 1987 masc 10224764 43
PAP 1987 fem 9215239 44
JCP 1989 fem 10337259 45
JCP 1979 masc 10451744 46
LAL 1987 masc 10507359 47
JRM 1985 masc 2009234 48
ACCF 1990 fem 10703107 49

continua
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ANEXO 1- INICIAIS DO NOME,DATA DE NASCIMENTO, IDADE E ANO DE DIAGNOSTICO,

SEXO E NUMERO DE REGISTRO E NUMERO DO PROTOCOLO DO PACIENTE

conciusao
ANO DE NUMERO DE NUMERO DO
PACIENTE NASCIMENTO SEXO REGISTRO PROTOCOLO
MFSS 1990 fem 11627951 50
JNA 1990 fem 7454635 51
APBS 1978 fem 11760074 52
FAO 1990 fem 12083440 53
AAJ 1990 fem 11864481 54
BFL 1989 fem 11845231 55
JF 1988 fem 11100112 56
MSA 1993 fem 13424730 57
CR 1993 fem 13509050 58
BAM 1992 fem 13902186 59
PRC 1989 masc 14058028 60
ECJ 1994 masc 14862765 61
RAN 1986 masc 14854193 62
MN 1994 fem 13843856 63
KLMS 1992 fem 14556060 64
EK 1972 fem 5546672 65
CB 1993 fem 13876738 66
CAR 1973 masc 8211582 67
PS 1987 fem 9395156 68
RRM 1983 masc 8775641 69
SR 1989 fem 14691219 70
AFM 1991 fem 15710403 71
ALS 1996 masc 15865814 72
BKMB 1996 fem 15252162 73
CcB 1972 fem 577637 74
DMA 1996 fem 14978593 75
EWW 1970 masc outro servigo 78
EQ 1994 fem 15304677 77
JSB 1986 fem 14303010 78
LFB 1996 fem 15385200 79
RPS 1980 fem 12057261 80
SM 1986 fem 12252781 81
TBR 1993 fem 13123306 82
TSR 1995 fem 15667646 83
ACAR 1995 fem 15717092 84
CF 1987 fem 16278378 85
JT 1993 fem outro servigo 86
TT 1984 fem outro servigo 87
KSD 1994 fem 16194646 88
AAC 1997 fem 15706821 89




ANEXO 2 - NUMERO DO PROTOCOLO, ANO E IDADE DO DIAGNOSTICO, E SEXO DO PACIENTE

NUMERO DO ANO DE IDADE DE
PROTOCOLO DIAGNOSTICO DIAGNOSTICO SEXO HISTOLOGIA

01 1966 3a2m fem. Carcinoma
02 1966 5a2m masc. Carcinoma
03 1968 3a11m fem. Carcinoma
04 1971 5a10m fem. Carcinoma
05 1971 6a’m masc. Carcinoma
06 1971 1a9m fem. Carcinoma
07 1972 4a11m fem. Carcinoma
08 1975 3a10m fem. Carcinoma
09 1973 1a3m fem. Carcinoma
10 1976 7a8m fem. Carcinoma
11 1975 8a fem. Carcinoma
12 1975 S5a’m fem. Carcinoma
13 1968 15a9m masc. Adenoma

14 1971 8ad4m fem. Carcinoma
15 1974 3a1im fem. Carcinoma
16 1980 3a8m femn. Carcinoma
17 1980 3abm fem. Carcinoma
18 1981 2a9m fem. Carcinoma
19 1981 1aém fem. Carcinoma
20 1981 3a8m fem. Carcinoma
21 1980 3d fem. Carcinoma
22 1982 1a8m fem. Carcinoma
23 1982 3a2m masc. Carcinoma
24 1983 3a8m fem. Carcinoma
25 1984 1a7m fem. Carcinoma
26 1979 1a8m fem. Carcinoma
27 1983 6a5m fem. Carcinoma
28 1984 3a3m fem. Carcinoma
29 1985 2a10m fem. Carcinoma
30 1985 4aim masc. Carcinoma
31 1985 3a masc. Carcinoma
32 1986 1210m masc. Carcinoma
33 1986 8a masc. Carcinoma
34 1987 4a10m fem. Carcinoma
35 1988 1a fem. Carcinoma
36 1989 S5a7m fem. Carcinoma
37 1989 8a10m fem. Carcinoma
38 1989 3altm fem. Carcinoma
39 1990 3a fem. Carcinoma
40 1990 2a fem. Carcinoma
41 1990 2a8m fem. Carcinoma
42 1990 13a5m masc. Carcinoma
43 1990 3a masc. Carcinoma
44 1989 1a11m fem. Adenoma

45 1990 1abm fem. Carcinoma
46 1991 11a8m masc. Carcinoma
47 1991 3ai1m masc. Carcinoma
48 1991 5a11m masc. Carcinoma
49 1991 1a3m fem. Carcinoma
50 1992 1a3m fem. Carcinoma
51 1992 2a fem. Carcinoma
52 1992 13a5m fem. Carcinoma

continua
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ANEXO 2 - NUMERO DO PROTOCOLO, ANO E IDADE DO DIAGNOSTICO, E SEXO DO PACIENTE

conclusao
NUMERO DO ANO DE IDADE DE
PROTOCOLO DIAGNOSTICO DIAGNOSTICO SEXO HISTOLOGIA

53 1992 2a5m fem.

54 1992 1a9m fem. Carcinoma
55 1992 4a2m fem. Carcinoma
56 . 1991 4a2m fem. Carcinoma
57 1994 4m fem. Carcinoma
58 1995 1a2m fem. Carcinoma
59 1995 2a2m fem. Adenoma
60 1995 5a7m masc. Carcinoma
61 1996 1a1im masc. Carcinoma
62 1996 9abm masc. Carcinoma
63 1994 9m fem. Carcinoma
64 1995 3a fem. Carcinoma
65 1973 1a3m fem. Carcinoma
66 1994 10m fem. Carcinoma
67 masc. Carcinoma
68 1989 9m fem. Carcinoma
69 1986 3a3m masc. Adenoma
70 1995 6a10m fem. Carcinoma
71 1997 5a8m fem. Adenoma
72 1997 1a masc. Carcinoma
73 1996 1a5m fem. Carcinoma
74 1974 4a fem. Carcinoma
75 1997 1abm fem. Adenoma
76 1975 4a10m masc. Carcinoma
77 1997 2a1im fem. Adenoma
78 1987 1abm fem. Adenoma
79 1996 9m18d fem. Carcinoma
80 1992 12atm fermn. Carcinoma
81 1992 6arm fem.

82 1996 2a7m fem. Carcinoma
83 1997 2a3m fem. Adenoma
84 1997 1a1im fem. Adenoma
85 1998 11a fem. Carcinoma
86 1998 Sa fem. Carcinoma
87 1985 ia fem. Carcinoma
88 1998 3ad9m fem. Carcinoma
89 1998 9m fem. Adenoma
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ANEXO 3- HEREDOGRAMAS DE FAMILIAS QUE APRESENTAM HISTORIA DE MAIS DE UM MEMBRO
COM TUMOR DE ADRENOCORTICAL

Legenda:

1O

ndo afetados por cancer

" .0

afetados por cancer e identificagido do paciente relacionado a
este trabalho; ou idade de diagndstico em familiares do
paciente e sinais e sintomas associados a histéria de cancer

TUSR = portador de tumor adrenocortical

CNS = portador de tumor em Sistema Nervoso Central
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Heredograma do paciente 66
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Heredograma do paciente 85
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