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RESUMO

Estudos mostram que a incidência do tumor de córtex adrenal (TCA) é 10 a 15 vezes
maior no estado do Paraná quando comparada à de outras regiões do mundo. Mutação
germinativa TP53 R337H foi descrita em mais de 90% das crianças atendidas no
Hospital de Clínicas da UFPR. Os objetivos deste estudo foram: 1) identificar o
coeficiente de mortalidade por TCA na região metropolitana de Curitiba com dados de
base populacional, como meio de corroborar a estimativa de maior incidência. Para
cálculo do coeficiente de mortalidade, foram analisadas as declarações de óbito por
TCA do período de 1998 a 2003; 2) a partir do conhecimento da amplificação do 9q34
e utilizando as técnicas de FISH e western blot, estudar o gene SF-1 e a sua expressão,
acreditando-se que estejam amplificados nos TCAs. A amplificação do SF-1 foi
avaliada por FISH em 9 tumores fixados em parafina, previamente estudados por
hibridização genômica comparativa, e avaliada em outros 10 tumores, cujas amostras
estavam também disponíveis em tecido congelado, por FISH e western blot 3) estudar
a expressão de transcritos e de proteínas do gene DAX-1, um dos principais fatores
contra reguladores do SF-1, ambos importantes para o desenvolvimento e manutenção
do córtex adrenal. Três amostras de tecido adrenocortical normal foram usadas como
controle. Os resultados foram: (1) coeficiente de mortalidade padronizado para idade,
1,6/milhão de crianças abaixo de 15 anos. Como a letalidade por TCA nesta região é
de 45%, conclui-se que a incidência do TCA seja 3,5 casos/milhão de crianças abaixo
de 15 anos, ou seja, confirma a incidência estimada em publicações anteriores; (2)
encontrou-se que o gene SF-1 está amplificado em 89 % dos 9 tumores e em 60% dos
10 tumores. O número médio de cópias do gene SF-1, 3,26 + 0,83, encontrado, é
compatível com um aumento médio de 6,9 vezes na expressão protéica em relação ao
córtex adrenal normal. Estes achados não tiveram correlação com idade e
estadiamento, nem diferiram com o sexo, forma clínica, histologia ou evolução; (3) foi
encontrado aumento da concentração de transcritos de DAX-1 e aumento da expressão
protéica em 13 tumores analisados. Os adenomas e carcinomas apresentaram valores
maiores do que o córtex adrenal normal. Não foi encontrada associação entre os
valores de  DAX-1, os achados laboratoriais e a forma clínica. A expressão aumentada
de SF-1 e de DAX-1 sugerem que estes genes possam estar envolvidos na patogênese
do TCA.

Palavras-chave : tumor de córtex adrenal, incidência, mortalidade, SF-1,   DAX-1
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ABSTRACT

Reports in the literature claim that the incidence of adrenocortical tumor (ACT) in the
State of Parana (southern Brazil) is 10 to 15 times higher than that in other parts of the
world. A germline TP53 R337H mutation was originally described in more than 90%
of the children seen in the Department of Pediatrics of the Federal University of
Parana. The aims of this study were: 1) to identify the mortality coefficient due to
ACT in the Curitiba  (capital of Paraná) metropolitan area, using population database
as a means to corroborate the assertive that the above mentionated incidence holds
correct; to calculate the mortality coefficient, death declaration filled during the period
1998-2003 were reviewed; 2) based on the knowledge gathered after the amplification
of 9q34 and utilizing FISH and western blot analysis, to study the SF-1 gene and its
expression to see whether they are amplified in the ACT; the amplification of SF-1
was evaluated by the FISH method in 9 and previously studied by comparative
genomic hybridization; and in 10 others with available frozen  tumors, by both FISH
and western blot (two samples of normal adrenocortical gland were equally evaluated);
and 3) to study the expression of transcripts and proteins of the DAX-1 gene, that is a
key factor in the regulation of the SF-1 gene and plays, with SF-1, an important role in
the development of the adrenal cortex. The following results were obtained: 1) a
standardized for age mortality coefficient of 1.6/million children < 15 y of age; as
lethality due to ACT in the Curitiba area is around 45%, it can be concluded that the
incidence of ACT is 3.5 cases/million children < 15 y of age, confirming previous
studies; 2) an amplification of SF-1 gene was found in 89 and 60% in the groups of 9
and 10 tumors respectively; the mean number of copies of SF-1 gene was 3.3+0.83
which is compatible with a mean of 6.9 fold increase of protein expression when
compared to the control; however these findings had no correlation with age, sex,
clinical presentation, tumor staging, histology and survival; 3) a significant augment of
DAX-1 transcripts and protein expression was found in 13 tumors analyzed; adenomas
and carcinomas exhibit highest values, followed by normal tissue; when DAX-1 values
were compared to clinical and laboratory aspects no relation was found. In summary,
these data confirmed the high incidence of ACT previously reported and  that possibly
SF-1 and DAX-1 could play a role in the pathogenesis of ACT.

Key-words: adrenocortical tumor, incidence, mortality, SF-1, DAX-1.
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Os relatos de casos de tumor de córtex adrenal (TCA) são raros e sua

incidência é semelhante para a maioria dos países, variando entre 0,2 na França

(DESANDES et al., 2004) a 0,38/milhão de crianças até 15 anos de idade na Inglaterra

(BIRCH e BLAIR, 1988). Nos Estados Unidos, a estimativa é de que a incidência seja

de 0,3 por milhão de crianças até 20 anos (BERNSTEIN e GURNEY, 1999).

A primeira evidência de incidência aumentada de TCA foi reportada por

MARIGO, MULLER e DAVIES (1969), em crianças de São Paulo. Estes autores

analisaram o registro de uma única instituição, a Santa Casa de Misericórdia de São

Paulo, e avaliaram 520 casos de neoplasia maligna, dentre os quais o TCA

representava 2,3% dos tumores sólidos, ou seja, 12 casos em 15 anos, sugerindo que

esse tipo de tumor poderia ser mais freqüente em São Paulo do que em outras regiões

do Brasil. Entretanto, somente no Hospital de Clínicas da Universidade Federal do

Paraná (HC-UFPR), foram atendidos 73 novos pacientes com TCA em 31 anos (1966-

1996). Utilizando-se esses dados do HC-UFPR e considerando-se que outras

instituições paranaenses atenderam crianças com TCA durante o período citado, foi

possível estimar uma incidência de TCA de 3,4 casos novos/milhão de crianças até 15

anos de idade (SANDRINI, RIBEIRO e LACERDA, 1997). Esse cálculo foi realizado

para uma população paranaense total estimada em 10 milhões, sendo 3.500.000

crianças abaixo de 15 anos, e mostra uma incidência aumentada de TCA no Estado do

Paraná, de 10 a 15 vezes maior do que em países com registros de câncer

consolidados.

No registro de base populacional de Goiânia foram observados, no período de 1989-

1994, 4 casos de TCA, com incidência padronizada por idade de 2,8 casos por milhão de

crianças até 14 anos de idade (PARKIN et al., 1998). Este dado sugere uma incidência

aumentada também nessa região, localizada a 1186 km de Curitiba, no sentido noroeste.

A incidência elevada de TCA no Paraná permite supor que a causa básica seja

de ordem genética e biológica. Este estudo foi idealizado com o objetivo de propor um

modelo para esta relação, levando em consideração fatores etiopatogênicos e a
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incidência de TCA.

Devido à falta de registro de câncer de base populacional, para cálculo da

incidência de TCA no Paraná, surge como alternativa a utilização dos registros de

óbito e dos dados de sobrevida já reportados para estimar indiretamente a

incidência. A proporção de novos casos de TCA em relação ao neuroblastoma

(Nb) adrenal (tumor com incidência e mortalidade semelhantes às de outros

países), também foi usada como referência para estimar a real situação do TCA no

Paraná. Parte-se do princípio que o Nb adrenal é cerca de 15 vezes mais freqüente

do que o TCA (STEWART, JONES e JOLLEYS, 1974). Esses dados podem

confirmar a estimativa inicial de que existe maior incidência de TCA nas crianças

do Paraná (SANDRINI, RIBEIRO e LACERDA, 1997).

Embora já tenham ocorrido avanços no conhecimento da base molecular

dos TCAs, sua origem e sua progressão ainda não estão totalmente esclarecidas.

Um achado importante nos casos de TCA no Paraná foi a mutação no gene de

supressão tumoral, encontrada na linhagem germinativa (TP53 R337H), em 97,2%

das crianças avaliadas (RIBEIRO et al., 2001). Trata-se de uma mutação de ponto,

cujo códon resultante (CAC) codifica o aminoácido histidina ao invés de arginina

(CGC). Este estudo mostrou também que a perda somática do segundo alelo do

gene TP53 tem sido documentada em quase todos os casos. Além disso, 432

indivíduos do Sul do Brasil, sem TCA, foram avaliados e nenhum deles era

portador da mutação TP53 R337H (FIGUEIREDO et al., submetido), o que sugere

ser esta a principal alteração responsável pela incidência aumentada de TCA nessa

região. Uma análise preliminar revelou a mutação TP53 R337H em 78% (14/18)

das crianças e em 13% (5/37) dos adultos com TCA, em São Paulo (LATRÔNICO

et al., 2001). No Paraná, a mesma mutação foi encontrada em 14% (2/14) dos

pacientes adultos com TCA (dados não publicados). Essa mutação altera as

propriedades funcionais da proteína, em determinadas circunstâncias. Quanto maior

o pH intracelular, acima de 7,0, e/ou a temperatura, acima de 36,5oC, maior é a

perda da função da proteína p53 (HAINAUT, 2002) o que justifica o grande

acúmulo dessa proteína no núcleo da célula de TCA (RIBEIRO et al., 2001).
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Estudos anteriores identificaram mutações no gene p53 que desencadearam

instabilidade cromossômica e formação de outras alterações genômicas (PATI et al.,

2004; ATTARDI, 2005), as quais poderiam contribuir para o processo de

carcinogênese no córtex adrenal. Empregando a técnica de hibridização genômica

comparativa (HGC), foram avaliados nove casos de TCA, atendidos no HC-UFPR, e

identificou-se ganho de 9q e amplificação de 9q34 em 8 de 9 casos (FIGUEIREDO et

al., 1999). Em um estudo conduzido no Reino Unido, o resultado foi semelhante,

sendo encontrada amplificação de 9q34 em 10 de 11 TCA de crianças (JAMES et al.,

1999). Segmentos cromossômicos com amplificação geralmente alojam genes

amplificados, e a amplificação do gene é uma das maneiras pelas quais se explica a

participação de oncogenes na formação tumoral. A amplificação de 9q34 poderia ser

decorrente de instabilidade cromossômica, causada pelo mutante TP53 R337H ou por

outro tipo de mutação. A identificação de gene amplificado em 9q e seu papel são

etapas na caracterização biológica do TCA de crianças. Um dos candidatos

pesquisados foi o gene do fator esteroidogênico 1 (SF-1), que é um membro órfão da

família de receptores nucleares de fatores de transcrição e tem papel importante na

regulação da esteroidogênese, desenvolvimento e manutenção do córtex adrenal (RICE

et al., 1991; IKEDA et al., 1993; WONG et al., 1997; PARKER e SCHIMMER, 1997;

BEUSHCLEIN et al., 2002). O gene SF-1 se localiza em 9q33.3, a região que poderia

ter sido incluída na HGC de TCA da criança como 9q34 (FIGUEIREDO et al., 1999;

JAMES et al., 1999). Estudos em camundongos geneticamente modificados (GM),

sem SF-1, mostraram que o córtex adrenal se tornou hipoplásico algum tempo depois

do desenvolvimento embrionário (LUO, IKEDA e PARKER, 1994; BLAND et al.,

2000) e que SF-1 é essencial para o crescimento da glândula adrenal residual após

adrenalectomia unilateral (BEUSCHLEIN  et al., 2002).

Durante os primeiros oito meses de vida, o volume da adrenal humana é

reduzido de 70 a 3%, e a contagem das células parenquimatosas do córtex adrenal, de

40 a 5% do total ao nascimento (BOCIAN-SOBKOWSKA, WOZNIAK e

MALENDOWICZ, 1998). A situação de hiperproliferação e hipertrofia seguida de

morte celular programada das células da zona fetal (ZF) torna o córtex adrenal mais
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propício à formação do TCA, seja por falha no mecanismo de proliferação ou de morte

celular, na ZF, zona reticular ou numa das outras duas camadas. Por todas essas

evidências, acredita-se que alguns TCAs sejam de origem embrionária, período no

qual a participação de SF-1 é intensa. Devido à atividade esteroidogênica aumentada

na maioria dos casos de TCA da criança, é objetivo deste estudo avaliar a expressão de

SF-1 e também, como fator contra-regulador, o Dosage-sensitive sex reversal Adrenal

hypoplasia critical region on chromosome X, gene 1 ( DAX-1).

O DAX-1 atua como regulador negativo da ativação de transcrição induzida

por SF-1 (ITO e JAMESON, 1997; LALLI et al., 1998), ligando-se às regiões

promotoras dos genes regulados por SF-1, como o gene StAR, (ZAZOPOULOS et al.,

1997), ou ligando-se à molécula de SF-1 através de um dos motivos LXXLL presentes

na região N-terminal do DAX-1 (SUZUKI et al., 2003).

Estudos em tumores de ovário e mama têm sugerido um papel para DAX-1 no

desenvolvimento tumoral, além de ser um provável fator prognóstico (ABD-ELAZIZ

et al., 2003; CONDE et al., 2004). A expressão de DAX-1 foi estudada em TCA de

adultos, mas não em TCA de crianças (REINCKE et al., 1998).

Assim, é importante avaliar a real incidência e as características biológicas do

TCA. Trata-se de estudo não clínico, mas que se inspirou em bases epidemiológicas e

moleculares. Os trabalhos inéditos desta tese, e outros previamente publicados deram a

sustentação necessária para se chegar a um conceito final sobre esta relação,

etiopatogenia e incidência do TAC no Paraná, como mostrado adiante.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivos Gerais

1. Conhecer a mortalidade por TCA e estimar a incidência desses tumores

nas crianças da região metropolitana de Curitiba (RMC).

2. Avaliar a participação de SF-1 e DAX-1 nos TCAs de crianças da região

sul do Brasil.

1.1.2 Objetivos Específicos

1. Calcular a taxa de mortalidade por TCA, padronizada por idade,  para as

crianças da RMC.

2. Calcular a taxa de incidência de TCA, padronizada por idade, nas

crianças da RMC.

3. Comparar a taxa de mortalidade, padronizada por idade, por Nb adrenal,

na RMC, com a taxa de mortalidade padronizada por idade, por TCA, na mesma

região.

4.  Verificar se o gene SF-1 está amplificado, e quanto, nos TCAs de

crianças da região sul do Brasil.

5.  Verificar se a expressão protéica de SF-1 está aumentada nos TCAs de

crianças da região sul do Brasil e compará-la com manifestações clínicas e

laboratoriais de crianças com TCA.

6.  Analisar os transcritos e a expressão protéica de DAX-1 nos TCAs da

região sul do Brasil e compará-los com manifestações clínicas e laboratoriais de

crianças com TCA.



   6

22 RREEVVIISSÃÃOO  DDEE  LLIITTEERRAATTUURRAA

2.1 INCIDÊNCIA DOS TUMORES DE CÓRTEX ADRENAL, SOBREVIDA E

MORTALIDADE

Câncer na criança é relativamente incomum, sendo que nos Estados

Unidos, a cada ano, aproximadamente 1 em 7000 crianças, até a idade de 14

anos, recebe o diagnóstico de câncer (SMITH e RIES, 2002). As neoplasias mais

freqüentes são as leucemias e os tumores de sistema nervoso central. Segundo

dados do Surveillance Epidemiology and End Results (SEER), os carcinomas

correspondem a 9,2 % e, dentre eles, apenas 1,3 % são de córtex adrenal, ou

seja, 0,12% do total (BERSTEIN e GURNEY, 1999).

Quando se analisa a incidência de câncer nos países da Europa ocidental,

América do Norte, Japão e Austrália, verifica-se que ela é uniforme, com variações

que representam somente entre 10 a 15 % daquela observada para crianças brancas nos

Estados Unidos (STILLER e PARKIN, 1996). A maior variação ocorre para leucemias

linfóides agudas e tumores de sistema nervoso central. Comparações entre os países

devem ser feitas com cuidado, devido à variabilidade na precisão dos registros de

câncer, a representatividade, que pode atender apenas a uma fração da população, além

da possível falta de diagnóstico e notificação de alguns casos, o que pode levar a

estimativas de incidência inadequadamente baixas (PARKIN et al., 1998;

TERRACINI et al., 2001; DESANDES et al., 2004).

No entanto, quando se analisa a incidência de carcinoma adrenal nas

crianças, as séries publicadas são invariavelmente uniformes (PARKIN et al.,

1998; BERSTEIN e GURNEY, 1999; SMITH e RIES, 2002) quanto à raridade

dessa neoplasia, exceto para o Sul do Brasil, cujas publicações demonstram uma

incidência elevada. MARIGO, MULLER e DAVIES (1969) publicaram um

trabalho revisando os diferentes tipos de cânceres na infância, encontrados em

um período de 14 anos, nos pacientes atendidos na Santa Casa de Misericórdia
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de São Paulo, no período de 1952 a 1965; entre 520 casos, somente 12 TCAs

foram identificados, representando 2,3% de todos os tumores sólidos da série.

No Paraná, na mesma época, foi notada maior freqüência desta neoplasia no

Serviço de Pediatria do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná (HC-

UFPR) em relação à casuística observada, no Hospital de Niños de Buenos Aires

(BRUCK et al., 1969; SANDRINI, 1993).

Entre 1989 e 1992, foram atendidos, no HC-UFPR, 23 pacientes com

diagnóstico de TCA, com uma média de 5,75 pacientes/ano e, de 1983 a 1992, a média

foi de 3,6/ano. Baseado nestes dados, SANDRINI (1993) inicialmente propôs que a

incidência no Paraná seria de, no mínimo, 4 a 5 vezes maior  (0,97 a 1,55 por

1.000.000 de crianças até 16 anos) do que a mundial (PARKIN et al., 1998)(Tabela 1).

Em publicação posterior, observou-se que 73 crianças com idade até 15 anos foram

admitidas no HC-UFPR, no período de 1966 a 1996 (SANDRINI, RIBEIRO e

LACERDA, 1997), com esse mesmo diagnóstico. Levando-se em consideração o

relato de colegas de outras instituições do Paraná, que atendiam crianças com TCA,

estes autores propuseram que a incidência nesse Estado poderia ser de 3,4 - 4,2/milhão

de crianças abaixo de 15 anos, 10 a 15 vezes superior àquelas referidas para outros

países (PARKIN et al., 1998). Os dados não são precisos porque a notificação dos

casos de TCA não é obrigatória e, possivelmente, muitos estão sendo atendidos por

colegas que não os publicaram nem registraram.

LIOU e KAY (2000), em revisão sobre TCA na criança, referem que “a literatura

apresenta dois grandes grupos de populações de TCA pediátricos: o primeiro vem do sul do

Brasil (Curitiba), onde a alta incidência rivaliza com taxas locais de tumor de Wilms,

neuroblastoma e linfoma não-Hodgkin. O segundo grupo de pacientes vem do restante do

mundo.” De fato, quando se analisa a distribuição das neoplasias da criança no HC-UFPR,

observa-se que, nos últimos 10 anos, foram atendidas 585 crianças com neoplasias, das

quais 7% eram TCA, 5,8% eram neuroblastomas e 4,1% eram tumores de Wilms

(dados não publicados).
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TABELA 1   - TAXA DE INCIDÊNCIA DE CARCINOMA DE CÓRTEX ADRENAL POR
MILHÃO, PADRONIZADA POR IDADE E CUMULATIVA (0-14)

 Continua

SEXO
MASCULINO

SEXO
FEMININO

TOTAL

TIPI Cum TIPI Cum Casos M/F TIPI Cum
ÁF R IC A
* ALGÉRIA, Sétif - - - - 0 - - -
* EGITO, Alexandria - - - - 0 - - -
* MALI, Bamako - - - - 0 - - -
* NAMIBIA - - - - 0 - - -
* NIGÉRIA, Ibadan - - - - 0 - - -
* UGANDA, Campala - - - - 0 - - -
ZIMBÁBUE, Harare, Africanos - - - - 0 - - -
A M ÉR IC A : C E N T R A L  E  SU L
* BRASIL, Belém 1,7 29 - - 2 - 0,8 13
BRASIL, Goiânia 4,1 53 1,4 18 4 3,0 2,8 36
COLÔMBIA, Cali 0,5 6 - - 1 - 0,3 3
COSTA RICA 0,5 5 1,1 16 7 0,4 0,8 11
* CUBA - - - - 0 - - -
EQUADOR, Quito - - - - 0 - - -
* PERU, Lima - - - - 0 - - -
PORTO RICO 0,3 3 - - 1 - 0,1 1
URUGUAI - - 0,5 8 1 - 0,2 3
A M ÉR IC A  D O  N O R T E
CANADÁ - - 0,2 3 5 - 0,1 1
EUA, Vale do  Brancos (não-negros) 0,5 6 0,2 2 4 3,0 0,3 4
EUA, Greater Delaware Valley, Negros - - - - 0 - - -
EUA, Los Angeles, Hispânicos 0,3 4 - - 1 - 0,1 2
EUA, Los Angeles, não-Hispânicos Brancos 0,4 4 0,4 5 2 1,0 0,4 4
EUA, Los Angeles, Negros - - - - 0 - - -
EUA, Nova Iorque, Brancos - - 0,3 4 4 - 0,2 2
EUA, Nova Iorque, Negros 0,7 8 - 2 - 0,3 4
EUA, SEER, Brancos 0,2 2 0,2 3 8 1,0 0,2 3
EUA, SEER, Negros - - - - 0 - - -
EUA, SEER, Havaí, Havaianos - - - - 0 - - -
ÁS I A
CHINA, Tianjin - - - - 0 - - -
HONG KONG 0,2 2 - - 1 0,1 1
* ÍNDIA, Bangalore - - - - 0 - - -
ÍNDIA, Bombain 0,1 1 0,1 0 3 2,0 0,1 1
* ÍNDIA, Deli - - - - 0 - - -
ÍNDIA, Madras - - - - 0 - - -
* ÍNDIA, Poona 0,2 3 - - 1 - 0,1 1
ISRAEL, Judeus - - 0,4 5 2 - 0,2 2
ISRAEL, não-Judeus 0,7 8 - - 1 0,3 4
* JAPÃO 0,1 1 0,4 5 9 0,3 0,3 3
JAPÃO,Osaka - - 0,3 4 2 0,1 1
CORÉIA, Seul 0,3 4 0,2 3 2 1,0 0,3 4
KUWAIT, Kuwaiti - - 0,7 8 1 - 0,3 4
KUWAIT, não-Kuwaiti - - 0,8 10 1 0,4 5
* FILIPINAS, Manila & Rizal - - 0,2 2 2 - 0,1 1
CINGAPURA, Chineses - - 0,4 6 1 - 0,2 3
CINGAPURA, Malásia - - - - 0 - - -
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TABELA 1 – TAXA DE INCIDÊNCIA DE CARCINOMA DE CÓRTEX ADRENAL POR
MILHÃO, PADRONIZADA POR IDADE E CUMULATIVA (0-14)

Conclusão

SEXO
MASCULINO

SEXO
FEMININO

TOTAL

TIPI Cum TIPI Cum Casos M/F TIPI Cum

TAILÂNDIA - - - - 0 - - -

VIETNÃ, Hanói - - - - 0 - - -

E U R O P A
* BULGÁRIA 0,1 1 0,1 1 2 1,0 0,1 1

* CROÁCIA - - - - 0 - - -

REPÚBLICA CHECA 0,1 1 0,5 6 6 0,2 0,3 3

DINAMARCA - - - - 0 - - -

ESTÔNIA - - - - 0 - - -

FINLÂNDIA - - 0,5 6 2 0,2 3

FRANÇA 0,3 4 0,1 1 4 3,0 0,2 3

FRANÇA, Lorraine 0,5 5 0,5 6 2 1,0 0,5 6

FRANÇA, PACA & Corsica 0,3 3 - 1 0,2 2

ALEMANHA, antigamente Oriental 0,1 2 0,4 5 7 0,4 0,2 3

ALEMANHA, antigamente  Ocidental 0,0 0 0,2 3 7 0,2 0,1 1

ALEMANHA 0,1 1 0,1 1 6 1,0 0,1 1

* HUNGÁRIA 0,1 2 - - 1 0,1 1

ISLÂNDIA - - - - 0 - - -

ITÁLIA 0,2 2 - - 1 - 0,1 1

ITÁLIA, Piemonte 0,5 6 - - 1 - 0,3 3

HOLANDA - - 0,2 2 1 - 0,1 1

NORUEGA 0,5 6 - - 2 - 0,2 3

* POLÔNIA - - - - 0 - - -

* PORTUGAL - - - - 0 - - -

ESLOVÁQUIA 0,1 2 0,3 4 3 0,5 0,2 3

ESLOVÊNIA - - 1,3 21 3 - 0,6 10

ESPANHA - - 0,1 1 1 - 0,1 0

ESPANHA, Valência - - - - 0 - - -

SUÉCIA - - 0,4 5 2 - 0,2 2

SUÍÇA - - 0,3 4 1 - 0,1 2

REINO UNIDO, Inglaterra e País de Gales 0,0 0 0,3 3 14 0,2 0,2 2

REINO UNIDO, Escócia - - 0,9 12 4 - 0,4 6

O C E A N IA
AUSTRÁLIA 0,4 5 0,3 4 12 1,4 0,4 4

NOVA ZELÂNDIA, Maori 1,7 23 0,9 12 3 2,0 1,3 17

NOVA ZELÂNDIA, não-Maori 0,5 6 - - 2 - 0,3 3

FONTE: PARKIN et al. International Incidence of Childhood Cancer, vol. II, IARC Scientific
Publication, nº 144, 1998. 500 p.

NOTAS: TIPI - Taxa de incidência padronizada por idade; Cum – incidência cumulativa; M/F –
relação masculino/feminino.* indica que os registros podem ser incompletos
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A sobrevida dos pacientes com TCA é aparentemente melhor para as crianças

do que para os adultos (SANDRINI, RIBEIRO e LACERDA, 1997; PATIL et al.,

2002), variando de 50-85%. Na publicação da maior série de TCAs da criança, com

254 pacientes, a sobrevida livre de doença em 5 anos foi de 52,4%, sendo que para os

pacientes em  estádio I, a sobrevida foi de 91,1%  e, para aqueles em estádio II,  de

52,7 % (MICHALKIEWICZ et al., 2004) (Tabela 2).

TABELA 2 - CLASSIFICAÇÃO DO TCA DE CRIANÇAS EM ESTÁDIOS E SOBREVIDA EM 5
ANOS, ESTIMADA PARA CADA ESTÁDIO

ESTADIO DESCRIÇÃO SOBREVIDA
(5 ANOS)

I Tumor pesando menos que 200g, que tenha sido totalmente
retirado através de cirurgia, ausência de metástase.

91,1 %

II Tumor pesando mais que 200g, que tenha sido totalmente retirado
através de cirurgia, ausência de metástase.

52,7 %

III Tumor residual1 ou que não pode ser ressecado. -
IV Metástase. -
FONTE: MICHALKIEWICZ et al. Clinical and outcome characteristics of children with

adrenocortical tumors: a report from the International Pediatric Adrenocortical Tumor
Registry. J Clin Oncol, v.22, n. 5, p.838-845, 2004.

NOTA: 1Tumor residual é definido como a presença de tecido neoplásico microscópico após a
ressecção cirúrgica.

Não são conhecidas publicações a respeito de mortalidade por TCA em

crianças, exceto a de BARILI, GRASSI e CZEPIELEWSKI (1992), que fizeram este

levantamento no Rio Grande do Sul, referente ao período de 1981 a 1991, e

encontraram 124 óbitos, sendo 59 de crianças com menos de 15 anos. O método de

coleta de dados, contudo, pode ser questionado, pois os diagnósticos citados nas

declarações de óbito não foram conferidos com os médicos que os preencheram.

2.2 DESENVOLVIMENTO DO CÓRTEX ADRENAL

Para compreender melhor a origem do TCA, é importante saber que quase

70% dos casos pediátricos são diagnosticados nos primeiros 4 anos de idade

(PEREIRA et al., 2004) e rever alguns conceitos e fenômenos que ocorrem durante o

desenvolvimento do córtex adrenal.
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SUCHESTON e CANNON1, apud MESIANO e JAFFE (1997, p. 379) descrevem

as seguintes fases de desenvolvimento do córtex adrenal: (1) condensação a partir do epitélio

celômico (3-4 semanas de gestação); (2) proliferação e migração das células do epitélio

celômico (4-6 semanas de gestação); (3) diferenciação morfológica das células do córtex

adrenal fetal em duas zonas distintas (8-10 semanas de gestação); (4) declínio e

desaparecimento da zona fetal (primeiros 3 meses pós-parto); (5) estabelecimento e

estabilização do padrão zonal adulto (10-20 anos de idade).  A estrutura da glândula adrenal

mais precocemente reconhecida é referida por JIRASEK (1980) como “blastema adrenal” e

surge na 5ª semana de gestação. As células destinadas à esteroidogênese adrenal e gonadal se

originam igualmente do epitélio celômico, porção medial e ventral do mesonéfron,

respectivamente, e são morfologicamente indistinguíveis (HATANO et al., 1996). Por volta

da 8ª semana, as células do centro do blastema adrenal se diferenciam em células da zona

fetal, enquanto que as células periféricas mantêm a morfologia blastematosa e formam a zona

definitiva (UOTILA2, apud MESIANO e JAFFE, 1997, p. 379).

As células da zona definitiva acumulam lipídios no citoplasma a partir do 4º

mês de gestação, e se tornam esteroidogenicamente ativas, com a sua evolução

tornando-se, ao final da gestação, semelhantes às células da zona glomerulosa do

adulto. Estudos ultra-estruturais demonstraram uma terceira zona entre a fetal e a

definitiva, com características intermediárias (MC NULTY e JONES3, apud

MESIANO e JAFFE, 1997, p. 380), que foi chamada de “zona transicional” por

MESIANO, COULTER e JAFFE (1992). Essas células têm a capacidade de sintetizar

cortisol e são, portanto, análogas às células da zona fasciculada da adrenal adulta.

Logo após o nascimento, o córtex adrenal sofre intensa remodelação. KEENE e

HEWER4 (apud MESIANO e JAFFE, 1997, p. 380) já haviam notado que, durante as

                                                
1 SUCHESTON, M.E.; CANNON, M.S. Development of zonular patterns in the human adrenal gland.
J Morphol., v. 126, n. 4, p. 477-491, 1968.
2 UOTILA, U.U. The early embryological development of the fetal and permanent adrenal cortex in
man. Anat. Rec., v. 76, p. 183–203, 1940
3 MCNULT, N.S.; JONES, A.L. Observations on the ultrastructure of cytodifferentiation in the human
fetal adrenal cortex.Lab Invest, v. 22, n. 6, p. 513-527, 1970
4 KEENE, M.F.L.; HEWER, E.E. Observations on the development of the human suprarenal gland. J
Anat, v. 61, p. 302–324, 1927
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primeiras 6 semanas de vida pós-natal, a adrenal se atrofia devido ao rápido

desaparecimento da zona fetal.

SPENCER, MESIANO e JAFFE (1995) realizaram estudos que indicaram que

o desaparecimento da zona fetal em humanos é essencialmente apoptótico. A dinâmica

do crescimento cortical adrenal envolve hiperplasia celular, hipertrofia, migração e morte

celular programada. O desenvolvimento do córtex adrenal embrionário (a partir de 4-5

semanas de gestação) ocorre por hiperplasia, como foi demonstrado pela atividade

mitótica do blastema adrenal (JIRASEK5 apud MESIANO e JAFFE, 1997). Em torno de

10-12 semanas de gestação, a zona definitiva exibe numerosas figuras mitóticas, enquanto

que na zona fetal elas são raras (JOHANNISSON, 1968). COULTER et al. (1996)

demonstraram que a zona fetal do macaco Rhesus cresce primariamente por hipertrofia.

Portanto, a zona fetal cresce por hipertrofia e proliferação limitada, enquanto a zona

definitiva cresce principalmente por hiperplasia.

KEENE e HEWER6, apud MESIANO e JAFFE (1997, p. 380), descreveram a

migração centrípeta de células contendo lipídios, da zona definitiva para a zona fetal.

Acreditou-se assim que a zona definitiva era o compartimento de células tronco,

germinativas, do qual derivavam as zonas corticais internas. Um segundo modelo

propôs que uma população de células tronco indiferenciadas reside entre a zona

glomerulosa e a zona fasciculada; essas células, que são caracterizadas pela ausência

da enzima específica da zona interna, a 11��KLGUR[LODVH��&<3��� �����H�GD�HQ]LPD�GD
]RQD�H[WHUQD��D�DOGRVWHURQD�VLQWDVH��&<3��� �����UHSUHVHQWDP�XP�SUHFXUVRU�FRPXP�
que pode contribuir para formar as zonas corticais interna e externa (MITANI et al.,

2003).

A medula da adrenal fetal é constituída por ilhotas de células cromafins que

somente vão formar uma estrutura, e ainda rudimentar, na primeira semana pós-natal,

para então adquirir características semelhantes à medula adrenal adulta ao redor dos 12

aos 18 meses (MESIANO e JAFFE, 1997).

                                                
5 JIRASEK, J. Human fetal endocrines. Martinus Nijhoff, London. P.69-82, 1980
6 KEENE, M.F.L.; HEWER, E.E. Observations on the development of the human suprarenal gland. J
Anat, v.61, p.302–324, 1927
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A Figura 1 apresenta uma ilustração das diferentes fases de desenvolvimento e

apoptose da adrenal, salientando o período de intensa remodelação pós-natal, durante o

qual acredita-se que ocorram os eventos iniciais para formação de tumor.

FIGURA 1 - PROLIFERAÇÃO CELULAR E APOPTOSE NO CÓRTEX ADRENAL

FONTE: FIGUEIREDO et al., 2000. Amplification of 9q34 in childhood adrenocortical tumors: a
specific feature unrelated to ethnic origin or living conditions. Braz J Med Biol Res, v. 33,
n.  10, p. 1217-1224, 2000 (Apêndice 2).

NOTA:   A figura 1 representa o processo de proliferação das células das zonas definitiva e transitória
(ZT), em contraste com a intensa programação de morte celular (apoptose) na zona fetal (em
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preto) e o surgimento de uma camada interna (zona reticular). Ocorre uma migração
centrípeta das células (setas) para a região interna do córtex adrenal precedendo à fase de
hipertrofia. O período hipotético mais provável para a formação do TCA (área retangular em
cinza escuro), seguida por uma segunda fase crítica (área cinza claro) são propostos. Estes
dois períodos críticos são baseados na faixa etária mais comum de diagnóstico e o tempo em
que os sintomas começaram a se manifestar.

2.2.1 Participação dos Fatores de Transcrição

Vários genes codificadores de fatores de transcrição têm sido ligados ao

desenvolvimento adrenal; em geral, eles afetam também o desenvolvimento

urogenital, conforme se pode deduzir de mutações em humanos e modelos GM. Entre

eles, três chamam a atenção, seja pelo seu papel como gene supressor de tumor (WT-1)

ou pela sua atuação no desenvolvimento adrenal e esteroidogênese (SF-1 e DAX-1).

2.2.1.1 WT-1

WT-1 é um gene supressor de tumor, cuja alteração de função pode levar

ao desenvolvimento do tumor de Wilms e outros tumores derivados do blastema

metanéfrico (CALL et al., 1990; HABER et al., 1990). Mutações do gene WT-1

são associadas com anomalias congênitas do desenvolvimento urogenital

(LITTLE e WELLS, 1997). Não se esperava que o WT-1 fosse importante para o

desenvolvimento da adrenal, pois ele não é expresso no primordium adrenal,

mas somente nos precursores de etapas anteriores, ou seja, células progenitoras

adreno-gonadais (SCHEDL e HASTIE, 1998; PARKER e SCHIMMER, 2001).

No entanto, evidências contundentes para o seu papel vieram de análises de

camundongos GM sem WT-1. Conforme se previa, a partir da observação de

pacientes, esses camundongos não apresentaram rins nem gônadas; mas, também

não apresentaram adrenais (MOORE et al., 1999). O WT-1 pode apresentar dois

transcritos secundários ao processamento do RNA (splicing diferencial),

resultando em proteínas que diferem entre si pelos aminoácidos lisina-treonina-

serina (Lys-Thr-Ser), e são designadas como isoformas KTS+ e KTS-. A
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inativação da isoforma KTS- causou agenesia gonadal em ambos os sexos,

provavelmente devido à inibição da transcrição de SF-1. A inativação da

isoforma KTS+ não impediu o desenvolvimento ovariano, mas sim a

diferenciação testicular e, conseqüentemente, o fenótipo masculino normal

(HAMMES et al., 2001).

Estudos com hibridização in situ demonstraram que a expressão de SF-1 é

acentuadamente diminuída em camundongos GM sem WT-1, sugerindo um modelo

hierárquico, no qual o WT-1 contribui para o desenvolvimento gonadal (e talvez

adrenal), por induzir a expressão de SF-1 na linhagem precursora adrenogonadal. É

pouco provável que o WT-1 contribua para a função adrenal, pois ele é silenciado antes

do início da expressão dos genes alvo que constituem o fenótipo adrenal diferenciado

(HAMMES et al., 2001).

2.2.1.2 O fator esteroidogênico-1 (SF-1)

O SF-1 é um membro da superfamília de receptores nucleares órfãos, também

conhecido como Adrenal-4-binding protein (Ad4BP) e classificado como NR5A1. O

gene SF-1 localiza-se no cromossomo 9q33 (TAKETO et al., 1995) e  apresenta forte

homologia ao receptor nuclear Fushi tarazu factor (Ftz-F1) da Drosophila e ao

receptor nuclear do camundongo long terminal repeat-binding protein

(TSUKIYAMA et al., 1992). O SF-1 codifica a transcrição de uma proteína nuclear de

aproximadamente 53 kDa, que se liga às regiões promotoras dos genes alvo e

reconhece variações da seqüência de DNA PyCAAGGPyC ou PuPuAGGTCA, como

monômeros (WILSON, FAHRNER e MILBRANDT, 1993). Recebeu o nome de fator

esteroidogênico-1 devido ao seu papel chave na regulação das enzimas

esteroidogênicas. Os laboratórios de PARKER e de MOROHASHI, clonaram,

independentemente, cDNAs codificadores de SF-1 (LALA, RICE e PARKER, 1992;

HONDA et al., 1993).
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2.2.1.3 A estrutura da proteína  SF-1

Os receptores nucleares geralmente apresentam características comuns como o

domínio de ligação ao DNA (DBD), o domínio de ligação ao ligante (LBD) e dois

domínios de ativação, um amino-terminal, chamado função de ativação 1 (AF-1)  e um

carbóxi-terminal, o AF-2, cuja atividade é normalmente dependente da presença de um

ligante (MANGELSDORF et al., 1995). Em todas as espécies estudadas, o SF-1

apresenta um DBD clássico, caracterizado por duas estruturas em  dedos de zinco na

região N-terminal, que intermediam sua ligação ao DNA (HAMMER e INGRAHAM,

1999) (Figura 2).

A conservação do domínio AF2 sugere que um ligante possa intermediar a

transativação dependente de SF-1. A proteína SF-1 tem uma seqüência de 461

aminoácidos e é altamente homóloga à de outras espécies incluindo humanos, gado,

carneiros, cavalos, camundongos, ratos, porcos, galinhas, tartarugas, salmões e vermes

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

FIGURA 2 - ESTRUTURA ESQUEMÁTICA DA PROTEÍNA SF-1

FONTE: Modificado de VAL et al. SF-1 a key player in the development and differentiation of
steroidogenic tissues. Nucl Recept, v. 1, n.  1, p. 8-31, 2003

NOTA: É um exemplo de um receptor nuclear que se liga ao DNA como um monômero. 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 transativação (AF-2).

2.2.1.4 A expressão do SF-1 nos tecidos adultos

DBD

461 AA

AF-2

LBD

“Dobradiça”

COOHNH2
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Em relação aos tecidos esteroidogênicos adultos, IKEDA et al. (1993) mostraram

que o padrão de expressão do SF-1 geralmente se correlaciona com os papéis a ele propostos

na regulação das enzimas responsáveis pela síntese de esteróides (HATANO et al., 1994).

Assim, a proteína SF-1 foi detectada nas células do córtex adrenal, células testiculares de

Leydig, e células da teca e granulosa do ovário.  SF-1 foi também verificada na placenta, que

produz grande quantidade de progesterona a partir do colesterol, e também converte

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

2.2.1.5 A expressão do SF-1 nos tecidos embrionários

Os perfis de expressão do SF-1, espacial e temporal, foram estudados, nos

tecidos embrionários de camundongos (IKEDA et al., 1994). Como foi demonstrado

por hibridização in situ, transcritos de SF-1 foram detectados no dia 9 de vida

embrionária do camundongo (E9), no anel urogenital, que dá origem às células da

adrenal, gônadas e mesonéfron.  Posteriormente, a proteína SF-1 foi detectada em duas

populações de células: um grupo adjacente à aorta dorsal, que representa os

precursores adrenocorticais e um grupo maior, adjacente ao epitélio celômico, que

representa os precursores gonadais.

Com respeito ao desenvolvimento adrenocortical, transcritos de SF-1 foram

detectados no primordium adrenal no dia E10-E10.5. Essa expressão precede

nitidamente a da enzima P450scc, detectada somente em E11, corroborando o conceito

de que SF-1 é necessário para a expressão das enzimas esteroidogênicas. Em E12.5-

E13.5, a expressão do SF-1 se verifica no córtex adrenal (IKEDA et al.,  1994).

Nas gônadas, a expressão do SF-1 precede a do SRY, sendo detectado no E9.

Nesse período, testículos e ovários não são distintos histologicamente, constituindo as

gônadas bipotenciais ou indiferentes. Em E12.5, coincidindo com a formação dos

cordões testiculares, a expressão do SF-1 persiste e é detectada nas células

esteroidogênicas de Leydig e nos cordões testiculares.

No ovário, ao contrário, há um aparente declínio dos transcritos do SF-1

coincidindo com a diferenciação sexual gonadal, sugerindo que a diferenciação sexual
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feminina normal é facilitada pela diminuição da expressão do SF-1. Suas

concentrações no ovário permanecem baixas ou indetectáveis até o início do

desenvolvimento folicular, quando SF-1 é detectado nas células da teca e da granulosa,

no estágio pré-antral, que precede a expressão da aromatase nas células da granulosa,

concordando com o modelo que SF-1 é um regulador essencial da expressão dessa

enzima (MICHAEL et al., 1995).

2.2.1.6 Funções de SF-1 in vivo

Para avaliar o papel de SF-1 in vivo, foram estudados camundongos GM

destituídos do gene SF-1 (PARKER et al., 2002). Confirmando os achados de RICE et

al. (1991) e LALA, RICE e PARKER (1992), os pesquisadores LUO, IKEDA e

PARKER (1994) observaram que os animais sem SF-1 morreram, por insuficiência

adrenal, logo após o nascimento, além de exibirem reversão de sexo masculino para

feminino no fenótipo genital, o que demonstra que o SF-1 foi necessário para

esteroidogênese gonadal e adrenal.

Por analogia com seres humanos, com ausência de expressão de enzimas

esteroidogênicas, PARKER et al. (2002) imaginaram que as glândulas adrenais do

camundongo GM sem SF-1 poderiam ser hiperplásicas, devido à inabilidade de

produzir glicocorticóides, com conseqüente exposição a altas concentrações séricas de

corticotropina (ACTH); contudo, verificaram que as gônadas e adrenais estavam

ausentes nesses camundongos. Estudos subseqüentes mostraram que na ausência do

SF-1, as gônadas e adrenais estavam presentes nos estádios iniciais de

desenvolvimento, seguidas de regressão. A identificação e análise de mutações do

SF-1, nos seres humanos, mostraram comportamento semelhante, com

insuficiência adrenal e reversão sexual nos pacientes 46,XY (OZISIK et al.,

2003). Embora ainda pouco conhecido, o papel do SF-1 no sistema nervoso

central é também importante, pois os camundongos GM sem SF-1 não apresentam

núcleo ventro-medial hipotalâmico, região ligada à regulação do apetite e

comportamento reprodutivo (IKEDA et al., 1995).
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2.2.1.7 DAX-1 (Dosage-sensitive sex reversal Adrenal hypoplasia congenita, critical

region on the X chromosome gene-1)

DAX-1, também descrito como NROB1, é um membro nuclear órfão da

superfamília de receptores hormonais. Seu nome vem de seu duplo papel na

fisiopatologia em humanos: duplicações no Xp21, que contém o gene DAX-1,

causam reversão sexual fenotípica nos indivíduos XY (DSS); por outro lado,

mutações do gene DAX-1 são responsáveis pela hipoplasia adrenal congênita

(HAC), ligada ao cromossomo X, invariavelmente associada com hipogonadismo

hipogonadotrófico (HHG) (BARDONI et al., 1994; MUSCATELLI et al., 1994).

O DAX-1 foi localizado no braço curto do cromossomo X, após a descoberta

da rara associação de HAC ligada ao X, com deficiência de glicerol-quinase, distrofia

muscular de Duchenne e deficiência de ornitina transcarbamilase, como parte da

deleção de genes contíguos (WORLEY et al., 1993).

Em 1994, a duplicação desta região do Xp foi encontrada associada à reversão

sexual em humanos XY (BARDONI et al., 1994). Em seguida, o gene DAX-1 foi

clonado e mutações com perda de função foram detectadas, como causa de HAC/HHG

(MUSCATELLI  et al., 1994; ZANARIA  et al., 1994).

2.2.1.8 A estrutura da proteína DAX-1

O produto do gene DAX-1 é um membro incomum da superfamília de

receptores hormonais nucleares, pois não contém o domínio de ligação ao DNA

(DBD) típico, de dedos de zinco, encontrado na maioria dos receptores

nucleares. Seu grupo terminal carboxílico tem um alto grau de similaridade com

o domínio de ligação ao ligante (LBD) de outros membros da família (por

exemplo, small heterodimer partner e RXR) (Figura 3). Contudo, não se

conhece nenhum ligante para o LBD do DAX-1, o que o inclui na categoria de

receptores órfãos (LALLI e SASSONE-CORSI, 2003).

O DAX-1 contém uma seqüência na hélice H12 C-terminal, que em

outros receptores nucleares é essencial para a ativação transcricional dependente
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de ligante (AF-2) (DANIELIAN et al., 1992). Por outro lado, sua porção amino-

terminal é ocupada por três repetições de uma seqüência longa, rica em cisteína,

com 67 aminoácidos e nenhum grau de homologia significante com outras

proteínas catalogadas. O número de repetições varia durante a evolução, sendo

que somente uma repetição está presente no DAX-1 das espécies não-mamíferas

(MANGELSDORF et al., 1995).
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FIGURA 3 - ESTRUTURA ESQUEMÁTICA DA PROTEÍNA DAX-1

FONTE: Adaptado de ENMARK, E.; GUSTAFSSON, J. A.. Orphan nuclear receptors - the first
eight   years. Molecular Endocrinology, v. 10, n.  11, p. 1293-1307, 1996.

NOTA: DAX-1 não apresenta o DBD convencional e o AF-2 é apenas considerado similar,
localizado na α-hélice da região carbóxi-terminal.

2.2.1.9 A expressão do DAX-1 nos tecidos

O DAX-1 tem um padrão de expressão restrito aos tecidos diretamente

relacionados com a produção de hormônio esteróide e com a função

reprodutiva: córtex adrenal, células de Leydig e de Sertoli, células da teca e

granulosa, gonadotropos da pituitária, núcleo ventro-medial hipotalâmico,

córtex cerebral (IKEDA et al., 1996; TAMAI et al., 1996). Esse padrão se

superpõe aos locais de expressão do SF-1.

A atividade de DAX-1 é essencial no desenvolvimento gonadal no sexo

masculino e dispensável no feminino. DAX-1 é necessária para morfologia e função

normais dos testículos no camundongo enquanto que fêmeas sem DAX-1 têm

ovários normais e são férteis (ZANARIA et al., 1995; SWAIN et al., 1996; SWAIN

et al., 1998). A expressão aumentada de DAX-1, devido ao efeito “dosagem do

gene” ou regulação positiva do WNT-4, desencadeia diferenciação gonadal

feminina ou ambígua em indivíduos XY. LALLI e SASSONE-CORSI (2003)

sugeriram um modelo pelo qual dois mecanismos moleculares poderiam ser

responsáveis por esse fenótipo: (1) Repressão da produção da substância inibidora

das estruturas de Müller (MIS) pelas células de Sertoli: DAX-1 antagoniza a

sinergia entre SF-1 e WT-1 na ativação da região promotora do gene MIS, o que é

compatível com seu papel como regulador negativo da transativação induzida por

470 AA

   LBD

   LBD

1

AF-2

COOHNH2
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SF-1 (NACHTIGAL et al., 1998). A expressão aumentada de DAX-1 levaria então

à repressão do MIS, durante o período crítico de especificação gonadal. (2) Repressão

da produção de testosterona pelas células fetais de Leydig: considerando esse efeito

negativo sobre a esteroidogênese, a expressão aumentada de DAX-1 poderia

inapropriadamente reprimir a biossíntese de testosterona nas células fetais de Leydig,

que é essencial para o desenvolvimento das características sexuais masculinas

secundárias.

2.3 DOENÇAS RESULTANTES DA FALTA DE  SF-1 OU DE DAX-1

ACHERMANN et al. (1999) descreveram um paciente com uma mutação em

SF-1 que resultou em insuficiência adrenocortical e disgenesia gonadal 46,XY. Esse

paciente apresentava concentrações séricas elevadas de gonadotrofinas, em contraste aos

camundongos GM sem SF-1, que apresentavam concentrações séricas normais ou

diminuídas. BIASON-LAUBER e SCHOENLE (2000) descreveram uma paciente com

insuficiência adrenocortical, com cariótipo 46,XX e ovários pré-puberais aparentemente

normais. Cada um desses pacientes tinha um alelo SF-1 normal e alelos mutantes

diferentes, resultando em perda de função e não em efeitos dominantes negativos. Essa

aparente haplo-insuficiência levanta a possibilidade de que a dosagem do gene SF-1 possa

ser um componente crítico para sua função nos humanos.

Todas as mutações de DAX-1 têm em comum uma alteração da região

carbóxi-terminal da proteína, que comporta a atividade silenciadora transcricional

e impede a repressão da transcrição por DAX-1 (ITO, YU e JAMESON, 1997). A

ausência dos nove aminoácidos carbóxi-terminais (incluindo o domínio AF-2)

impede a função da proteína DAX-1 e resulta num fenótipo clínico grave

(ACHERMANN, MEEKS e JAMESON, 2001).

Hipoplasia adrenal congênita (HAC) ligada ao X é uma alteração no

desenvolvimento da glândula adrenal, de potencial risco de vida, descrita

primeiramente por SIKL7 (apud ACHERMANN, MEEKS e JAMESON, 2001, p. 18).

                                                
7 SIKL, H. Addison´s disease due to congenital hypoplasia of the adrenals in an
infant aged 33 days. J Pathol Bacteriol, v. 60, p. 323-324, 1948
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Nessa situação, a zona madura adulta da adrenal não se desenvolve. Ao invés

disso, estão presentes células grandes, vacuolizadas, citomegálicas, lembrando células

adrenocorticais fetais (UTTLEY, 1968). Na experiência de ACHERMANN, MEEKS e

JAMESON (2001), aproximadamente 70% dos meninos com história de insuficiência

adrenal e HHG têm uma mutação no DAX-1.

Crianças com HAC apresentam sinais e sintomas de insuficiência adrenal

primária logo após o nascimento (60%) ou durante a infância (40%) (REUTENS et al.,

1999). Esse padrão bimodal de apresentação pode ser o resultado de alterações

relacionadas à idade, à ingesta de sódio e fluídos, produção de mineralocorticóides e

sensibilidade e resposta ao stress.

Camundongos sem DAX-1 não apresentam hipoplasia adrenal e suas

concentrações séricas de hormônio luteinizante (LH) e hormônio folículo

estimulante (FSH) são normais (YU, ITO e JAMESON, 1998). A única

anormalidade no córtex adrenal desses animais é a não regressão da sua zona fetal

após a puberdade. No entanto, os machos são estéreis, devido a um impedimento

progressivo da espermatogênese, enquanto que as fêmeas têm a fertilidade

preservada. É possível, portanto, que o gene DAX-1 humano seja parte de um

circuito regulador envolvido no estabelecimento de diferenças morfogenéticas na

glândula adrenal, ou então que outros genes possam compensar a função de

DAX-1 no camundongo. Por outro lado, a função de DAX-1 nos testículos parece

ser conservada nas espécies humana e de roedores.

Foram descritos mais de 70 indivíduos ou famílias com HAC e mutação de

DAX-1, OMIM8 300200/300473, referência citada por ACHERMANN, MEEKS e

JAMESON (2001, p.17).

A análise de diferentes mutantes de DAX-1 em pacientes com HAC

mostrou que o impedimento da repressão transcricional é dependente da alteração

da localização nuclear da proteína mutante (LEHMANN, LALLI e SASSONE-

CORSI, 2002).

                                                
8 

 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM
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A repressão transcricional por DAX-1 envolve interação com fatores

intermediários (co-repressores), os quais silenciam a atividade da maquinaria

basal e/ou induzem modificações na cromatina. Interação com receptor NcoR

(CRAWFORD et al., 1998) é importante,  pois essa interação está impedida por

mutações do DAX-1, em HAC. Contudo, o acúmulo de DAX-1 no citoplasma dos

mutantes explica a falta de interação com co-repressores nucleares. LEHMANN,

LALLI e SASSONE-CORSI (2002) testaram a interação in vitro entre DAX-1 e

NcoR e verificaram que ela é muito fraca e relativamente insensível à introdução

das mutações relacionadas à HAC.

2.4 INTERAÇÃO DE DAX-1 COM SF-1 E OUTROS FATORES DE

TRANSCRIÇÃO

A proteína DAX-1 atua como regulador negativo da ativação da transcrição

induzida por SF-1, através de um potente domínio de repressão transcricional presente

na região carbóxi-terminal (ITO et al., 1997; LALLI et al.,1997).

DAX-1 pode reprimir a transativação de SF-1, seja por se ligar às

regiões promotoras dos genes regulados por SF-1 (por exemplo, StAR e

DAX-1) (ZAZOPOULOS et al.,1997), seja por interação direta com SF-1,

através de uma das seqüências LXXLL presentes na região N-terminal do

DAX-1 (SUZUKI et al., 2003).

A presença de sítios de ligação funcionais de SF-1 na região promotora

de DAX-1 (YU, ITO e JAMESON, 1998) e a expressão reduzida de DAX-1 nos

camundongos GM sem SF-1 (KAWABE et al., 1999; HOYLE et al., 2002)

sugeriram um mecanismo de retro-alimentação negativa para controlar a

atividade de SF-1 nos tecidos esteroidogênicos e reprodutivos.

Segundo LALLI e SASSONE-CORSI (1999), o DAX-1 se comporta como

repressor transcricional em todos os contextos conhecidos. A perda da função

silenciadora da transcrição pelo DAX-1 causa impedimento do desenvolvimento

do córtex adrenal e disfunção hipofisária e hipotalâmica. É possível, contudo,

existirem moléculas que poderiam funcionar como ligantes para DAX-1 (como
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sugere a conservação do domínio similar ao AF-2 na α-hélice da região carbóxi-

terminal) e alterar sua função, de repressor a ativador transcricional. Isso poderia

ocorrer como resultado de modificações pós-transcricionais, em geral, fosforilação, ou

associação com cofatores celulares específicos (LALLI e SASSONE-CORSI, 1999;

FOWKES e BURRIN, 2003).

SF-1 e DAX-1 são expressos exatamente nos mesmos tecidos, sugerindo que

haja interação na função dos dois fatores, o que foi observado in vitro (ITO, YU e

JAMESON, 1997) e também em fungos (NACHTIGAL et al., 1998) e células de

mamíferos (CRAWFORD et al., 1998). Já a presença de células expressando DAX-1,

mas não SF-1 em diferentes órgãos (IKEDA et al., 2001) corrobora a idéia de que a

função de  DAX-1 se estende além da regulação de genes dependentes de SF-1. O

papel de DAX-1 na regulação pós-transcricional é sugerido pelo seu deslocamento

núcleo-citoplasmático, sua atividade de ligação ao RNA e sua associação com

polirribossomos (LALLI et al., 2000). CRAWFORD et al. (1998) mostraram que

DAX-1 pode recrutar seletivamente o co-repressor N-CoR para SF-1, o qual por sua

vez recruta deacetilases da histona e induz a cromatina a um estado inativo,

diminuindo a expressão do gene.

Domínios de interação com SF-1 foram mapeados entre os aminoácidos 92 e

288 de DAX-1 (região compreendendo a segunda e terceira repetições e hélices H1-H3

na região carbóxi-terminal) (ITO, YU e JAMESON, 1997).

O produto de SF-1 se liga eficientemente aos elementos de DNA da região

promotora de DAX-1 sugerindo que SF-1 regule diretamente a expressão de DAX-1 e

assim, SF-1 esteja acima de DAX-1 na cascata reguladora que direciona o

desenvolvimento de vários tecidos esteroidogênicos e/ou outros componentes do eixo

hipotalâmico/hipofisário/adrenal-gonadal (BURRIS et al., 1995).

O Quadro 1 lista os genes regulados negativamente por DAX-1, por

mecanismos diretos ou indiretos.
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QUADRO 1 - GENES REGULADOS NEGATIVAMENTE POR DAX-1

GENE REFERÊNCIA

StAR ZAZOPOULOS, E. et al., 1997
DAX-1
P450scc (CYP11A) LALLI, E. et al., 1998
��+6'
��.��KLGUR[LODVH�� CYP17) HANLEY, N. A et al., 2001
Aromatase (CYP19) WANG, Z.J. et al., 2001

GURATES, B. et al., 2002
Proteína vas deferens do
camundongo (AKR1B7)

AIGUEPERSE, C. et al., 2001

Receptor HDL LOPEZ, D. et al., 2001
MIS NACHTIGAL, M.W. et al., 1998
Fator relaxina símile KOSKIMIES, P. et al., 2002
6XE�XQLGDGH� ��GR�/+ HALVORSON, L.M. et al., 1998
Inibina alfa ACHERMANN, J.C., et al., 2001
Sintetase neuronal NO WEI, X., et al., 2002.

FONTE : LALLI, E.; SASSONE-CORSI, P. DAX-1, an unusual orphan
receptor at the crossroads of steroidogenic function and sexual
differentiation.  Mol Endocrinol, v. 17, n.  8, p. 1445-1453, 2003.���������
	��  ������������� �������! #"%$&�('*),+-'. 

óide desidrogenase;  HDL - lipoproteína
de alta densidade; MIS - substância inibidora do Muller; LH –
hormônio luteinizante; NO – óxido nítrico.

2.5 REGULAÇÃO DA EXPRESSÃO DE DAX-1 E SF-1

A região promotora do gene DAX-1 apresenta três sítios funcionais de ligação

da proteína SF-1 (YU, ITO e JAMESON, 1998; KAWABE et al., 1999; HOYLE et al.,

2002), o que sugere um importante papel para SF-1 na regulação da sua expressão.

No entanto, em camundongos GM sem SF-1, a expressão de DAX-1 é

reduzida, mas não eliminada e mantém seu padrão restrito a tecidos específicos

(IKEDA et al., 1996). Isso indica que outros fatores são envolvidos na regulação do

gene DAX-1. Um deles é o próprio DAX-1, que é capaz de auto-regular sua expressão

por ligação do seu produto à região promotora (ZAZOPOULOS et al., 1997).

O gene do tumor de Wilms (WT-1) é expresso na gônada embrionária e sua

isoforma protéica (KTS-) é capaz de ativar a região promotora e a expressão dos

transcritos de DAX-1, em células transfectadas (KIM et al., 1999).
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Wnt-4, um membro da família Wnt de fatores de crescimento, é também

capaz de ativar a expressão de DAX-1 nas células de Sertoli transfectadas

(JORDAN et al., 2001). Além disso, a expressão de DAX-1 é ativada por β-

catenina, que se localiza posteriormente na seqüência, na via de sinalização de

Wnt, e está reduzida nas gônadas embrionárias femininas de camundongo sem

Wnt-4 (MIZUSAKI et al., 2003).

2.6 EXPRESSÃO DAS ENZIMAS ESTEROIDOGÊNICAS E

ESTEROIDOGÊNESE DURANTE O DESENVOLVIMENTO DA

GLÂNDULA ADRENAL

Algumas diferenças básicas na expressão de enzimas esteroidogênicas

diferenciam a adrenal fetal da pós-natal. A zona fetal, na glândula rudimentar,

expressa a enzima esteroidogênica 17.�KLGUR[LODVH� �&<3����� $� ]RQD� GHILQLWLYD�
desenvolvida logo após, não apresenta expressão de CYP17. A zona fetal expressa

também a enzima que cliva a cadeia lateral do colesterol (CYP11A), mas não a 3��
hidroxiesteróide desidrogenase, indicando que a adrenal fetal produz primariamente

deidroepiandrosterona (DHEA) e seus derivados sulfatados (DHEA-S). Esses

compostos servem como precursores para o estradiol, derivado da placenta, que é

fundamental para manter a gestação (ARON e TYRRELL, 1994).

A zona glomerulosa, derivada da zona definitiva, adquire capacidade

esteroidogênica no terceiro trimestre e produz principalmente aldosterona, sob o

controle do sistema renina-angiotensina.

A zona fasciculada secreta glicocorticóides sob estímulo do ACTH, enquanto

que a zona reticular secreta DHEA e DHEA-S. As concentrações séricas desses

andrógenos declinam quando a zona fetal regride, e depois voltam a aumentar durante

a infância com a formação da zona reticular (que surge no lugar da zona fetal),

coincidindo com a adrenarca. Embora anatomicamente as três camadas do córtex

adrenal sejam distintas, elas compartilham enzimas nas três vias esteroidogênicas.

Entre elas, a proteína reguladora da esteroidogênese aguda (StAR), que facilita a

transferência do colesterol para a membrana interna da mitocôndria, a CYP11A,
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D�LVRHQ]LPD���WLSR���GD�� ��KLGUR[LHVWHU óide desidrogenase (3��+6'��H�D�&<3���
Além dessas, presentes em todas as camadas do córtex adrenal, a atividade de

certas enzimas chave, que catalisam reações terminais, na via de biossíntese dos

esteróides, permite que as diferentes zonas produzam diferentes esteróides.

&<3����� é expressa exclusivamente na zona glomerulosa e é responsável por

três reações sucessivas que convertem corticosterona a aldosterona. A enzima

&<3����� é expressa nas zonas internas e hidroxila 11-desoxicortisol para

produzir cortisol, o glicocorticóide predominante nos seres humanos. As zonas

internas também expressam a CYP17, que é requerida para a biossíntese de

cortisol e andrógenos, mas não é utilizada para biossíntese de aldosterona

(HAMMER, PARKER e SCHIMMER, 2004). A figura 4 mostra as três vias de

síntese dos esteróides. A análise das enzimas esteroidogênicas permitiu

compreender a síntese esteroidogênica adrenal. A maioria dessas enzimas

pertence à família das P450 citocromo-oxigenases. Devido às diferenças

enzimáticas entre a zona glomerulosa e as duas camadas internas (fasciculada e

reticular), o córtex adrenal funciona como duas unidades separadas, com

diferentes vias de regulação e produtos secretados.

Os mecanismos que levam às diferenças esteroidogênicas entre a adrenal

fetal e a adulta, humanas, não são bem conhecidos. RAINEY et al. (2001),

usando microarranjo para comparar os níveis de expressão de vários transcritos

(RNAm) entre a adrenal fetal e a humana, mostraram que 69 deles apresentaram

uma diferença maior que 2,5 vezes na expressão. As maiores diferenças foram

observadas para transcritos de insulin like growth factor (IGF-II) (25 vezes

PDLRU�QD�DGUHQDO�IHWDO��H�GH�� ��KLGUR[LHVWHUóide-desidrogenase (24 vezes maior

na adrenal adulta). Os transcritos relacionados à biossíntese de esteróides ou ao

crescimento e desenvolvimento tiveram valores maiores na adrenal fetal. Os

relacionados à imunidade celular e à transdução de sinal apresentaram valores

maiores na adrenal adulta.
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FIGURA 4 - VIAS MAIORES DA BIOSSÍNTESE DE ESTERÓIDES

FONTE: http://arbl.cvmbs.colostate.edu/ (Reproduzido com permissão).

FONTE : http://arbl.cvmbs.colostate.edu/
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A síntese do cortisol ocorre pela ação da CYP17, que leva à 17.�KLGUR[LODção

da pregnenolona dentro do retículo endoplasmático liso, para formar  17.�
hidroxipregnenolona. Esse esteróide é convertido à 17.�KLGUR[LSURJHVWHURQD�SHOD�� ��
hidroxiesteróide-desidrogenase. O passo seguinte é a 21-hidroxilação pela CYP21 da

��.�KLGUR[LSURJHVWHURQD�� SDUD� IRUPDU� ���GHR[LFRUWLVRO�� R� TXDO� é hidroxilado pela

CYP11B1 para formar cortisol. As zonas fasciculada e reticular também produzem 11-

deoxicorticosterona (DOC), 18-hidroxideoxicorticosterona e corticosterona.

A produção de androgênios a partir da pregnenolona e progesterona requer a

participação da CYP17 e assim não ocorre na zona glomerulosa. A maior produção

quantitativa de androgênios é pela conversão da 17.�KLGUR[LSUHJQHQRORQD� DRV
esteróides de C19 (DHEA e DHEA-S). O outro androgênio maior é a androstenediona,

SURGX]LGR�D�SDUWLU�GD��� .�KLGUR[LSURJHVWHURQD��SHOD�D ção da 17,20-desmolase e, em

menor extensão, da DHEA (ARON e TYRRELL, 1994).

QUADRO 2 - ZONAS FUNCIONAIS DO CÓRTEX ADRENAL ADULTO

ZONA
GLOMERULOSA

ZONA
FASCICULADA

ZONA
RETICULAR

LOCALIZAÇÃO Periférica Central Mediana
ESTÍMULO Angiotensina II

(ACTH )
ACTH ACTH

RECEPTOR DE
MEMBRANA PRIMÁRIO

Receptor angiotensina II MC2R MC2R

ATIVIDADE ENZIMÁTICA
ESPECÍFICA

/10325464 7 8 91:3;5<>=@?A91:3;5<6<CB�<
CYP17(17OH e
17,20 liase)

HORMÔNIO PRODUZIDO Aldosterona Cortisol Esteróides sexuais
(DHEA-S)

FUNÇÃO Regulação do volume
intra-vascular

Homeostase da
glicose; mobilização
de energia dos
depósitos

Adrenarca; bem
estar

DEFICIÊNCIA Hiponatremia,
hipercalemia, hipotensão

Hipoglicemia, falta
de resposta ao stress

Desconhecida

FONTE: Traduzido de KEEGAN, C.E.; HAMMER, G.D. Recent insights into organogenesis of the
adrenal cortex. Trends Endocrinol Metab, v. 13, n.  5, p. 200-208, 2002.

NOTA: MC2R – receptor do ACTH
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2.7 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DOS TCAs

Com a finalidade de conhecer as características clínicas e biológicas dos TCAs

em crianças, foi feita análise dos dados coletados pelo International Pediatric

Adrenocortical Tumor Registry (IPACTR), vinculado ao International Outreach

Program do St. Jude Children´s Research Hospital, Memphis, Tennessee. Nesse

registro, foram incluídos, de janeiro de 1990 a dezembro de 2001, 259 pacientes com

menos de 21 anos, sendo 79,5% provenientes de São Paulo e do sul do Brasil

(MICHALKIEWICZ et al., 2004). Foram também incluídos pacientes com

diagnósticos realizados anteriormente à data de organização do registro. LIOU e KAY

(2000) apresentaram uma coletânea de 22 publicações sobre carcinoma de córtex

adrenal em crianças, totalizando 412 casos, dos quais 171 (41%) eram provenientes de

São Paulo e do sul do Brasil; a idade variou de 1,5 a 7 anos, estando a maioria entre 2

e 4 anos. Na série do IPACTR, quase 60% estavam abaixo de 4 anos. A porcentagem

de formas clínicas funcionantes variou de 81 a 100%, nas séries revisadas, sendo no

IPACTR de 90 %. Virilização isolada, ou em combinação com aumento da secreção

de cortisol, ou de outros hormônios, ocorreu em 84,3% dos casos e tumores não

produtores de hormônios representaram apenas 10% do total. TCA em crianças

apresentando-se clinicamente apenas com síndrome de Cushing é raro

(MICHALKIEWICZ et al., 2004). Em contraste, menos de 50% dos tumores são

funcionantes nos adultos e a maioria apresenta síndrome de Cushing isolada ou

hiperaldosteronismo (VIERHAPPER, 2002). Esses dados reforçam a afirmação de

que, no Paraná, frente a crianças com puberdade precoce deve-se considerar, como

primeira hipótese diagnóstica, tumor de córtex adrenal.

Quanto ao sexo, nos casos do IPACTR, a relação feminino/masculino global

foi de 1,6:1, mas variou de acordo com grupos etários. Houve predomínio de meninas

no grupo etário até 3 anos e com idade igual ou superior a 13 anos, porém a

distribuição quanto ao sexo foi similar para as idades de 4 a 12 anos.

A raridade desses tumores não permitiu ainda conhecer adequadamente todas

as variáveis prognósticas. A análise dos primeiros 254 casos registrados no IPACTR

identificou os seguintes fatores: pacientes com características clínicas de Cushing
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(puro ou misto) tiveram pior prognóstico, confirmando os achados anteriores de

BERGADA et al. (1996). Pacientes com tumores não-funcionantes, ao contrário do

que referem alguns autores (STEWART, JONES e JOLLEYS, 1974; WEATHERBY e

CARNEY, 1984; NEBLETT, FREXES-STEED e SCOTT, 1987), não tiveram pior

prognóstico, mesmo com maiores massas e doenças mais avançadas. Para crianças

com tumores não funcionantes, a sobrevida foi de 66,6%, comparada com 88% nos

casos de virilização isolada e apenas 56,4% para apresentação mista. Quanto ao

estadiamento, os pacientes foram classificados de acordo com o sistema publicado por

SANDRINI, RIBEIRO e LACERDA em 1997, com algumas modificações, que

incluíram a utilização do peso (200g), ao invés do volume (200cm³), como principal

medida para diferenciar estádios I e II, e a informação sobre doença residual

microscópica classificada como estádio III.

Pacientes com tumores pequenos (peso inferior a 200g) tiveram um excelente

prognóstico, enquanto que pacientes com doença residual micro ou macroscópica

tiveram prognóstico ruim. Pacientes com grandes tumores completamente ressecados

tiveram um prognóstico intermediário. Esses dados estão de acordo com os resultados

de vários estudos, que mostraram que tumores maiores se associam com pior

prognóstico  (HUMPHREY et al.,  1984; CAGLE et al.,1986;  WEISS, MEDEIROS  e

VICKERY JR, 1989; BUGG  et al., 1994; SANDRINI, RIBEIRO e LACERDA,

1997;  MICHALKIEWICZ  et al., 1997).

A acurácia prognóstica desse estadiamento pode, provavelmente, ser

melhorada pela adição de informações sobre histologia, envolvimento de linfonodos,

ruptura capsular durante a cirurgia, e marcadores biológicos tumorais.

Pacientes com doença localizada, com idade entre 0 e 3 anos, síndrome

virilizante sem síndrome de Cushing associada, pressão sangüínea normal, estádio I,

ausência de contaminação durante a cirurgia, e peso tumoral menor ou igual a 200g

apresentaram maior sobrevida livre de eventos. Analisando o grupo total, com um

seguimento de 2,5 anos, 157 (61,8%) sobreviveram sem evidência de doença e 97

(38,2%) foram a óbito. A estimativa de sobrevida em 5 anos foi de 54,2% (95% IC =

48 a 60%) (MICHALKIEVICZ et al., 2004).



33
2.8 CARACTERÍSTICAS HISTOLÓGICAS DOS TCAs

A grande dificuldade que surge quando se recebe um laudo histológico de TCA é avaliar

o seu valor em relação ao prognóstico para o paciente. Vários estudos têm sugerido que não há

meios definitivos de se diferenciar carcinomas de adenomas de córtex adrenal.

LEWINSKY et al. (1974) analisaram 20 casos de tumores não funcionantes e

revisaram a literatura. Concluíram que não foi possível obter indicadores do potencial

desses tumores para causar metástases, com base apenas em critérios histológicos e

recomendaram que todos os TCAs fossem vistos como malignos. Estudos de KAY,

1976, mostraram que pleomorfismo celular pode ocorrer em adenomas e não deveria

ser usado como indicador de carcinoma.

HOUGH et al. (1979) selecionaram sete marcadores de malignidade: padrão

difuso de crescimento, invasão vascular, necrose tumoral, septos fibrosos largos, mais

do que uma mitose por 10 campos de grande aumento (CGA), pleomorfismo e invasão

capsular. O índice histológico de malignidade foi de 2,91 + 0,90 para tumores

malignos e de 0,17 + 0,26  para tumores benignos.

HEINBERCKER O´NEAL e ACKERMAN9, citados por WEISS (1984, p.167)

compararam 10 tumores malignos com 6 benignos e concluíram que o carcinoma é

geralmente associado com pleomorfismo, mitoses atípicas, hemorragia, necrose e

calcificação. Como critérios absolutos para a definição de TCA maligno, foram consideradas

a invasão de veias ou cápsulas e a presença de metástases. Contudo, esse trabalho apresentou

como limitações o tamanho da amostra e o tempo de evolução dos pacientes.

WEISS (1984) analisou 43 TCAs de pacientes que foram avaliados até 5 anos

pós-diagnóstico, com documentação de metástase ou recidiva e propôs nove

indicadores histológicos de malignidade para tais tumores,  fornecendo um método

prático para o patologista. Num grupo de 24 tumores, com 2 ou menos dos 9

indicadores, não houve metástases nem recidivas. No segundo grupo, de 19 tumores

com 4 ou mais dos 9 critérios, houve somente um tumor sem metástase ou recidiva.

Este tumor pesou 1458g e era parcialmente necrótico.

                                                
9 HEINBERCKER, P.; O´NEAL, L.W.; ACKERMAN, L.V. Functioning and nonfunctioning adrenal
cortical tumors. Surg Gynecol Obstet, v.105, p. 21-33, 1957
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Os dados apresentados por WEISS (1984) estão em concordância com os de

HOUGH et al. (1979), com exceção da invasão capsular, que foi muito menos

freqüente nos tumores não metastáticos. VAN SLOOTEN et al. (1985) apresentaram

um terceiro sistema para distinguir entre tumores benignos e malignos. Estes autores

analisaram 60 pacientes (45 carcinomas e 15 adenomas), e estabeleceram valor

discriminatório em relação à malignidade, para 7 parâmetros histológicos: mudanças

degenerativas como necrose, hemorragia, fibrose ou calcificação; preservação da

estrutura normal; atipia nuclear; hipercromasia nuclear; estrutura dos nucléolos;

atividade mitótica; e invasão da cápsula e/ou dos vasos sangüíneos. Em seu trabalho,

VAN SLOOTEN et al. (1985) não descreveram a idade dos pacientes, porém se

presume que sejam  TCAs de adultos, pois 25 eram tumores não funcionantes e 10

apresentavam síndrome de Cushing isolado, o que é raro na criança.

Segundo WEISS, MEDEIROS e VICKERY (1989), embora a separação entre

adenoma e carcinoma possa ser feita, na grande maioria dos casos, avaliando-se

múltiplas características patológicas, não existe concordância para definir os critérios

patológicos que auxiliem a distinguir carcinomas de baixo e alto grau.

WACHENFIELD et al. (2001), analisando sete hiperplasias adrenais

macronodulares independentes de ACTH, 30 adenomas e 10 carcinomas de córtex

adrenal, avaliaram a porcentagem de células positivas para Ki67, um antígeno associado à

proliferação, e identificaram um índice Ki67 acima de 5%, como indicador sensível e

específico de carcinoma, podendo ser útil para diferenciá-lo dos adenomas nos adultos.

2.9 DIFERENÇAS ENTRE TCAs DE CRIANÇAS E DE ADULTOS

2.9.1 Incidência

A incidência de carcinoma de córtex adrenal em adultos é de 1,7 casos por milhão

de pessoas por ano (BORNSTEIN, STRATAKIS e CHROUSOS, 1999), e nas crianças, a

incidência é de 0,3/milhão abaixo de 15 anos (PARKIN et al., 1998). No sul do Brasil, esta

ocorrência é 10 a 15 vezes maior (SANDRINI, RIBEIRO e LACERDA, 1997).
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Tumores de córtex adrenal benignos pequenos (incidentalomas) ocorrem em 3

a 7 % dos adultos acima de 50 anos (KLOOS et al., 1995). Por sua baixa freqüência

em crianças, não têm o mesmo impacto nem causam dilema terapêutico semelhante

quando encontrados nesta faixa etária.

2.9.2 Manifestações Clínicas

A distribuição dos TCAs quanto à idade é bimodal, com um pico na primeira e

outro na quinta década e o comportamento biológico do tumor nas crianças parece ser

diferente daquele no adulto (SREDNI et al., 2003). Em ambos, ocorre maior

freqüência no sexo feminino.

As formas clínicas na criança são predominantemente virilização, seguida de

virilização associada à síndrome de Cushing, sendo que esta síndrome isolada é rara,

assim como a forma não funcionante (WAJCHENBERG et al., 2000;

MICHALKIEWICZ et al., 2004; RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2005). Em algumas

séries, mais da metade dos adultos com TCA não apresenta nenhuma síndrome

endócrina ou apresenta síndrome de Cushing como a mais freqüente (LATRONICO e

CHROUSOS, 1997; VASSILOPOULOU-SELLIN e SCHULTZ, 2001).

2.9.3 Histologia

CAGLE et al. (1986), estudando TCA de crianças e de adultos, encontraram que o

tamanho foi o único fator preditivo de malignidade nos tumores pediátricos. Todos os

tumores de crianças com peso maior que 500g apresentaram comportamento maligno.

RIBEIRO et al. (1990), revisando 40 prontuários de crianças com TCA, observaram que o

peso maior que 100g e o volume maior que 200ml foram associados com evolução

desfavorável. A maioria dos autores, contudo, concorda que o tamanho do tumor não deve ser

usado isoladamente como critério para estabelecer o diagnóstico de maligno ou benigno, pois

grandes tumores têm sido observados sem metástases, enquanto que tumores ainda pequenos

já podem apresentá-las (GANDOUR e GRIZZLE, 1986). A histologia não apresentou

associação com o prognóstico nos tumores pediátricos analisados por BUGG et al. (1994). Na

série publicada por WAJCHENBERG et al. (2000), as características histológicas associadas

com pior evolução nos adultos (critérios de Weiss) não apresentaram o mesmo prognóstico

sombrio quando presentes em crianças.
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HAAK et al. (1993) encontraram que tumores aneuplóides foram associados com

melhor prognóstico em crianças. ZERBINI et al. (1992) e BUGG et al. (1994) não

encontraram associação entre ploidia, histologia e evolução clínica. HOSAKA et al. (1987)

verificaram melhor sobrevida livre de eventos aos 5 anos, para pacientes com tumores

diplóides (80%), em comparação aos tetraplóides (33%) e multiplóides (0%). CAMUTO et

al. (1991) encontraram 96% de tumores aneuplóides em pacientes com manifestação clínica

de neoplasia maligna. Ao contrário, os estudos de JOENSUU e KLEMI (1988) indicaram

que 53% dos tumores adrenais clinicamente benignos foram aneuplóides.

2.9.4 Prognóstico

MENDONÇA et al. (1995) mostraram que crianças com carcinoma

adrenocortical não metastático ao tempo do diagnóstico têm melhor prognóstico do

que adultos, após completa ressecção, com as mesmas características histológicas e

tratamento semelhante.

2.10 CARACTERÍSTICAS GENÉTICAS E BIOLÓGICAS DOS TCAs

BEUSCHLEIN et al. (1994) demonstraram que a hiperplasia de córtex adrenal

é um processo policlonal, enquanto que os carcinomas são monoclonais, sugerindo que

alterações específicas no genoma são necessárias para a formação de TCAs.

GICQUEL et al. (1994) demonstraram que os carcinomas de córtex adrenal são

monoclonais, porém os adenomas dessa região podem ser monoclonais (43%) ou

policlonais (28,5%), com várias formas intermediárias (28,5%). Há duas possíveis

explicações para a heterogeneidade que distingue adenomas adrenocorticais

monoclonais dos policlonais: (a) tipos diferentes de tumor podem corresponder a

mecanismos fisiopatogênicos diferentes; (b) os diferentes tumores podem

representar estádios de um processo comum de múltiplos passos. Como exemplo

desse segundo mecanismo, pode-se considerar o que acontece na hiperplasia

macronodular, na qual foi descrito padrão clonal heterogêneo, em diferentes
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localizações das glândulas (GICQUEL et al., 2000). Diferentes síndromes genéticas

predispõem ao desenvolvimento de TCA. Entre elas, a síndrome de Beckwith-

Wiedemann, Li-Fraumeni, McCune-Albright, Carney e neoplasia endócrina

múltipla tipo 1 (Quadro 3). Estudos relacionados a essas síndromes têm permitido

progressos na compreensão da formação dos TCAs.

QUADRO 3 - SÍNDROMES GENÉTICAS QUE PREDISPÕEM AOS TCAs.

SÍNDROMES MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DEFEITOS MOLECULARES

Beckwith-
Wiedemann

Macrossomia, macroglossia, onfalocele,
visceromegalia, hemihipertrofia,
hipoglicemia neonatal, e vários tumores
(nefroblastoma, carcinoma adrenocortical,
neuroblastoma e hepatoblastoma).

Perda alélica ou “imprinting”
da região cromossômica 11p15
(genes H19, p57kip2 e IGF-II).

Li-Fraumeni Susceptibilidade familiar a vários cânceres
(mama, córtex adrenal, cérebro, leucemia).

Mutação germinativa do p53.

McCune-
Albright

Displasia fibrosa poliostótica, manchas
café com leite, puberdade precoce, tumores
endócrinos.

Mosaicismo para mutação
ativadora do gene GNAS1.

Complexo de
Carney

Doença adrenocortical primária nodular
pigmentada, schwanomas, mixomas,
lentigo.

Mutação no locus 2p16

Neoplasia
Endócrina
Múltipla Tipo 1

Hiperparatireoidismo, tumor duodenal
pancreático, tumores hipofisários

Mutação germinativa do gene
menin.

FONTE: Traduzido de GICQUEL et al. Pathogenesis of adrenocortical incidentalomas and genetic
syndromes associated with adrenocortical neoplasms. Endocrinol Metab Clin North Am.,
v. 29, n.  1, p. 1 -13, 2000.

A Tabela 3, elaborada por KOCH, PACAK e CHROUSOS (2002) apresenta as

alterações genéticas e mecanismos moleculares associados aos tumores adrenais.
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TABELA 3 - ALTERAÇÕES GENÉTICAS NOS TUMORES ADRENAIS

Continua

GENE/PROTEÍNA LOCALIZAÇÃO
CROMOSSÔMICA ALTERAÇÕES DOS GENES PREVALÊNCIA

(TUMORES) REFERÊNCIAS

Genes Supressores de
Tumor

p53 17p13 LOH no alelo selvagem na
síndrome de Li-Fraumeni

8/11 Latronico et al., 2001

5/6 Ribeiro et al., 2001

LOH nos tumores esporádicos 4/8 cânceres Kjellman et al., 1996

1/9 Figueiredo et al., 1999

1/12 cânceres Zhao et al., 1999

1/29 Zhao et al., 1999

11/13 cânceres Gicquel et al., 2001

23/36 Gicquel et al.,  2001

6/6 cânceres Wachenfeld et al., 2001

1/23 Wachenfeld et al., 2001

Mutações somáticas nos
tumores esporádicos

0/18 Ohkagi et al.,  1993

3/15 cânceres Ohkagi et al., 1993

5/13 cânceres Reincke et al., 1994

0/5 Reincke et al.,  1994

11/15 Lin et al., 1994

0/19 Reincke et al.,  1996

8/14 cânceres Barzon et al., 2001

Ganhos no cromossomo 17 em
tumores esporádicos

6/29 Zhao et al., 1999

3/12 cânceres Zhao et al., 1999

3/14 cânceres Dohna et al., 2000

3/8 Dohna et al., 2000

MEN1 11q13 LOH do alelo selvagem nos
tumores MEN1

1/1 Beckers et al., 1992

0/12 Skogseid et al., 1992
LOH em 11q13 nos tumores

esporádicos
5/11 Iida et al.,  1992

7/33 Gordon et al.,  1996
2/21 Heppner et al.,  1999

5/5 cânceres Heppner et al.,  1999
13/27 (11 ca) Kjellman et al.,  1999

9/35 Gortz et al.,   1999
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5/26 Wachenfeld et al., 2001

TABELA 3 - ALTERAÇÕES GENÉTICAS NOS TUMORES ADRENAIS

Continua

GENE/PROTEÍNA LOCALIZAÇÃO
CROMOSSÔMICA ALTERAÇÕES DOS GENES PREVALÊNCIA

(TUMORES) REFERÊNCIAS

6/8 cânceres Wachenfeld et al.,  2001
Mutações somáticas nos tumores

esporádicos
1/14 Schulte et al.,   1999

0/25 Heppner et al.,  1999
0/7 cânceres Heppner et al.,  1999

0/2 Kjellman et al.,  1999
0/11 cânceres Kjellman et al., 1999

0/35 Gortz et al.,  1999
1/14 Schulte et al., 2000

p57/kip2 e H19 11p15 LOH nos tumores esporádicos 3/8 cânceres Kjellman et al., 1996
2/9 Figueiredo et al., 1999

32/94 Gicquel et al.,  2001
15/18 cânceres Gicquel et al.,  2001

Mutações somáticas nos tumores
esporádicos

0/61 Barzon et al., 2001

Baixa expressão nos tumores
esporádicos

6/6 cânceres Liu et al., 1997

3/10 Liu et al.,  1997
5/9 Barzon et al.,  2001

10/11 cânceres Barzon et al.,  2001
P21 6p21 Expressão aumentada nos

tumores esporádicos
4/11 cânceres Barzon et al.,  2001

25/38 cânceres Stojadinovic et al., 2002
P16 9p21 LOH nos tumores esporádicos e

baixa expressão
1/7 Pilon et al.,, 1999

3/7 cânceres Pilon et al.,  1999
Oncogenes

RET 10q11.2 Mutações somáticas nos tumores
esporádicos

1/23 Lin et al.,   1998

rearranjo RET/PTC1 2/23 Lin et al.,, 1998

RAS 1p13.2 (Nras) Mutações somáticas nos tumores
esporádicos

0/33 Ohgaki et al.,  1993

12p11.2 (Kras) 0/17 Moul et al.,  1993
11p15.5 (Hras) 3/24 cânceres Yashiro et al.,, 1994

4/32 Yashiro et al.,, 1994
6/18 Lin et al.,  1998
0/18 Lin et al.,  1998

Expressão aumentada de Kras 6/18 Lin et al.,  1998
Fatores de

crescimento
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IGF-II 11p15.5 Expressão aumentada nos

tumores esporádicos, com
duplicação do alelo paterno

0/15 Ilvesmaki et al.,  1993

4/4 cânceres Ilvesmaki et al.,  1993
2/17 Gicquel et al.,  1994

5/6 cânceres Gicquel et al.,  1994

TABELA 3 - ALTERAÇÕES GENÉTICAS NOS TUMORES ADRENAIS

Continua

GENE/PROTEÍNA LOCALIZAÇÃO
CROMOSSÔMICA ALTERAÇÕES DOS GENES PREVALÊNCIA

(TUMORES) REFERÊNCIAS

3/35 Gicquel et al.,  1997
27/29 cânceres Gicquel et al.,  1997

26/94 Gicquel et al.,  2001
EGFR 7p12 Expressão aumentada 63/64 cânceres Kamio et al., 1990

10/23 Kamio et al., 1990
5/5 cânceres Sasano et al., 1994

EGF 4p25 Expressão 0/26 Sasano et al., 1994
0/5 cânceres

TGFa 2p13 Expressão aumentada 5/5 cânceres Sasano et al., 1994
GNAS1 20q13.2 Mutações somáticas nos tumores

esporádicos
0/11 Lyons et al., 1990

4/4  Weinstein et al., 1991
0/18 Reincke et al.,  1993
1/19 Yoshimoto et al., 1993

1/1 Boston et al.,  1994
1/1 Bugalho et al.,  2000
1/1 Kobayashi et al., 2000

GNAI2 3p21 Mutações somáticas nos tumores
esporádicos

3/11 Lyons et al., 1990

0/18 Reincke et al., 1993
0/18 Gicquel et al., 1995

ACTH-R 18p11.2 Mutações somáticas 0/16 Light et al.,  1995
Deleção 0/25 Latronico et al., 1995

2/4 Reincke et al., 1997
1/16 Reincke et al., 1997

ATR1 3q21-25 Mutações somáticas 0/17 Davies et al., 1997
Expressão moderada a  alta 0/55 Sachse et al., 1997

0/1 câncer Sachse et al., 1997
12/12 Tanabe et al., 1998

9/9 Schubert et al., 2001
PRKAR1A 17q22-24 LOH nos tumores associados com

complexo de Carney
2/2 Kirschner et al., 2000

Atividade aumentada por
estimulação com AMP cíclico

3/3 Kirschner et al., 2000

Proteína quinase C
dependente de

cálcio

17q22-23 (alfa)

13p21delta

Atividade normal 17/17 Latronico et al., 1994
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FONTE: KOCH et al. Genetics of endocrine disease. The molecular pathogenesis of hereditary and

sporadic adrenocortical and adrenomedullary tumors. J Clin Endocrinol Metab, v.87, n.
12, p.5367-5384, 2002.

2.11 ASPECTOS MOLECULARES DA ETIOPATOGENIA DOS TCAs

2.11.1 IGF-II, H19 e p57/KIP2

KOUFOS et al. (1985) sugeriram que um oncogene recessivo localizado no

cromossomo 11p confere predisposição para TCA, hepatoblastoma e

rabdomiossarcoma.  Os genes IGF-II, H19 e p57/KIP2 se localizam em 11p15 e estão

associados à síndrome de Beckwith-Wiedemann.  Esta síndrome ocorre

esporadicamente ou em padrão autossômico dominante, com expressividade variável.

Os pacientes apresentam macroglossia, defeitos de parede abdominal, gigantismo e um

risco aumentado de desenvolver tumor de Wilms, hepatoblastoma, rabdomiossarcoma

e carcinoma adrenal. Expressão aumentada de IGF-II é vista em vários tipos de

neoplasias, incluindo tumor de Wilms, hepatoblastoma, câncer de cólon, carcinoma de

células renais e TCA (DURAI et al., 2005).

IGF-II, H19 e p57/KIP2 apresentam imprinting, um fenômeno que indica que

somente um alelo (materno ou paterno) é expresso, enquanto o outro é silenciado.

Com a ativação da cópia do gene silenciado, haverá expressão bialélica, que pode

influenciar o crescimento celular. Enquanto normalmente o alelo do IGF-II transcrito é

o paterno, genes H19 e p57 são expressos do lado materno. Duplicação do alelo

paterno localizado em 11p15 contendo o locus do gene IGF-II, e/ou perda do alelo

materno são freqüentemente encontradas em câncer adrenal. A expressão aumentada

de IGF-II é freqüentemente encontrada nos TCA malignos esporádicos e pode servir
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como marcador molecular prognóstico (GICQUEL et al., 1997; WEBER, FOTTNER e

WOLF, 2000; GICQUEL et al., 2001).

WILKIN et al. (2000) estudaram 4 pacientes pediátricos com TCA e

encontraram, em todos, expressão do RNAm de IGF-II aumentada em relação à

da adrenal normal (até 36 vezes) além de demetilação significativa de IGF-II e

p57/KIP2, que é de origem materna. A correlação da expressão do RNAm de

p57/KIP2 foi positiva com a do RNAm de H19 e negativa com a do RNAm de

IGF-II (LIU et al., 1997). Contudo, nenhuma mutação somática foi encontrada

nesse gene nos 75 tumores esporádicos analisados por BARZON et al. (2001),

mas expressão baixa foi demonstrada  em 3 de 10 adenomas adrenais e em 6 de

6 carcinomas (LIU et al., 1997).

Um importante fator de crescimento ao lado de IGF-II é o epidérmico

(EGF). Seu receptor (EGFR) tem sido estudado em um pequeno número de

tumores adrenais, por imunohistoquímica e apresentou expressão aumentada em

tumores benignos e malignos, ao mesmo tempo em que EGF não foi detectado.

Por outro lado, 7*)., que é um ligante natural para EGFR, apresentou

expressão aumentada no câncer adrenal (KAMIO et al., 1990; SASANO et al.,

1994; EDGREN et al.,1997).

2.11.2 Inibinas e Ativinas

Inibinas e ativinas são proteínas da família de fatores de crescimento

transformadores β (TGFβ) (KINGSLEY, 1994). Esse grupo inclui vários tipos de

TGF-β, e também a MIS (LYONS et al., 1990). Inibinas são proteínas heterodiméricas

que consistem de uma subunidade α e uma β (αβA, inibina A; αβB, inibina B). Já as

ativinas são homo ou heterodímeros de subunidades β (βAβA, ativina A ; βBβB,

ativina B ; βAβB, ativina AB) ( MUNRO, KENNEDY e McNICOL, 1999). O gene da

inibina α é localizado no cromossomo 2q (BARTON et al., 1989).
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As inibinas e ativinas foram inicialmente isoladas do fluído folicular ovariano e

caracterizadas como peptídeos gonadais, reguladores hormonais endócrinos e parácrinos

do eixo hipotálamo-hipofisário-gonadal, por inibir ou estimular a secreção do FSH, pela

hipófise (YING, 1988). Sabe-se agora que são expressas numa ampla variedade de

tecidos, incluindo hipófise, medula óssea, sistema nervoso central e placenta (MEUNIER

et al., 1988). Há evidências de que as subunidades α, βA e βB podem ser expressas no

córtex adrenal (MEUNIER et al., 1988; DE JONG et al., 1990). Concentrações de inibina

são maiores nas veias adrenais que na veia cava ou na circulação periférica (NISHI et al.,

1995). Utilizando imunocitoquímica, MUNRO, KENNEDY e McNICOL (1999)

demonstraram subunidades α, em adrenais humanas adultas e fetais, principalmente na

zona reticular (ZR) e, com menor intensidade, na zona fasciculada. Não foi observada

coloração positiva para a subunidade α na zona glomerulosa (McCLUGGAGE et al.,

1998; AROLA et al., 2000). Há menos informações quanto à expressão das subunidades

β, porém imunorreatividade para βA e βB têm sido demonstradas nas glândulas fetais e

adultas humanas (SPENCER et al., 1992). Por outro lado, estudos usando PCR

transcriptase reversa sugerem que RNAm podem ser expressos em baixas concentrações

(VOUTILAINEN, ERAMAA e RITVOS, 1991).

Na adrenal, ativina suprime seletivamente a proliferação da zona fetal.

Ativina-A recombinante humana facilita a secreção de cortisol, estimulada pelo

ACTH, pelas células da zona fetal em cultura, mas não pelas células da zona definitiva

ou células da adrenal adulta (SPENCER et al., 1992).

Estudos de transcrição do gene da α-inibina demonstram que esta proteína é

também dependente de SF-1, sendo sinergicamente aumentada pela β catenina

(GUMMOW, WINNAY e HAMMER, 2003).

Informações sobre o papel das inibinas e ativinas no crescimento e

diferenciação das gônadas e da adrenal podem ser obtidas a partir de estudos com

camundongos GM sem o gene da inibina alfa (INH-/-), os quais apresentam

desenvolvimento espontâneo de tumores gonadais e carcinomas de córtex adrenal após

gonadectomia (SPENCER et al., 1992).



44
Tumores gonadais, das células da teca/granulosa ou das células de Leydig,

apareceram com 100% de penetrância nos camundongos sem a subunidade alfa da

inibina, nas idades de 5 a 8  meses, com alguns focos de tumoração no fígado e

pulmões. Quando os camundongos GM foram gonadectomizados precocemente,

com a intenção de se verificar se estes focos tumorais eram primários ou

metastáticos dos tumores gonadais, os autores encontraram tumores adrenais nos

GM, o que não ocorre nos camundongos normais (SPENCER et al., 1992). Esses

achados sugeriram que fatores secretados pelas gônadas tumorais poderiam inibir

a formação de tumor na adrenal. A análise da inibina demonstrou que

camundongos fêmeas apresentaram altas concentrações séricas de inibina A e B,

sem redução das concentrações séricas de FSH, enquanto camundongos machos

apresentaram predominantemente inibina B, em menores valores, com redução

das concentrações de FSH (MATZUK et al., 1992). KANANEN et al. (1996)

sugeriram que a inibina pudesse ser o fator gonadal que inibia a formação de

tumor adrenal, concluindo que a expressão da inibina-α adrenal é normalmente

regulada negativamente por fatores gonadais.

RILIANAWATI et al. (1998) e MIKOLA et al. (2003) sugeriram que altas

concentrações de hormônio luteinizante (LH) atuam como promotoras de tumor, para

gônadas e adrenais e que a presença de concentrações elevadas de receptor para LH

nos tumores adrenais indica que este receptor possa funcionar como promotor de

tumor, quando ectopicamente expresso e estimulado por hormônios ligantes.

Vários estudos de proteínas diméricas relacionadas às inibinas e ativinas têm

levado à hipótese de que elas possam estar envolvidas na formação de tumores como

fatores de crescimento anti-proliferativos. A geração de camundongo deficiente em α-

inibina tem identificado α-inibina como um gene supressor de tumor (MATZUK et al.,

1992), porém o papel dos membros da família TGF-β na carcinogênese é complexo.

Alterações na intensidade de sinal e conexão das vias de sinalização podem promover

a transição complexa da via TGF-β da função supressora de tumor para função de

tumorigênese, conforme apontou revisão recente (WAKEFIELD e ROBERTS, 2002).
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A morfologia dos tumores e a expressão de receptores e enzimas requeridos

para a produção de esteróides sexuais sugerem que a adrenal de camundongos

deficientes em inibina pode adotar características normalmente restritas aos tecidos

gonadais.

2.11.3 Participação de DAX-1 nos TCAs

A produção excessiva de hormônios esteróides resulta da expressão alterada

das enzimas esteroidogênicas específicas, o que pode ser conseqüência da expressão

anormal dos fatores reguladores da transcrição.

REINCKE et al. (1998), estudando TCAs de adultos, encontraram expressão

elevada de DAX-1 em adenomas não-funcionantes, intermediária nos adenomas produtores

de cortisol, e baixa ou ausente nos adenomas e carcinomas produtores de aldosterona.

SHIBATA et al. (2001) descreveram expressão baixa do DAX-1 nos adenomas

produtores de cortisol e elevada em dois casos de adenomas produtores de

deoxicorticosterona, nos quais a expressão de CYP17 é muito baixa e que, clinicamente,

se apresentam como síndrome de excesso de produção de mineralocorticóides.

Aparentemente, parece existir uma correlação inversa entre a expressão do

DAX-1 e a produção de hormônio esteróide nos tumores de córtex adrenal, podendo o

DAX-1 influenciar no padrão de esteróide produzido pelo tumor.

2.12 GENE TP53 NA SÍNDROME DE LI-FRAUMENI E NOS TCAs

ESPORÁDICOS
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O gene p53 está localizado no braço curto do cromossomo 17 em 17p13.1

(BENCHIMOL et al., 1985). Ele codifica uma proteína com 393 aminoácidos (53

kDa), que contém quatro domínios distintos, um domínio de N-terminal; um domínio

de ligação ao DNA, na região central da proteína; um domínio de tetramerização e um

domínio de regulação carbóxi-terminal (Figura 5). Na célula, a proteína p53 se liga ao

DNA, na forma de tetrâmero, que então estimula outro gene a produzir a proteína p21,

a qual interage com a proteína estimuladora da divisão celular, chamada cdk-2.

Quando p21 se liga a cdk2, a célula não prossegue para a fase seguinte do ciclo de

divisão. Nesse momento, ou a célula corrige o defeito e prossegue o ciclo celular, ou

entra em apoptose, através da ativação de PUMA pelo p53 (EL-DEIRY et al., 1993;

HEMANN et al., 2004).

O p53 é constituído por 11 exons. A grande maioria das mutações adquiridas

(80%) descobertas nos carcinomas encontra-se em quatro regiões localizadas do exon

5 ao 8 (HARRIS, 1993; HOLLSTEIN et al., 1993; REINCKE et al., 1994), entre os

resíduos 102 e 292. A síndrome de Li-Fraumeni é caracterizada por uma alta

incidência de sarcoma diagnosticado precocemente, e ao menos 2 parentes de primeiro

grau com câncer ocorrendo antes da idade de 45 anos, entre eles, câncer de mama,

tumor cerebral, leucemia e TCA (MALKIN et al., 1990). KLEIHUES et al. (1997)

descreveram os tumores associados com essas mutações em 91 famílias e encontraram

que os TCA responderam por 3,6% do total. Nas famílias com síndrome de Li-

Fraumeni e mutações localizadas nos domínios de ligação ao DNA (exons 5-8), os

códons mais afetados são 175, 248, 273 e 282. Contudo, algumas crianças com TCA,

na ausência de síndrome de câncer familiar, apresentam mutações em outras regiões

do TP53 (VARLEY et al., 1999).

REINCKE et al. (1994) investigaram mutações no TP53 nos exons 5-8,

região altamente conservada, em 16 TCAs humanos e duas linhagens celulares de

TCA. Mutações de ponto isoladas foram detectadas em 3 de 11 pacientes com TCA

(27%) e nas duas linhagens celulares. As mutações foram encontradas nos códons

151, 152, 193 e 248 e resultaram em substituições de aminoácidos de caráter não

conservativo.
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LIN, LEE e TSAI (1994) relataram uma mutação no exon 4 em TCAs

benignos (60% adenomas de córtex adrenal e 50% feocromocitomas), em

pacientes do Taiwan.  As mutações na maioria dos tumores adrenais estudados

foram identificadas nos códons 100,102 e 104. REINCKE et al. (1996) não

encontraram essa mutação em pacientes caucasianos dos EUA e Europa,

sugerindo que fatores étnicos e ambientais possam ser responsáveis pelo

espectro de mutações do p53.
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FIGURA 5 - ESTRUTURA ESQUEMÁTICA DA PROTEÍNA p53

.   
FONTE: KO e PRIVES. p53: puzzle and paradigm. Genes Dev, v.10, n.9, p.1054-1072, 1996.

Analisando 14 casos de TCA em crianças, VARLEY et al. (1999) encontraram

mutações no códon 152 (Pro:/HX��&&* :&7*��HP����H�QR�FyGRQ������$UJ :+LV�
CGC:&$&��HP����8P�SDFLHQWH�DSUHVHQWRX�XPD�PXWDo ão no códon 213 e outra,

silenciosa, no códon 251.

SREDNI et al. (2003) analisaram a expressão de p53, por imunohistoquímica,

em 21 TCAs de crianças e 36 de adultos. Nesta amostra, somente 3 tumores de

crianças foram classificados como malignos e todos foram  p53 positivos com

acúmulo de p53 no núcleo. Entre os 18 tumores clinicamente benignos, somente 4

foram p53 positivos. Os autores concluíram que, para essa série de pacientes, a

expressão de p53 foi relacionada ao comportamento clínico de TCA em crianças e que

os achados sugerem um papel para p53 na progressão dos TCA. O critério, para

considerar clinicamente benigno, foi a ausência de doença recorrente ou metastática

após um período de 24 meses.

Organização estrutural da proteína p53

Domínio de ativação
transcricional

Seqüência específica
Domínio de ligação do DNA

Domínio de
tetramerização

: Exon

: Regiões conservadas durante a evolução
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2.12.1 Penetrância dos TCAs

LEBIHAN10 et al., (apud VARLEY et al., 1999, p.1003), referem que as

estimativas de penetrância, em indivíduos com uma mutação germinativa em p53,

estão em torno de 90% com idade média de diagnóstico de tumores aos 28 anos.

Esses dados, contudo, foram baseados na análise de pequeno número de famílias

que preenchiam critérios para síndrome de Li e Fraumeni (LFS) ou LFS-like (LFL

ou LFS-símile).

Nos casos apresentados por VARLEY et al. (1999), as crianças com TCA

não apresentavam história familiar de câncer típica de LFS, e as idades de início

dos tumores de mama e cérebro nessas famílias foi mais tardia do que aquelas

verificadas na síndrome clássica. Além disso, outros tumores foram descritos

nessas famílias, habitualmente não associados com LFS, como câncer de

pulmão, útero e cervical. Os autores concluíram que as mutações identificadas

nos códons 152 e 158 do p53 são de penetrância relativamente baixa.

A mutação identificada em 97% dos TCAs de crianças do Paraná foi a

TP53 R337H, localizada no exon 10, com mudança do códon CGC para CAC, e

substituição de arginina por histidina (RIBEIRO et al., 2001). A penetrância da

mutação R337H foi estimada por FIGUEIREDO et al., (submetido), como sendo

aproximadamente 10 %, a partir da análise de 41 pacientes e mais de 900

parentes, provenientes de 30 famílias. Estes autores descreveram também o

aparecimento de 2 ou mais casos de TCA em 8 famílias, e apresentaram outras 7

famílias que preencheram os critérios de LFL segundo BIRCH et al., (1994),

dados não encontrados em publicação anterior de SANDRINI, RIBEIRO e

LACERDA, 1997.

2.12.2 Perda de Heterozigose (LOH), Hipótese de Knudson e Teoria do

Fenótipo Mutador

                                                
10 LeBIHAN, C.; MOUTOU, C.; BRUGIÈRES, L.; FEUNTEUN, J.;BONAITI-PELLIÉ,C. ARCAD: a
method for estimating age-dependent disease risk associated with mutation carrier status from family
data. Genet Epidemiol, v. 12, p. 13-25, 1995
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A noção de que um ou mais produtos gênicos possam inibir a

proliferação de células de um tumor deriva de estudos realizados por HARRIS et

al. (1969). Nestes experimentos, uma célula cancerosa, que havia formado tumor

em um animal, foi fusionada com uma célula normal não causadora de tumor. As

células híbridas resultantes cresceram no meio de cultura e, na maioria dos

casos, retiveram muito do fenótipo da célula cancerosa que lhes deu origem, mas

não produziram tumor em animais. Assim, uma célula híbrida derivada de uma

célula cancerosa e outra não-cancerosa não produziu tumor, sugerindo que um

ou mais genes da célula normal foram dominantes e suprimiram o potencial de

indução de tumor da célula cancerosa. Esses resultados foram alcançados com

células cancerosas obtidas através de transformação por agentes virais ou

tratamento com carcinogênicos químicos e, também, com diferentes tecidos

tumorais. Com a evolução desses estudos, foi verificado, ocasionalmente, que

uma célula híbrida resultante de uma célula normal e uma célula cancerosa

poderia produzir tumor em animais. A análise dessas células demonstrou que

elas haviam perdido um ou mais cromossomos provenientes da célula normal

que lhes deu origem. Técnicas de fusão de uma microcélula, contendo apenas o

cromossomo que se pretendia analisar, com a célula cancerosa, permitiram

identificar diferentes cromossomos portadores de genes supressores de tumor,

capazes de bloquear a formação dos mesmos (SAXON, SRIVATSAN e

STANBRIDGE, 1986). Células tumorais com diferentes mutações genéticas

foram fusionadas e o resultado foi uma célula híbrida, com complementação

genética, que não desenvolveu tumor. Um conceito decorrente dessa observação

é o de que a célula cancerosa deve apresentar mutação em ambos os alelos

desses genes, para adquirir a habilidade de desenvolver tumores.

Estudos epidemiológicos, desenvolvidos por KNUDSON, (1971), com

pacientes com retinoblastoma vieram dar suporte a essa idéia. KNUDSON notou

que cerca de 40% dos retinoblastomas ocorriam em crianças nos dois primeiros

anos, com média de 14 meses de idade. Nesse caso, os tumores eram bilaterais, e

os pacientes tinham em média três tumores em cada olho. Se os tumores eram

tratados precocemente, esses pacientes teriam, mais tarde, alta incidência de

sarcoma osteogênico. Alguns desses pacientes foram de famílias com história de
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retinoblastoma, sugerindo uma predisposição hereditária para o desenvolvimento

das neoplasias. KNUDSON também notou que 60% dos retinoblastomas não

apresentavam esse padrão; nenhuma história familiar de tumor era detectada e a

idade de aparecimento era mais elevada, com média de 30 meses. Eles eram

unilaterais e únicos no globo ocular. Postulou então que haveria um locus

genético, que mais tarde foi chamado de gene de susceptibilidade ao

retinoblastoma (gene RB). Pacientes do primeiro grupo herdariam uma cópia

defeituosa desse gene e a ocorrência de uma mutação no alelo normal, na célula

somática, levaria ao aparecimento dos tumores (KNUDSON, 2001). Pacientes do

segundo grupo, com tumor unilateral único, herdariam dois alelos normais do

gene RB. Nos pacientes portadores de uma mutação na célula germinativa e um

alelo normal (portanto, heterozigóticos), a perda do alelo normal, mediante uma

segunda mutação, levaria à homozigose o que equivale à perda da heterozigose

(CAVENEE et al., 1983). Assim, na forma hereditária do retinoblastoma, o alelo

da célula mãe contendo uma mutação estava presente em todas as células do

paciente e um segundo evento (perda do alelo normal) levava ao

desenvolvimento da célula cancerosa. Na forma esporádica, dois eventos

deveriam ocorrer na célula somática, o retinoblasto, para o desencadeamento do

tumor. Essa é a hipótese conhecida como “mutação em dois eventos” de

KNUDSON, para genes supressores de tumor.

A análise de LOH do gene p53 nos pacientes descritos por VARLEY et

al. (1999) mostrou que tumores de pacientes com mutações nos códons 158 ou

213 tiveram poucas alterações adicionais, limitadas à perda do alelo normal. Ao

contrário, tumores de pacientes com mutações no códon 152 mostraram elevado

número de mutações somáticas adicionais. Das 17 mutações somáticas

caracterizadas, 14 envolveram a transição C:7�H�* :$�
RIBEIRO et al. (2001) pesquisaram a LOH em DNA de 6 TCAs,

utilizando análise de seqüenciamento de DNA. Cinco dos seis apresentaram

somente o alelo mutado; ensaios de reação em cadeia de polimerase com

amplificação do exon 10 seguida por digestão com HhaI (que cliva somente a
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seqüência do gene p53 no alelo normal) confirmaram a análise de

seqüenciamento. Portanto, esses tumores sofreram LOH retendo o alelo mutante

R337H. Em 8 de 11 TCAs analisados por LATRONICO et al. (2001) foi

observada LOH. Há duas possibilidades para não ter sido encontrada LOH em

100% dos tumores analisados: é possível que o alelo p53 normal permaneça no

TCA ou que o alelo normal encontrado pelos autores seja proveniente de outras

células, como fibroblastos, presentes nos TCAs.

As taxas de mutação das células normais são insuficientes para

justificar as múltiplas mutações observadas nas células cancerosas e, assim,

mutações que aumentem a taxa de mutações seriam necessárias para explicar o

grande número de mutações observadas nos tumores humanos. Essa é a

premissa básica da hipótese do fenótipo mutador, inicialmente postulada para

mutações nos genes que controlam a fidelidade da replicação do DNA e/ou a

eficácia do reparo do DNA.

2.13 MUTAÇÃO TP53 R337H CAUSANDO O TCA NO ESTADO DO PARANÁ

O alelo TP53 R337H descrito por RIBEIRO et al. (2001) está associado ao

desenvolvimento de tumor, específico do córtex adrenal. Em condições normais, a

proteína p53 assume preferencialmente a forma em tetrâmero para se ligar e ativar

o DNA.

O mutante TP53 R337H, por sua vez, não é estável na forma de tetrâmero,

quando em condições de pH e/ou temperatura elevados (DIGIAMMARINO et al.,

2002) (Figura 6).

Os monômeros normalmente se agrupam formando dímeros, depois, formam-

se dímeros de dímeros, compostos de quatro hélices flanqueadas por fitas ��QR�VHQWLGR
anti-paralelo (cada monômero p53 contribui com uma fita ��H�XPD�K élice). A arginina

337 forma uma ponte de sal com ácido aspártico 352 através da interface hélice-hélice

nos dímeros.
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FIGURA 6 – MUTAÇÃO TP53 R337H, NO DOMÍNIO DE TETRAMERIZAÇÃO

FONTE: DIGIAMMARINO et al. A novel mechanism of tumorigenesis involving pH-dependent
destabilization of a mutant p53 tetramer. Nat Struct Biol, v. 9, n.  1, p.12-16, 2002.

Esta ponte de sal é estável com valor de pH entre 5 e 9, porque os grupos

funcionais envolvidos permanecem carregados nessa faixa. DIGIAMMARINO et al.

(2002) descobriram que o códon R337H adota uma conformação muito próxima do

tipo normal em pH igual a 7, mas tem uma estabilidade térmica muito menor.

Posteriormente, verificaram que o tetrâmero de R337H é altamente sensível a

pequenas mudanças de pH. Levantou-se a hipótese de que tais alterações pudessem

afetar a carga da histidina, comprometendo sua capacidade de formar a ponte de sal

com aspartato 352 e, então, observou-se que o anel imidazol da histidina perde prótons

em pH fisiológico alto, resultando em colapso da ponte de sal em pH igual a 8.0 (o

valor de pKa da histidina é 7,7). Assim, o mutante R337H funciona normalmente

quando His337 está protonada (ou seja, em pH abaixo de 7,7), mas pode não adotar

DFE�GIHAJ(E K L M
élice

Posição 337
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conformação adequada, em temperatura fisiológica. Portanto, a proteína mutada

(p53tet-R337H) é menos estável que o tipo normal (p53), sendo sensível a mudanças

de pH e temperatura (LEE et al., 2003).

A extensa remodelagem tecidual que ocorre através de apoptose seletiva na

glândula adrenal durante o período pré-natal e pós-natal imediato pode favorecer a

desestabilização do mutante R337H. Nas células apoptóticas, freqüentemente ocorre

um aumento de pH e a resultante perda da função do TP53 R337H favorece a

sobrevida de células de alto risco para transformação maligna. HAINAUT (2002)

considerou R337H como sendo a “assinatura” da mutação do p53, de forma análoga à

mutação somática R249S (arginina para serina), induzida pela aflatoxina B observada

em câncer de fígado encontrado na Ásia e na África.

Após a identificação da mutação R337H pelo grupo de pesquisadores de

Curitiba, LATRONICO et al. (2001) pesquisaram a presença dessa mutação em 55

pacientes (37 adultos e 18 crianças) com TCAs esporádicos, benignos ou malignos,

sem características familiares de LFS. Também foram avaliados 21 parentes dos

pacientes e 60 indivíduos não aparentados, sem tumor. A mutação foi identificada em

19 pacientes, 14 crianças (77,7%) e 5 adultos (13,5%), demonstrando que não é uma

mutação restrita aos TCAs do grupo pediátrico.

Considerando a elevada freqüência da mutação germinativa R337H na

população do sul do Brasil, foi aventada a possibilidade de existir um ancestral

comum. RIBEIRO et al. (2001) analisaram quatro diferentes marcadores polimórficos

ao longo do braço curto do cromossomo 17 e demonstraram que, ao menos alguns

alelos mutantes se originaram independentemente, assim eliminando a presença de um

efeito fundador. Já, recentemente, PINTO et al. (2004) publicaram estudo no qual

analisaram dois marcadores polimórficos intragênicos (VNTRp53 e p53CA). Dois

alelos, ambos com 122 pares de bases, foram identificados  em 56,8% (VNTRp53) e

54,5% (p53CA) dos 44 alelos dos pacientes com TCA sugerindo efeito fundador.

Análise de heredogramas de famílias no Paraná indica que a mutação R337H surgiu há

pelo menos 110 anos (FIGUEIREDO et al., submetido).
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2.14 HIBRIDIZAÇÃO GENÔMICA COMPARATIVA (HGC) E

AMPLIFICAÇÃO   DE  9q34

Alguns TCA tratados em Curitiba foram também estudados pela técnica de

HGC que permite uma avaliação ampla do genoma tumoral, para identificar ganhos e

perdas cromossômicas (DU MANOIR et al., 1993; HOULDSWORTH e CHAGANTI,

1994; KJELLMAN et al., 1996). No mecanismo de formação do tumor, admite-se que

regiões de ganhos possam conter oncogenes, enquanto que genes supressores de tumor

possam estar presentes nas regiões deletadas. A importância de alterações numéricas

recorrentes, do número de cópias de cromossomos e genes, no desenvolvimento e

progressão dos tumores sólidos, tem sido caracterizada em mais de 1000 publicações

aplicando HGC (KNUUTILA, AUTIO e AALTO, 2000).

KJELLMAN et al. (1996) analisaram 22 tumores de adultos, pelo mesmo

método, e encontraram alterações em 7 de 8 carcinomas e em 2/14 adenomas (ambos

com 5 cm). Nos carcinomas, as perdas foram vistas mais freqüentemente no

cromossomo 2 e regiões 11q e 17p (4/8 tumores), enquanto que os ganhos foram

encontrados nos cromossomos 4 e 5 (4/8 tumores).

Em 1999, FIGUEIREDO et al. (Apêndice 1) analisaram, por meio de HGC, 9

TCAs, sendo 5 carcinomas e 4 adenomas. Ganhos de material genético foram

encontrados nos seguintes cromossomos: 1, 5p, 5q, 6p, 6 8p, 8q 91, 10p, 11q, 12q,

13q, 14q, 15q, 16, 18q, 19 e 20q enquanto que perdas foram observadas em 2q, 3, 4,

9p, 11, 13q, 18, 20p e Xq. O achado mais marcante foi o ganho do número de cópias

no locus 9q34 em 8 de 9 tumores. JAMES et al. (1999) publicaram os resultados

obtidos da análise de 11 TCAs pediátricos, analisados por HGC, confirmando a

ocorrência de amplificação da região 9q34.

RUSSEL et al. (1999) detectaram ganhos no cromossomo 9 tanto em

adenomas (3/14) quanto em carcinomas (5/10), porém não especificaram a região do

cromossomo envolvida. A idade não foi especificada, citando apenas uma paciente

com 13 anos.

A região 9q34 alberga vários genes que poderiam estar amplificados. Entre eles,

salientam-se o oncogene ABL, envolvido na etiopatogênese de algumas leucemias mielóides



56
crônicas  e linfóides agudas (CHISSOE et al., 1995); o gene  supressor de tumor descrito

como gene 1 da esclerose tuberosa (TSC1), presente em um amplo espectro de tumores

conhecidos como hamartomas (GREEN, JOHNSON e YATES, 1994); gene ou genes

envolvidos na gênese do câncer de ovário e síndrome do carcinoma basocelular nevóide

familial (síndrome de Gorlin) (DEVLIN et al., 1996); carcinoma de células transicionais da

bexiga; o gene do receptor alfa X retinóide (JONES et al., 1993); o oncogene VAV-2

�+(16.(� HW� DO��� ������� JHQH� GR� UHFHSWRU��� GR� IDWRU� �� WUDQVIRUPDGRU� GR� FUHVFLPHQWR
(TGFBR1) (JOHNSON et al., 1995), que é um receptor para ativina A. Entretanto, na região

vizinha, 9q33, está localizado o gene envolvido na síntese das enzimas esteroidogênicas

(TAKETO et al. 1995), que é conhecido como SF-1 (RICE et al., 1991;  MOROHASHI et

al., 1993; PARKER et al., 2002). Juntas, as regiões 9q33 e 9q34 contêm 26 milhões de pares

de bases. A sensibilidade da HGC é limitada para alterações menores que 5 a 10 megabases.

Alterações afetando regiões menores que essas somente são detectáveis no caso de

amplificações de alto grau (em geral amplificações de 5 a 10 vezes 1 Mb) (FOROZAN et al.,

1997).  Portanto, conquanto a leitura da amplificação tenha sido feita para 9q34, a região 9q33

pode estar aí representada, em função da falta de resolução do método.

É difícil conhecer as conseqüências funcionais de ganhos ou perdas de

cópias únicas de regiões do genoma, pois freqüentemente se estendem por

dezenas a centenas de megabases e podem afetar centenas a milhares de genes.

Numerosas associações entre anormalidades genômicas e comportamento

clínico têm sido estabelecidas. A associação de amplificação do ERBB2 com

redução da sobrevida de indivíduos com câncer de mama é um exemplo.

Amplificação do MYCN com Nb metastático em crianças é um forte indicador

prognóstico negativo (SEEGER et al., 1985). WEISS et al. (1997)

demonstraram, em modelo transgênico, que o aumento do número de cópias do

gene MYCN pode contribuir para a gênese do neuroblastoma, e de fato iniciar a

seqüência de eventos que desenvolvem este tumor no camundongo.

Torna-se assim atraente a idéia de que o gene amplificado em 9q34 tenha

atividade oncogênica e SF-1, pelo seu papel na esteroidogênese, proliferação
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adrenal e interação com outros fatores de transcrição, é um forte candidato para

desempenhar um papel na promoção e progressão do TCA.

Da revisão apresentada, pode-se extrair a seguinte formulação de hipótese

sobre a iniciação e progressão dos TCAs nas crianças do Paraná e São Paulo. O

principal fator, que representa predisposição genética ao desenvolvimento de TCA, é

a mutação TP53 R337H. Como essa mutação ocorre em um gene supressor de tumor,

envolvido na gênese de muitos tumores, o p53 pode ser o principal fator de iniciação

dos TCAs, já que está presente em 97% dos tumores estudados (RIBEIRO et al.,

2001). De acordo com a teoria do fenótipo mutador, mutações que ocorrem nos

genes que controlam a fidelidade da replicação do DNA podem alterar os produtos

que funcionam para manter a seqüência de DNA normal da célula, criando-se

instabilidade genômica, de tal forma que a célula perde o controle de processos como

segregação cromossômica, supervisão de danos ao DNA e resposta celular (em geral,

apoptose). Como resultado dessas mutações, podem ser encontradas mutações de

ponto, instabilidade de microssatélite e LOH, esta última já detectada nos TCAs de

crianças. Em conseqüência da mutação TP53 R337H, outras alterações podem se

instalar, entre elas, a amplificação de 9q34, cujo mecanismo de origem ainda é

desconhecido, e que leva à instabilidade cromossômica (LENGAUER, KINZLER e

VOGELSTEIN, 1998). A diversidade de funções exercidas pelos produtos dos genes

supressores de tumor, tanto em nível nuclear, quanto citoplasmático, pode

desestabilizar completamente o genoma, produzindo desequilíbrios quantitativos na

expressão de outros genes com papéis relevantes na proliferação celular, cujos

efeitos são dependentes do seu número de cópias. E, por fim, a proposta de múltiplos

passos feita para o desenvolvimento de câncer de cólon (VOGELSTEIN e

KINZLER, 1993) pode ser aplicada por analogia aos TCAs, salientando-se que a

seqüência de eventos não precisa estar necessariamente representada numa única

célula pesquisada. Tais eventos não são, na sua totalidade, obrigatoriamente

permanentes, porém, embora transitórios, podem desencadear alterações que levam

definitivamente à expressão do potencial maligno das células.
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3 CASUÍSTICA E MÉTODOS

3.1 CASUÍSTICA

3.1.1 Revisão de Registros e Confirmação de Óbitos por TCA (grupo 1A) e

Neuroblastoma (grupo 1B)

Retrospectivamente, foram analisadas todas as declarações de óbitos de

crianças abaixo de 15 anos de idade, do período de 1998 a 2003. O projeto foi

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos, HC-UFPR (Anexo 1).

Não houve utilização de termo de consentimento esclarecido por se tratar de um

estudo com dados indiretos e porque a procura dos familiares, para solicitação da

autorização, poderia causar agravo emocional.

Foram selecionadas as declarações de óbito catalogadas pela Classificação

Internacional de Doenças (CID) C-74, que inclui em seus sub-itens a C74.0 (córtex da

supra-renal), a C74.1 (medula da supra-renal) e a C74.9 (glândula supra-renal, não

especificada). Os dados foram cedidos pelo Sistema de Informação de Mortalidade (SIM)

que, desde 1997, foi estabelecido pelo Ministério da Saúde, para registro de declarações

de óbito, na forma de notificação obrigatória. Este registro é feito a partir das declarações

de óbitos do Estado do Paraná, sob a coordenação do Centro de Informação e Diagnóstico

de Saúde, da Secretaria de Estado da Saúde do Paraná. Foram analisadas as declarações

referentes apenas à região metropolitana de Curitiba, que inclui 26 municípios e uma

população de 2.768.394 habitantes (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística - IBGE,

censo demográfico 2000). Os municípios que compõem a região metropolitana de

Curitiba são: Adrianópolis, Agudos do Sul, Almirante Tamandaré, Araucária, Balsa Nova,

Bocaiúva do Sul, Campina Grande do Sul, Campo Largo, Campo Magro, Cerro Azul,

Colombo, Contenda, Curitiba, Doutor Ulisses, Fazenda Rio Grande, Itaperuçu, Lapa,

Mandirituba, Pinhais, Piraquara, Quatro Barras, Quitandinha, Rio Branco do Sul, São José

dos Pinhais, Tijucas do Sul, Tunas do Paraná. As declarações contêm o local de
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nascimento do indivíduo, local de residência e de óbito. A distribuição quanto aos locais

de origem se baseou no endereço de residência das crianças.

A população utilizada para o cálculo da taxa de mortalidade foi a referente ao

ano 2000, obtida do DATASUS/MS (Departamento de Informação e Informática do

Sistema Único de Saúde/Ministério da Saúde - Censo Demográfico). Essa data foi

selecionada por ser um dos anos situados no meio do período estudado, o que supõe

não sofrer variações bruscas dos dados demográficos, por fatores esporádicos de

migração ou epidemias. O diagnóstico de tumor de adrenal (TCA e neuroblastoma) foi

investigado mediante contato telefônico com o médico que atendeu o paciente no

momento do óbito ou com os oncologistas pediátricos, nos casos em que esse evento

ocorreu nos hospitais que dispõem de serviços de oncologia. Cópias dos exames

anátomo-patológicos foram obtidas em todos os casos.

Quando os médicos confirmaram o diagnóstico de neuroblastoma, foi

solicitado informar qual a localização primária do tumor, se abdominal ou não e,

quando abdominal, se originário da adrenal ou de gânglios pára-vertebrais; os médicos

consultaram os prontuários e retornaram as informações, com base em laudos

histopatológicos.

3.1.2 Seleção da Amostra para Análise de SF-1 e DAX-1 (grupos 2A, 2B e 2C)

Amostras de TCAs de 27 crianças foram utilizadas para análise por

hibridização in situ fluorescente (FISH) (grupo 2A,  n=9, correspondendo aos tumores

dos pacientes 1 a 9), por FISH e Western-blot para SF-1 (grupo 2B, n=10,

correspondendo aos tumores dos pacientes 10 a 19), ou por microarranjo e Western-

blot para DAX-1 (grupo 2C, n=14, correspondendo aos tumores dos pacientes 10, 11,

14, 15, 16 e 20 a 27). Tecidos de 19 tumores primários e 8 recidivados (pacientes 2, 3,

14, 18, 19, 22, 23 e 27)  foram utilizados. Esta pesquisa foi avaliada em projeto

aprovado pelo Comitês de Ética em Pesquisa em Seres Humanos, do HC-UFPR e do

Hospital Erasto Gaertner, da Liga Paranaense de Combate ao Câncer (HEG-LPCC)

(anexos 2 e 3). Os termos de consentimento livre e esclarecido, elaborados segundo a

resolução 196/96 do Ministério da Saúde, foram assinados por um dos pais de cada
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paciente com TCA e/ou glândula adrenal normal, utilizada para controle.

As amostras de tumores foram obtidas de duas formas: dos descartes das salas

de cirurgia do HC-UFPR e do HEG-LPCC, e conservadas a –80 ºC ou em blocos de

parafina arquivados e cedidos pelos Serviços de Anatomia Patológica do HC-UFPR E

HEG-LPCC. As amostras de tumores congeladas foram mantidas no banco de tumores

do Centro de Genética Molecular e Pesquisa do Câncer em Crianças (CEGEMPAC).

A seleção do tecido tumoral foi feita escolhendo-se áreas de tumor macroscopicamente

viável, evitando-se áreas necrosadas ou císticas.

Amostras de três adrenais normais foram obtidas por ocasião de cirurgia para

tumor de Wilms, de três meninos, nos quais a referida glândula seria retirada para

conseguir ressecção total do tumor.

3.1.2.1 Características dos pacientes (grupos 2A, 2B e 2C)

De acordo com os sinais ou sintomas, os pacientes foram classificados em uma

das quatro formas clínicas apresentadas abaixo (JOB, 1980; NEW et al., 1990):

a) Síndrome de Cushing, quando apresentasse os sinais: obesidade centrípeta,

fascies de “lua cheia”, giba, pletora, retardo do crescimento, hipertensão arterial,

hipotrofia muscular, acne e/ou abdome proeminente.

b) Forma com síndrome virilizante: apresentando, no caso de meninas,

clitorimegalia, pubarca precoce e/ou hirsutismo, voz grave, hipertrofia muscular,

crescimento acelerado e acne; e nos meninos, pseudo-puberdade precoce, com os

típicos sinais de aumento da pilificação pubiana, aumento de tamanho do pênis,

sem aumento concomitante do tamanho testicular, crescimento acelerado,

hipertrofia muscular.

c) Forma mista: quando ocorresse uma combinação de sinais clínicos de virilização

e síndrome de Cushing; considerou-se também como forma mista a associação

de síndrome de Cushing e hiperaldosteronismo.
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d) Forma não-funcionante: na ausência de manifestações clínicas e/ou laboratoriais

de aumento de produção hormonal adrenocortical.

Das 27 crianças, 19 eram do sexo feminino e 8, do sexo masculino. A idade

dos pacientes variou de 9 a 152 meses, com média de 47 + 42 meses, e mediana de 32

meses. Dezesseis pacientes apresentavam a forma clínica virilizante, dez pacientes, a

forma virilizante associada com síndrome de Cushing e uma paciente apresentava

hiperaldosteronismo e síndrome de Cushing. Vinte e seis pacientes foram referidos à

Unidade de Endocrinologia Pediátrica do HC-UFPR. Tumor de um paciente foi obtido

do Serviço da Dra. Maria José Mastellaro (Clínica CLEMED, Jundiaí, SP).

Os tumores foram classificados como adenomas (tumores benignos) ou

carcinomas (tumores malignos) de acordo com critérios histopatológicos

convencionais, como descrito previamente (WEISS, 1984), e modificados por WEISS,

MEDEIROS e VICKERY (1989) (Quadro 4).

Quadro 4 - PARÂMETROS MORFOLÓGICOS PARA CARACTERIZAÇÃO DA
MALIGNIDADE OU BENIGNIDADE DE TUMORES ADRENOCORTICAIS

1. Grau nuclear III/IV de acordo com critério de FUHRMAN, LASKY e
LIMAS (1982).

2. Índice mitótico Acima de 5 mitoses por 50 campos de grande aumento.
3. Mitoses atípicas Distribuição anormal de cromossomos ou número

excessivo de fusos mitóticos.
4. Citoplasma As células claras representam 25% ou menos do tumor.
5. Arquitetura do tumor Difusa se mais de 1/3 do tumor é composto por camadas

de células sem um padrão definido.
6. Necrose Presente se ocorre ao menos em ninhos confluentes de

células.
7. Invasão de estruturas venosas Invasão inequívoca de vasos endoteliais com músculos

lisos como componentes da parede.
8. Invasão de estruturas sinusoidais Invasão inequívoca de vasos endoteliais sem estrutura de

suporte.
9. Invasão da cápsula do tumor Presente se ninhos ou cordões do tumor se estendem

dentro ou através da cápsula com reação correspondente
do estroma.

FONTE: WEISS (1984), MODIFICADO POR WEISS, L.M.; MEDEIROS, L.J., VICKERY, A.L.
Pathologic features of prognostic significance in adrenocortical carcinoma. Am. J. Surg.
Pathol., v. 13, n.  3, p. 202-206, 1989.
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NOTA: Presença de 2 caracteres: TUMOR BENIGNO (adenoma); presença de 3 ou mais caracteres:

TUMOR MALIGNO (carcinoma)

Os carcinomas foram classificados em estádios de acordo com o sistema

proposto por RIBEIRO et al. (1990, Quadro 5). A classificação em estádios não se

aplicou para adenomas.

QUADRO   5 - ESTADIAMENTO DOS TCAs

Estádio Descrição
I Tumor removido completamente, ausência de metástases, volume do tumor

menor que 200cm³ e níveis hormonais normais até 2 semanas após a cirurgia;

II
Tumor residual microscópico ou tumor maior que 200cm³ ou persistência de
níveis anormais de hormônios adrenais por mais de 2 semanas após a cirurgia
ou spillage do tumor durante a cirurgia, ou tumor recidivante;

III Tumor residual macroscopicamente visível ou tumor inoperável;
IV Doença metastática.

FONTE: RIBEIRO et al. Adrenocortical carcinoma in children: a study of 40 cases. J. Clin.
Oncol., v. 8, n.  1, p. 67-74, 1990.

NOTAS: spillage é definido como (1) ruptura da cápsula do tumor durante a cirurgia ou (2)
exposição de trombo vascular tumoral durante a cirurgia.

Como a avaliação foi feita retrospectivamente, com base nos dados

registrados nos prontuários, não houve uniformidade nas técnicas de dosagens

hormonais realizadas, pelo laboratório de Medicina Nuclear do HC-UFPR, no

período estudado.  A unidade de determinação de cortisol foi descrita em �J�GO�
Como vários métodos foram utilizados para a determinação de sulfato de

deidroepiandrosterona, optou-se por apresentar os resultados em número de

vezes o valor normal para cada método.

Sete tumores foram classificados como adenomas e 20 como carcinomas.

A distribuição dos carcinomas quanto ao estadiamento foi a seguinte: 7 em

estádio I, 9 em estádio II, 3 em estádio III e 1 em estádio IV. Essas
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características, bem como os dados clínicos e laboratoriais foram coletados dos

prontuários da Unidade de Endocrinologia Pediátrica e encontram-se resumidos

nas tabelas 4 e 5.
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TABELA 4 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS E LABORATORIAIS DOS PACIENTES

COM TCA (PARTE 1)

NOTA: NR - Não realizada antes da cirurgia; F – feminino; M – masculino; Ad – adenoma; Ca –
carcinoma; V - vivo; O – óbito; NV – não verificado.

NÚMERO SEXO IDADE
(MESES) HISTOLOGIA ESTÁDIO

VOLUME
DO

TUMOR
(CM³)

SITUAÇÃO
ATUAL

CORTISOL
PLASMÁTICO

(UG/DL)

DHEA-S
PLASMÁTICO
(Nº VEZES O

NORMAL)

1 F 9,5 Ca I 27 V NR NR
2 F 9 Ca I 25 O 21,14 25
3 F 82 Ca III 650 O NR NR
4 M 23 Ca I 25 V 16,2 NR
5 M 13 Ca II 380 V 47,68 9
6 F 17 Ca I 26 V 14,1 3
7 F 27 Ad NA 48 V 18,84 NR
8 M 35 Ad NA 16 V 9,83 NR
9 F 68 Ad NA 5 V NR NR

10 F 139 Ad NA 90 V 19,6 9
11 F 43 Ad NA 21 V 10,8 17
12 F 11 Ad NA 24 V 10,9 14
13 F 52 Ca II 1800 O 25,4 >3
14 M 110 Ca II 968 O 51,5 10
15 M 21 Ca I 61 V 10,1 2
16 M 25 Ca I 108 V 23,5 NR
17 F 39 Ca III 1450 O 13,5 NR
18 M 72 Ca III 196 O 23,9 NR
19 F 130 Ca II 924 V 21,5 2
20 F 32 Ad NA 20 V 10,2 1
21 F 9 Ca II 527 V 43,3 29
22 F 20 Ca II 338 V 24,8 >3
23 F 59 Ca II 384 O 12,4 5
24 M 50 Ca II NV V 50,9 NR
25 F 9 Ca II 450 V 32,2 44
26 F 18 Ca I 120 V 11 >3
27 F 152 Ca IV 369 O 31,3 1
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TABELA  5  - CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS E LABORATORIAIS DOS PACIENTES COM TCA (PARTE 2)

NÚMERO FORMA
CLÍNICA

PILIFICAÇÃO
PUBIANA
(TANNER)*

ACNE VOZ
GRAVE

CLITORIS /
PÊNIS  

N FASCIES
“LUA
CHEIA”

HIPEREMIA
MALAR

GIBA
TORÁCICA

OBESIDADE

CENTRÍPETA
ESTRIAS IRRITABILIDADE OLEOSIDADE HAS

1 Vir+C 2 + - + + + + - - + - -

2 Vir 3 + - + - - - - - + - -

3 Vir+C 4 + - + + + + + - + - +

4 Vir+C 1 - - + + + - + - - - +

5 Vir+C 1 + - - + + - - - + - +

6 Vir 3 + - + - - - - - + - -

7 Vir 4 + + + - - - - - + - -

8 Vir 2 + - + - - - - - + - -

9 Vir 3 + - - - - - - - - - -

10 Vir 5 + + + - - - - - - - -

11 Vir 4 + + + - - - - - - - -

12 Vir 3 - - + - - - - - - - +

13 Vir 3 + - + - + - - - - - -

14 Vir+C 5 - - + + - - - + - - +

15 Vir 3 + + + - - - - - + + +

16 Vir+C 3 + + + + + + - + + + +

17 Vir 3 + - + - - - - - - - -

18 Vir 1 - - + - - - - - - - -

19 Vir+C 3 + + + + + - + - - - -

20 Vir 2 + - + - - - - - + + -

21 Vir+C 3 + - + + - - - - + + +

22 Vir 3 - + + - - - - - + - -

23 Vir 2 + - + - - - - - - - +

24 Vir+C 3 + + - - - - - + - +

25 Vir+C 3 + + + + - - - - - + +

26 Vir 2 + - + - - - - - + - -

27 C+HIP 4 - - - + - - - - - - +

NOTAS: Vir - Síndrome virilizante; C - Síndrome de Cushing; HIP - Hiperaldosteronismo; HAS - Hipertensão arterial; * grau de pilificação pubiana de
acordo com Tanner (P1 a P5) (MARSHALL & TANNER, 1969 e 1970); + = presente; - = ausente.
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3.2 MÉTODOS

3.2.1 Cálculo do coeficiente de mortalidade e da incidência de TCA

O coeficiente de mortalidade, padronizado por idade, foi calculado pelo

método direto, usando a população padrão mundial para grupos etários abaixo de 15

anos (WATERHOUSE et al., 1982) (Tabela 6). Para cálculo do coeficiente de

mortalidade padronizado por idade, foi usada a fórmula 1.

TABELA 6 - COMPOSIÇÃO DA POPULAÇÃO PADRÃO MUNDIAL ABAIXO DE 15 ANOS

FÓRMULA 1 –   CÁLCULO DO COEFICIENTE DE MORTALIDADE
PADRONIZADO POR IDADE.

FONTE: WATERHOUSE et al., 1982.

O intervalo de confiança foi calculado pelo programa epitable do EPI-INFO

versão 6.4.

O cálculo da incidência de TCA por milhão de crianças abaixo de 15 anos de

Idade
(anos)

População padrão
mundial

Coeficiente
específico
por idade

0  2.400 ro

1  -  4  9.600 r1

5  -  9 10.000 r2

10 - 14   9.000 r3

0 - 14 31.000  

Coeficiente padronizado por idade =
[(r0 x 2,4) + (r1 x 9,6) + (r2 x 10) + (r3 x 9)] / 31

  FONTE: WATERHOUSE et al., 1982.
  NOTA:    r0 , r1 , r2  e  r3  são coeficientes específicos para idade.
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idade foi indiretamente calculado através da fórmula 2.

Incidência = CM x S / L + CM (por milhão de crianças abaixo de 15 anos de idade)

3.2.2 Hibridização in situ Fluorescente (FISH)

A hibridização in situ fluorescente é um método que permite a visualização de

seqüências específicas de ácidos nucléicos, em células individuais, em cromossomos

metafásicos ou núcleos interfásicos (PINKEL, STRAUME e GRAY, 1986). O

aumento do número de cópias dos genes é facilmente observado com FISH,

constituindo um dos grandes impactos na detecção e diagnóstico de neoplasias

malignas humanas (GOZZETTI e BEAU, 2000).

3.2.2.1 Preparação das amostras para identificação de seqüências de ácidos nucléicos

por meio de FISH

Todos os experimentos de FISH foram realizados no laboratório do Centro de

Genética Humana e Molecular, Universidade de Georgetown, EUA, sob orientação do

Dr. BASSEM HADDAD.

Para cada tumor, um corte de tecido de 4 µm foi corado com hematoxilina e

eosina e histologicamente examinado para confirmar a presença de tecido tumoral; um

corte consecutivo em parafina foi avaliado por FISH usando a sonda de SF-1.

Cortes de 4 µm dos tumores foram feitos dos blocos de parafina e montados em

lâminas. A parafina dos tecidos foi removida através de imersão em solução de xileno, e

depois reidratados com concentrações decrescentes de etanol. O material foi processado

FÓRMULA 2 – CÁLCULO DA INCIDÊNCIA A PARTIR DA MORTALIDADE,
SOBREVIDA E LETALIDADE

NOTA : CM = coeficiente de mortalidade padronizado por idade; S = percentual de sobrevida
(55%) ; L = percentual de letalidade (45%). O percentual de sobrevida global em 5 anos,
igual a 55%, foi baseado no relato do IPACTR, onde 60% de casos registrados são do sul
do Brasil (MICHALKIEWICZ et al., 2004).
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de acordo com o protocolo de BLANCATO e HADDAD (2000).  Resumindo, após

secagem, os cortes foram digeridos em solução ácida, preparada na seguinte

proporção: 49,5 ml de água destilada, 0,5 ml de ácido clorídrico (1N) e 250 µl de

pepsina a 10%, a 37º C, por 3 horas e 30 minutos. O material digerido foi então

desidratado em uma série etanólica de 70, 90 e 100%, por 3 minutos em cada etapa.

Após a secagem das lâminas, as proteínas contidas no tecido tumoral foram

desnaturadas em solução de formamida a 70%/salina-citrato de sódio (2xSSC) a 80º

C, por 4 minutos.

3.2.2.2 Preparação das sondas e hibridização

O DNA do clone genômico BAC RP11-91G7 (BACPAC Resources, Oakland,

CA), contendo um fragmento do cromossomo humano 9q33-q34, que contém o gene SF-1,

foi purificado usando o Qiagen Large Construct Kit e a caracterização preliminar do gene

SF-1 foi realizada usando primers específicos para o gene e seqüenciamento

automatizado fluorescente do DNA. A análise confirmou a localização

cromossômica correta do clone BAC no cromossomo 9q34. Usando o processo de

nick translation (FEINBERG e VOLGESTEIN, 1983), a sonda de DNA foi

marcada com biotina-16-dUTP (Boehringer Mannheim Corporation ou Roche,

EUA) e hibridizada, a 37 ºC por uma noite, aos cortes de tecido desnaturados. Os

cortes foram então lavados três vezes em formamida/SSC 2x (1:1) a 42ºC, e três

vezes em SSC 1x a 42ºC. O DNA marcado com biotina foi detectado usando

avidina-fluoresceína (FITC) (Vector Laboratories, Burlingame, CA). O núcleo foi

contra-corado com 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) e embebido em agente anti-

descoloração. O mapeamento do clone BAC, a eficiência da hibridização da sonda

FISH, tanto quanto o número de sinais FISH detectados no núcleo diplóide normal

em interfase, foram avaliados nos linfócitos normais, de acordo com o protocolo de

mapeamento padrão de FISH (HADDAD et al., 1998). Foram confirmadas a

localização cromossômica correta da sonda no cromossomo 9q33.3 e a presença de

dois sinais por núcleo diplóide em 98% dos 200 núcleos em interfase contados.
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3.2.2.3 Microscopia fluorescente e análise

Um mínimo de 50 núcleos interfásicos, com sinais de hibridização

definidos, foram visualmente contados e classificados por dois observadores

independentes, usando um microscópio fluorescente Leica DMRBE, equipado

com filtros ópticos fluorocromo específicos TR1, TR2 (Chroma Technology,

Brattleboro, VT). Somente núcleos bem visíveis, únicos e não superpostos

foram avaliados. Núcleos nas áreas de cortes teciduais com alta interferência

de sinal, ou com sinais de hibridização fracos ou inconsistentes, tanto quanto

aqueles de agrupamento de células que pudessem causar ambigüidade na

interpretação dos resultados, não foram contados.

Foram considerados tumores com amplificação de SF-1 aqueles nos

quais houve 4 ou mais cópias deste gene em pelo menos 30 % das 50 células

pesquisadas.

3.2.3 Técnica de Western Blot para Avaliação da Expressão Protéica de DAX-1 e SF-1

Para avaliar a expressão protéica de SF-1 e DAX-1, foi utilizada a

técnica de western-blot, com eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) e

dodecil de sulfato de sódio (SDS), seguida de eletrotransferência para

membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF), baseada no método

descrito por TOWBIN, STAEHELIN e GORDON (1979).

O método da eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil de

sulfato de sódio (SDS-PAGE) baseia-se na migração de proteínas dependente

apenas do seu peso molecular; o SDS, detergente carregado negativamente, se

liga às regiões hidrofóbicas das proteínas, dando origem a longas cadeias

polipeptídicas, com a neutralização da carga intrínseca da proteína

(LAEMMLI, 1970), principalmente na presença de ��PHUFDSWRHWDQRO�� TXH
quebra as pontes dissulfídricas.
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3.2.3.1 Preparação das amostras

Para preparar as amostras de tecido tumoral e das três glândulas adrenais

normais, mantidas a -85º C até o dia do uso, utilizou-se o tampão Laemmli, contendo

tris (30 g/l), glicina (144 g/l) e SDS (10 g/l), com inibidor de protease. Este tampão foi

preparado no momento do uso e deixado em banho-maria a 100ºC por,

aproximadamente, 30 minutos antes de ser acrescentado às amostras. Essas foram

então maceradas exaustivamente, transferidas para tubos Eppendorf e fervidas por 5

minutos. Após esse procedimento, as amostras foram fracionadas em alíquotas, para

congelamento ou ensaio de eletroforese.

3.2.3.2 Eletroforese

As amostras foram dissolvidas em tampão Laemmli (5 µl/amostra) e aplicadas no

gel de acrilamida/bisacrilamida. Variações nas concentrações de acrilamida e bisacrilamida

permitem obter malhas de diferentes tamanhos, pela polimerização. O gel de resolução foi

então submetido a uma corrente constante de 200V, durante 45 minutos. As bandas

protéicas foram reveladas com azul de Coomassie, por 30 segundos e as quantidades de

proteínas comparadas, visualmente, para então se proceder à eletroforese definitiva.

Foi então repetido o procedimento de eletroforese, com as quantidades de

proteína igualadas entre si e a utilização de um marcador de peso molecular para

determinar a posição da proteína de interesse no gel de poliacrilamida.

3.2.3.3 Transferência das proteínas para membrana de PVDF

Os fragmentos de gel de poliacrilamida permaneceram mergulhados em tampão de

transferência, por 20 minutos, a fim de evitar alterações no tamanho do gel e de remover os

excessos de sais e detergentes do tampão de corrida.  As membranas de PVDF foram

recortadas no tamanho do gel e colocadas em tampão de transferência por 10 minutos. Em

seguida, géis e membranas, dispostos em sanduíches, foram colocados no equipamento de

transferência como recomenda o manual do fabricante (Bio-RAD, CA, EUA). A
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transferência foi feita a 250 mA, 125V, durante uma hora, sobre agitador magnético.

3.2.3.4 Incubação das membranas de PVDF com anticorpos

Após a transferência, as membranas foram coradas com solução de vermelho

de Ponceau, corante específico de proteínas, a fim de se verificar se a

eletrotransferência ocorreu adequadamente.

As membranas foram então incubadas em solução de PBS com 5% de

leite em pó desnatado, durante duas horas à temperatura ambiente, para

bloquear os sítios de ligação inespecífica. Em seguida, as membranas foram

incubadas com o anticorpo primário, em diluição 1:1000, durante toda a noite,

a 4°C, em agitação suave, constante. Para as mesmas amostras, foram

preparadas três membranas simultaneamente, para detecção de SF-1, ��WXEXOLQD
e DAX-1, respectivamente. As membranas foram incubadas com os anticorpos

primários: monoclonal de camundongo dirigido contra o peptídeo

correspondente aos resíduos 135 a 166 da proteína DAX-1 humana (Chemicon

GAB264, Jackson Immunoresearch), cujo peso molecular é de 50 kDa;

PRQRFORQDO� DQWL� ��WXEXOLQD� �&KHPLFRQ�� 7HPHFXOD�� &$�� SURWH ína humana de

caráter constitutivo, de peso molecular igual a 50 kDa; anticorpo policlonal de

coelho anti-AD4BP/SF-1 (cedido gentilmente pelo Dr. K. Morohashi), dirigido

contra o domínio de ligação de SF-1 ao DNA, cujo peso molecular é 53 kDa.

2V�DQWLFRUSRV�DQWL�� ��WXEXOLQD�H�DQWL�'$;���IRUDP�FHGLGRV�JHQWLOPHQWH�SHORV
Dr. ENZO LALLI e PAOLO SASSONE-CORSI, do Institut de Génétique et

Biologie Moléculaire et Cellulaire, de Illkirch, França.

Pela manhã, as membranas foram lavadas em solução de bloqueio (três

vezes de 10 minutos cada) e incubadas com o anticorpo secundário conjugado

a horseradish peroxidase a uma diluição 1:5000, durante uma hora, em

temperatura ambiente.

A seguir, as membranas foram novamente lavadas em solução de

bloqueio (três vezes de 10 minutos cada) e em solução de lavagem (0,05%

Tween-20 em PBS), por 10 minutos. Todas as lavagens foram executadas sob
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agitação constante.

3.2.3.5 Revelação e quantificação das proteínas pesquisadas

Após a última lavagem, as membranas foram transferidas para PBS e

transportadas para a sala de revelação, onde foram incubadas com solução

quimioluminescente (Super Signal® West Pico Chemiluminescent Substrate

Pierce kit prod. 34080) por cinco minutos, como recomenda o fabricante.

Imediatamente depois, as membranas foram enroladas em acetato de celulose e

montadas em placa de vidro fixada no écran.  Finalmente, filmes KODAK foram

colocados sobre as membranas e foram expostos ao RX durantes vários tempos

(1 a 60 minutos), dependendo da intensidade de sinal obtido. A imagem obtida

foi transferida mediante scanner para o programa de computador ImageJ que

quantifica a expressão protéica por densitometria óptica, para  SF-1 e DAX-1,

em relação à ��WXEXOLQD�� FRPSDUDGDV� D� VHJXLU� FRP� R� YDORU� REWLGR� SDUD� DV
adrenais normais.

3.2.4 Quantificação de Transcritos de DAX-1 pela Técnica de Microarranjo

3.2.4.1 Extração e preparação de RNA total

RNA total foi extraído de 50 a 100mg de cada amostra de TCA ou córtex

adrenal normal de crianças, usando o kit Qiagen RNAeasy RNA Midi-Prep®

(Valencia, CA). As amostras dos tumores foram preparadas em sala com

temperatura ambiente de 4ºC, e cortadas em finas camadas usando uma lâmina

estéril. Foram então homogeneizadas com uma agulha de calibre 18 ou 19,

adaptada a uma seringa de 3 ml, em tampão RLT contendo �±PHUFDSWRHWDQRO�HP
diluição 1:100. O RNA total foi então isolado, utilizando-se o “protocolo para

tecidos animais” do manual do fabricante e eluído com 300�O�GH� água livre de

RNAse. RNA total foi concentrado mediante precipitação com etanol.
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3.2.4.2 Microarranjo para DAX-1

O GeneChip® U133A 2.0 do genoma humano foi usado para analisar a

expressão gênica. A análise do ensaio  de microarranjo foi feita pelo Centro Hartwell

de Bio-informática do St. Jude Children’s Research Hospital de Memphis, Tenessee,

EUA, de acordo com o manual técnico GeneChip® proposto  para análise de

expressão gênica fornecido pela Affymetrix, Inc. (Santa Clara, CA).

3.2.5 Análise Estatística

Todos os dados coletados foram digitados em planilha (Microsoft Excel®) e

posteriormente exportados para o programa Statistica®.

Para a análise dos dados, considerando a classificação dos casos em três grupos,

foram aplicados testes não paramétricos tratando assim as possíveis diferenças de

variância decorrentes do tamanho da amostra. Desta forma, para estudar a diferença entre

as medianas encontradas para as variáveis contínuas estudadas, foi aplicado o teste de

Mann-Whitney, considerando um nível mínimo de significância de 5%.

A análise de correlação de Pearson foi realizada buscando estabelecer

tendências de associação entre as variáveis contínuas estudadas, considerando também

a restrição de significância determinada pelo tamanho da amostra.

3.2.6 Normas para Apresentação

 A elaboração do presente documento seguiu as “Normas para Apresentação de

Documentos Científicos” da Universidade Federal do Paraná, publicadas pela Editora

UFPR, no ano de 2002, em Curitiba, sob a coordenação de Marildes Rocio Artigas

Santos.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS EPIDEMIOLÓGICOS

4.1.1 Taxa de Mortalidade por TCA abaixo de 15 Anos de Idade, na Região

Metropolitana de Curitiba (RMC)

No período de 1998 a 2003, foram registrados, na RMC, 8 óbitos por TCA,

sendo cinco na faixa etária de cinco a nove anos e três na faixa de 10 a 14 anos. A taxa

de mortalidade por TCA padronizada por idade, para a região metropolitana de

Curitiba foi de 1,6 por milhão de crianças com idade inferior a 15 anos (Tabela 7).

TABELA 7 - TAXA DE MORTALIDADE POR TCA, POR MILHÃO DE HABITANTES

COM IDADE ABAIXO DE 15 ANOS, PERÍODO DE 1998 a 2003, NA RMC

NOTAS: RMC – região metropolitana de Curitiba; TMB – taxa de mortalidade bruta;
*intervalo de confiança = 1,3 a 1,9;  NA = não se aplica

4.1.2 Taxa de Mortalidade por Nb em Pacientes com Idade Inferior a 15 Anos, na

RMC

No mesmo período (1998-2003), foram registrados 10 óbitos por

neuroblastoma com origem na glândula adrenal. Quando foram a óbito, cinco pacientes

tinham menos de quatro anos, quatro tinham de cinco a nove anos e um, mais de 10

FAIXA
ETÁRIA

POPULAÇÃO
DA RMC, ANO

2000

Nº DE ÓBITO
NO PERÍODO

1998-2003

TAXA DE
MORTALIDADE
PADRONIZADA

POR IDADE

TMB POR
MILHÃO

INTERVALO
DE

CONFIANÇA
PARA TMB

0-4 257617 - NA -

5-9 255794 5 NA 3,2 2,6-4,0

10-14 255615 3 NA 2,0 0,7-4,9

TOTAL 769026 8 1,6* 1,7 1,4-2,1
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anos. Foram também obtidas declarações de óbito por Nb de origem extra-adrenal

(Tabela 8).

A taxa de mortalidade padronizada por idade para o Nb adrenal foi de 2,0 por

milhão de crianças com idade inferior a 15 anos (Tabela 9).

TABELA 8 - CARACTERÍSTICAS EPIDEMIOLÓGICAS REFERENTES AOS ÓBITOS
POR Nb

IDENTIFICAÇÃO ANO DE
ÓBITO SEXO

IDADE
(ANOS)

POR
OCASIÃO
DO ÓBITO

LOCAL DE
RESIDÊNCIA

ORIGEM
ANATÔMICA
DO TUMOR

1Mt 1998 F 4 Curitiba Adrenal
2Mt 1999 F 5 Curitiba Adrenal
3Mt 2000 M 2 Curitiba Adrenal
4Mt 2000 F 7 Curitiba Adrenal
5Mt 2001 F 4 Curitiba Mediastino
6Mt 2001 M 4 Colombo Adrenal
7Mt 2002 M 1 Curitiba Adrenal
8Mt 2002 M 5 Almirante Tamandaré Adrenal
9Mt 2002 M 5 Campo Magro Adrenal

10Mt 2002 F 10 Colombo Adrenal
11Mt 2003 M 9 Curitiba Pára-vertebral
12Mt 2003 F 4 Araucária Adrenal
13Mt 2003 F 4 Curitiba Pára-vertebral

NOTAS: Mt = mortalidade; M = sexo masculino; F = sexo feminino.

TABELA 9 - TAXA DE MORTALIDADE POR Nb DE ORIGEM ADRENAL, POR MILHÃO

DE HABITANTES COM IDADE ABAIXO DE 15 ANOS, NA RMC

(1998-2003)

FAIXA
ETÁRIA

POPULAÇÃO
DA RMC, ANO

2000

Nº DE
ÓBITOS NO
PERÍODO
1998-2003

TAXA DE
MORTALIDADE
PADRONIZADA

POR IDADE

TMB POR
MILHÃO

INTERVALO
DE

CONFIANÇA
PARA TMB

0-4 257617 5 NA 3,2 2,6-4,0

5-9 255794 4 NA 2,6 2,0-3,3

10-14 255615 1 NA 0,7 0.4-1,1

TOTAL 769026 10 2,0* 2,2 1,9-2,5

NOTA: RMC – região metropolitana de Curitiba; TMB – taxa de mortalidade bruta;
 * intervalo de confiança = 1,7 a 2,3.
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4.1.3  Relação entre Taxas de Mortalidade por TCA e por Nb

A relação entre os óbitos por Nb e os óbitos por TCA foi 10/8 (1,25), e entre

as taxas de mortalidade padronizadas por idade foi de 2,0/1,6, ou seja, 1,25.

4.1.4  Estimativa da Incidência de TCA em Crianças com Idade Inferior a 15 Anos.

A estimativa da incidência de TCA em crianças com menos de 15 anos

de idade foi feita com base na taxa de mortalidade encontrada neste estudo e nos

dados de sobrevida publicados previamente. A sobrevida global para pacientes

com TCA é de cerca de 55%, como referido em estudo retrospectivo do

IPACTR, que apresentou 254 casos de TCA, incluindo os do Paraná

(MICHALKIEWICZ et al., 2004). A incidência de TCA pode ser estimada como

sendo aproximadamente o dobro da taxa de mortalidade (1,6 por milhão de

crianças abaixo de 15 anos de idade), ou seja, em torno de 3,5 casos por milhão

de crianças abaixo de 15 anos.

4.2     AMPLIFICAÇÃO DO GENE SF-1 NOS TCAs

4.2.1  Número de Cópias do Gene SF-1 no Grupo 2A de TCAs

Foi considerada amplificação de SF-1 a existência de pelo menos 4 cópias do

gene em 30% das células pesquisadas. A análise por FISH usando sonda específica

para o gene SF-1 mostrou aumento do número de cópias em 8 de 9 tumores (Tabela

10). Dos 8 pacientes com número de cópias do gene SF-1 aumentado, 6 apresentaram

4 ou mais cópias do gene em pelo menos 30% das células. Exemplos de estudos de

FISH para SF-1 são mostrados na Figura 7.
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FIGURA 7. FISH PARA SF-1 EM AMOSTRAS DE TCAs

NOTA:  Na figura A, nota-se uma imagem representativa da amplificação de SF-1 por
FISH numa amostra de tumor (paciente 6), enquanto em B, uma amostra de
tumor com duas cópias de SF-1 (paciente 5).

Esta análise foi feita inicialmente apenas no mesmo grupo de 9 pacientes

(pacientes 1-9 citados nas Tabelas 5 e 6), previamente estudados através da técnica de

hibridização genômica comparativa (HGC), que revelou a amplificação de 9q34 na

maior parte dos TCAs (FIGUEIREDO et al., 1999) (Apêndice 1).

Houve excelente concordância entre os achados previamente obtidos pela HGC

(amplificação de 9q34) e os dados obtidos por FISH, para cada amostra de tumor. Os 8

pacientes com número aumentado de cópias do gene SF-1 por FISH apresentavam por

HGC um ganho de 9q (ou de uma porção dele), enquanto o paciente com 2 cópias de SF-1

também não havia apresentado ganho de 9q através da HGC. Amplificação da região 9q34

foi detectada em adenomas (2/3 casos) e carcinomas (3/6 casos). Estes 5 pacientes

apresentaram síndrome virilizante  (4/5 casos) ou associação de virilização com síndrome

de Cushing (1/4 casos). Assim, conforme apresentado na Tabela 10, nota-se que não houve

associação entre o aumento do número de cópias de SF-1 e a forma de apresentação clínica,

a faixa etária, o sexo, o prognóstico (baseado na sobrevida ou óbito), ou o padrão

histológico (não houve distinção entre adenoma e carcinoma).
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TABELA 10 - RESULTADOS DE FISH PARA SF-1 E HGC PARA DETECÇÃO DA

AMPLIFICAÇÃO 9q34, COMPARADOS COM AS CARACTERÍSTICAS
DOS TCAs e MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS (GRUPO 2A)

PACI-
ENTE

SEXO
IDADE
(MESES)

APRESEN-
TAÇÃO

CLÍNICA

HISTO-
LOGIA

ESTÁ-
DIO

9q34
(HGC)*

FISH
PARA
SF-1

MUTAÇÃO
GERMINATIVA
TP53 R337H

LOH *
1 F 9,5 V+C Ca I Amp. Aumento

nº
cópias1

mut/LOH

2 F 9 V Ca I Amp. Aumento
nº

cópias1

mut/LOH

3 F 82 V+C Ca III Ganho Aumento
nº

cópias1

mut/LOH

4 M 23 V+C Ca I Ganho Aumento
nº

cópias1

sem mut/sem
LOH

5 M 13 V+C Ca II Nenhum
Ganho

Normal mut/LOH

6 F 17 V Ca I Amp. Aumento
nº

cópias1

mut/LOH

7 F 27 V Ad - Amp. Aumento
nº

cópias1

mut/LOH

8 M 35 V Ad - Amp Aumento
nº

cópias1

mut/LOH

9 F 68 V Ad - Ganho Aumento
nº

cópias1

**

 NOTAS:* Ensaios laboratoriais realizados em trabalhos anteriores à presente tese, utilizados aqui
para comparação. Mut = Mutação presente, Amp = Amplificação, LOH = perda de
heterozigose. 1 Indica que  4 ou mais cópias do gene foram detectadas em pelo menos 30%
das células (amplificação de SF-1 detectada por FISH). ** Somente o DNA do tumor
estava disponível para análise e mostrou mutação TP53 R337H (não foi avaliado para
LOH). Os resultados apresentados para amplificação de 9q34 foram publicados em estudo
anterior (FIGUEIREDO et al., 1999) e para identificação de TP53 R337H e LOH em
outros 2 estudos (RIBEIRO et al., 2001, FIGUEIREDO et al., submetido).

4.3 NÚMERO DE CÓPIAS DO GENE E EXPRESSÃO PROTÉICA DE SF-1

4.3.1 Número de Cópias do Gene SF-1 no Grupo 2B de TCAs

O grupo 2B corresponde aos TCAs dos pacientes 10 a 19 (n = 10). Este estudo

foi planejado para saber se existe uma correlação direta, no mesmo tumor, entre o

número médio de cópias do gene e a proporção de proteínas, e precisava ser realizado
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com amostras congeladas de TCA (não disponíveis para os pacientes do grupo A). A

proporção de proteínas foi estimada a partir do referencial encontrado em córtex

adrenal de crianças sem patologia adrenal. As amostras de córtex adrenal normal

foram obtidas de crianças submetidas à ressecção de tumor de Wilms, com

adrenalectomia. Como apresentado na Tabela 11, 4 cópias ou mais de SF-1 foram

observadas em mais de 30% das células de TCA dos pacientes 10, 13, 14, 15, 16 e 17,

o que indica amplificação do gene SF-1. As respectivas médias dos amplificados

estavam acima de 3 cópias do gene/célula (num grupo de 50 células examinadas).

TABELA 11 -  NÚMERO DE CÓPIAS DO GENE SF-1 NO GRUPO 2B

NOTA: cels – células

4.3.2 Expressão Protéica de SF-1 no Grupo 2B de TCAs

As bandas de SF-1 dos TCAs, como apresentadas na Figura 8, foram

comparadas com a média da expressão protéica de SF-1, estimada do córtex adrenal

normal. A proporção de proteína em cada alíquota usada na eletroforese foi

normalizada pela concentração da proteína ��WXEXOLQD��$V�LQWHQVLGDGHV�GDV�EDQGDV�GH
SF-1 para cada amostra foram estimadas como densidades ópticas, as quais foram

divididas pela densidade óptica correspondente para proteína ��WXEXOLQD��2�UHVXOWDGR
obtido para cada tumor é apresentado na Tabela 12. A concentração mediana de

NÚMERO DE CÓPIAS DO GENE SF-1

PACI-
ENTE

2
No. céls

(%)

3
No. céls

(%)

4
No. céls

(%)

5
No. céls

(%)

6
No. céls

(%)

7
No. céls

(%)

8 OU +
No. céls

(%)

MÉDIA
No. de

cópias do
gene

10 13 (26) 17(34) 11(22)  8 (16) 1 (2) - - 3,34
11 36 (72) 10 (20) 3 (6) - - - 1 (2) 2,44
12 30 (60) 14 (28) 5 (10) - 1 (2) - - 2,56
13 10 (20) 22 (44) 15 (30) 3 (6) - - - 3,22
14 3 (6) 18 (36) 16 (32) 6 (12) 5 (10) 2 (4) - 3,96
15 - 13 (27) 11 (22) 9 (18) 6 (12) 5 (10) 5 (10) 4,78
16 5 (10) 18 (36) 10 (20) 12 (24) 2 (4) 2 (4) 1 (2) 3,96
17 5 (10) 20 (40) 18 (36) 6 (12) - - 1 (2) 3,6
18 35 (70) 11 (22) 3 (6) 1 (2) - - - 2,4
19 36 (72) 10 (20) 4 (8) - - - - 2,36
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proteína SF-1 nos TCAs foi superior à encontrada no tecido adrenal normal 3,2(1,4-

19), com média de 6,9 vezes o valor do córtex adrenal normal (p=0,015), o que está

em concordância com o aumento do número de cópias do gene.

FIGURA 8 - WESTERN BLOT  PARA SF-1 NOS TCAs DE CRIANÇAS

NOTAS: Bandas de SF-1, visualizadas na faixa de 53 kDa. As amostras de tumores dos pacientes

estão indicadas como Ad1 a Ad3 (adenomas) e Ca1 a Ca7 (carcinomas). As amostras de

córtex adrenal normal estão indicadas por N1 e N2. As bandas de O P(Q�R�S�R&T�UWV&XZY#[]\^T_[`Q�[]abX
quantidade de proteína usada de cada amostra.

A Tabela 12 apresenta os números médios de cópias do gene SF-1 e as

respectivas proporções de proteína SF-1 para cada tumor, padrão histológico (adenoma

ou carcinoma), volumes dos tumores, além das características clínicas e hormonais dos

pacientes. Utilizando-se o teste de Pearson, não foi encontrada correlação entre os

números médios de cópias do gene SF-1 e os respectivos valores de proteína SF-1 para

todos os tumores. Também não houve diferença quanto ao número de cópias do gene

SF-1 em relação à forma clínica (síndrome virilizante ou virilização + síndrome de

Cushing) ou ao tipo histológico (adenoma ou carcinoma). Da mesma forma, quando se

analisou, pelo teste de Mann-Whitney, a expressão de proteína SF-1 dos TCAs em

relação à da adrenal normal não se observou diferença quanto à forma clínica

(virilizante ou virilizante + Cushing) ou ao tipo histológico (adenoma ou carcinoma).   
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TABELA 12 - EXPRESSÃO DE SF-1 COMPARADA COM CARACTERÍSTICAS DOS TCAs e CLÍNICAS, GRUPO 2B

PACIEN
TE

IDADE
(MESES) SEXO FORMA

CLÍNICA
HISTOLO-

GIA
ESTÁDIO
CLÍNICO

VOLUME
DO

TUMOR
(cm³)

EVOLU-
ÇÃO*

CORTISOL
PLASMÁTI--

CO
(µg/dl)

DHEA-S
PLASMÁTI-

CO
(NÚMERO DE

VEZES O
NORMAL) **

SINAIS DE
VIRILIZA

ÇÃO
P(1-5 )*** /

ACNE

CÓPIAS DO
GENE SF-1

****

PROTEÍ-NA
SF-1

*****

10 139 F Vir. Ad1 90 V 19,6 9 5/sim 3,34 1,4
11 43 F Vir. Ad2 21 V 10,8 17 4/sim 2,44 19
12 11 F Vir. Ad3 24 V 10,9 14 3/não 2,56 12,9
13 52 F Vir. Ca1 II 1800 O 25,4 >3 3/sim 3,22 9,5
14 110 M Vir.+C Ca2 II 968 O 51,5 10 5/não 3,96 3
15 21 M Vir. Ca3 I 61 V 10,1 2 3/sim 4,78 2,3
16 25 M Vir.+C Ca4 I 108 V 23,5 NR 3/sim 3,96 12,6
17 39 F Vir. Ca5 III 1450 O 13,5 NR 3/sim 3,6 3,1
18 72 M Vir. Ca6 III 196 O 23,9 NR 1/não 2,4 3,3
19 130 F Vir.+C Ca7 II 924 V 21,5 2 3/sim 2,36 1,5

Média + desvio padrão          3,26+0,83 6,91+6,17

Mediana
3,28

(2,4-4,78) 3,2(1,4-19)

NOTAS: F – sexo feminino; M – sexo masculino; Vir – virilização; Vir + C – virilização + síndrome de Cushing; Ad – adenoma e Ca –
carcinoma (numerados para facilitar comparação com a Figura 8). NR = Não realizado.* Evolução referida como vivo (V) ou óbito (O).
** concentração de DHEA-S expressa em número de vezes acima do valor de referência; *** - entre os sinais de virilização avaliados,
foram incluídos o grau de pilificação pubiana de acordo com Tanner (P1 a P5) (MARSHALL & TANNER, 1969 e 1970) e a presença
de acne facial.**** -  número de cópias do gene SF-1 expresso como média; ***** - quantidade de proteína SF-1 expressa como razão
da quantidade do córtex adrenalnormal

.
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4.4 TRANSCRITOS E EXPRESSÃO PROTÉICA DE DAX-1 NO GRUPO 2C

4.4.1 Resultados de Microarranjo para DAX-1

O grupo 2C de TCAs incluiu cinco pacientes do grupo B (10, 11,

14, 15 e 16 ) e outros oito pacientes (20 a 27). Esta pesquisa foi

realizada depois da avaliação de SF-1,  não sendo possível pesquisar SF-1

e DAX-1  nas mesmas amostras, por não haver material suficiente para as

análises.

As concentrações relativas de transcritos de DAX-1 foram obtidas

de 13 TCAs (10 carcinomas e 3 adenomas) e de córtex adrenal normal de

3 pacientes (submetidos à cirurgia para ressecção de tumor de Wilms e

conseqüente adrenalectomia), usando conjuntos de sondas com 11

oligonucleotídeos. A intensidade do sinal,  representando a proporção de

hibridização, e conseqüentemente a expressão gênica para cada amostra,

foi apresentada no Gráfico 1. Os valores de transcritos apresentados

pelos adenomas = 4952 + 2779 unidades, não diferiram

significativamente dos apresentados pelos carcinomas = 2572 + 1560

unidades, com p>0,05. O valor médio dos transcritos do conjunto

(adenomas + carcinomas) = 3010 + 2012, mediana 2458 (816 – 7948), foi

significativamente superior ao das adrenais normais = 707 + 90, mediana

711 (591-793), com p = 0,01.
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GRÁFICO 1 - CONCENTRAÇÃO RELATIVA DE TRANSCRITOS DE

DAX-1 (unidade arbitrária) EM TCAs E CÓRTEX ADRENAL NORMAL DE

CRIANÇAS

NOTAS: Adenomas (A, barras preenchidas em preto), carcinomas (C, barras preenchidas em cinza) e
córtex adrenal normal (N, barras sem preenchimento).

4.4.2 Expressão da Proteína DAX-1

As bandas da proteína DAX-1 e ��WXEXOLQD�IRUDP�REWLGDV�GH����7&$V����
carcinomas e 3 adenomas) e de córtex adrenal normal dos 2 pacientes submetidos à

ressecção do tumor de Wilms e conseqüente adrenalectomia. As intensidades das

bandas de DAX-1 para cada amostra, como apresentadas na Figura 9, foram estimadas

como densidades ópticas, as quais foram divididas pela densidade óptica

correspondente para proteína ��WXEXOLQD��2V�UHVXOWDGRV�GD�UHOD ção DAX-1/��WXEXOLQD
para cada amostra estão apresentados na Tabela 13. Notou-se que os adenomas

apresentaram expressão média da proteína DAX-1 superior à dos carcinomas  = 27,36

+ 6,44,  mediana = 30,13(20 - 31,95) versus 11,3 + 8,43, mediana = 8,84(3,18 - 28,93);

p= 0.03.  Quando foi comparada a média apresentada pelos adenomas e carcinomas

juntos  = 15 + 10,48), com a das glândulas adrenais normais (valores individuais =

4,32 e 2,38) encontrou-se p <0,05.
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FIGURA 9.  WESTERN BLOT  PARA DAX-1 NOS TCAs DE CRIANÇAS

c�d�e�f�g
h&ikj]lnm�j*opm@qsrFfutwvyxuq z {�|�}�~�}��(�W�n�6���&���#}��A�(���A�A���6�k�����^�A���&�w�@�
óxima de 50 Kda. As amostras dos

adenomas estão indicadas por A1, A2 e A3, e as amostras dos carcinomas, por C1 a C10. As
amostras de córtex adrenal normal estão indicadas como N1 e N2. As bandas de � {�|�}�~�}&���W�n�
refletem a quantidade de proteína usada de cada amostra.
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TABELA 13 - CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS, HISTOLÓGICAS E LABORATORIAIS COMPARADAS COM  AS CONCENTRAÇÕES  DE
TRANSCRITOS E DA PROTEÍNA DAX-1, GRUPO 2C

IDENTI-
FICAÇÃO

IDADE
(MESES)

SEXO FORMA
CLINICA

HISTO-
LOGIA

ESTÁ-
DIO

VOLUME
DO

TUMOR
(cm3)

EVOLU-
ÇÃO *

CORTISOL
PLASMÁ-

TICO
(µg/dL)

DHEA-S
PLASMÁTICO

(VEZES >
NORMAL)**

GRAU DE
VIRILIZA

ÇÃO
P(1-5) *** /

ACNE

TRANSCRITO DE
DAX-1

(UNIDADES
ARBITRÁ

RIAS)

� �� ��

-
tubulina
(DENSI-
DADE

ÓPTICA)

PROTEÍNA
DAX-1

****

10 139 F Vir Ad3 90 V 19,6 9 5-sim 7948 30,13 8,99

11 43 F Vir Ad2 21 V 10,8 17 4-sim 4448 20 5,97
20 32 F Vir Ad1 20 V 10,2 1 2-sim 2458 31,95 9,54

Média Ad 43+32 4951+2779 27,36+6,44 8,17+1,92
14 110 M Vir+C Ca8 II 968 O 51,5 10 5-não 2871 9,46 2,82
15 21 M Vir Ca9 I 61 V 10,1 2 3-sim 3213 3,18 0,95
16 25 M Vir+C Ca5 I 108 V 23,5 - 3-sim 1569 9,56 2,85
21 9 F Vir+C Ca1 II 527 V 43,3 29 3-sim 1765 5,28 1,57
22 20 F Vir Ca2 II 338 V 24,8 >3 3-não 1918 13,17 3,93
23 59 F Vir Ca4 II 384 O 12,4 5 2-sim 816 28,93 8,64
24 50 M Vir+C Ca3 II V 50,9 - 3-sim 1412 23,44 7,00
25 9 F Vir+C Ca6 II 450 V 32,2 44 3-sim 5102 8,22 2,45
26 18 F Vir Ca7 I 120 V 11 >3 2-sim 5350 5,37 1,60
27 152 F HAldo + C Ca10 IV 369 O 31,3 1 4-não 1702 6,35 1,89

Média  Ca 2480+1510 11,3+8,43 3,37+2,52
Média
geral 3010+2012 15+10,48 4,48+3,13

N1 793 4,32 1,29
N1b 683
N2 759 2,38 0,71
N3 591

Média
adrenal
normal

707+90 3,35+1,37 1,00

NOTAS: ID – identificação; F – sexo feminino; M – sexo masculino; Vir – virilização;  Vir+C – virilização + síndrome de Cushing; Ad – adenoma e Ca –
carcinoma (numerados para facilitar comparação com a Figura 9).* V – vivo, O - óbito.** concentração de DHEA-S expressa em número de vezes
acima do valor de referência; *** Puberdade de acordo com MARSHALL e TANNER, 1969 e 1870.****proteína DAX-1, razão do normal.
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Houve fraca correlação (r = 0,13) entre a expressão protéica de DAX-1 e os

transcritos conforme se observa no gráfico 2.

GRÁFICO 2 CORRELAÇÃO ENTRE A EXPRESSÃO PROTÉICA E OS
TRANSCRITOS (RNAm) DE DAX-1
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NOTA: Ad = Adenomas; Ca = Carcinomas

Não houve correlação entre o tamanho do tumor e a concentração de

transcrito; quando se avaliou a expressão protéica de DAX-1 quanto à sobrevida, não

foi encontrada diferença.



87

5 DISCUSSÃO

5.1 ESTIMATIVA DA TAXA DE MORTALIDADE POR TCA E SUA

INCIDÊNCIA NA REGIÃO METROPOLITANA DE CURITIBA

A primeira publicação referente à estimativa de incidência aumentada de TCA

no Estado do Paraná foi feita por SANDRINI, RIBEIRO e LACERDA (1997). Até

então, relatos de suspeita de maior incidência, baseados em análises de registros

hospitalares de câncer, haviam sido feitos por MARIGO, MULLER e DAVIES,

(1969) e BRUCK et al. (1969), porém sem avaliar o significado dessas observações no

âmbito populacional. Devido à falta de registros de câncer de base populacional,

devidamente estabelecidos e atuantes, no Paraná, essa afirmação é ainda hoje

contestada por epidemiologistas, que questionam a forma como foi feita a projeção, a

qual levou em conta dados de uma única instituição, acrescidos de comunicações

pessoais entre os médicos de diferentes hospitais, especialistas em endocrinologia,

oncologia ou cirurgia pediátrica.

Na maioria das séries de neoplasias na criança, observa-se que as mais

freqüentes são as leucemias, seguidas por tumores do sistema nervoso central e

linfomas ou neuroblastomas (SMITH e RIES, 2002; DESANDES et al., 2004,

JUAREZ-OCANA et al., 2004, VATHAIRE et al., 2004; SAAD e ALDRICH, 2004).

Entre as neoplasias da adrenal, salienta-se o Nb, que se origina na medula adrenal e

corresponde a 7,9%  das neoplasias da infância, ficando o TCA referido no grupo de

neoplasias raras (BIRCH, MARSDEN e SWINDELL, 1980; SMITH e RIES, 2002;

SAAD e ALDRICH, 2004). DEHNER e FRANCIOSI (1984), comentaram que a

relação é de 10 Nb da adrenal para um carcinoma adrenocortical, e na avaliação de

STEWART, JONES e JOLLEYS (1974) essa relação é em torno de 15. No presente

estudo, a relação entre o número de óbitos por Nb adrenal e óbitos por TCA foi de 10
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para 8, ou seja apenas 1,25. Considerando-se a taxa de mortalidade padronizada para

idade, a relação foi de 2,0 para 1,6 (1,25). A relação mortalidade por Nb/TCA nessa

região do Brasil é menor do que a referida na literatura, sugerindo elevada taxa de

mortalidade por TCA. Além disso, a sobrevida para pacientes com Nb, na maioria dos

países desenvolvidos, é semelhante à letalidade, em torno de 50%. Em contraste, a

sobrevida para crianças com Nb, em Curitiba, é de 26% (dados não publicados, do

HC-UFPR, um dos principais hospitais da região metropolitana), semelhante à

observada na Escócia (28%) e Dinamarca (35%) (SPIX et al., 2001).

Admite-se que a chance de cura dos pacientes com TCAs, nessa região do

Paraná, esteja em torno de 55%, sendo semelhante à verificada em países

desenvolvidos, pois são usados protocolos de tratamento similares

(MICHALKIEWICZ et al., 2004), ou superior a 55% conforme aponta estudo com

TCAs do Paraná (PEREIRA et al., 2004). Assim, apesar de haver maior mortalidade

por Nb adrenal nesta região em relação ao exterior, nota-se que a relação mortalidade

por Nb de origem adrenal/TCA foi apenas 1,25, considerando-se a taxa padronizada

por idade, sugerindo uma mortalidade aumentada por TCA que deve ser reflexo de

uma incidência elevada. Mesmo não sendo apropriado extrapolar esses dados para

cálculo de incidência, se considerarmos que 45% dos pacientes com TCA vão a óbito,

e que esses pacientes estão representados na taxa de mortalidade padronizada por

idade de 1,6/milhão abaixo de 15 anos, podemos estimar que a incidência seja cerca de

3,5/milhão de crianças abaixo de 15 anos. Incidência e mortalidade são indicadores

que se relacionam e um dos coeficientes pode se refletir no outro (TERRACINI et al.,

2001). Estes autores admitem que mortalidade é o resultado de vários fatores, que

incluem o número total de casos diagnosticados antes e no período, acesso aos serviços

de notificação de óbitos e qualidade de tratamento existentes nas respectivas regiões.

Para doenças raras, como o TCA da criança, é plausível estimar a incidência a partir da

sobrevida e mortalidade (TERRACINI et al., 2001).
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Como não estão disponíveis dados de registro de base populacional, no

momento, a avaliação da mortalidade e da sobrevida, dados em que se pode confiar,

permitem inferir que a incidência de TCA no Paraná corresponde à estimada

inicialmente (3,4 - 4,5 por milhão de crianças < 15 anos) (SANDRINI et al., 1997).

Embora seja questionável estimar a incidência a partir da mortalidade e sobrevida,

dados publicados pelo IPACTR demonstraram que nos estádios iniciais (I e II) cerca

de 91% das crianças são curadas (MICHALKIEWICZ et al., 2004), e a proporção de

casos em estádio inicial (I e II) numa só instituição, HC-UFPR, nos últimos 30 anos

(1966 - 2004), é de 82,4%  (de um total de 125 casos). Acrescentando-se ainda os

casos de TCA, nos estádios III e IV, que possam ser curados, supõe-se que a

incidência calculada não deva estar sendo superestimada. MARIGO, MULLER e

DAVIES (1969) encontraram 19 casos de TCA, entre 1127 diagnósticos de crianças

com câncer, num período de 14 anos (1952 - 1965), em 3 instituições do estado de São

Paulo. Acredita-se que a inclusão de dados de outras instituições de São Paulo poderia

demonstrar uma incidência mais elevada e precisa, também para esse estado. Para

outras regiões do Brasil, a incidência não parece estar aumentada, exceto para Goiânia,

onde, de acordo com a citação feita pelo IARC, existe uma incidência de TCA de

2,8/milhão de crianças até 15 anos de idade. Essa estimativa se baseia em quatro casos

diagnosticados num período de seis anos (1989 - 1996), para uma população de

520.890 indivíduos dessa faixa etária e incentiva a realização de estudos sobre

mutações hereditárias na região de Goiânia, similares aos realizados no Paraná, para

melhor compreensão da distribuição geográfica dessa neoplasia.

Os relatos sobre mortalidade são precários, e a busca ativa encontra barreiras

no adequado preenchimento das declarações de óbito, onde a maioria dos médicos

utiliza a codificação da CID 10, C 74.9, que não especifica de que camada se origina a

neoplasia na adrenal, se do córtex (carcinoma adrenal) ou da medula (neuroblastoma

ou feocromocitoma). Seria desejável também, para permitir melhor comparação entre

as neoplasias, incluir a classificação morfológica, com os códigos M9490

(ganglioneuroblastoma) e M9500 (Nb). O preenchimento das declarações de óbito,

baseado apenas na topografia, sem incluir a morfologia, cria a principal dificuldade na
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comparação internacional de mortalidade por Nb (GAO et al., 1997). Daí a

importância do presente estudo que procurou identificar todos os óbitos com

diagnósticos diferenciais de TCA, e realizou a investigação dos mesmos para garantir

a qualidade dos dados. Em se tratando de informações referentes apenas ao HC-UFPR,

nota-se que o número de crianças atendidas por esta neoplasia é semelhante ao de

crianças com Nb, tendo sido registradas, de 1998 a 2003, 23 crianças com

neuroblastoma e 21 crianças com carcinoma de córtex adrenal.

Investigações laboratoriais de famílias de crianças com TCA no Paraná e São

Paulo encontraram que a maioria das crianças com TCA apresenta a mutação germinal

TP53 R337H (Tabela 14), que é responsável pela incidência aumentada, sendo a

penetrância do TCA igual a 10% (FIGUEIREDO et al., submetido). A aparente

aglomeração de casos de TCA nos dois estados, Paraná e São Paulo, direciona para a

pesquisa de fatores geográficos, genéticos e ambientais que possam esclarecer a

origem da mutação TP53 R337H em mais de 95% dos casos de TCA em crianças no

Paraná (RIBEIRO et al., 2001; SANDRINI et al., 2005) e mais de 75% dos casos de

São Paulo (LATRÔNICO et al., 2001) (Tabela 14).

Esse é o primeiro estudo de base populacional que apresenta a taxa de

mortalidade por TCA para crianças abaixo de 15 anos, na região metropolitana de

Curitiba, permitindo inferir maior incidência local de TCAs. Esta inferência pode

também ser estimada a partir da menor relação entre os coeficientes de mortalidade

por Nb e TCA nesta região. Como causa dessa elevada incidência existem fatores

biológicos e genéticos participando na origem e/ou na evolução do TCA, os quais são

discutidos a seguir.
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TABELA 14 - COMPARAÇÃO DO NÚMERO DE CASOS DE TCA REGISTRADOS EM

HOSPITAIS DE SÃO PAULO, PARANÁ, BAHIA, ESTADOS UNIDOS E
EUROPA

INSTITUI-
ÇÃO LOCAL PERÍODO

NÚMERO
DE

PACENTES

IDADE
(ANOS)

TP53 R337H
PESQUISADA/
POSITIVA (%)

REFERÊNCIAS

HCACC São Paulo 1978-2003 56 <21 NR Latronico et al., 2004
SCSP São Paulo 1985-2004 17 <14 NR Latronico et al., 2004
CIDB São Paulo 1980-2004 78 <18 20/20 (100) Hirose et al., 2005
IC São Paulo 1977-2002 46 <13 NR Latronico et al., 2004
HCFMSP São Paulo 1982-2003 27 <16 21/27 (78) Latronico et al., 2004
HCC Paraná 1966-2003 124 <13 61/65 (93.8) Pereira et al., 2004
HCFMRP São Paulo 1985-2003 21 12 12/16 (75) Sandrini et al., 2005
ONCO/HSR Bahia 1981-2004 6 <12 0/5 (0) Barreto et al., 2001
SEER USA 1975-1995 36 <20 NR Bernstein et al., 1999
Eurocare Europe 1983-1994 65 <15 NR Gatta et al., 2005

NOTAS: HCACC, Hospital do Câncer AC Camargo; SCSP, Santa Casa de São Paulo; IC, Instituto da Criança da
Universidade de São Paulo; CIDB, Centro Infantil Domingos Boldrini, Universidade de Campinas;
HCFMSP, Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo; HCC,
Hospital de Clínicas de Curitiba, Universidade Federal do Paraná; HCFMRP, Hospital das Clínicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto; ONCO/HSR, Sociedade de Oncologia da Bahia
Ltda/Hospital São Rafael; SEER, Surveillance Epidemiology and End  Results; NR – não realizado

5.2 AMPLIFICAÇÃO DO GENE SF-1

Em termos moleculares, outras anormalidades foram encontradas, além do

alelo mutante TP53 R337H, sendo uma delas um maior número de cópias do gene

SF-1 (FIGUEIREDO et al., 2005) (Apêndice 4).

Estudos sobre TCA em adultos e crianças têm mostrado que eles estão associados

com grande variedade de alterações cromossômicas, alto nível de amplificações, perdas e

ganhos de material do DNA de diferentes regiões cromossômicas (HENRY et al., 1989a;

HENRY et al., 1989b; YANO et al., 1989; BECKERS et al., 1992). Contudo, apesar dessa

heterogeneidade genética, também têm sido demonstrado que certas regiões do genoma

apresentam alterações que se repetem com maior freqüência: a região 9q34 é um desses

exemplos apresentando ganho/amplificação em TCAs de crianças e adultos, assim

justificando aprofundamentos nesta investigação (FIGUEIREDO et al.,1999; JAMES et al.,

1999; DOHNA et al., 2000; FIGUEIREDO et al., 2000). Isto levou à descoberta da

amplificação de SF-1, sendo assim contemplado o terceiro objetivo deste estudo, conforme

demonstrado no Apêndice 4.
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O gene para o receptor nuclear órfão conhecido como SF-1, que tem um papel

chave na função endócrina, se localiza em 9q33.3(TAKETO et  al., 1995). Esta região

está em íntima proximidade ao amplicon 9q34, comum nos TCAs. Os múltiplos

estudos que têm descrito esse amplicon têm usado HGC cromossômica convencional

(FIGUEIREDO et al., 1999; JAMES et al., 1999; DOHNA et al., 2000). Contudo,

devido à sua baixa resolução, a HGC cromossômica convencional é incapaz de

delinear os exatos limites dos amplicons; assim, considerou-se possível que o

amplicon 9q34 previamente descrito estivesse incluindo a região 9q33.3 e,  por

conseguinte, o gene SF-1.

No presente estudo, foi investigado o possível ganho/amplificação do gene

SF-1 nos TCAs de crianças. Foi usada FISH para detectar alterações no número de

cópias do gene na mesma série de nove tumores que tinham sido previamente

avaliados por HGC. Esses tumores eram seis carcinomas e três adenomas. A HGC

mostrou ganhos e perdas cromossômicas nos nove casos. Mas, apesar do elevado

número de alterações, foi observado um padrão recorrente, o ganho consistente no

número de cópias da região cromossômica 9q34 em 8 de 9 tumores (FIGUEIREDO et

al.,1999). Um achado similar de ganho em 9q34 foi independentemente observado em

outros estudos de TCA de crianças (JAMES et al., 1999) ou adultos (DOHNA et al.,

2000). Por exemplo, JAMES et al., (1999), relataram um ganho de 9q34 em 10 de 11

TCAs de crianças (9 adenomas e 2 carcinomas) e DOHNA et al., (2000),  observaram

um ganho envolvendo a região 9q34 em 12 de 25 amostras de TCAs (8 adenomas, 14

carcinomas, 1 linfonodo metastático e 2 linhagens celulares). A análise por FISH, no

presente estudo, está em concordância com os achados por HGC prévios.

Especificamente, os 8 pacientes que mostraram ganho no número de cópias de 9q ou

de uma porção dele, incluindo 9q34, mostraram aumento do número de cópias do gene

SF-1, por FISH. O único caso que não mostrou nenhum ganho dessa região por HGC

(paciente 5), não apresentou ganho do gene SF-1 por FISH (Tabela 10). Nesta tese,

não é abordada a questão de qual é a porção do gene SF-1 que se encontra amplificada.

Contudo, está sendo coletado tecido de TCA fresco congelado para investigar esse

ponto em estudos futuros.
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Desvendar a complexidade que se esconde na amplificação de 9q34

poderá esclarecer que papel a expressão do gene amplificado exerce na

patogênese dos TCAs. Inicialmente, levantou-se a hipótese de que a

amplificação de 9q34 (FIGUEIREDO et al., 1999) poderia indicar o local onde

se situa um ou mais oncogenes envolvidos na formação de TCA e, assim, foi

proposto que a amplificação de 9q34 poderia envolver transcritos aberrantes do

oncogene ABL1 (BARTRAN et al., 1983; CHISSOE et al., 1995). Esta

possibilidade foi afastada por análise de Southern blot (dados não publicados e

não demonstrados nesta tese). Contudo o gene SF-1 pode não ser o único gene

encontrado no amplicon 9q34. Outros genes desta região podem exercer um

papel na formação dos TCAs, incluindo  o oncogene VAV2 (HENSKE et al.,

�������R�JHQH�GR�UHFHSWRU���GR�IDWRU� ��WUDQVIRUPDGRU�GH�FUHVFLPHQWR�� TGFBR1),

o qual é um receptor da ativina A (JOHNSON et al., 1995), o gene do fator 2

associado ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAF1) (SIEMIENSKI et al.,

1997), o oncogene lipocalina 2 (LCN2/NGAL) (CHAN et al., 1994), e o receptor

alfa X retinóide (RXRA) (JONES et al., 1993).

Uma conseqüência da amplificação do gene SF-1, particularmente se

estiver associada com alta expressão da proteína SF-1, poderia ser a atividade

esteroidogênica aumentada, com conseqüente aumento da produção de

esteróides. A recente revisão de características de 254 crianças com TCAs,

incluídas no IPACTR (MICHALKIEWICZ et al., 2004), mostrou que sinais de

virilização foram encontrados em 84,2%  dos pacientes, concordante com relatos

referentes a casuísticas de outros continentes (BERGADA et al., 1996; DRIVER

et al., 1998; TEINTURIER et al., 1999; WOLTHERS et al., 1999). A virilização

foi observada isoladamente ou acompanhada por manifestações clínicas de

produção aumentada de outros hormônios adrenocorticais além de andrógenos,

incluindo glicocorticóides, aldosterona, ou estrógenos. Todos os pacientes que

apresentaram amplificação ou ganho de 9q34 clinicamente demonstravam

virilização, enquanto que 4 dos 9 exibiam, também, aumento nas concentrações

séricas de cortisol e síndrome de Cushing.
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O papel potencial do gene SF-1 no controle do desenvolvimento do córtex

adrenal se tornou bem conhecido a partir dos estudos de fenótipos de camundongo GM

sem SF-1 (BLAND et al., 2000) e de estudos de indivíduos humanos, portadores

heterozigotos de mutações do SF-1 (ACHERMANN et al., 1999). Uma publicação

recente sugere um papel para o SF-1 no controle do crescimento celular adrenal, ao

demonstrar que o LRH-1, um receptor hormonal nuclear órfão, com forte homologia

ao SF-1, está envolvido no controle do ciclo celular no intestino, através da regulação

dos genes da ciclina G1 (BOTRUGNO et al., 2004).

No córtex adrenal, a proteína mutante TP53 R337H poderia exercer um efeito tecido

específico, induzindo instabilidade genômica. Neste contexto, células apresentando

amplificação do gene SF-1 poderiam adquirir vantagem seletiva de crescimento, assim

escapando dos mecanismos normais de controle da proliferação celular e acumulando lesões

genéticas que levariam à formação do tumor. A mutação germinal TP53 R337H e a perda

somática do alelo normal TP53 foram observadas em 7 de 9 pacientes estudados. A

associação entre mutação germinal TP53 e câncer é encontrada nos casos de TCAs da criança

(RIBEIRO et al., 2001). Acredita-se que esta mutação combinada com LOH (RIBEIRO et al.,

2001), sob certas condições de pH e temperatura (DIGIAMMARINO et al., 2002), possa

ocorrer durante o desenvolvimento do córtex adrenal e assim produzir TCA. Dos 8 pacientes

cujos tumores apresentavam número aumentado de cópias de SF-1, por FISH, 6 tinham a

mutação germinal TP53 R337H e apresentavam perda somática no locus TP53 (alelo

selvagem) no tumor, um não apresentou a mutação (paciente 4) e outro (paciente 9) tinha a

mutação TP53 R337H no tumor, porém não foi testado para mutação na linha germinativa. O

único caso com número normal de cópias do gene SF-1, também apresentou mutação

germinal TP53 R337H e LOH. É possível que a mutação germinal e a perda somática do

alelo selvagem possam contribuir para alterações genômicas e aumento do número de cópias

do SF-1. Instabilidade cromossômica causada por disfunção do TP53 é um fato bem

documentado (LIVINGSTONE et al., 1992). Estudos posteriores são necessários para

esclarecer se a mutação TP53 R337H e a amplificação 9q34, incluindo amplificação do SF-1,

são parte de uma cascata de eventos levando à oncogênese dos TCAs, similar àquelas

descritas em outros tumores, como a progressão de múltiplos passos no desenvolvimento do

câncer cólon-retal (VOGELSTEIN e KINZLER, 1993).
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Este é o primeiro estudo mostrando associação entre número aumentado de

cópias do gene SF-1 e TCAs. O significado dessa observação necessita ser

posteriormente investigado usando uma população maior de casos pediátricos e de

adultos. Como esse gene é detectado nos estádios iniciais de desenvolvimento do anel

urogenital, de onde derivam as gônadas e o córtex adrenal, e como essa expressão é

mantida desde o desenvolvimento embrionário até a vida adulta (LUO et al., 1994;

WONG et al., 1997), justificaram-se estudos para examinar os mecanismos e

conseqüências da amplificação deste gene nos TCAs.

Formulou-se então a hipótese de que a amplificação do gene SF-1 esteja associada

a maior expressão da proteína SF-1, e conseqüente aumento da esteroidogênese.

5.3 EXPRESSÃO DE SF-1 E CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS E

HISTOLÓGICAS DOS TCAs.

Dez TCAs, provenientes de 10 pacientes (grupo 2B), foram analisados quanto à

expressão protéica de SF-1 e apresentaram aumento da mesma (6,91 vezes ± 6,17) quando

comparada com a expressão do córtex adrenal normal. As concentrações da proteína SF-1

não apresentaram correlação com o aumento do número de cópias do gene (3,26 ± 0,83).  No

Nb, foi observada correlação da amplificação do gene MYCN com aumento correspondente

da concentração da fosfoproteína MYCN, estando ambos associados a parâmetros clínicos

(BORDOW et al., 1998), entre eles o estádio avançado do tumor (BRODEUR et al., 1984).

Em gliomas do tronco cerebral, também foi encontrada amplificação do gene ERBB1, com

aumento de sua expressão verificada por imunohistoquímica e dependente do grau

histológico, sendo maior nos mais agressivos (GILBERTSON et al., 2003). Entretanto é

impossível avaliar a real correspondência da expressão protéica avaliada por western blot com

aquela avaliada pela imunohistoquímica. Por outro lado, existe situação como a identificada

para SF-1 neste estudo, onde não se encontrou correlação entre a proporção de proteína e a

anormalidade genômica. Assim, por exemplo, p63 é um fator que ativa a transcrição dos

genes alvos do p53 (YANG et al., 1998). MASSION et al. (2003) encontraram até 8 cópias

do gene p63 nos carcinomas de células escamosas de pulmão, porém a concentração da

proteína p63 nesses tumores em relação ao referencial normal (células dos brônquios com

duas cópias do gene) foi desproporcionalmente inferior (menos de 50%).
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É mais comum se observar aumento da expressão protéica desproporcional à

amplificação do gene. YOKOI et al. (2004) encontraram amplificação do SKP2 em 5 (20%)

de 25 linhagens celulares derivadas de carcinoma de pulmão de células não pequenas e a

expressão aumentada do transcrito em 11 (44%) das 25 linhagens. SLOMOVITZ et al.

(2004) encontraram aumento da expressão de ERBB2, em 12 de 68 carcinomas uterinos

papilíferos serosos, avaliada por imunohistoquímica. Destes, somente dois mostraram

amplificação gênica. BARLUND et al. (2004) encontraram amplificação do gene CCND1

em 12% de 128 cânceres de mama masculina, sendo a sua expressão protéica aumentada

em 63% deles. DURBECQ et al. (2004) avaliando o gene topo-II em câncer de mama,

perceberam que, apesar da amplificação desse gene, seu nível de expressão, avaliado por

imunohistoquímica, foi de 10% das células analisadas em comparação a 5% para células

dos tumores sem amplificação, ao contrário do gene ERBB2,, cuja amplificação quase

sempre está acompanhada de aumento da expressão.

Em cada um dos TCAs avaliados no presente estudo, o número de cópias do gene de

SF-1 foi variável, de 2 a 8, sendo mais freqüentes células com 3 a 5 cópias. As respectivas

médias do número de cópias do gene SF-1 não se correlacionaram com a concentração de

proteína, nem apresentaram diferença quanto aos parâmetros clínicos. Da mesma forma, não

foi encontrada diferença no número de cópias ou concentração de proteínas entre adenomas e

carcinomas, o que sugere que SF-1 não parece ser importante para a distinção entre os tipos

histológicos de TCAs. O nível de esteróides estava aumentado em todos os tumores

pesquisados, o que está em concordância com a idéia de que a proteína SF-1, com aumento

médio em torno de 6,91 vezes o normal, tem um papel importante na síntese aumentada de

esteróides. Para avaliar se esse aumento da expressão protéica de SF-1 realmente contribuiu

para aumento da síntese hormonal, seria necessário avaliar  SF-1 por FISH e western blot

também no grupo de tumores não funcionantes, um sub-grupo raro na faixa pediátrica.

SASANO et al. (1995) avaliaram a expressão protéica de SF-1 no córtex de adrenal humana

normal, adenoma e carcinoma adrenocortical de adultos, não tendo sido encontradas

diferenças na expressão de SF-1 entre os três grupos. Os autores concluíram que SF-1 tem um

papel constitutivo na esteroidogênese adrenal humana, sendo responsável pela iniciação e

manutenção da transcrição dos genes CYP-P450, além de ser essencial para a manutenção das

características biológicas das células adrenocorticais, mesmo após transformação maligna.
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IKEDA et al. (1994) analisando a expressão de SF-1 em embriões de

camundongo, observaram que seus transcritos foram encontrados nos estádios muito

precoces de desenvolvimento adrenal (dia 10,5 pós fecundação); o início dessa expressão

antes do aparecimento da esteroidogênese sustenta seu papel chave na expressão das

enzimas esteroidogênicas e sugere também, adicionalmente, papéis para o SF-1 no

desenvolvimento adrenal. Mutações que ocorrem nesse gene em humanos são raras e, em

dois casos descritos (ACHERMANN et al., 1999), levaram à insuficiência adrenal e se

associaram à presença de um alelo normal e um alelo mutante, resultando em perda de

função; essa aparente haplo-insuficiência levanta a possibilidade de que a dose do gene

pode ser um componente crítico para a função de SF-1 em humanos.

Estudos referentes à formação do primordium adrenogonadal têm demonstrado que

moléculas responsáveis pelo desenvolvimento do anel urogenital (WT-1 e WNT-4) interagem

com moléculas responsáveis pelo desenvolvimento adrenal e gonadal, como SF-1 e DAX-1

(NACHTIGAL et al., 1998). Por outro lado, SF-1 também está envolvido na proliferação

celular. Estudando o crescimento compensatório da adrenal, em camundongos SF-1+/-,

BEUSCHLEIN et al., (2002), observaram que a expressão de antígeno nuclear de proliferação

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

expressão do gene SF-1, por hibridização in situ, nos nódulos proliferativos da adrenal,

sugerindo que tenha um papel na regulação do crescimento e proliferação das células corticais

adrenais. Assim, além do estímulo da esteroidogênese, os mecanismos acima referidos para o

SF-1 poderiam também ocorrer nos TCAs da faixa pediátrica do sul do Brasil.

SASANO et al. (1993) estudaram a esteroidogênese em carcinoma adrenocortical

humano de adultos, analisando 6 pacientes com síndrome de Cushing, 2 com tumores não

funcionantes e um com hiperaldosteronismo. Seis dos nove expressaram todas as enzimas

requeridas para a síntese de cortisol ou aldosterona, porém nem todas as células

demonstravam expressão de tais enzimas, quando avaliadas por imunohistoquímica. Os

autores sugeriram a existência de uma expressão desorganizada das enzimas

esteroidogênicas quando as células foram analisadas individualmente.
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Outro receptor nuclear órfão, conhecido como DAX-1, foi avaliado por se saber

que o mesmo tem papéis quase sempre opostos ao SF-1, e ambos são expressos nos

mesmos tecidos. Tais funções estão tão intrinsecamente relacionadas que conhecer a

expressão de DAX-1 é uma das primeiras indagações ao se detectar alteração em  SF-1.

5.4 EXPRESSÃO DE DAX-1 E CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS E

HISTOLÓGICAS DOS TCAs

Usando dois métodos diferentes, o presente estudo mostrou concordância entre

a elevação da concentração de RNA mensageiro e aumento da expressão da proteína

DAX-1, na maioria dos TCAs pesquisados. Os aumentos encontrados através da

técnica de microarranjo foram maiores do que o aumento da expressão da proteína em

quase todas as amostras, sendo superiores nos adenomas, em relação ao córtex adrenal

normal e menores nos carcinomas, porém ainda maiores do que nas glândulas normais.

O melhor estado de preservação dos adenomas, geralmente pequenas massas, sem

focos macro ou microscópicos de necrose (VAN SLOOTEN et al., 1985; LUMACHI

et al., 2001) pode contribuir para esta diferença. Os adenomas de crianças geralmente

apresentam síndrome virilizante, com hiperprodução de andrógenos variável. O grau

de virilização, como conseqüência da concentração e duração da exposição aos

andrógenos, tem sido documentado por meio do padrão de pelos pubianos, tamanho de

pênis ou clitóris, presença de acne ou comedões, freqüência e tom da voz, e hipertrofia

muscular. Neste estudo não foi encontrada correlação entre concentrações séricas de

DHEA-S, antes da cirurgia, pilificação, presença de acne, e a expressão de transcritos

ou da proteína DAX-1. A concentração elevada de DAX-1 pode ser parte de um

mecanismo regulador contra a síntese de esteróides ativada por SF-1, cujo gene está

amplificado (FIGUEIREDO et al., 2004), e a expressão de proteína aumentada, nos

TCAs de criança (PIANOVSKI et al., submetido). DAX-1 tem um papel importante no

processo de formação e diferenciação do córtex adrenal no período embrionário, mas

também é um inibidor da transcrição de SF-1 (BEUSCHLEIN et al., 2002; VAL et al.,

2003) e de enzimas que sintetizam andrógenos e cortisol produzidos pela adrenal

(IKEDA et al., 1994; PARKER e SCHIMMER, 1997; LALLI et al., 1998).
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Embora a testosterona seja capaz de inibir a expressão de DAX-1 em

camundongos (MOROHASHI et al., 2000), os andrógenos e/ou cortisol parecem não

inibir a expressão de DAX-1 nos TCAs de crianças do presente estudo. A concentração

de esteróides verificada no sangue de pacientes com TCA neste trabalho foi produzida

por massas tumorais com peso 1,5 a 50 vezes maior do que o peso de dois córtex

adrenais normais (ORTH et al., 1992; MESIANO et al., 1997). Uma estimativa

aproximada dos 3 principais esteróides (DHEA-S, testosterona e cortisol) por cm3 de

tecido, na maioria dos TCAs, revelou valores mais baixos, semelhantes ou acima do

observado no córtex normal. Devemos ainda considerar que esta tentativa de estimar a

produção de esteróides por cm3 de tecido do córtex adrenal é falha por não considerar

as áreas de necrose geralmente existentes nos carcinomas. Em contrapartida, os

transcritos de DAX-1 (analisados em amostras sem necrose macroscópíca) estavam

aumentados em quase todos os TCAs, sugerindo que, pelo menos em alguns destes, a

inibição mediada por DAX-1 possa atenuar a ativação da síntese de esteróides mediada

por outros fatores. SF-1 é o receptor nuclear órfão que estimula a transcrição das

enzimas esteroidogênicas, entre elas StAR, hidroxilases esteróides citocromo P450 e

3β-hidroxiesteróide desidrogenase (PETER e DUBUIS, 2000). Além de SF-1,

estimulam a síntese de esteróides no córtex adrenal normal ou TCA, ACTH (BABU et

al., 2002), p53 (CHERIAN-SHAW et al., 2004) e LRH-1 (FAYARD et al., 2004). Nos

adultos, a maioria dos TCAs é clinicamente silenciosa (“não funcionantes”) ou se

manifesta como síndrome de Cushing (LATRONICO et al., 1997). Nas crianças, os

tumores produzem predominantemente andrógenos, seguidos de glicocorticóides e/ou

mineralocorticóides (RIBEIRO e FIGUEIREDO, 2004). No presente estudo, a

síndrome de Cushing foi observada apenas nos carcinomas, o que concorda com

achados de estudos anteriores que relacionam esta condição a um pior prognóstico

(GONZALES et al., 1990; BERGADA et al., 1996; MICHALKIEWICZ et al., 2004).

GIORDANO et al. (2003) encontraram proporções de transcritos de DAX-1 maiores

nos adenomas e alguns carcinomas de pacientes adultos com TCA (comunicação

pessoal), sem relação com a apresentação clínica ou produção hormonal (a maioria

com síndrome de Cushing e/ou hiperaldosteronismo). Pelos métodos de northern e
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western blot, REINCKE et al. (1998) analisaram TCAs de 27 adultos e mostraram que

a expressão de DAX-1 está baixa ou ausente nos tumores adrenais produtores de

aldosterona, mas alta nos adenomas adrenais não-funcionantes, sugerindo existir uma

correlação inversa entre a expressão de DAX-1 e a produção de hormônios esteróides.

Por outro lado, SHIBATA et al. (2001) descreveram expressão baixa de DAX-1 nos

adenomas produtores de cortisol e elevada em dois casos de adenomas produtores de

deoxicorticosterona onde a expressão de CYP17 é muito baixa, e que são clinicamente

caracterizados por excesso de produção de mineralocorticóides.

A subunidade alfa da inibina é um dos genes negativamente controlados por

DAX-1. ACHERMANN et al. (2001) mostraram que o sinergismo entre SF-1 e AMPc

na região promotora da subunidade alfa de inibina é inibido por DAX-1. Este elo

parece ser importante para explicar a possível participação de DAX-1 e da inibina no

processo de carcinogênese das gônadas e córtex adrenal. Existem fortes evidências de

que a subunidade alfa da inibina desempenha papel supressor tumoral nesses tecidos,

conforme indicado pelo aparecimento de TCAs em camundongos sem a sub-unidade

alfa da inibina, submetidos previamente a gonadectomia (MATZUK et al., 1992;

MATZUK et al.,1994). Ainda, corroborando a hipótese de participação da inibina alfa

nos TCAs de crianças, LONGUI et al.(2004) encontraram 8 de 9 crianças do sul do

Brasil com perda de heterozigose para subunidade alfa, sugerindo que além do

mutante p53 R337H presente em 13 de 14 tumores desse estudo, pode co-existir

diminuição ou perda da função da inibina alfa. Recentemente, ABD-ELAZIZ et al.

(2003) analisaram o valor de DAX-1 como fator prognóstico em carcinoma ovariano e

encontraram correlação positiva entre a imunorreatividade para DAX-1 e a baixa

sobrevida dos pacientes. Os achados de ACHERMANN et al. (2001), e ABD-ELAZIZ

et al. (2003), sugerem que DAX-1 poderia facilitar o aparecimento de tumor no ovário,

e provavelmente no córtex adrenal, através do bloqueio da atividade supressora de

tumor da sub-unidade alfa da inibina. Além da inibição em termos de transcrição,

DAX-1 atua na regulação pós-transcricional o que é sugerido pelo seu deslocamento

núcleo-citoplasmático, sua atividade de ligação ao RNA e sua associação com

polirribossomos nas células esteroidogênicas (LALLI et al., 2000). CONDE et al.,
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(2004), analisaram a expressão de DAX-1 em câncer de mama e encontraram diferença

estatisticamente significativa quando compararam doença benigna da mama e

carcinoma lobular infiltrativo (p = 0,037).

Para a maioria dos tecidos, considera-se que DAX-1 seja um cofator repressor

da transcrição de SF-1 (CRAWFORD et al., 1998). Contudo, BURRIS et al., (1995),

sugerem que SF-1 pode regular ou modular a expressão de DAX-1 ligando-se a

elementos de DNA encontrados na região promotora de DAX-1 e, assim, SF-1 se

posicionaria acima de DAX-1 na cascata reguladora de vários tecidos esteroidogênicos

e/ou outros componentes do eixo hipotálamo-hipofisário-adreno-gonadal.

A correlação entre a expressão de transcritos e a concentração de proteína

DAX-1, no presente trabalho, as duas acima do normal em quase todos os TCAs,

sugere a existência de um papel importante para o DAX-1 na etiopatogenia ou como

uma simples característica fenotípica do TCA da faixa pediátrica.  É possível que

DAX-1 tenha participação na inibição parcial da síntese de esteróides e/ou facilite a

formação do tumor através do bloqueio da sub-unidade alfa da inibina.

5.5 CONCEITOS E HIPÓTESES RELACIONADOS À ETIOPATOGENIA E À

ELEVADA INCIDÊNCIA DE TCA NO PARANÁ

Esta tese apresenta dados inéditos que ajudam a entender parte do mecanismo

relacionado à etiopatogenia dos TCAs de crianças, que ocorrem com elevada

incidência na região metropolitana de Curitiba e provavelmente em todo estado do

Paraná. Os fatores envolvidos são responsáveis por uma incidência de 3,5

casos/milhão de crianças abaixo de 15 anos de idade (PIANOVSKI et al., 2005,

submetido) o que é cerca de 12 a 18  vezes maior do que a incidência observada na

França (DESANDES et al., 2004) e nos Estados Unidos (BERSTEIN e GURNEY,

1999). Os resultados foram interpretados como ilustrado na Figura 10, com base nas

referências citadas no Quadro 6, apresentando propostas hipotéticas para a

participação do SF-1 e DAX-1. O papel exato destes receptores nucleares pode não ser

diretamente de fator etiológico, mas certamente eles estão relacionados à patogenia

dos TCAs.
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Quase todas as crianças do Paraná com TCA herdam de um dos progenitores o

gene mutante TP53 R337H. A célula do córtex adrenal perde o alelo normal (LOH)

(RIBEIRO et al., 1997), e em seguida a proteína TP53 R337H, em pH alcalino e/ou

processo febril, sofre uma perda de função ou fica incapacitada de induzir apoptose

e/ou inibir a proliferação celular por não se manter na forma de tetrâmeros para se

ligar ao DNA (DIGIAMMARINO et al., 2001; HAINAUT, 2002; LEE et al., 2003),

podendo assim alterar o resultado final das vias metabólicas moduladas pela proteína

p53. A soma dos efeitos destas vias, e mais outras que não dependam da p53 resultará

na formação do TCA. No esquema da Figura 10 foram propostos três principais

elementos que estariam alterados (p21, PUMA e IGF-II). Foi sugerido que a

proliferação celular aumenta com a redução da expressão de p21 (SHERR e

ROBERTS, 1995; LI et al., 1994), e em resposta ao aumento da ação de IGF-II (YU e

BERKEL, 1999), o qual por sua vez é regulado por p53 (ZHANG et al.,1996). Nos

TCA de criança e adulto, IGF-II foi identificado em elevadas concentrações

(ILVESMAKI et al., 1993; HOEFLICH et al., 2000; WILKIN et al., 2000; WEBER,

FOTTNER e WOLF, 2000). Acredita-se também que uma falha na apoptose aconteça

por não ocorrer o aumento esperado de PUMA em resposta ao TP53 R337H em

alguma condição de dano irreparável ao DNA, como relatado in vitro (HEMANN et

al., 2004; YU et al., 2003). O ritmo de crescimento dos TCAs parece ser variável como

sugerem alguns casos clínicos (FIGUEIREDO et al., 2004). Identificou-se que a maior

parte dos TCAs pesquisados no presente estudo apresentava amplificação de SF-1

(FIGUEIREDO et al., 2005), que representava, pelo menos em parte, a amplificação

de 9q34 (FIGUEIREDO et al., 1999). Esta alteração genômica e outras relatadas em

diferentes estudos parecem acontecer em decorrência da instabilidade genômica que se

instala com a perda parcial ou total da função da p53 (DASIKA et al., 1999). O

aumento da expressão de SF-1 pode resultar em duas alterações: no aumento da

esteroidogênese, como sugere o fato de a maioria das crianças com TCA apresentar

virilização, com ou sem síndrome de Cushing (MICHALKIEWICZ et al., 2004) ou no

provável estímulo da proliferação celular por um mecanismo semelhante ao que

acontece com seu homólogo, o LRH-1 (BOTRUGNO et al., 2004). O excesso de
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andrógenos e glicocorticóides poderia induzir aumento de um fator regulador inibidor

da esteroidogênese como o DAX-1 (SHIBATA et al., 2001). Por sua vez, o DAX-1 é o

principal inibidor da ação do SF-1 (CRAWFORD et al., 1998; SUZUKI et al., 2003) e

pode inibir diretamente enzimas envolvidas na síntese de esteróides (ZAZOPOULOS

et al., 1997), porém, esta inibição não é superior à soma dos estímulos a favor da

esteroidogênese, caso contrário não haveria predomínio de manifestações clínicas

decorrentes de excesso hormonal, confirmado pelas concentrações séricas dos

esteróides. A grande maioria das células do TCA de crianças produz hormônios,

enquanto menos que 5%  são capazes de causar apenas efeitos de massa, e portanto são

os que têm um diagnóstico tardio (MICHALKIEWICZ et al., 2004). Foi proposto

ainda que o aumento da expressão de DAX-1 no TCA pode resultar em inibição da

expressão da subunidade alfa da inibina (ACHERMANN et al., 2001). Por sua vez,

sabe-se que a inibina é considerada como fator de supressão tumoral por inibir a

proliferação celular através da ligação aos receptores de TGF beta (LEWIS et al.,

2000; KINGSLEY, 1994) e interferir na ação de ativina (RISBRIDGER, SCHMITT e

ROBERTSON et al., 2001). Parece não haver dúvidas quanto ao papel de supressor

tumoral da inibina, inibidor da proliferação celular, mas ainda se questiona seu papel

como ativador da apoptose (ZHANG et al., 1999).

Todas estas etapas, ainda apresentadas de maneira não clara e bastante

simplificadas, contribuem para explicar a baixa penetrância do TCA com este mutante

TP53 R337H, de cerca de 10% (FIGUEIREDO et al., submetido). O processo de

formação do TCA é multifatorial e não se sabe ainda o que determina o fenótipo

maligno. O acúmulo de alterações moleculares pode ser responsável pela definição do

prognóstico final. No presente estudo, a análise de SF-1 e de DAX-1 não encontrou

significado prognóstico na evolução dos TCAs de crianças do Paraná.



104

FIGURA 10 - HIPÓTESES PARA ETIOPATOGENIA DO TCA DE CRIANÇAS DO PARANÁ



105

QUADRO 6  – REFERÊNCIAS RELATIVAS À HIPÓTESE SOBRE
ETIOPATOGENIA    DO TCA DE CRIANÇAS DO PARANÁ

REFERÊNCIAS
1 RIBEIRO et al., 2001 15 FIGUEIREDO et al., 2005 (Apêndice 4)
2 DIGIAMMARINO et al., 2002 16 PIANOVSKI et al., (Apêndice 5)
3 LEE et al., 2003 17 PARKER e SCHIMMER, 1997
4 STOJADINOVIC et al., 2002 18 YU et al., 1998
5 HENGST et al., 1998 19 FIGUEIREDO et al., (Apêndice 6)
6 ZHANG et al., 1996 20 LALLI e SASSONE-CORSI, 1999
7 WILKIN et al., 2000 21 ZAZOPOULOS  et al.,1997
8 ILVESMAKI et al., 1993 22 ACHERMAN et al., 2001
9 HEMANN et al., 2004 23 ZHANG et al., 1999
10 YU et al., 2002 24 RISBRIDGER et al., 2001
11 FIGUEIREDO et al., 1999 25 LEWIS et al., 2000
12 JAMES et al., 1999 26 BEUSCHLEIN et al., 2002
13 ZHAO et al., 1999 27 PIANOVSKI et al., 2005 (Apêndice 3)
14 KJELMANN et al., 1996
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6 CONCLUSÕES

A realização desta pesquisa permitiu a identificação de questões importantes

para a elucidação das várias etapas da etiopatogenia e carcinogênese responsáveis pelo

aparecimento do TCA em crianças. Assim, concluiu-se que:

1 -  A mortalidade padronizada por idade, por TCA, na região metropolitana

de Curitiba, é igual a 1,6/milhão de crianças abaixo de 15 anos de idade.

2 - A incidência de TCA é em torno de 3,5/milhão de crianças com idade

inferior a 15 anos, ou seja, 18 vezes maior do que na França.

3 - A taxa de mortalidade padronizada por idade para o neuroblastoma adrenal

é de 2,0/milhão de crianças com idade inferior a 15 anos/ano. A relação entre

mortalidade, padronizada por idade, por TCA e por neuroblastoma adrenal, na região

metropolitana de Curitiba, é 1,25, enquanto o esperado seria cerca de 15 óbitos por Nb

para cada óbito por TCA.

4 - A maior parte dos TCAs do Paraná apresenta aumento no número  de

cópias de SF-1, confirmando que este é um dos genes amplificados associados à

amplificação 9q34. A amplificação foi detectada em adenomas e carcinomas, tanto na

forma clínica virilizante quanto na forma mista (virilizante + Cushing), não apresenta

diferença quanto à evolução e sexo e não se correlaciona com idade ou estádio do

tumor.

5 - A expressão protéica de SF-1 está aumentada nos TCAs, porém não há

correlação entre o número de cópias do gene SF-1 e sua expressão protéica, indicando

diferentes taxas de metabolismo para o transcrito e a proteína ou, ainda, fatores que

silenciam parcialmente a expressão gênica. Da mesma forma, a expressão protéica de

SF-1 não está associada às variáveis idade, sexo, forma clínica, estadiamento, tipo

histológico, concentrações séricas de cortisol e/ou sulfato de deidroepiandrosterona,

nem à sobrevida.
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6 - TCAs apresentam, em média, aumento da concentração de  transcritos do

gene DAX-1 em relação às adrenais normais. A expressão protéica média de DAX-1

também está aumentada nos TCAs em relação às adrenais normais. Nem a

concentração de transcrito de DAX-1 nem sua expressão protéica diferem quanto às

formas clínicas (virilizante, virilização associada à síndrome de Cushing,

hiperaldosteronismo associado à síndrome de Cushing), sexo ou evolução e não se

correlacionam com o  estádio do tumor.
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ABSTRACT
AlthouRh Bevural gcjnos have boon invoHiigatod in  adrénal ium or* 

igcnoflia, lira »raïratic ba^kgtm m d o f ralr<raouo?/tical taw oro (A.CT) ro 
mains poorly çhar&etcrizecL în  sowthom B ra z il, th c  annu al iud dcnco 
of ACT is UTHisnaïîy high, m ng m g frotn ehikW.rÿ,
copiparcd witl» a workfwide iqd d cn ce o f 0.3/milliçm childron youngur 
than 15 y»\ îtoviroraoranial fa v tors bave bocn to y lk a te d  büu&vrae Üio 
diaWjaKioooî'liH'Ntî lurarax füHov/ftu rogioïval, raUrar J,h»m a  Cm iüfd, 
puUonv Uiîwovo»*, *ra*rahntvra o f n ïraHirailnr TofeoT
cmmoi btv extôucled. Bocauso Kakagu or othor ti atâtional ftçmitu; armE 
yeos wonîd oot ha i ppropriatc to m vcaUgato thc* tlçfbHOï} arautojtoci1 
wiib AOT Pô fhif pcpolatioOj wc iracd fompimUivi* graramiu hytoto 
Hation (OO-H) to Hocoro lira f)>\fA auenrarao oop*/ imrabn, cbajujoa »n 9 
isunaranini AOT (iM*ari;ÙHjimi:< m yl B adonoimiM) iVow mivob»l;uJ *m- 
iv to s  li'is-n tora r< Vion. î>r< tomura ffrayff H) ronnihs lo n ;V'l yr) ÿ>ml 
3 noik: (t l/m  to S IM yr) p&ttouto wer« atcdb'd. Ttoua oamoonmH 
wirau ai rVipc K * vins ai alfiftn H, mi«> amihor \ytin ai «toge 11L Two
cHft îooiïVifL èiad C'vidooca cfmvarara NI torraira cnva, vofi 8 vrare rarara 
d u ra  8 7 01 u t H» i \  A.|! o a U o n t 1! n n d t v v a r a t  «tHVîîr.al tn raN km  o f  C hoir 
tu  m o t 4 tîiGJOsiir w :D ‘> to  rajinor* T K a k ^ tB , C « r -

rontly , all p a tie n t'1 are alive and in  rem ission , w ith the exception of 
1 p atien t w ith s tag e  I I I  cancer. H igh mol w i DNA was extracted  irom 
tum or tissu e obtained a t  su rgery  and frozen a t  - 7 0  C. T h is DNA was 
labeled  and used for O O II according lo  stand ard  procedures. D igital 
im age an aly sis w as perform ed to d etect chromosom al gains or losses. 
C G li cvfdcratio 1 ’ovealct! exicnKive genetic ahem ?lion s in both ad- 
etumias and carcinom as; th ere  wore no sign ificant difference« re in live 
to ago, f fend or, m w , ov oiugo of the tonior {V  >  0 .1). Ohrmmjrtoirio« and 
ehromouomal regions 1q, f)p, iiq, f5p, tki, 3p, 8q, Oq, 10p, < tq , 13q, 
.14 q, 15q, 10, HtQ* 10, and 20i| Ruina, w uereaa 3, 4,
SSp, 1 L 1 clq, 13, /iOp, andX<j showed fosses, "ffet? ninai. siuiKi.Mg fiodmg' 
was confiiftU'iit copy number gain ai’chfTH ne:om;d u- g nf
the 9 lujtMirs. IVe conclu<le i h at btdh Innvijgi utui nndigugot ACT from 
oonLhorn iirnvfd sh ow  muliipUi genet'io uhoiTutinns, iiHdudin/f a eon» 
siebm t goto nf-ehcom«:;m«vd inygon On3- .̂ T h is genomic area may 
harbor genetic dgfeeto tbfd. |ve.dj??poaa In AC-V’ fu ntfeB ca and are  
clwacd bv U#fis« gntievdt', who wise i»vaKfigj>tod hi ifda iiiody o-- mg 
a r e m ' m d / i t o d  f ' p T c o n - C c a i t y  i n n ' h o *  t h n  m f h t f p i w  t p f  a  c o e o n w f n  f r r l n - ;  
a n c h  a s  tm  e r o / ir o a n m n f  H r o u in g e a ,  ( J  C lin . i i n d w H n o l  N H n b  34:
nib i va\. am)

ALTHOUGH several genes (reviewed in Ref. 1) have 
been investigated in adrenal tumorigenesis, the ge

netic background of adrenocortical tumors (ACT) remains 
poorly characterized. Adrenocortical hyperplasia is a poly
clonal process, but ACT are mostly monoclonal lesions (2), 
indicating that genetic changes at specific loci in the genome 
are needed for adrenal tumorigenesis. A number of chro
mosomal abnormalities have been implicated in this process, 
including genomic loci on Up and 17p (3-6), which harbor 
genes with tumor suppression or oncogenic function in the 
adrenal cortex. These include the genes coding for the p53 (on
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17pl3,l) (7, 8) and p57 (on llp l5 .5 ) (K1P2) (9, 10), and the 
insuimdike growth factor type II (on 11 p i5.5) (11-13) 
proteins.

However, none of these gene$ appears to be specific for 
ACT pathogenesis. Patients with LfFraumcni syridifome 
(TPS), who have germline p53 mutations (7), rarely develop 
adrenal cancer. An analysis Of 475 tumors in 91 families with 
LTS revealed that breast cancer, bone and soft tissue sarcoma, 
and brain tumors are most frequent, whereas adrenal cancer 
developed in only 1% of the patients (14). In sporadic ACT, 
somatic pS3 mutations may be present in approximately 
30-50% of the malignant lesions (1, 15,16). However, p53 
expression does not correlate with p ognosis, and it is rarely 
seen m  sporadic, highly differentiated tumors, indicating 
that p53 mutations in malignant AC 1 are a late event in the 
process of tumorigenesis (17,18). Thus, other genetic events 
precede and may even predispose to p53 mutations in ACT 
formation.

Coinpmativc genomic hybridization (CXT i) Is a molecular 
cytogenetic technique that allows a genomcwidc screening of 
tumor DMA to identify chromosomal gains and losses (19,

1116
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20). Regions of gains may contain dominantly acting onco
genes, whereas tumor suppressor genes may map to deleted 
regions (21). One important advantage of CGH is that frozen 
or paraffin-embedded samples can be evaluated because 
only tumor DNA, not cells in culture, is required for the 
analysis*

Other studies have shown genetic aberrations in ACTs 
from adult patients, but there is a paucity of information 
about these tumors in childhood. Kjcltman et a l  investigated 
by CGH the chromosomal imbalances of 8 carcinomas and 14 
adenomas from adult patients. The most common genetic 
aberrations in carcinomas were gains of chromosomes 4 and 
5 and losses of chromosomes 11 and 17 (22). However/ many 
of the epidemiological and clinical features observed in chil
dren with ACT are different from those seen m  ACT of adult 
patients, suggesting that childhood and adulthood ACT may 
be different disease entities and, perhaps, caused by different 
gonclic processes (!). The groat majority of the tumors in 
children cause signs mid symptoms due to increased pro
duction of hormones, sex steroids, and/or glucocorticoids. 
By contest, most of the tumors m  achiRs do not c mse Cush- 
mg's syndrome and/or virilization (23-26; revirw< d in Refs. 
27 and 28).

In the present study, we used CGI ( to investigate genetic 
events leading to ACTs in children from a region in southern 
Brazil (Curitiba), which, along w ith the state of Sao Paulo, has 
the highest incidence of those tumors worldwide (3.4 -4 ,2 / 
million children below 15 yr of age) (29). These patients do 
not have a diagnosis of any genetic syndrome; they arc 
mostly female and under 4 yr o> age, and their tumors have 
bettor prognosis 5 ban those of .Mulls with comparable stages 
of I: ton or development (29). These features suggested that 
particular genetic events, germline or somatic, may be in
ducing turoorigonosis in this population. Indeed, COM 
showed that 8 of the 9 tumors that were investigated exhib
ited, among other changes, p j  umber gain of a segment 
of chromosome 9 corresponding to cytogenetic band 9q34, 
suggcsting that & gc nc(s) in this iocm may play a role in the 
Trtobculor prortvs hadte hi AT i formation in this 
population.

Subjects and Methods
Patients

The adrenocortical tumors were diagnosed by criteria described pre
viously (24,29). Bight families were chosen for the present studies based 
on availability of patients for tumor sampling during surgery. All pa
tients signed a written consent form for a research protocol approved by 
our hospital. All kindreds are genetically heterogeneous descendants of 
European origin (Italian, Polish, Portuguese, Spanish, or German) mixed 
with the local Indian population. There was no known consanguinity, 
and patients with known genetic conditions were excluded froth this 
analysis.

All patients, six girls (aged 9-82 months) and three boys (aged 13-35 
months), were referred io the Pediatric Endocrinology Unit of Hospital 
de CKnicas from federal University of Parani (Curitiba, Brazil). 3he 
profiles of all nine patients arc given in Table 1. The clinical appearance 
was X) virilization and Cushing's syndrome (n -  3), 2) only virilization 
(n -  5), and 3) only Cushing's syndrome (n & 1). The extent of the tumor 
by image analysis, the treatment regimens, and follow-up times arc also 
given in Table T Steroidogenesis was evaluated by measurement of 
dehydroepiandrosteme, dchy drocpiandrosteume sulfate, testostejN 
one, 17-toy droxyprogesterone, and cortisol. Computed tomography scan 
of the abdomen and m nftgiogmphk exam oi mloi < i vena cava (when 
computed iomogi iphy indicated invasion of tin vena cava) were per
formed m ail patients

Tumors mid P'NA extraction
The tumors were classified as adenomas or carcinomas according to 

conventional pathological criteria, as previously described (29). After 
surgical excision, the tumor mass was sectioned, and the tumor teg" 
monte vick frwen in liquid nitrogen, before DMA extrachon,, the sam
ples were examined, by a pathologist, and only those specimens with 
pathological cells were used for DNA analysis. Thus, the vast majority 
of the cells of the eight primary tumors were tumor cells. One tumor 
(from patient 3) was a secondary local recurrent achxmiX'ivrticoJ cam- 
noma, which, was diagnosed almost 1 yr alter resection oC tite prcuaty 
mass, in this ca.se, the neoplasm was highly vascularized, and a larger 
jxs’eentage oi norm a I colls wore present; the tissue was carefully resected 
for DNA extraction to avoid contamination by normal ceils. UNA was 
extracted front all .samples, as previously described (20, 30), and pro
cessed for CCf f (20) m a way shmkrf to lhai described for other ACT 
(22, 31).

cm
CGI I vwv; performed aetordmg to standard pt'oieuom. (29). Normal 

control ON A was prepared from peripheral blood lymphocytes of a 
cytogeoeiieaily normal male. Genomic DMA was extracted from the

TâBLl- h OMéaí profile mad of ptiietâ» with &4fe^wrtie&l tmxm  investigated m ihm study

Patient Gender Age Imaging
Surgery

Tumor
Chemotherapy Follow-up

no. (months) CT CAVA Stage« VoKml3) Pathology (months)

1 F 9.5 Nodular TCE I 27 CA Well (15)
2 F 9 Nodular TCE I 25 CA Well (41)
36 F 82 Nodular CIA PR

CI
III 650 CA ICEM D (19)

4 M 23 Nodular TCE I 25 CA Well (24)
5 M 13 Nodular CIA TCE II 380 CA Well (7)
6 F 17 Nodular TCE I 26 CA Well (17)
7 F 27 Nodular TCE 48 Ad Well (10)
8 M 35 Nodular TCE 16 Ad Well (14)
9 F 68 Nodular TCE 5 Ad Well (9)

F, Female; M, male; CT, computed tomographic scan of the adrenal glands; CAVA inferior vena cava angiography; Cl,, inferior vena cava 
invasion as seen in CT; CIA, inferior vena cava invasion to the right atrium; nod, nodular appearance of the adren al glands on CT; PR, partially 
removed; TOE, tumor completely excised; 0A, carcinoma; Ad, adenoma; Chemo, chemotherapy; fCEM, isofosfamiefe, carboplatinnm, otopoaxde, 
and mitotano; D»S, deceased.

“ Tumor staging as reported previously (1, 29).
h This patient died of complications of tracheostomy during his hospitalisation in the intensive care unit

Oownioàdhd ffom ie@mí0rídoi0uwsifê,op9 on May Z Z ,  2906
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frozen tissue using the Qiagen kit (Qiagen, Inc., Chatsworth, CA). Nick 
translation was performed to label tumor DNA with bio-16-deoxy-UTP 
(Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany) and control DNA with 
digoxigenirv* 1 1-deoxy-UTP (Boehringer Mannheim). Five hundred 
nariogratns pf each of the labeled genomes were hybridized in the 
presence of excess Cot-1 DNA (50 181 g; Life Technologies, Gaithers
burg, MD) to metaphase chromosomes prepared from a karyotypically 
normal donor. The biotin-labeied tumor genome was visualized with 
avidin conjugated to fluorescein isothiocyanate (Vector Laboratories, 
Inc., Burlingame, CA), and the digoxigenin-labelled control PNA was 
detected with a mouse antidigoxin antibody (Sigma Chemical Co., St. 
Louis, MO), followed by detection with a goat antimouse antibody 
conjugated to tetra-methyl-rhodamine isothiocyanate (Sigma Chemical 
Co.). Chromosomes were counterstained with 4\6-diamidino-2-phe- 
nylindole and embedded in antifading agent to reduce photobleaching.

Microscopy and digital image analysis
Gray scale images of the fluorescein isothiocyanate-labeled tumor 

DNA, the tetra-methyl-rhodamine isothiocyanate-labeled control DNA, 
and the 4 ' ,6-diamidmo~2-phcnyiindole counterstain from at least eight 
metaphases from each hybridization were acquired with a cooled 
charge-coupled device CCD camera (CH250, Photometries, Tucson, ÂZ) 
connected to a Leica Corp. (Deerfield, IL). DMRBE microscope equipped 
with fluorochrome specific optical filters TRI, TR2, and TR3 (Chroma 
Technology, Brattleboro, VT). Quantitative evaluation of the hybridiza
tion was performed using commercially available software (Applied 
Imaging, Pittsburgh, PA). Average ratio p ofrles were computed as the 
mean value of at least eight ratio image to identify ehromosomal copy 
number changes in all cases.

R esult#
Clinical description

The clinical profile of the patients is summarised in Table 
1. Six female (aged 10 months to 6 3 /4  yr) and 3 male (11 /12  
to 3 1 /4  yr) patients were studied. Clinical symptomatology 
d ifféré in that hone of the patients with adenomas (cases t ,  
8, and 9) presented with signs of Cushing's syndrome; five 
of the six patients with carcinoma (cases 1-6) had Cushinoid 
features/ although only two had consistently elevated uri
nary cortisol levels. Hirsutism and biochemical hyperandro- 
genism were shared by almost all patients regardless of the 
final pathological diagnosis. Carcinomas were diagnosed at 
stages Î (3), II (1), and Hi (1). Two carcinomas had evidence 
of invasion of the inferior vena cava, and three were more 
than 3 cm in size. All patients underwent Surgical excision of 
their tumors; chemotherapy was administered to one patient 
(case 3). Currently all patients are alive and In cm ision, 
with the exception of one patient with stage IK cancer, who 
died in the intensive care unit as a result of compl cations of 
a tracheostomy.

CGH analysis
CGH was used to map DMA copy number aberrations that 

occur in these tumors; the DMA was extracted from frozen 
tumor samples. For patient 3, who was diagnosed with a 
stage HI carcinoma, only metastatic tumor was available. 
Average ratio profiles were used for the mapping of copy 
number changes in all instances. A summary of all, the 
changes is presented in Fig. 1, and an example of CGH 
analysis for chromosome 9 is presented for pat cnts % 7, and 
8 as an average ratio profile of 17, 20, and 21 meiaphases, 
respectively, in Fig. 2. Chromosomal abenation were de
tected in all 9 cases, and the average number or chromosomal

aberrations per case was 8.2. There was no difference in the 
average number of changes seen in adenomas and carcino
mas; there were also no significant differences with regards 
to age, gender, size, or stage of the tumor (P >  0.1).

Despite the high number of chromosomal aberrations, a re
current pattern emerged. The most consistent finding was a 
gain of die long arm of chromosome 9 (or a portion of it), which 
was detectable in eight of the nine patients (89%). The smallest 
region of overlap that showed copy number gain was 9q34. A 
high level copy number increase (amplification) of 9q34 was 
observed in five of nine cases (56%). Figure 2 shows chromo^ 
some 9 profiles from three representative cases. In the ACT from 
patient 5 (top panel), chromosome 9 was normal; in the ACT 
from patient 8 (middle panel), CGH showed gain of 9q22qter and 
an amplification of 9q34; in the ACT from pa tient 7 (Imuer panel) 
CGH revealed amplification of just the chromosomal area cor
responding to cytogenetic band 9q34.

The second most common chromosomal gain was the gain 
of the long arm of chromosome 12 (12q> or a portion of it 
(seven of the nine ACT, or 78%). In particular, the 12q23q24 
region showed a gain in five of the nine ACT (56%). Other 
chromosomal areas that showed gain of genetic material 
were also identified on chromosomes 5 (four of the nine 
tumors, 44%), 19 (44%) and 20 (44%). Smaller regions that 
showed high level copy number increases (amplifications) 
were mapped to chromosomal bands 6p21, 9q34, llq l3 , 
12qllq22,12q23q24, and 13q22qter.

Losses of genetic material were not as frequent as gains. 
The most common chromosomal copy number decrease 
were mapped to chromosome 4 {in four of the nine ACT it 
included the entire chromosome 4, and in one o c the nine 
tumors it included only the long arm (4q)] and to chromo
somal region 2q22q34 (fout of the nine ACT) Chromosome 
17 loss (the chromosome that harbors the p53 gene) was not 
seen in any of the tumors.

Discussion
ACT are often diagnosed on the basis of the clinical ap

pearance, steroid testing, and imaging studies* In most chil
dren, the adrenocortical carcinoma is still in stage H of thé 
disease (27-29) when medical help is sought. In our series of 
six carcinomas, four of them were diagnosed at stage I, and 
only 1 was diagnosed at stage III. in addition, the male to 
female ratio in our patients (who were below the age of 4 yr) 
was 2:1 [it is 4:1 for our entire population studied by Sandrini 
et ah (29)], whereas a ratio of 3:2 for this age group has been 
reported by others (24,25). It is possible that these differences 
in clinical appearance may point to variable genetic back
ground of these tumors, as has been suggested, for the ACTs 
occurring in various age groups of children (29, 32).

Chromosomal imbalances may be associated with malig
nancy or, rarely, may indicate the genetic origin of the tumor 
(19,20,22,31,32). In the latter case we would expect to find 
it in both benign and malignant ACT, assuming that the 
carcinoma could arise from monoclonal expansion of an ad
enoma, as previously suggested (1). In total, 3 benign and 6 
malignant ACT from our patients were examined by CGH. 
This analysis showed that 8of these tumors (3 adenomas and 
5 carcinomas) had copy number gains of the long arm of
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Fig . 1. Karyograms of chromosomal 
gains and losses in childhood adreno
cortical tumors from southern Brazil 
(Curitiba). Bars to the right of the chro
mosome ideogram indicate a gain, 
whereas bars to the left indicate a loss of 
genetic material. Bold lines indicate 
amplifications.
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chromosome 9. Region 9q34 was the smallest area of overlap 
and showed amplification in 5 tumors (4 carcinomas and 1 
adenoma). Previous CGH survey of ACT genome from 22 
adult patients found only 1 adenoma with gain of 9q (among 
14 adenomas and 8 carcinomas) (22). This may indicate dif
ferences in the genetics of ACT formation between children 
and adults, which would be consistent with the epidemio
logical and other clinical differences in this disease in the 2 
groups. Alternatively, 9q may only be involved in ACT for
mation in this population of children from Curitiba, southern 
Brazil. However, the fact that gain of 9q was seen in an 
adenoma in the study by Kjellman et a l  (22), whereas it was 
seen in both adenomas and carcinomas in our Study, indi
cates that this chromosomal region may indeed harbor a

gene(s) important for early ACT formation in other patient 
groups as well.

One of the three most common regions of increased rel
ative copy number reported by Kjellman et al. was 5q, which 
was found only in carcinomas (22). Indeed, gain of 5q31-qter 
(two of six carcinomas) and 5ql4-q21 (one of six carcinomas) 
were also found in our study. The other two most common 
gains reported by Kjellman et a l ,  involving chromosomal 
areas 4p and 5p, were also found in one of the tumors of our 
study (a carcinoma).

Chromosomal gains were far more common than losses in 
our study. It is noteworthy that Reincke et a l  also reported 
an excess of gains in their study of CGH of ACTs (31). As in 
our investigation, the chromosomal areas involved were the
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Fig. 2. Chromosome 9 CGH profiles from three representative cases. 
In case 5 (top panel), the profile was normal; in case 8 {middle panel), 
the profile showed a gain of 9q22qter and an amplification of 9q34; in 
case 7 <bottom panel), the profile showed an amplification of 9q34. The 
five vertical lines on the right of the chromosome ideograms reflect 
different values of the fluorescence ratio between the tumor DNA and 
the normal DNA. The values are 0.5, 0.75, 1, 1.25, and 1.5, from left 
to right. The middle line represents a 1:1 ratio and reflects a balance 
between the tumor DNA and the normal control DNA. The ratio 
profile (curve) was computed as a mean value of at least eight meta- 
phase spreads. For each case, a representative chromosome 9 hy
bridized with tumor DMA is shown to the left of the ideogram. Notice 
that the regions of chromosomal gain correlate to an increased hy
bridization intensity. Chromosomal regions showing an amplification 
(9q34 for cases 8 and 7) show a further increase in the signal intensity 
compared to the rest of the chromosome.

same in adenomas and carcinomas. In our study, the most 
frequently lost chromosome region, found in four of our 
carcinomas, was deletion of 2q22q34. Kjellman et a l  have also 
described loss in chromosome 2, although more common 
losses in their study were those involving chromosomes l lq  
and 17p (22). Although we also found a deletion of the area 
Ilql4q22 in two carcinomas, we did not see loss of 17p in any 
of our tumors. This is particularly important, because chro
mosome 17 harbors the gene for p53 (7).

The p53 tumor suppressor gene is the most commonly

altered gene in human cancers. Germline mutations in p53 
are the genetic alteration underlying predisposition to mul
tiple cancers in LFS. Most cases referred to the Hospital de 
Clinicas at Curitiba in southern Brazil (>85 tumors in the last 
30 yr) are not associated with families presenting features of 
LFS. In the present series of affected children, 2 of them are 
relatives, but their families did not meet the diagnostic cri
teria of LFS. Furthermore, although our present study did not 
exclude the possibility of p53 mutations in these neoplasms, 
it is noteworthy that we did not find any loss of chromosome
17. A study by Ohgaki et a l  found p53 mutations in only 3 
of 15 adrenocortical carcinomas and 1 of 18 adenomas (18), 
suggesting that in sporadic ACT, p53 mutations are a late 
event in the multistep process of malignant transformation 
(1,17). This is also supported by the finding of germline p53 
mutations in 3 of 6 children with adrenocortical carcinoma 
(15).

It has been suggested that environmental mutagens may 
increase the rates at which cancer-predisposing somatic mu
tations occur (33). The role of agrotoxic compounds in the 
pathogenesis of ACT is controversial (29). The use of such 
compounds in agriculture in many areas of Brazil is arbitrary. 
As most ACT found in patients from southern Brazil and the 
state of Sao Paulo are sporadic, we have speculated that these 
compounds may play a role in the high incidence of ACT in 
these regions, especially as the incidence of other childhood 
tumors in these regions is not increased (29). We have been 
led to this speculation by the finding that mutations in the 
p53 and other genes are known to be selectively induced by 
environmental agents, such as aromatic amines, benzopy- 
rene, and aflatoxin B (34-36). Although the present study 
was quite small and did not indicate that any tumor sup
pressor genes were of importance for ACT development in 
our patients, it is possible that environmental agents could 
cause additional "hits" required for adrenal tumorigenesis 
(6, 29), as predicted by Knudson's hypothesis (37). A larger 
study is required to examine this hypothesis and evaluate the 
consistency of losses of chromosomal material (indicating, 
perhaps, regions of loss of heterozygosity) that were found 
by CGH in our patients.

On the other hand, the finding of 9q34 amplification in our 
patients' tumors may indicate the site of the oncogene(s) 
important for ACT formation. Several candidate genes reside 
in this chromosomal region, which is also involved in the 
t(9;22) translocation seen in chronic myeloid leukemia and 
Philadelphia chromosome-positive acute lymphocytic leu
kemia (38, 39). In this process, the fusion of two genes, BCR 
and ABL1, gives rise to a BCR-ABL chimeric oncogene, which 
is generated by translocation of sequences from the c-ABL 
protein tyrosine kinase gene on 9q34 into the BCR gene in 
chromosome 22. In the pathogenesis of ACT, amplification of 
9q34 could involve aberrant transcripts of the ABL1 onco
gene. Other potential candidate genes mapped to 9q34 (40) 
include the vav2 oncogene (41), the transforming growth 
factor-p  receptor-1 gene (TGFBR1), which is an activin A 
receptor type II-like kinase (42), the tumor necrosis factor 
receptor-associated factor-2 gene (TRAF1) (43), and the on
cogene 24p3 or lipocalin 2 gene (LCN2/NGAL) (44).

In conclusion, we found that benign and malignant ACT 
from southern Brazil show multiple genetic aberrations and
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a consistent gain and, in some cases, amplification of chro
mosomal region 9q34. These changes may reflect genetic 
defects that are shared by our patients and predispose to 
ACT formation or are accumulated epigenetically by a com
mon factor regardless of genetic background. Further studies 
are required to characterize these chromosomal imbalances, 
especially the gain in 9q34, and to determine to what extent 
they are linked to the malignancy or etiology of these tumors.
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Adrenocortical tumors (ACT) in children under 15 years of age exhibit 
some clinical and biological features distinct from ACT in adults. Cell 
proliferation, hypertrophy and cell death in adrenal cortex during the 
last months of gestation and the immed iate postnatal period seem to he 
critical for the origin of ACT in children. Studies with large numbers 
of patients with childhood ACT have indicated a median age at 
diagnosis of about 4 years. In our institution, the median age was 3 
years and 5 months, while the median age for first signs and symptoms 
was 2 years and 5 months (N = 72). Using the comparative genomic 
hybridization technique, we have reported a high frequency of 9q34 
amplification in adenomas and carcinomas. This finding has been 
confirmed more recently by investigators in England. The lower 
socioeconomic status, the distinctive ethnic groups and all the re
gional differences in Southern Brazil in relation to patients in England 
indicate that these differences are not important to determine 9q34 
amplification. Candidate amplified genes mapped to this locus are 
currently being investigated and Southern blot results obtained so far 
have discarded amplification of the abl oncogene. Amplification of 
9q34 has not been found to be related to tumor size, staging, or 
malignant histopathoiogical features, nor does it seem to be respon
sible for the higher incidence of ACT observed in Southern Brazil, but 
could be related to an ACT from embryonic origin.

Key words
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Introduction

Childhood cancer is a veiy rare disease 
and very little is known about the etiology of 
most of the tumors. Distinctive age distribu
tions of diagnostic groups of cancers have

been reviewed (1-3) and some of them are 
related to organ-specific differences. Nota
bly, early age peaks, such as for neuroblas
toma, retinoblastoma and hepatoblastoma, 
are related to embryonic tumors. The pattern 
of age distribution of childhood adrenocorti-
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cai tumors (ACT), highest during the first 3 
years of life, and the poor predictive value of 
prognosis based on benign or malignant his- 
topathological patterns adapted from tumors 
in adults (4) are important differences be
tween childhood and adult ACT. The pat
terns of clinical presentations are also quite 
different between them, with marked pre
dominance of virilization associated with 
Cushing’s syndrome in contrast to predomi
nance of non-functional tumors in adults 
(5,6). Moreover, the incidence of childhood 
ACT is markedly higher in Southern Brazil 
(7), while the incidence of adult ACT in this 
region is similar to that described in other 
countries, i.e., 0.5-1.0 per million (8). In the 
present study, we have discussed the possi
bility that amplified genes in 9q34 might be 
a cause of childhood ACT or only one fea
ture that occurs after tumor formation. The 
simple fact that it is not observed in adult 
ACT (9,10) constitutes an additional reason 
to believe that childhood ACT is a different 
entity from that usually seen in adults.

Amplification of 9q34

Comparative genomic hybridization 
(CGH) is a molecular cytogenetic technique 
based on quantitative two-color fluorescence 
in situ hybridization (11). Reference or con
trol DNA isolated from an individual with a 
normal karyotype and tumor DNA are dif
ferentially labeled with reporter molecules 
(biotin d-UTP for the tumor genome and 
digoxigenin d-UTP for the reference ge
nome), hybridized to reference human meta
phase spreads and subsequently detected with 
two different fluorochromes, i.e., avidin- 
FITC (green fluorescence; Figure 1A) for 
the biotinylated tumor DNA and mouse anti- 
digoxigenin followed by rabbit anti-mouse 
coupled to TRITC (red fluorescence; Figure 
IB) for the digoxigenin-labeled reference 
DNA. The differences in fluorescence inten
sities along the chromosomes on the refer
ence metaphase spread reflect the copy num

ber of corresponding sequences in the tumor 
DNA. If chromosomes or chromosomal sub- 
regions are present in identical copy num
bers in both the reference and the tumor 
genome, the observed fluorescence is a blend 
of an equal contribution of red and green 
fluorescence. If chromosomes are lost or 
chromosomal sub-regions are deleted in the 
tumor genome, the resulting color is shifted 
to red. A gain of a certain chromosome or 
chromosomal sub-region or an amplification 
at a certain chromosomal sub-region would 
be reflected by a more intense green staining 
on the respective chromosome in the refer
ence metaphase preparation (arrows shown 
in Figure 1A in contrast to those shown in 
Figure IB). CGH allows the detection of 
genetic imbalances in solid tumors or any 
desired test genome in a single experiment, 
and die determination of the chromosomal 
map position of gains and losses of chromo
somes or chromosomal sub-regions on nor
mal reference metaphase preparations. Evalu
ation of CGH was performed using a digital 
system (Applied Imaging, Pittsburgh, PA, 
USA), based on the green:red ratio.

Tumor cells are prone to intense DNA 
damage and imbalances across their chro
mosomes tend to accumulate with time, as
sociated with advanced stage disease. A 
highly consistent abnormality, 9q34 amplifi
cation (Figure 1 A), was found in childhood 
ACT by our group (12) and more recently by 
another group from England (10) in child
hood but not in adulthood A CT, in more than 
80% of tumors collected from ethnically 
distinct patients. This locus could be the site 
of genes related to the etiology or malig
nancy of ACT in children but not in adults 
(9). The most important findings described 
by these Swedish authors in adult ACT, 
increased copy number of 4q, 5p and 5q and 
loss of chromosomes 2, 1 Iq and 17p, were 
not found in our study. These abnormalities 
in adults seem to be related to the malig
nancy of the tumor as suggested by the scarce 
number of identical abnormalities found in
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adenomas.
Different CGH results between adult and 

childhood ACT are in agreement with the 
majority of studies which have proposed that 
the clinical and pathological findings in the 
adult adrenocortical tumor are largely dis
tinct from the tumor in young patients (5,6, IS
IS). This reinforces the concept that adult 
and childhood ACT are distinct entities, no 
matter how morphologically similar they are. 
We have found 9q34 amplification in ad
enomas and carcinomas, small and large 
tumors, which suggests a precocious onset 
of this abnormality. However, amplification 
of 9q34 is not correlated with currently used 
histopathological parameters for defining 
benign and malignant features, neither could 
it be used as a prognostic parameter. Candi
date amplified genes mapped to this locus 
might be the cellular oncogene c-aW (16,17), 
the tumor suppressor gene described as tu
berous sclerosis gene TSC1 (18,19), which 
is characterized by the widespread develop
ment of distinctive tumors termed hamarto
mas (20). Furthermore, it has been reported 
that 9q34 encompasses the locus or the loci 
for ovarian cancer and the familial nevoid 
basal cell carcinoma syndrome (Gorlin syn
drome) (21), transitional cell carcinoma of 
the bladder (22,23) and other genes, such as 
steroidogenic factor 1 (24). Our Southern 
blot analyses have indicated that the abl

gene is not the amplified gene in childhood 
ACT with 9q34 amplification.

Incidence of ACT and environmental 
pollution

Childhood ACT in Southern Brazil and 
probably in foe State of São Paulo appears to 
be 10 to 15 times greater (7) than the world
wide ACT incidence, 0.3/million of children 
at the age of 15 years and younger (25). The 
second highest incidence of ACT was re
ported in Northwest of England between 
1965 and 1986, 0.64/million of children 
younger than 15 years (26). It has been 
thought that environmental carcinogens could 
play a role in ACT tumorigenesis. However, 
reports from the families of our patients are 
not clearly indicative that an environmental 
carcinogen exists and is capable of inflicting 
a germline or somatic mutation. One of the 
hypotheses, based on reports from parents, 
was that ACT could be caused by a sub
stance presently used in agriculture. Thus, 
we have treated dogs over three generations 
with the top 20 most used pesticides and 
herbicides in the State of Paraná (Southern 
Brazil), applyingnontoxic concentrations of 
these compounds, and none of them have 
developed any type of tumor. These negative 
results are not yet sufficient to rule out the 
involvement of these substances, which to- Figure 1 - Metaphase chromo

some spreads from a normal 
male donor were hybridized 
with equal amounts of tumor (la
beled with FITC, green fluores
cence shown in Figure 1A| or 
control DNA (probe labeled wëfe 
TRITÇ, the red fluorescence pat
tern shown in Figure 1B). Chro
mosome 9 indicated by arrow
heads (confirmed by banding 
analysis seen with DAPf). show
ing intense signal at the far end 
of the long arm in A, is not ssgss 
in control (B). The fluorescence 
ratio that is different from con- 
trols is calculated by compiler 
imaging analysis using as refer
ence the banding pattern de
tected with DAPI counterstam-

>
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gether with other candidate environmental 
pollutants must be further investigated using 
in vitro and in vivo approaches. However, 
while these hypothetical mutagens could be 
directly linked to other mutated genes in 
ACT, it seems that amplification of the 9q34 
locus is not related to environmental or eth
nic background, because their features are 
quite different between two regions with the 
exact same frequency of 9q34 in childhood 
ACT, Southern Brazil and Northwest of Eng
land. Although many of our patients are of 
European extraction (mainly Italians, Ger
mans and Poles) there are many children, 
including almost half of the cases included 
in our CGH analysis, who are descendants of 
natives or of a mixture of different cultures, 
including Indians, blacks from Africa, Por
tuguese and Spaniards. In addition, the mean 
socioeconomic status of our patients is sig
nificantly below that found in Northwest of 
England and this difference does not seem to 
be important for generating amplification of 
9q34.

Adrenal cortex development and 
tumorigenesis

A working hypothesis has been proposed, 
in which the origin of childhood ACT may 
result from an abnormality in the process of 
cell proliferation and/or programmed cell 
death during adrenal development. Studies 
with a significant number of ACT cases have 
noticed that the diagnosis is frequently made 
before 5 years of age (7,27,28), which is in 
agreement with peaks of ACT diagnosis more 
frequently observed between 2 and 4 years 
of age in our experience (72 cases). The 
steroidogenic nature of each tumor and the 
ability of parents to detect any clinical man
ifestation usually dictate how early signs and 
symptoms are noticed. Most of the children’s 
parents have noticed first signs and/or symp
toms from a few months to more than a year 
before diagnosis. Moreover, based on spo
radic observations, the elapsed time between

imaging detection and referral to our institu
tion indicates that the tumor can grow so 
slowly as to remain of the same size or so fast 
as to be several-fold larger within only a few 
months. Fast growth was observed in a boy 
who had been submitted to an upper abdo
men CAT scan (for investigation of gas
trointestinal tract complaints) and had inci
dentally documented the largest adrenal di
ameter to be approximately 28 mm, 5 months 
before reaching 1800 g (during investigation 
of respiratory tract infection and nausea). 
Thus, the growth rate of ACT is quite vari
able and does not seem to be related to the 
steroidogenic state of the tumor, although 
non-symptomatic ACT (“non-functional 
ACT”) tend to be diagnosed later when they 
become very large. Attempts to trace back
ward onset of signs and symptoms together 
with size of tumors lend support to the idea 
that the critical period of tumorigenesis oc
curs in dose temporal association with the 
period of intense developm ental transforma
tion of the adrenal cortex. Tumors that are 
found less frequently in older children could 
indicate a slower growth rate or that the 
initiation of the tumor could indeed have 
happened later in life, a time that could offer 
lower risk of developing ACT through a 
different mechanism.

Human fetal adrenal cortex is composed 
of three zones: fetal zone, transitional zone 
and definitive zone (29). During the last 3 
months of gestation, the definitive zone and 
transitional zone begin to take on the appear
ance of the glomerulosa and the zona fas- 
ciculata, respectively (30). The fetal zone 
corresponds to 90% of the fetal cortex and its 
incredible growth reaches a plateau by the 
end of gestation and thereafter undergoes a 
more intense apoptotic process and vanishes 
during the first 3 months of postnatal life 
(31). Growth in the fetal zone seems to be 
limited to hypertrophy of cells that migrated 
from the definitive zone (the migrational 
theory), which seems to be the only prolif
erative layer (32). The net effect of a period

B.C. Figueiredo et al.
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of intense cell proliferation, migration, hy
pertrophy and cell death during the early 
postnatal life is an adrenal without the fetal 
zone. The remaining two outer zones con
tinue to expand to become adult-like in ap
pearance, in parallel to the postnatal initia
tion and growth of the reticular zone that 
reaches its final size by adolescence. Thus, a 
hypothesis for an increased vulnerability of 
the fetal adrenal cortex is proposed based on 
clinical presentations of ACT most frequently 
found in early infancy (7,27,28) and on the 
above mentioned peculiarities of adrenal 
cortex development (Figure 2).

We have postulated the hypothesis of 
one amplified oncogene mapped to 9q34 
causing deregulated entry into the cell cycle 
and accelerated growth of ACT. Our pre
liminary studies with Southern blot analyses 
have not found amplification of the abl on
cogene. However, other somatic and/or 
germline mutations causing dysfunction of a 
tumor suppressor gene, such as the TSC1 
located in 9q34 or p53 in chromosome 17 
could be directly responsible for ACT for
mation. In either case, a deficient TSC1

(18,19) or p53 (33), we would expect to find 
inactivation of a growth-suppressive path
way restraining activation of genes neces
sary for progression through G1, and into the 
S phase. Some of the important growth fac
tors for adrenal cortex development such as 
IGF-II (34) have been related to childhood 
ACT (35). We do not have any scientific 
base to indicate that female sex hormones 
facilitate ACT formation; however, it has 
been observed that ACT occurs 5 times more 
frequently in girls up to the age of 5 years (7).

Histological pattern of ACT

The proposed histological features used 
to classify malignant and benign masses of 
adult ACT have been exhaustively reexam
ined but they cannot be reliably used to 
discriminate ACT subtypes in children. The 
ACT size does not distinguish adenoma from 
carcinoma; however, surgical resectability 
and cure, in our experience, are usually found 
in 92% of small tumors (<200 cm3, based on 
a 5-year survival rate), no matter if their 
histopathological features (those usually es-

Figure 2 - The process of cell 
proliferation of stem cells in the 
definitive and transitional zones 
(T.Z.) in contrast to intense pro
grammed cell death in the fetal 
zone (black area), and the birth 
of a new inner zone (reticular 
zone) are shown. Centripetal cell 
migration (arrows) to the inner 
zone precedes cell hypertrophy 
phases. The hypothetical most 
critical period for adrenocortical 
tumor (ACT) formation (dark gray 
rectangular area), followed by a 
second most frequent critical 
phase (light gray rectangular 
area) is proposed. These two 
critical periods are solely based 
on the most frequent ages at 
diagnosis and the time before 
manifesting the first signs and 
symptoms.

15 years
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tablished for adult ACT) are suggestive or 
not of malignancy. Principal prognosis crite
ria include tumor size, mitotic rate, stage and 
surgical resectability. Of these, the best two 
prognosis indicators appear to be tumor size 
(15,28,36-42) and mitotic rate according to 
Medeiros and Weiss (43) and Van Slooten et 
al. (44). It is not yet known whether carcino
ma develops from adenoma or is malignant 
from the beginning as proposed by Weatherby 
and Carney (45). These authors have re
ported that necrosis, capsular or vascular 
invasion and increased mitotic activity are 
much more frequent in malignant tumors; 
however, other authors believe that the ab
sence of these features does not exclude the 
possibility of a malignant biological behav
ior (46). Moreover, Holcombe et al, (39) 
have reported a significant overlap of mac
roscopic and microscopic features between 
adenomas and carcinomas. Given the impor
tance for predicting the biological behavior 
of these tumors, a critical réévaluation of 
methods for establishing the classification 
of adenoma and carcinoma is required. In 
addition, it is necessary to investigate specif
ic markers for embryonic tumors of the adre
nal cortex in childhood ACT. Amplification 
of 9q34 was present in two small tumors 
with histopathological features of adenomas 
and absent in one advanced stage carcinoma, 
which is not in line with a malignization role 
for this imbalance. A larger number of ACT

samples are necessary to verify whether 9q34 
could define prognosis and/or correlate with 
histopathological features. This amplified 
locus may not necessarily involve one ab
normal oncogene or tumor suppressor gene. 
Conversely, it might be one feature found 
only in childhood ACT. In this regard, this 
finding may be a feature leading to a defini
tion of the origin of ACT in children (embry
onic tumor?) and in adults.

Conclusions

Three possibilities could be related to 
9q34 amplification: one associated with ACT 
formation through the participation of one 
mutant oncoprotein or a dysfunctional tu
mor suppressor protein; a second possibility 
is that 9q34 occurs after tumor formation 
and may or may not play a role in tumor 
growth or in the malignization process, or 
this amplification does not play any role in 
ACT, but because of its high frequency of 
occurrence might be one feature of a candi
date embryonic tumor. The third assumption 
still requires further studies to demonstrate 
its embiyonic origin. In any of the proposed 
possibilities, we believe that ethnic back
ground, living or environmental conditions, 
and many other differences between South
ern Brazil and Northwest of England are not 
important factors linked to the origin of 9q34 
amplification.
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Mortality Rate of Adrenocortical Tumors in Children 
Under 15 Years of Age in Curitiba, Brazil
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Background. Several reports refer to an Curitiba metropolitan region during the years
increased frequency of adrenal cortex tumors 1998-2003 was 1.6 (95% confidence interval
(ACT) among children in Southern Brazil, yet all (Cl) 1.4, 1.8) for ACT and 2.3 (95% Cl 2.0, 2.5)
data have been derived from hospital-based for NB. The ratio of the adrenal NB and ACT
registries. An inherited germline mutation in the age-adjusted mortality rate of 2.3 per m illion
p53 gene (TP53 R337H) is detected in virtually for NB and 1.6 per m illion for ACT 1.41. The
all children with ACT in this region and ac- incidence of ACT estimated from the mortality
counts for the excess cases observed. Proce- data, assuming an ACT survival rate of 0.542,
dure. We reviewed all death certificates that was 3.5 (95% Cl 2.9, 4.2). Conclusions. Our
mentioned ACT or adrenal neuroblastoma (NB) investigation of population-based mortality con-
and which were reported to the Paraná State firms the evidence from hospital-based registries
Department of Health between 1998 and 2003, of a clustering of ACT in Southern Brazil. In
for individuals younger than 15 years who resid- addition, our data suggest that the incidence of
ed in the Curitiba metropolitan region. Results. ACT in this region is about 12-18 times the
Eight deaths from ACT and ten from NB incidence reported in the United States and
were identified. The age-standardized mortality Europe. Pediatr Blood Cancer 2005;00:1 -5 .
rate per m illion children <1 5 years of age in the © 2005 Wiley-Liss, Inc.

Keywords: adrenocortical cancer; children; mortality

INTRODUCTION

Pediatric adrenocortical tumors (ACT) are vèry rare 
[1]. The Manchester Children’s Tumor Registry recorded 
12 pediátric ACT cases over a 33-year period (1954-  
1986), with an estimated incidence rate of 0.38 cases per 
million children less than 15 years of age [2]. In the United 
States, the estimated incidence rate is 0.3 per million 
individuals less than 20 years old [3], while in France ACT 
incidence is 0.2 per million children [4].

There has been overwhelming evidence of a clustering 
of pediatric ACT in Southern Brazil. As early as 1969, 
Marigo et al. [5] noted an increased frequency of ACT in a 
series of 520 cases of childhood malignant tumors 
registered at the Santa Casa de Misericórdia of São Paulo 
over a 15-year period; 12 cases (2.9%) were ACT. Data 
from the Clínicas Hospital of the Federal University of 
Paraná in Curitiba, Southern Brazil revealed 73 cases of 
pediatric ACT over a period of 31 years (1966-1996) [6]. 
In a more recent analysis, ACT accounted for 7% of 
585 cases of cancer in children younger than 15 years 
who were admitted to the same hospital during the past 
10 years, whereas neuroblastoma and Wilms tumor were 
less common (5.8 and 4.1%, respectively; unpublished 
observations). This excess of ACT cases does not appear to 
reflect a bias caused by referral pattern; a disproportio
nately high number of cases of pediatric ACT was also

© 2005 Wiley-Liss, Inc.
DOI 10.1002/pbc.20624
Published online 00 Month 2005 in Wiley InterScience 
(www.interscience.wiley.com)

reported by other dates in the region [7 -10], as compared 
with the number reported by two large population-based 
registries in Europe [11] and the US [1,3] (Table I).

Laboratory investigation of the families of children 
with ACT in Paraná and São Paulo revealed that the 
majority of children with ACT had inherited a germline 
TP53 R337H mutation (Table I) [12,13]. In contrast, 
none of 22 children with other endocrine pathologies seen
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TABLE L Number of Cases of ACT Registered in Selected Hospitals in the Brazilian States of São 
Paulo, Paraná, and Bahia and in the US and Europe

Institution State Period
Nunmber of 

patients Age (years)
TP53 R337H 

tested/positive (%)

HCACC [7] 
SCSP [7]
CIDB [8]
IC [7]
HCFMSP [7] 
HCC [9] 
HCFMRP [10] 
ONCO/HSR [31] 
SEER [3] 
Eurocare [11]

São Paulo 
São Paulo 
São Paulo 
São Paulo 
São Paulo 
Paraná 
São Paulo 
Bahia 
USA 
Europe

1978-
1985-
1980- 
1977-
1982- 
1966- 
1985-
1981- 
1975-
1983-

2003
2004 
2004 
2002 
2003 
2003
2003
2004 
1995 
1994

56
17
78
46
27

124
21

6
36
65

<21
<14
<18
<13
<16
<13
<12
<12
<20
<15

NA 
NA 

20/20 (100) 
NA 

21/27 (78) 
61/65 (93.8) 

12/16 (75) 
0/5 (0) 

NA 
NA

HCACC, Hospital do Cancer AC Camargo; SCSP, Santa Casa de São Paulo; IC, Instituto da Criança da 
Universidade de São Paulo; CIDB, Centro Infantil Domingos Boldrini, Universidade de Campinas; 
HCFMSP, Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo; HCC, Hospital de 
Clínicas de Curitiba, Universidade Federal do Parana; HCFMRP, Hospital das Clínicas da Faculdade de 
Medicina de Ribeirão Preto; ONCO/HSR, Sociedade de Oncologia da Bahia Ltda/Hospital São Rafael; 
SEER, Surveillance epidemiology and end results; NA, not available.

at the Clinics Hospital, nor any of the 232 individuals on 
the non-carrier side of the patients’ families, harbored this 
mutation [12,14].

Because the Curitiba metropolitan area is within the 
geographic region of pediatric ACT clustering and has a 
reliable population-based mortality registry, we analyzed 
ACT mortality data to estimate the incidence of pediatric 
ACT in this region. As an indicator of the consistency of 
the registry data, we also analyzed the mortality rate of 
adrenal neuroblastoma (NB) from the same registry data. 
Adrenal NB, which is typically much more common than 
ACT [15], has an age distribution and overall mortality 
rate similar to those of ACT [11] .

METHODS

This study was approved by the Ethics Committee of 
Clínicas Hospital, Federal University of Paraná; patient/ 
family consent was not required. We reviewed all death 
certificates issued between 1998 and 2003 for individuals 
younger than 15 years in the Curitiba metropolitan region 
that mentioned ACT or adrenal NB. Death certificates 
were filled out by the physician who confirmed the death 
and were then forwarded to the registrar’s office, which in 
turn forwarded them to the Epidemiology Department 
of the State Department of Health. These records were 
obtained through the Mortality Information System of the 
State of Paraná, which was established in 1997 as a 
mandatory repository of all death records, and were com
piled by the Paraná State Department of Health. Causes of 
death are coded on the death certificates according to 
the International Classification of Diseases (ICD), 10th 
version. All death certificates that included a primary 
diagnosis coded as ICD C74 were analyzed. This category 
includes the subgroups C74.0 (adrenal cortex), C74.1

(adrenal medulla), and C74.9 (adrenal gland, non-speci- 
fied). C74.9 encompasses NB, pheochromocytoma, and 
ACT, while C74.1 may refer to pheochromocytoma or NB.

To reduce potential bias associated with the referral of 
children with complex diseases to large metropolitan areas 
such as Curitiba, we included in our analysis only the death 
certificates of children who resided in the Curitiba metro
politan area. The data obtained from the Mortality Infor
mation System were verified by contacting the physician 
of each patient to discuss the diagnosis. The location of NB 
in the adrenal gland rather than the retroperitoneal ganglia 
was confirmed by the patients’ attending physicians. In 
each case of ACT, the histopathology report was obtained 
from the hospital and reviewed.

Year 2000 census data obtained from the Brazilian 
Unified Health System (SUS) web site (http://www. 
datasus.gov.br/) were used to calculate the crude mortality 
rate. This rate was calculated and adjusted by the method 
reported by Waterhouse [16] to derive an age-standardized 
rate comparable to standard world population-based data 
[17]. The incidence of ACT (I) was estimated as I =  M/ 
(1—S), where I is the incidence rate, M is the mortality 
rate and S is the 5-year survival rate. The previously 
reported 5-year survival was 0.542, with standard error 
0.031 [18]. The standard error of the incidence rate was 
se(I) =  v{(se(M)2 +  [Ixse(S)]2} / ( l -S ) .

RESULTS

Eight cases of ACT and ten of adrenal NB were 
recorded on the death certificates from 1998 to 2003 and 
confirmed by the treating physicians and histological 
records. The estimated average mortality rate per million 
children <1 5  years of age in the Curitiba metropoli
tan region during the years 1998-2003 was 1.6 (95%

http://www
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TABLE II. Mortality Rates of Childhood ACT and Adrenal Neuroblastoma in the Curitiba Metropolitan Area, 1998-2003

Age group (y)
Population of Curitiba 

metropolitan area in 2000
Number of deaths 

(1998-2003)
Age-standardized 

mortality rate (ASR)
Crude 

mortality rate
95% Cl for crude 

mortality rate

Adrenocortical tumor
0-4 257,617 0 NA 0 NA
5-9 255,794 5 NA 3.2 2 .6-4 .0
10-14 255,615 3 NA 2.0 0 .7-4 .9

Total 769,026 8 1.6° 1.7 1.4-2.1
Neuroblastoma

0-4 ' -5' : NA 3.2 2.6-4 .0
5-9 4 NA 2.6 2.0-3.3
10-14 1 NA 0.7 0.4-1.1

Total 8 2.3b 2.2 1.9-2.5

NA, not applicable.
“95% confidence interval, 1.4,1.8. 
b95% confidence interval, 2.0, 2.5.

confidence interval (Cl) 1.4,1.8) for ACT and 2.3 (95 % Cl International Pediatric Adrenocortical Tumor Registry
2.0,2.5) for NB (Table II). The ratio of the death rates from [18] shows that the true incidence is likely to lie within the
adrenal NB and ACT was 1.41. From the mortality data, interval 2 .9 -4 .2  per million. This incidence rate is about
we estimated the incidence of ACT to be 3.5 (1 .6 /[1- 12—18 times those observed in France (0.2/million) [4]
0.542]) per year per million children less than 15 years of and the United States (0.1-0.4/million) [3]. Taken
age, with Cl 2 .9 ,4 .2  per million. together, this interpretation of the mortality and survival

data makes a compelling argument that the increased 
DISCUSSION pediatric ACT mortality rate in the Curitiba metropolitan

area reflects the high incidence of this tumor. This con- 
We analyzed population-based pediatric ACT mortality elusion is consistent with the excess incidence of pediatric

data from the Curitiba metropolitan area in order to ACT indicated by data from several hospital-based
estimate the incidence of ACT in children in this region, registries in the region (Table I).
Even if pediatric ACT were universally fatal and the There is strong evidence to implicate the TP53 R337H
mortality rates were identical to the incidence rates of the germline mutation in the high incidence of pediatric
disease in this region, the ACT mortality rate of 1.6 per ACT in this geographic region. First, germline TP53
million children less than 15 years of age would be mutations in general (Li-Fraumeni and Li-Fraumeni-like
approximately ten times the ACT incidence rates observed syndromes) increase the predisposition to pediatric
in population-based registries of other countries [1 -4 ]. ACT [21]. Notably, in carriers of these TP53 mutations,
However, there is no evidence that the medical manage- pediatric ACT accounts for 3% of all tumors occurring at
ment of pediatric ACT has biased the mortality rates. In any age and for 10% of childhood tumors ; pediatric ACT is
fact, pediatric ACT is well managed at the pediatric therefore considered one of the clinical criteria for Li-
oncology units in Curitiba, in part because of the extensive Fraumeni and Li-Fraumeni-like syndromes [22]. In fact,
experience acquired over several decades by local pedia- ACT associated with germline TP 53 mutations develops
tricians in the early identification of ACT [6]. Retro- almost exclusively in young children. In contrast, sporadic
spective analysis of cases at a pediatric referral center in ACT has a broad age distribution with a peak incidence
Curitiba has shown the overall 5-year survival rate to be at above age 40 years [23]. The association between young
least 50% over a 40-year period [19]. More recently, the age, germline TP53 mutation, and ACT is so strong that
survival of children with ACT has improved due to early any child with ACT, irrespective of the family history of
recognition and referral. Currently, about 80% of children cancer, should be considered a carrier of a germline TP53
with ACT referred to Clinicas Hospital in Curitiba have mutation until proved otherwise [24]. Second, direct
limited-stage disease, which is associated with a survival sequencing of the complete TP53 alleles of many of the
rate greater than 90% when treated with surgery alone patients in Curitiba showed no other TP53 mutation.
[20]. Assuming that a conservative ACT survival rate of Third, the TP53 R337H has been reported in association
55% [18] reflects the age-adjusted ACT mortality rate of with pediatric ACT outside of Brazil (a case in France)
1.6 per million individuals less than 15 years of age, our (http://www-p53.iarc.fr/Germline.html). Four, this mis-
best estimate of the incidence rate is 3.5 per million sense mutation is not a common P53 polymorphism
children younger than 15 years of age. A calculation based (http://www-p53.iarc.fr/Polymorphism.html). Finally, in
on the 95% Cl of the survival estimate reported by the every instance in which a kindred included more than one

http://www-p53.iarc.fr/Germline.html
http://www-p53.iarc.fr/Polymorphism.html


159

4 Pianovski et al.

child with ACT, the affected children were consistently in 
the parental line that harbored the mutation [14]. In two 
instances, a parent who was a TP53 R337H carrier had two 
children with ACT with different partners [25].

Moreover, the results of several laboratory investiga
tions strongly suggest that the TP53 R337H plays a role in 
adrenal tumorigenesis. These include the loss of hetero
zygosity with retention of the mutant allele in tumor cells 
[12], the accumulation of TP53 protein in the nucleus [12], 
and the folding and other properties of the missense TP53 
R337H protein in vitro [26,27]. The presence of a germline 
TP53 R337H mutation appears to be necessary for the 
development of ACT, although other, still-unknown 
genetic factor(s) contribute to its penetrance. We have 
recently reported that the penetrance of ACT is about 10% 
in a large cohort of carriers of the TP53 R337H from 
families known to have children with ACT [14]. Because 
cancer is often a multistep process, other genetic changes 
found with variable frequency in children with the TP53 
R337H and ACT, including amplification of the 9q34 
chromosomal region (detected in eight of nine tumor 
samples of children with ACT from Curitiba) [28], 
m increased copy number of the steroidogenic factor 1 
SF-1) gene in eight of the cases with 9q34 amplification 
29], germline missense mutation in the inhibin alpha- 
subunit gene [30] and other yet-to-be-determined factors 
may contribute to adrenal cell transformation.

The origin of the TP53 R337H mutation in this region 
of Brazil remains unexplained; no de novo mutation has 
been noted, and different ethnic groups in this region carry 
the mutation [14]. Although the data are incomplete due to 
the lack of population-based registries in most of the 
Brazilian states, the high frequency of childhood ACT 
appears to be geographically centered in the states of São 
Paulo and Paraná, decreasing progressively with distance 
from these states. For example, in the population-based 
cancer registry of the city of Goiânia (capital of Goiás), 
which is relatively near São Paulo, the incidence of 
pediatric ACT has been estimated to be 2.38/million 
children under age 15; in contrast, in the city of Belém, 
which is located in the far North of Brazil, the incidence is 
0.8/million children under 15 [1]. Anecdotal evidence 
suggests that states that neighbor São Paulo and Paraná, 
such as Rio de Janeiro, Minas Gerais, and Santa Catarina, 
have a slightly increased incidence of ACT. These findings 
have yet to be confirmed, but some children with ACT in 
these neighboring states have been found to have the TP53 
R337H mutation. States more distant from this region do 
not report an excess of ACT, and none of the cases from 
northern Brazil studied to date (n =  10) have had the TP53 
R337H mutation. One pediatric oncology center in 
Salvador (Bahia state) that sees about 200 new cases per 
year has registered only six cases of pediatric ACT in the 
past 23 years [31]. The geographic restriction of the ACT- 
associated TP53 R337H is consistent with the possibility

of a single founder effect. However, our finding of diverse 
TP53 R337H alleles among children with ACT argues 
against a single founder [12].

We also analyzed the mortality rate caused by adrenal 
NB in this population. Adrenal NB has an age distribution 
and overall mortality rate comparable to those of ACT 
[32-34]. The available data suggest that adrenal NB is at 
least ten times as common as ACT in children less than 
15 years of age [35-38]; therefore, mortality rates caus
ed by NB would be expected to be several times those 
caused by ACT. However, in our study, the ratio of deaths 
caused by adrenal NB to those caused by ACT was only 
1.25 (10/8), reflecting an age-adjusted mortality rate of 
2.3 per million for NB and 1.6 per million for ACT (ratio, 
1.41).

Rates of incidence and mortality are overlapping indi
cators. For rare diseases such as childhood adrenal cancer, 
it is plausible to estimate incidence rates from mortality 
data [39]. We acknowledge that the mortality rate involves 
various factors, including the total number of cases diag
nosed before and during the period, the accuracy and 
completeness of death records, and the quality of the 
available treatment. Further, physicians currently follow 
the guidelines of the ICD 10, C 74.9 code, which does not 
specify the cortical versus medullary origin of adrenal 
neoplasia, and morphological classification, such as the 
M9490 (ganglioneuroblastoma) and M9500 (NB) codes, 
is not included in current death certificates. In the present 
study, we sought to find all certificates that specifically 
indicated involvement of the adrenal gland, we verified the 
quality of the data with the attending physician, and we 
examined the pathology report. We also acknowledge the 
remote possibility of false negatives, that is, patients who 
died of ACT-related conditions but whose death certifi
cates did not mention ACT; such events would lead to 
underestimation of the mortality rate.

In conclusion, this investigation of population-based 
mortality confirms what hospital-based registry data have 
suggested: a clustering of ACT in Southern Brazil. 
Moreover, the data suggest that the incidence of pediatric 
ACT in this region is about 12—18 times that in the USA 
[3] and France [4], respectively.
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Southern Brazil has one of the highest incidences of childhood 
adrenocortical tumors (ACTs), occurring 10-15  tim es m ore 
frequently than worldwide estimates. The reasons for this 
increase remain elusive. In an attem pt to further characterize  
the genetic changes in childhood ACTs, we recently detected  
a consistent gain o f 9q (or a  portion of it) in eight of nine cases 
of pediatric ACTs and amplification of 9q34 in the m ajority of 
these cases using com parative genomic hybridization. Other 
studies involving both childhood and adult ACTs have cor

roborated these findings. To follow up on these results, we 
examined w hether the steroidogenic factor 1 (SF-1) gene, 
which is located in this chromosomal region and plays an 
im portant role in the development and function of the adrenal 
cortex is amplified in these ACT cases. We detected increased  
copy num ber of the SF-1 g en e  in all eight cases with 9q gain, 
suggesting an association between an increased copy number 
of the SF-1 gene and adrenocortical tumorigenesis. ( J  Clin 
E ndocrinol Metab 90: 615-019, 2005)

THE INCIDENCE OF childhood adrenocortical tumors 
(ACTs) is 10-15 times greater in Southern Brazil, par

ticularly in the state of Paraná, compared with the rest of the 
world (3.4-4.2 cases/million in southern Brazilian states, 
compared with 0.3 cases/million worldwide) (1). The mo
lecular basis of this disease remains poorly understood, de
spite several studies investigating the role of particular genes 
in adrenal tumorigenesis (2). Using comparative genomic 
hybridization (CGH), we recently evaluated a group of nine 
cases of pediatric ACTs from southern Brazil and identified 
a recurrent pattern of chromosomal aberrations. Gain of 9q 
or a portion of it emerged as the most consistent finding: 
eight of nine cases showed this gain, and a high level copy 
number increase (amplification) of 9q34 was detected in five 
of the eight cases (3). Interestingly, a similar study conducted 
in the United Kingdom showed gain/amplification of 9q34 
in 10 of 11 childhood ACTs (4). Other studies of adult ACTs 
have also shown frequent gains involving that same chro
mosomal region (5). Chromosomal segments showing gain/ 
amplification by CGH are generally sites of amplified genes, 
and gene amplification is one of the ways in which oncogene

First Published Online November 16, 2004
Abbreviations: ACT, Adrenocortical tumor; BAC, bacterial artificial 

chromosome; CGH, comparative genomic hybridization; FISH, fluores
cence in situ hybridization; LOH, loss of heterozygosity; SF-1, steroido
genic factor 1; SSC, saline sodium citrate.
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activation is achieved. Clearly identification of such genes 
and characterization of their mechanism of action and its 
timing is critical to better understand the process of tumor
igenesis for a given tumor.

Steroidogenic factor 1 (SF-1) is an orphan member of the 
nuclear receptor family of transcription factors and plays an 
important role in endocrine function, including the regula
tion of steroid hydroxylases and the transcription of an array 
of genes involved in reproduction, male sexual differentia
tion, and the development and function of the adrenal cortex 
(6-9). SF-1 maps to 9q33.3, a chromosomal region that we 
and others (3,4) identified as showing a gain/amplification 
in a high percentage of cases with childhood ACTs. Studies 
in SF-1 knockout mice have shown that the adrenal cortex 
became hypoplastic sometime after embryonic development 
(10, 11), and SF-1 was also shown to be essential for the 
residual adrenal gland growth after unilateral adrenalec
tomy (12). In humans, the adrenal cortex becomes hypoplas
tic after birth. Volume of the fetal zone of the human adrenal 
cortex rapidly involutes after birth decreasing from 70 to 3% 
of the total adrenal volume (13). The finding of 9q gain in 
both our previous work and in the study of James et al. (4) 
in childhood ACTs as well as in other studies of adult ACTs, 
prompted us to conduct the present investigation to identify 
potential candidate genes involved in childhood adrenocor
tical tumorigenesis. Because of the intense steroidogenic ac
tivity in most childhood cases of ACTs, we investigated SF-1 
on 9q33.3 as one of the amplified candidate genes. We used 
fluorescence in situ hybridization (FISH) analysis to identify
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F-l amplification in the group of nine childhood ACTs 
reviously analyzed using CGH.
Childhood ACTs, in contrast to ACTs from adults and 

lany other types of cancer, usually occur in individuals with 
ermline TP53 mutations (14). We previously reported a 
ermline point mutation of TP53 encoding an R337H amino 
dd substitution combined with somatic loss of the second 
P53 allele occurring in 35 of 36 childhood ACTs studied 
rom southern Brazil (15). In addition, we evaluated 432 
ormal individuals from southern Brazil for the presence of 
le R337H TP53 mutation and none found to be a carrier 
lata not shown). TP53 maps to chromosome 17pl3.1, and its 
rotein consists of four distinct domains: an N-terminal 
ansactivation domain, a central DNA-binding domain, a 
itramerization domain (in which arginine 337 is located) 
nd a C-terminal regulatory domain. Arginine 337 forms a 
alt bridge with aspartic acid 352 across the helix-helix in- 
srface to form the tetramer. For this reason, we also eval- 
lated our samples for the presence of that common germline 
P53 point mutation and the loss of the wild-type TP53 allele. 
This is a follow-up study to our previous work and other 

tudies showing that 9q is a hotspot for amplification in ACT. 
iecause SF-1, which is localized to this region, plays an 
tnportant foie in the development and function of the ad- 
enal cortex, here we investigate its amplification in ACTs.

Patients and Methods
htient selection
Nine patients with childhood ACTs previously evaluated by CGH (2) 

vere selected for this study. All patients, six girls (aged 9 -8 2  months) 
wd three boys (aged 13-35 months), were referred to the Pediatric 
Mocrinology Unit of Hospital de Clínicas from Federal University of 
Paraná, Curitiba, PR, Brazil. A written informed consent, as approved 
iy the Ethics Committee of the Hospital of Clinicas from the Federal 
University of Paraná, Curitiba, Brazil, was signed by one of the parents 
si each patient. Patient characteristics are described in Table 1. The 
limors were classified as adenomas or carcinomas according to con- 
fentional pathological criteria, as previously described (1). Eight tumors 
»ere primary and one was a secondary local recurrent tumor (diagnosed 
almost 2 yr after the resection of the primary tumor). All patients pre
sented with signs and symptoms due to elevated serum levels of an- 
irogens and/or glucocorticoids and were described as having func
ional tumors. Severity of the clinical manifestations was generally 
proportional to hormone levels and the time between the day of diag- 
feosis and the first documentation of any sign of the disease. Five patients 
presented with only virilization, whereas the other four presented with

virilization plus Cushing's syndrome. Six of the tumors were classified 
as carcinoma, whereas three were adenomas (Table 1).

Recurrence was noted only in patient 2 (nine relapses in a period of 
5 yr, followed by patient death). Patient 3 was admitted with stage III 
disease and was operated on but developed a large vena cava thrombus 
that extended to the right atrium. Eight cycles of chemotherapy (ifosf- 
amide, carboplatin, etoposide, and mitotane) resulted in almost com
plete atrophy of the thrombus, but the patient died in the intensive care 
unit as a result of complications of tracheostomy. Complete remission 
(defined as the complete macroscopic and microscopic tumor resection, 
absence of distant metastasis, and normalization of all clinical features 
and laboratory values) was documented for all patients who were alive 
at the time of the report (seven of nine patients) representing more than 
5 yr of survival without local or distant relapse.

FISH
To evaluate the copy number of the SF-1 gene, we designed a FISH 

probe consisting of a bacterial artificial chromosome (BAC) done con
taining sequences of the SF-1 gene: RP11-91G7 (BACPAC Resources, 
Oakland, CA). BAC clone DNA was prepared and labeled with biotin- 
11-deoxyuridine 5-triphosphate (Roche, Indianapolis, IN) using nick 
translation as previously described (16). Biotin-labeled DNA was de
tected with fluorescein-avidin DCS (Vector Laboratories Inc., Burlin
game, CA). Map location of the BAC done and the hybridization effi- 
dency of the FISH probe as well as the number of HSH signals detected 
in normal diploid interphase nudei were assessed in normal lympho
cytes according to a standard FISH mapping protocol (17). Correct 
chromosomal location of the probe to chromosome 9q33.3 and the pres
ence of two signals per diploid nudeus in more than 98% of the 200 
interphase nuclei scored were confirmed.

For each tumor, a 4-pin tissue section was hematoxylin and eosin 
stained and histologically examined to confirm the presence of tumor 
tissue, and a consecutive 4-/tim paraffin section was evaluated by FISH 
using the SF-1 FISH probe as described earlier (16). In brief, the tissue 
slide was deparaffxnized with Xylene, rehydrated with decreasing eth
anol concentrations, pepsin digested for 90 min, and then denatured in 
70% formamide/saline sodium titrate (SSC) two times for 4 min at 80 
C. After overnight hybridization with the probe at 37 C, the slide was 
washed three times in formamide/SSCX 2 (1:1) at 42 C, and three times 
in SSCx 1 at 42 C. The biotin-labeled probe was detected with avidin 
conjugated to fluorescein isothiocyanate (Vector Laboratories), and the 
cells were counterstained with 4',6-diamidino-2-phenylindole, and em
bedded in antifade solution [200 m M  l,4-diazabicyclo[2.2.2]octane, 90% 
vol/vol glycerol, 20 m M  Tris-HCl (pH 8)] to reduce photo-bleaching. 
Scoring of cells and digital image acquisition were performed using a 
X63 objective mounted on a DMRBE microscope (Leica, Wetzlar, Ger
many) equipped with optical filters for 4',6-diamidino-2-phenylindole 
and Cy3 (Chroma Technologies, Brattleboro, VT) and a cooled charge- 
coupled device camera (Photometries, Tucson, AZ). The IPLab software 
package (Scanalytics Inc., Fairfax, VA) was used for the initial gray-scale 
image acquisition and consecutive color processing. Considering arti
facts and loss of genomic contents in partially cut nuclei, the following

\BLE 1. Clinical information and summary of the results

’atient
no. Gender Age

(months)
Clinical

presentation
ACT

pathology Stage
9q34

status
(CGH)

SF-1 FISH results Germline P53 
R337H mutation/LOH

1 F 9.5 Virilization +  Cushing Carcinoma I Amp. Increased copy no.“ Mut/LOH
2 F 9 Virilization Carcinoma I Amp. Increased copy no.“ Mut/LOH
3 F 8 2 Virilization +  Cushing Carcinoma III Gain Increased copy no. Mut/LOH
4 M 23 Virilization +  Cushing Carcinoma I Gain Increased copy no. No mut/no LOH
5 M 13 Virilization +  Cushing Carcinoma II No gain Normal Mut/LOH
6 F 17 Virilization Carcinoma I Amp. Increased copy no.“ Mut/LOH
7 F 27 Virilization Adenoma Amp. Increased copy no.“ Mut/LOH
8 M 35 Virilization Adenoma Amp. Increased copy no.“ Mut/LOH
9 F 6 8 Virilization Adenoma Gain Increased copy no.“ b

F, Female; M, male; Mut, mutation present; Amp., amplification.
“Indicates that four or more copies of the gene were detected in over 30% of the cells (SF-1 amplification identified by FISH). 
6 Only tumor DNA was available and showed the R337H mutation. No LOH data. (See Results section).
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scoring system was used: FISH signals in 50 cells for each specimen were 
lounted. Detection of three or more signals in at least 30% of the nuclei 
tvith detectable signals was considered as increased copy number per 
gain. Furthermore, the gene was considered to be amplified in those 
cases in which 30% or more of the cells showed four or more copies by 
FISH analysis. In the absence of copy number gain, the presence of two 
FISH signals per cell in at least 50% of the nuclei was considered as 
normal diploid.

Estimation of R337H TP53 mutation
Four of the nine patients had the entire TP53 gene sequenced using 

DNA prepared from their lymphocytes and were found to have the 
R337H amino add substitution (15). The presence of the same mutation 
was evaluated in the remaining five patients using a previously de
scribed PCR/H/zd-based assay (15). Loss of heterozygosity (LOH), de
scribed as loss of the wild-type TP53 allele and presence of the R337H 
TP53 mutation in the tumor genome, was studied in eight cases as 
described (15).

Results
SF-1 FISH analysis

FISH analysis using the SF-1-specific probe showed in- 
jased copy number in eight of the nine specimens, whereas 
e specimen failed to exhibit copy number gain (majority of 
lls showing two copies of the gene). Of the eight patients 
ith increased copy number of the SF-1 gene, six showed 
ur or more copies of the gene in at least 30% of the cells and 
erefore were considered to have SF-1 amplification by 
SH. There was an excellent correlation between die CGH 
dings from our earlier study (3) and the FISH analysis: all 
ght patients with an increased copy number of the SF-1 
;ne by FISH had a gain of 9q (or a portion of it) by CGH, 
hereas the patient with two copies of SF-1 by FISH did not 
tow 9q gain by CGH. In addition, five of the six patients 
ith four or more copies of the SF-1 gene {i.e. SF-1 ampli
cation as detected by FISH) were previously found to have 
it amplification of die 9q34 chromosomal segment by CGH. 
mplification of the gene was detected both in the adenomas 
wo of three cases) and the carcinomas (three of six cases); 
was also detected in cases presenting with virilization only 
[our of five cases) or both virilization and Cushing's syn- 
rome (one of four cases). Of note, we did not observe copy 
lumber gain in the normal areas of the tissue sections. Table

i’igueiredo et al. • SF-1 Amplification in Childhood ACT

1 summarizes the FISH and CGH data. Examples of SF-1 
FISH studies are shown in Fig. 1 (Fig. 1A shows a case with 
increased copy number of the SF-1 gene, and Fig. IB shows 
case 5 with mostly two copies of the gene).

TP53 mutation and LOH analyses

The germline R337H mutation was detected in seven of the 
nine patients, and the corresponding tumors showed LOH at 
the TP53 locus, similar to our findings in an earlier study (15). 
In one patient (patient 9), only tumor DNA was available, 
which also revealed the presence of the R337H mutation. No 
DNA was available from normal tissues from this patient, 
and we were therefore unable to determine whether the 
mutation was present in the germline, nor could we confirm 
LOH at the TP53 locus in the tumor. Patient 4, a 23-month-old 
boy with virilization and Cushing's syndrome, did not har
bor the germline R337H TP53 mutation as was found in the 
other patients. However, we cannot rule out the possibility 
of a different genetic variant in the TP53 gene.

Discussion

Studies of ACTs in both adults and children have shown 
that these tumors are associated with a large variety of chro
mosomal alterations, high-level amplifications, and losses 
and gains of DNA material from different chromosomal re
gions (18-21). However, despite this genetic heterogeneity, 
these studies have also shown that certain regions of the 
genome show consistent alterations. 9q34 is among the re
gions that have been shown to be gained/amplified in both 
childhood and adult ACTs, thus justifying further investi
gation (3-5). The orphan nuclear receptor SF-1, which plays 
a key role in endocrine function/ maps to 9q33.3. This region 
is in very close proximity to the common 9q34 amplicon in 
ACTs. The multiple studies that have described this ampli
con, including ours (3-5), have all used conventional chro
mosomal CGH. However, because of the lower resolution of 
conventional chromosomal CGH, this method is incapable of 
accurately delineating the exact boundaries of amplicons; 
hence, it is very possible that the previously described 9q34

J  Clin Endocrinol Metab, February 2005, 90 (2 ):615-619  617

Representative image of SF-1  FISH evalua- 
mor sample (patient 6) showing mostly am- 
B, Tumor sample with two copies of the gene
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ampiicon may include the 9q33.3 region and thus the SF-1 
gene (22).

In the present study, we investigated the possible gain/ 
amplification of the SF-1 gene in childhood ACTs. We used 
FISH to detect copy number changes of the gene in a cohort 
of nine tumors that we had previously evaluated using CGH. 
These cases included six carcinomas and three adenomas. 
CGH showed chromosomal aberrations in all nine cases. But 
despite the high number of alterations, we observed a re
current pattern; the most striking finding was a consistent 
copy number gain of chromosomal region 9q34 in eight of the 
nine tumors (3). A similar finding of 9q34 gain was inde
pendently observed in other studies of both childhood (4) 
and adult ACTs (5). For instance, James et ah (4) reported a 
gain of 9q34 in 10 of 11 childhood tumors (nine adenomas 
and two carcinomas), and Dohna et al. (5) observed a gain 
involving the 9q34 region in 12 of 25 samples (eight adeno
mas, 14 carcinomas, one metastatic lymph node, and two cell 
lines). Our FISH analysis was in full agreement with our 
prior CGH findings. Specifically, all eight patients who 
showed copy number gain of 9q or a portion of it including 
9q34 showed increased copy number of the SF-1 gene by 
FISH. The only subject that showed no gain of that region by 
CGH (patient 5) showed no gain of the SF-1 gene by FISH 
(Table 1). Our study does not address the question regarding 
which portion of the SF-1 gene is duplicated. However, we 
are in the process of collecting fresh frozen ACT tissues to 
investigate this point in a future study.

Unraveling the complexity behind 9q34 amplification may 
provide a role that the expression of an amplified gene could 
play in the pathogenesis of ACTs. We originally hypothe
sized that the 9q34 amplification detected in our study (3) 
could indicate the site of an oncogene(s) involved in ACT 
formation, and thus we proposed that amplification of 9q34 
could involve aberrant transcripts of the ABL1 oncogene; this 
possibility was ruled out using Southern blot analysis (data 
not shown). However the SF-1 gene may not be the only 
amplified gene in the 9q34 ampiicon. Other genes mapped to 
9q34 that may play a role in ACT tumorigenesis include the 
VAV2 oncogene (23); the TGF/3 receptor-1 gene, which is an 
activin A receptor type II-like kinase (24); the TNF receptor- 
associated factor-2 gene (25); the oncogene 24p3 or lipocaiin 
2 gene (26); and the retinoid X receptor-a.

One consequence of the SF-1 gene amplification, particu
larly if it is associated with high expression of the SF-1 pro
tein, could be an increased steroid hydroxylase activity and 
steroid production. A recent review of 254 children enrolled 
in the International Pediatric Adrenocortical Tumor Registry 
(27) showed that signs of virilization were found in 84.2% of 
patients, consistent with those of other reports from other 
continents (27-31). Virilization was observed either alone or 
accompanied by clinical manifestations of the overproduc
tion of other adrenocortical hormones, including glucocor
ticoids, androgens, aldosterone, or estrogens. In our study, 
all patients presented with virilization, and four of the nine 
had an associated increase in cortisol levels and Cushing's 
syndrome.

The pivotal role of the SF-1 gene in controlling the devel
opment of the adrenal cortex is well known from studies of 
the phenotype of SF-1 null mice (10) and human subjects

618 J  Clin Endocrinol Metab, February 2005, 90(2):615—619

harboring heterozygote SF-1 mutations (32). A direct role of 
SF-1 in controlling adrenal cell growth is suggested by recent 
data showing that liver receptor homolog-1, an orphan nuclear 
hormone receptor closely related to SF-1, is involved in cell 
cycle control in the intestine through regulation of G1 cyclin 
genes (33). In the adrenal cortex, the R337H p53 mutant 
protein may exert a tissue-specific effect inducing genomic 
instability in the adrenal cortex. In this context, cells harbor
ing amplification of the SF-1 gene may acquire selective 
growth advantage, thus escaping from normal mechanisms 
of growth control. This, together with the accumulation of 
other genetic lesions, may lead to tumor formation. In the 
present study, the germline R337H TP53 mutation and the 
somatic loss of the wild-type TP53 allele were found in seven 
of the nine patients studied. The most striking association 
between germline TP53 mutations and cancer is found in 
cases of childhood ACTs (14). We believe that the germline 
R337H TP53 mutation combined with LOH (15) under cer
tain conditions of pH and temperature (34) may occur during 
the development of the adrenal cortex and thus generate 
ACTs. Of the eight tumors with SF-l-increased copy number 
by FISH, six had the germline R337H TP53 mutation and 
somatic loss at the TP53 locus (wild-type allele) in the tumor, 
and one (patient 9) had the R337H TP53 mutation in the 
tumor (this subject was not tested for germline mutation). 
The only subject with normal copy number of the SF-1 gene 
also showed the TP53 germline mutation and LOH. Chro
mosomal instability caused by TP53 dysfunction is well doc
umented; in addition, the loss of the wild-type TP53 was 
shown to predispose to gene amplification and altered cell 
cycle arrest (35). We believe that the germline R337H TP53 
mutation and the somatic loss of the wild-type allele can 
contribute to genomic alterations and increased SF-1 copy 
numbers. Further studies are needed to clarify whether the 
TP53 mutation and 9q34 amplification, including SF-1 am
plification, are part of a cascade of events leading to ACT 
oncogenesis, similar to what was reported in other tumors, 
such as in the multistep progression of colorectal cancer (36).

This is the first study showing an association between an 
increased copy number of the SF-1 gene and ACTs. The 
significance of this observation needs to be further investi
gated using a larger cohort of both pediatric and adult sub
jects. Because this gene is detected at the earliest stages of 
development of the urogenital ridge in which both the go
nads and the adrenal cortex are derived and because this 
expression is maintained throughout development up until 
adult life (8), further studies examining the mechanisms and 
consequences of the amplification of this gene in ACTs are 
critical to a better unders tanding of the onset and progression 
of this disease.
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Context: SF-1 (steroidogenic factor 1; NR5A1) encodes a transcription factor which 

plays a pivotal role in the regulation of adrenogenital development. We have recently 

shown that the SF-1 gene is amplified in childhood adrenocortical tumors (ACT).

Objective: This study was aimed to assess whether an SF-1 gene copy number 

increase translates into increased protein levels and to study the correlation between 

SF-1 expression and clinical parameters in ACT patients.

Design: SF-1 protein levels were measured in ACT specimens of 10 children, 6 girls 

and 4 boys, aged from 11 months to 11 years old, and in 11 normal adrenals from 

age-matched subjects. SF-1 gene copy numbers were measured in all ACT samples 

by fluorescence in situ hybridization (FISH).

Results: Increased SF-1 gene copy number was detected in eight of the ten ACT 

cases. Conversely, the SF-1 protein was overexpressed in all cases, compared to 

normal adrenal cortex. No significant correlation was found between SF-1 protein 

levels and its gene copy number. Furthermore, no significant correlation existed with 

histological grade or with the clinical manifestation or evolution of the disease.

Conclusion: SF-1 overexpression is a widespread finding in childhood ACT and is 

likely to play a role in its pathogenesis.
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Tumors of the adrenal cortex are rare in children, with the highest incidence localized 

in southern Brazil. Here adrenocortical tumors occur at a rate of 3.4 - 4.2 cases per 

million children under the age of 15, which is 12-18 times higher than worldwide 

estimates (1,2).

Ribeiro et al. (3) identified a TP53 R337H germline mutation that is consistently 

present in children from southern Brazil bearing adrenocortical tumors. This mutation 

is associated with loss of heterozygosity (LOH) at the TP53 locus, with elimination of 

the wild-type TP53 gene in the tumors. The TP53 R337H mutation is the main 

genetic alteration involved in the initial formation of ACT in these children (3). Among 

sporadic adult ACT, genetic alterations such as LOH of 11p, 13q and 7p, ACTH 

receptor gene mutations and 17q amplifications were identified (4). In childhood ACT, 

using comparative genomic hybridization (CGH), we have shown that the most 

consistent genetic abnormality is an amplification of 9q34, which was detected in 8/9 

cases of pediatric ACT from southern Brazil (5). A similar study conducted in Britain 

showed similar 9q34 amplification in 10/11 patients (6). These findings led us to 

propose that the 9q34 amplification is an event intrinsically related to the biology of 

this type of cancer and is not related to environmental factors (7). Several genes 

related to tumor development are located in the 9q34 region, such as the ABL1 

oncogene, which was not found to be amplified in ACT (our unpublished data). It is 

noteworthy that the steroidogenic factor 1 (SF-1) gene maps to 9q33.3 (8), a region 

in close proximity to the common 9q34 amplicon in ACT. We have recently shown an 

increase in copy number of the SF-1 gene by fluorescence in situ hybridization 

(FISH) in the same group of ACT samples we had evaluated by CGH (9).

SF-1 (also known as Ad4BP) encodes a member of the nuclear hormone receptor 

superfamily (NR5A1 according to the standard nomenclature), which plays a key role 

in the regulation of adrenal gland development and in the expression of steroidogenic 

enzymes (see 10 for a review).

The purpose of the present study was to ascertain whether an increased SF-1 copy 

number in pediatric ACT translates into an increase in SF-1 protein levels in the 

tumors. The study analyzed 10 childhood tumors from 6 girls and 4 boys, aged 

between 11 months and 11 years. All carried the TP53 R337H mutation, inherited 

from one of the parents, and had loss of heterozygosity (LOH) at the TP53 locus in 

the tumors.
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In children, ACT are associated with symptoms related to the production of 

androgens (virilizing form, >85% of cases), glucocorticoids (Cushing's syndrome) 

and less frequently to the production of mineralocorticoids (Conn’s syndrome) or 

estrogens (feminizing syndrome) (1, 2). On the other hand, SF-1 is considered as a 

regulator of steroidogenic gene expression (10). For this reason, the correlation of 

SF-1 protein levels and hormonal production by the tumors was also analyzed.

Patients and Methods

Subjects

The study included 10 children with ACT (6 boys and 4 girls), of age ranging 

from 11 months to 11 years. Histologically, three tumors were classified as 

adenomas and seven as carcinomas. Eleven normal adrenal glands resected from 

age-matched children undergoing surgery for Wilms’ tumor were used as controls. All 

patients and control subjects were included in the study after one of the parents or 

legal representatives signed an informed consent form approved by the Ethics 

Committee of the Hospital de Clínicas of the Federal University of Paraná.

Seven patients presented with virilization and three with virilization and Cushing's 

syndrome. Of the ten patients analyzed in this study, four died of disease 

progression, while six remain alive (Table 1). All patients included in this study 

carried the germ-line TP53 R337H mutation previously described (3) and had TP53 

LOH in the tumor (3; 11).

Fluorescence in situ hybridization (FISH)
To evaluate copy number changes of the SF-1 gene in ACT, we employed 

fluorescence in situ hybridization (FISH) using a probe for the SF-1 gene, as we have 

previously reported (9). In brief, the FISH probe consisted of a bacterial artificial 

chromosome (BAG) clone containing sequences of the SF-1 gene: RP11-91G7 

(BACPAC Resources, Oakland, CA). BAC clone DNA preparation, labeling and FISH 

conditions were all described in detail earlier (9). Considering artifact and loss of 

genomic contents in partially cut nuclei, FISH signals in 50 cells for each specimen 

were counted. The presence of 2 FISH signals per cell in at least 50% of the nuclei
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was considered as normal diploid. 3 fluorescence signals in at least 30% of the nuclei 

with detectable signals was considered as increased copy number/gain. Amplification 

was scored in those cases where 30% or more of the cells showed 4 or more copies 

of the SF-1 gene.

Immunoblot

10 ACT and 11 normal adrenal cortex samples were homogenized in Laemmli 

buffer (50 mM Tris-HCI, pH 6.8, 50% glycerol, 2% SDS, 0.02% bromophenol blue) 

containing 5% (5-mercaptoethanol. Proteins were separated by SDS-PAGE and 

transferred to a PVDF membrane. Immunoblot was performed using a 

chemiluminescence system for protein detection (Amersham Biosciences, UK). 

Primary antibodies used were anti Ad4BP/SF-1 rabbit antiserum (a kind gift of K. 

Morohashi) and mouse monoclonal anti lamin (clone 14; Upstate, Lake Placid, NY). 

For each sample, band intensities were quantified by the ImageJ software and SF-1 

signals normalized by the respective lamin A/C signals. The Mann-Whitney U test 

was used to assess differences between groups. A p level <0.05 was considered as 

significant.

Results
SF-1 gene copy numbers in ACT

Of the ten pediatric adrenocortical tumors analyzed by FISH, 8 had increased 

copy number of the SF-1 gene, while two were diploid for SF-1. Normal 

adrenocortical tissues always showed a diploid number of SF-1 copies (data not 

shown). Of the 8 specimens with increased copy number of the SF-1 gene, 6 display 

gene amplification, showing 4 or more copies of the gene in 30% or more of the 

analyzed cells (Table 1).

SF-1 protein is overexpressed in childhood ACT

SF-1 protein expression was analyzed by immunoblot in the same tumors 

studied by FISH (Figure 1). SF-1 is significantly overexpressed in all adrenocortical 

tumors analyzed, compared to normal adrenal cortex (mean±SEM 6.24±1.27 A.U. vs.

1.35±0.64 A.U., p<0.001). The levels of SF-1 protein expression were not correlated



173

with SF-1 gene copy status, nor with the clinical, pathological and biochemical 

parameters studied (Table 1).

Discussion

Childhood adrenocortical tumors are believed to derive from the fetal adrenal 

gland, probably through a process of defective apoptosis (12). SF-1 plays a pivotal 

role in adrenal development. Mice null for both Sf-1 alleles have no adrenal glands 

nor gonads (13), while Sf-1 haploinsufficiency in mice determines a reduced adrenal 

gland size (14) and a blunted compensatory adrenal growth following unilateral 

adrenalectomy (15). In humans, different heterozygote SF-1 mutations may cause 

various degrees of adrenal and/or gonadal insufficiency (see 16 for a review).

In the present study we evaluated SF-1 protein expression in 10 cases of childhood 

ACT, where SF-1 gene copy number was also measured by FISH. An increase in 

SF-1 gene copies was detected in 8 cases out of ten, with 6 cases presenting gene 

amplification (4 or more gene copies detected in over 30% of the tumor cells). This 

data confirm and extend our previous findings (9). On the other hand, SF-1 protein 

was found to be overexpressed in all tumors, compared to normal adrenal cortex. No 

significant correlation existed between SF-1 protein levels and SF-1 gene copy status 

in ACT, nor with any of the clinical parameters examined. Likewise, no difference in 

the extent of SF-1 gene copy or increased protein levels existed between adenomas 

and carcinomas (Table 1). This data suggest that the increased SF-1 protein 

expression observed in our ACT cases is not exclusively regulated by gene dosage 

and that additionally to gene amplification, epigenetic mechanisms are likely to be 

involved in this process.

In consideration of the fundamental role of SF-1 in normal adrenal 

development, it is tempting to speculate that its overexpression may represent an 

important mechanism of tumor genesis and progression in pediatric ACT. Under this 

perspective, it is remarkable that SF-1 represents the target of MAPK and, possibly, 

phospholipid signalling pathways (17, 18). Further studies in cell lines and transgenic 

mice are in progress to assess the role played by SF-1 in childhood adrenocortical 

tumorigenesis.
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Table 1. Clinical and molecular data of ACT patients.

ID
Age

(months)
Gender Clinical

manifestation
Histology Clinical

stage
Tumor
volume
(cm3)

Outcome
Cortisol

(Mg/dL)

DHEA-S
(times
above

normal)

Virilization 
signs 

P(1"5)/ 
Acne

SF-1
Copy

number

1 139 F V Ad l 90 A 19,6 9 5/yes Amplified1

2 43 F V Ad l 21 A 10,8 17 4/yes Normal

3 11 F c Ad l 24 A 10,9 14 3/no Increased2

4 52 F V Ca II 1800 D 25,4 >3 3/yes Amplified1

5 110 M v+c Ca II 968 D 51,5 10 5/no Amplified1

6 21 M c Ca l 61 A 10,1 2 3/yes Amplified1

7 25 M v+c Ca l 108 A 23,5 ND 3/yes Amplified1

8 39 F V Ca III 1450 D 13,5 ND 3/yes Amplified1

9 72 M V Ca III 196 D 23,9 ND 1/no Increased2

10 130 F v+c Ca II 924 A 21,5 2 3/yes Normal

Clinical manifestations were virilization (V) and/or Cushing’s syndrome (C). Outcome: alive (A) or deceased (D). Among the virilization signs 
examined were the degree of pubic hair growth according to Tanner stages (P1 to P5) (19, 20) and the presence of facial acne, ’ indicates that 4 or 
more copies of the SF-1 gene were detected in over 30% of the cells by FISH, indicates that 3 copies of the SF-1 gene were de
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Figure legends

1. A Immunoblot showing SF-1 (top) and lamin (bottom) expression in 10 ACT 
(ACT1 to 10) and 11 normal adrenal (N1-N11) samples. B Quantification of 
the SF-1 signal, corrected by the value of the lamin signal, in normal adrenal 
vs. ACT samples. Data is expressed in arbitrary units (A.U.). One arbitrary 
unit is defined as [(value of SF-1 signal/value of lamin A/C signal)x10]. The 
mean value of each population is indicated with a horizontal bar. The Mann- 
Whitney U test was used to assess the presence of a statistically significant 
difference between the two groups (p<0.001).
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Figure 1
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APÊNDICE 6 - CORRELATION BETW EEN THE DAX-1 ARRAY  
TRANSCRIPT AND PROTEIN EXPRESSION IN 
CHILDHOOD ADRENOCORTICAL TUM ORS
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ABSTRACT:

This study seeks to evaluate the role played by DAX-1 in childhood adrenocortical 

tumors (ACT), verify whether there is a correlation between the levels of DAX-1 

transcripts and protein expression with the histopathology (adenoma or 

carcinoma), and with clinical or hormonal characteristics as well. It is believed 

that the main responsible for the high ACT incidence in southern Brazil is the p53 

R337H mutation in germinative lineage (substitution of guanine by adenine), and 

it has been previously identified that only one of the patients subject of this study 

did not have this mutation. Altogether, 14 children (3 adenomas and 11 

carcinomas), 10 girls and 4 boys ranging from 9 months to 12 years and 6 months 

were diagnosed. Furthermore, normal adrenocortical samples discarded from 

surgeries in children with Wilms tumor were examined. The protein 

concentrations were analyzed by Western blot and the DAX-1 transcripts were 

identified with GeneChip® U133A 2.0 (Affymetrix GCOS® software). A high 

concentration of transcripts and an increase in DAX-1 expression were found in 

most of the ACT cases researched. The increase in transcripts was greater than the 

one of protein expression in almost all samples, being superior in adenomas, 

followed by carcinomas and normal adrenal cortex. No correlation was found 

between the DHEA-S, testosterone or cortisol levels, virilization degree, and the 

DAX-1 transcripts or protein expressions. Such data suggests that the high DAX-1 

level may be part of a regulating mechanism acting against the synthesis of 

steroids activated by SF-1, or inhibiting tumor suppression factors such as inhibin 

a-subunit.

INTRODUCTION:

Adrenocortical tumors (ACT) are rare in children (PARKIN et al, 1998). 

Estimates based on mortality analysis from the metropolitan area of Curitiba,
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Paraná State, Brazil (Pianovski et al, submitted), lead us to believe that the 

incidence of ACT cases in children under 15 is at least twice as high as previously 

reported by Sandrini and associates (1997), whose estimates are based upon 

hospital records. They have found an incidence of 3,4 million children until 15 

years old. It is believed that the main factor causing the high number of cases in 

southern Brazil is the p53 R337H mutation (substitution of guanine by adenine), 

which to date is believed to be inherited from one of the parents, and found in 

approximately 95 of the ACT cases (RIBEIRO et al, 2001). In other countries, 

reports of childhood ACT, mainly in the first years of life, are generally of 

families with Li Fraumeni syndrome (LI & FRAUMENI, 1969, MALKIN et al, 

1990, SRIVASTAVA et al, 1990 VARLEY et al, 1997, BIRCH et al, 2001). It 

was discovered that the amplification of the 9q34 region (FIGUEIREDO et al,

1999) in children of this area is, at least partly, due to the amplification of the 

steroidogenic 1 factor (SF-1) (FIGUEIREDO et al, 2004), found at 9q33 

(TAKETO et al, 1995). Nevertheless, such abnormality was also found in ACT of 

European children (JAMES et al, 1999), in some adult ACTs (DOHNA et al,

2000), but not in other studies with adult patients (JAMES et al, 1999; 

KJELLMAN et al., 1996), suggesting this to be an age group characteristic. The 

fact that the amplification was found by comparative genomic hybridization in 

9q34, may be a result of technical resolution limitations, and represents the SF-1 

amplification found by FISH in 9q33. The development of SF-1 in ACT may be 

related to the production of androgens and/or glucocorticoids which lead to 

virilization and/or Cushing syndrome in over 90 of the childhood cases 

(RIBEIRO & FIGUEIREDO, 2004).

DAX-1 (NROB1) is an unusual member of nuclear hormonal receptor 

superfamily, and is codified by a gene located in Xp21 (ZANARIA et al, 1994). 

Alterations in the expression of this gene may cause phenotypic sexual reversion 

in XY individuals (BARDONI et al, 1994) and adrenal hypoplasia congenita
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(HAC) associated to hypogonadotropic hypogonadism. (HHG) (MUSCATELLI 

etal, 1994).

DAX-1 expression pattern is restricted to tissues directly related to the production 

of steroid hormones and/or reproductive function: adrenocortex, Leydig and 

Sertoli cells, teca and granulous cells, anterior pituitary gonadotropic cells and 

hypothalamic ventromedial nucleus. This pattern supersedes that of SF-1 

expression (IKEDA et al, 1996; TAMAI et al, 1996), suggesting different 

functions (IKEDA et al, 2001).

DAX-1 works as a negative regulator of SF 1-induced transactivation (LALLI et 

al, 2003; ITO M. et al, 1997). DAX-1 may repress the SF-1 transactivation by 

either binding to the gene promoter regulated by SF-1 (e.g. StAR) 

(ZAZOPOULOS et al, 1997), or by binding to the SF-1 molecule through one of 

the LXXLL motifs present in the N-terminal region of DAX-1 (SUZUKI et al, 

2003).

The presence of SF-1 functional binding loci Dax-1 promoting region (YU et al, 

1998) and the reduced Dax-1 expression in transgenic mice without SF-1 

(KAWABE et al, 1999; HOYLE et al, 2002) suggest a mechanism of negative 

feedback to control the SF-1 activity in steroidogenic and reproductive tissues 

(NACHTIGAL et al, 1998).

Thus, the objective of this work was to ascertain the DAX-1 expression in ACT, 

seeking to establish whether there is a relation between the clinical form 

presentation (virilizing or mixed) and other ACT characteristics.

Patient Selection and Methods

This study included 14 children, 10 boys and 4 girls, corresponding to 3 adenomas 

and 11 carcinomas, aging from 9 months to 12 years and 6 months when 

diagnosed. Patients were included in this study upon written authorization from 

one of the parents or legal representative, by means of a informed consent 

approved by the Ethics Committee of the Hospital de Clínicas of Paraná Federal
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University. Parents whose normal adrenal glands were ressecated during 

nephrectomy due to Wilms tumor also signed the term. Regarding the clinical 

form, 7 were virilizing (all adenomas and 4 carcinomas), and 7 carcinomas 

presented the mixed form (virilizing + Cushing). The 3 patients with adenomas 

survived, as well as 6 of the 11 patients with carcinoma (table 1). Tissue samples 

obtained during surgery were selected, except for areas of necrosis (observed only 

in carcinomas), but it was not possible to estimate the degree of metabolic viability 

in stages preceding necrosis.

Identification of R337H Tp53 mutation
Thirteen of the 14 patients presented the R337H Tp53 mutation in leukocytes, and 

loss of heterozygosis in ACT (data published by Ribeiro et all, 2001 and 

Figueiredo et all, submitted.)

Extraction and preparation of total RNA and analysis of micro-arrays 

utilizing oligonucleotides

Total RNA was extracted from 50 to lOOmg of each ACT or normal 

adrenocortical tissue of children, with the Qiagen RNeasy RNA Midi-Prep® 

(Valencia, CA) kit. Fine slices were obtained from the samples of ACTs and 

normal adrenocortex at 4 °C. Following, these cuts were placed in RLT buffer 

containing p-mercaptoetanol at 1:100 and then homogenized in a 3 cm syringe 

with 18 gauge needle. Total RNA was isolated using the protocol for animal tissue 

supplied by the kit’s manufacturer, and then the pellet was dissolved in 300pi of 

RNAase-free water. Total RNA was concentrated by means of ethanol 

precipitation.

The human genome GeneChip® U133A 2.0 was utilized to analyze the gene 

expression. Complementary RNA and the gene-chip analysis were performed by 

the Hartwell Center of Bio-informatic at the St. Jude Children’s Research
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Hospital, Memphis, TN, USA, in terms of the GeneChip® technical manual 

proposed for gene expression analysis and supplied by Affymetrix, Inc. (Santa 

Clara, CA).

Western-blot

Tumor and normal adrenal cortex samples were kept at -  85 °C until processing, 

and later analyzed in two assays. The 14 ACT and 3 normal samples of children 

affected by Wilms tumor who were submitted to nephrectomy and incidental 

adrenalectomy were prepared for Western blot at the Institut de Génétique et 

Biologie Moléculaire et Cellulaire in Illkirch, France, and at the Center of 

Molecular Genetics and Childhood Cancer Research ( CEGEMPAC).

The technique utilized was Westem-blot, with electrophoresis in polyacrilamide 

gel (PAGE) and sodium dodecil sulfate (SDS), followed by electrotransference to 

nitrocellulose membranes (NC), as per TOWBIN et al, 1979. The antibodies 

utilized were antibody 2F4, anti-DAX-1, mice monoclonal, directed against the 

peptide corresponding to residuals 135 to 166 of human DAX-1, and the 

monoclonal anti-LDH (Sigma) antibody, for controlling concentration of 

proteins/samples, gently ceded by Drs. Enzo Lalli and Paolo Sassone-Corsi, from 

the Institut de Génétique et Biologie Moléculaire et Cellulaire, Illkirch, France. 

After electrophoretic migration, the NC membrane was x-rayed and the 

corresponding image scanned and transferred to Biorad computer program, which 

quantifies the protein expression by optic densitometry, for each sample, in 

relation to DAX-1 andLDH.

Statistical Analysis.

Laboratory and clinical data (type of clinical presentation, hystologic type, 

staging and evolution) were compared to the average number of transcripts and to 

the protein expression of DAX-1, being that the Mann-Whitney test was used for 

independent samples and Student’s “t” test for continuous samples. Pearson’s
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correlation coefficient was employed to evaluate eventual correlations between the 

groups.

RESULTS

DAX-1 transcripts obtained by micro-array

GeneChip® U133A 2.0 identified up to 14.500 genes, including 18.400 transcripts 

and variants, employing 22.000 probe groups. The preliminary results were 

gathered with Affymetrix GCOS®. For functional genomic analysis the Spotfire® 

Decision Site software (Somerville, MA) was utilized in order to evaluate and 

record the gene’s primary expression..

The relative concentrations of DAX-1 transcripts were obtained from 14 ACTs 

(11 carcinomas and 3 adenomas) and 3 normal adrenal cortex from patients who 

underwent surgery to extract Wilms’ tumor, with probe groups with 11 

oligonucleotides. The signal intensity, representing the proportion of 

hybridization, and consequently the gene expression for each sample, was 

presented in figure 1 in arbitrary units. The adenomas had significantly greater 

transcript averages than the carcinomas. (p<0.05) (figure 1).
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Figure 1. Relative concentration of DAX-1 transcripts in adenomas (Ad, dark 

bars), carcinomas (Ca, gray bars) and normal adrenal cortex (N, white bars).

Western blot

The DAX-1 e LDH protein blots were obtained from the 14 ACT (11 carcinomas 

and 3 adenomas) and 3 normal adrenocortex from patients who underwent 

surgeries to extract Wilms tumors. The intensities of the DAX-1 blots for each 

sample, as shown in figure 2, were estimated as optical densities, which were 

divided by the corresponding LDH protein optical density. The results of each 

DAX-1/LDH relation to every sample are presented in figure 2. Adenomas have 

been found to have a superior DAX-1 average expression to carcinomas (p< 0.05) 

(figure 1).

n
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Figura 2. DAX-1 protein blots, visualized at 50 kDA, and LDH at 35 kDA. The 3 

adenoma (Ad), 11 carcinomas (Ca) 3 normal adrenal cortex (N) samples of 

children are shown in the upper part. The LDH blots reflect the quantity of protein 

used in each sample.



Table 1. Clinical, hystologic and laboratory charateristics compared to the transcript and DAX-1 protein levels

AGE

(months)

SEX CLINICAL HISTOLOGY 
FORM

EC/ Tumor size 
(cm3)

Current
Status

Cortisol

(pg/dL)

DHEA-S

(Times >  
normal)

Degree of DAX-1 
Virilization transcripts

P(l-5) / (arbitrary 
Acne units)

DAX/
LDH

(optical
density)

Protein

DAX-1

1 32 F V Adi 20 A 10,2 1 2-yes 2458 0,35 146
2 43 F V Ad2 21 A 10,8 17 4-yes 4448 1,18 492
3
Avg*± SD

139 F V Ad3 90
43

+32

A 19,6 9 5-yes 7948
4952

±2779

0,96
0,83

±0,43

400
346

±179
4 9 F v+c Cal II 527 A 43,3 29 3-yes 1765 0,24 100
5 20 F V Ca2 II 338 A 24,8 >3 3-no 1918 0,34 142
6 130 F v+c Ca3 II 924 A 21,5 2 3/yes 1567 0,59 246
7 59 F V Ca4 II 384 D 12,4 5 2-yes 816 0,43 179
8 25 M v+c Ca5 I 108 A 23,5 - 3-yes 1569 0,16 67
9 9 F v+c Ca6 II 450 A 32,2 44 3-yes 5102 0,67 280
10 18 F V Ca7 I 120 A 11 >3 2-yes 5350 0,67 279
11 110 M v+c Ca8 II 968 D 51,5 10 5-no 2871 0,53 221
12 21 M V Ca9 I 61 A 10,1 2 3-yes 3213 0,25 104
13 152 F Haldo +  C CalO IV 369 D 31,3 1 4-no 1702 0,58 242
14
Avg
+SD **
Global
Avg.+SD***
N1
Nib
N2
N3
Avg+SD****

50
63,8

53,56

M V+C C all II
424

±315

A 50,9 3-yes 1412 0,35 
2480 0,43 

±1510 ±0,18 
3010 0,52 

±2012 ±0,29  
793 0,26 
683 0,27 
759 0,18 
591

707±890,24±0,05

146
182
±75
217

±129

100



Patients presented virilization (Vir), Cushing syndrome (C) or hiperladosteronism (Haldo). A=Alive, D=deceased. Average obtained in adenomas 

(Ad) (*), carcinomas (Ca) (**), adenomas +  carcinomas (***) and normal adrenal cortex (****). The degree of pubic pilification (PI to P5) was 

based on Tanner’s puberal development scale [MARSHALL & TANNER, 1969 and 1970]. The proportion of tissue volume of tumors is around 

1.5 to 100 times greater than the cortex size of both normal glands, which range around 3,2 to 4,8 cm3 (RUBIN et al, 1996) The average serum 

concentrations of testosterone for adenomas and carcinomas were 92 +  111 ng/dL and 828 +1267 ng/dL, respectively, and for DHEA-S we had 

5237 ±  4646 and 6093 +  9638 (average +  SD). Nevertheless, the individual values (not shown) do not correlate with the respective transcritp and 

DAX-1 protein values in each tissue sample.
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There was significant correlation (r=0,69) among all transcript concentrations and the 

respective protein proportions (figure 1). When compared in terms of hystologic 

groups (adenoma or carcinoma), it has been observed that the correlation decreases, 

but to a significant value (r=0,59 for adenoma and r=0,54 for carcinoma) (figure 1). 

DISCUSSION

Using two different methodologies, the present study shows the agreement between 

elevated concentrations of messenger RNA and the increase of DAX-1 protein 

expression in most of the ACT cases researched. The increased levels found through 

micro-array were greater than the increase in protein expression in almost all samples, 

being higher in adenomas, followed by carcinomas, in relation to the normal adrenal 

cortex. A better state of preservation of adenomas, generally smaller masses, without 

macro and microscopic necrosis focus (VAN SLOOTEN et al, 1985, LUMACHI et al,

2001) may contribute for this difference. Childhood adenomas are generally associated 

to a virilizing clinical manifestation, with variable androgen hyper production. The 

degree of virilization arising from the concentration and duration of exposure to 

androgens, has been documented through standards for pubic hair, penis or clitoris 

size, presence of acne, voice tone and frequency, and muscular hypertrophy. This 

study has not found a correlation between serum DHEA-S or testosterone 

concentrations before the surgery, pilification, acne, and the expression of transcripts 

or DAX-1 protein. The high level of DAX-1 may be part of a regulating mechanism 

against the synthesis of steroids activated by SF-1, whose gene is amplified 

(FIGUEIREDO et al, 2004), and the protein expression increased, in childhood ACTs. 

[PIANOVSKI et al, submitted]. DAX-1 plays an important role in the formation and 

differentiation processes of adrenal cortex during the embryonal period, but it also 

inhibits the SF-1 transcription (BEUSCHLEIN et al, 2002, Val et al, 2003) and the 

enzymes that synthesize androgens and cortisone produced by the adrenal gland. 

[IKEDA et al, 1994; PARKER & SCHIMMER, 1997; LALLI et al, 1998]. Even 

though testosterone is capable of inhibiting DAX-1 expression in mice 

[MOROHASHI et al, 2000], the androgens and/or cortisol seem not to inhibit the 

DAX-1 expression in childhood ACTs researched by this study. The steroid
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concentration found in the blood of ACT patients stemmed from masses 

approximately 1,5 to 50 heavier than the normal mass of two adrenal cortex. (ORTH et 

al, 1992; MESIANO et al, 1997). It has been noticed that an approximate estimate of 

the 3 main cortex (DHEA-S, testosterone and cortisol) per cm of tissue, in most of 

the ACT cases, revealed lower figures, similar to or above the ones found at the 

normal cortex. We should also consider that this attempt to estimate steroid production 

per cm of adrenal cortex tissue is fallible, in that it does not consider necrosis areas 

generally found in carcinomas. On the other hand, DAX-1 transcritps (measured in 

samples without macroscopic necrosis) were increased in almost all ACT cases, 

suggesting that in at least some of them the inhibition mediated by DAX-1 supersedes 

the activation of steroid synthesis mediated by other factors. SF-1 is the orphan nuclear 

receptor that stimulates the transcription of steroidogenic enzymes, among which 

StAR, cytochrome P450 steroids hydroxylases and 3p-hydroxysteroid dehydrogenase 

(PETER & DUBUIS, 2000). Besides SF-1, ACTH (BABU,2002), p53 (CHERIAN- 

SHAW, 2004) and LRH-1 (FAYARD, 2004) stimulate the steroid synthesis in adrenal 

cortex or ACT. Among adults, most ACT cases are non-functioning, or appear with 

Cushing syndrome (LATRONICO, 1997). Among children, especially younger ones, 

tumors produce predominantly androgens, followed by glucocorticoids and/or 

mineralocorticoids (RIBEIRO & FIGUEIREDO, 2004). In this study, Cushing’s 

syndrome was observed only in carcinomas, thus corroborating previous studies which 

related this condition to a worse prognostic [GONZALES et al 1990, 

MICHALKIEWICZ et al, 2004]. GIORDANO et al. [2003] found higher proportions 

of DAX-1 transcripts in adenomas and a few carcinomas (personal communication) of 

adult patients with ACT, bearing no relation with clinical presentation or hormonal 

production (the majority with Cushing syndrome and/or hyperaldosteronism). By the 

methods of Northern and Western blot, REINCKE et all (1998) analyzed ACT cases in 

27 adult patients and have shown that the DAX-1 expression is lower or absent in 

adrenal tumors producing aldosterone, but higher in non-functioning adrenal 

adenomas, suggesting an inverse correlation between the DAX-1 expression and the 

production of steroid hormone. Nevertheless, SHIBATA, H. et al, 2001, described a
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low DAX-1 expression in cortisone-producing adenomas, and a high one in 2 cases of 

adenomas producing deoxycorticosterone with veiy low CYP17 expression, which 

are clinically evident as a syndrome of mineralocorticoid overproduction.

Inhibin a-subunit is one of the DAX-1 negatively controlled genes. Achermann et al, 

(2001) showed that the synergy between SF-1 and AMPc in the promoter of inhibin a- 

subunit is inhibited by DAX-1. This link seems to be important to explain the eventual 

participation of DAX-1 and inhibin in the carcinogenesis process at gonads and 

adrenal cortex levels. There are strong evidences that a-inhibin plays a role as tumor 

suppressor in these tissues, as indicated by cases of ACT in mice without inhibin a- 

subunits, previously submitted to gonadectomy. (MATZUK et al, 1992; MATZUK et 

al,1994). Still corroborating the hypothesis of participation of a-inhibin in childhood 

ACT, Longui et all (2004), have found 8 out of 9 children in southern Brazil with loss 

of heterozygosis to a-subunit, suggesting that besides the p53 R337H mutant allele, 

found in 13/14 of the tumors researched in this study, there may also be a concurring 

decrease or loss of a-inhibin function. It is interesting to observe the agreement of 

predominance between the DAX-1 transcript levels in virilizing adenomas in this 

study, and the greater messenger RNA for inhibin a-subunits in ACT cases of adults 

producing androgens, than in those with elevated aldosterone and serum cortisone 

concentrations (Arola et al., 2000). This greater relation between the expression of 

inhibins and sexual hormones may also be illustrated by a greater concentration of 

inhibins in gonads than in adrenals, even though they are higher in adrenal venous 

blood than in systemic circulation, pointing out that inhibins produced in adrenals may 

play an important role in adrenal cortex (Nishi et al., 1995). Recently, Abd-Elaziz et 

al, (2003), analyzed DAX-1 values as a prognostic factor in ovarian carcinomas and 

found a positive correlation between immunoreaction for DAX-1 and lower survival 

rates among patients. These findings form Achermann et al, (2001) and Abd-Elaziz et 

al, (2003) suggest that DAX-1 could facilitate the origin of ovarian tumors, and 

probably ACTs, by blocking tumor-suppressing activity of inhibin a-subunit. Besides 

the inhibition at transcription level, DAX-1 plays a role in post-transcriptional
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regulation, which is suggested by its nucleous-citoplasmic displacement, its binding 

activity to RNA and its association with polyrribossomes as part of an RNPm in 

steroidogenic cells. (LALLI, E. et al, 2000). CONDE et al, 2004, analyzed the DAX- 

1 expression in breast cancer and found statistically significant differences when 

comparing benign breast disease and infiltrative lobular carcinoma (p=0,037, p<0,05). 

DAX-1 is considered to be a repressing co-factor for SF-1 transcription 

(CRAWFORD, 1998). Yet, Burris et al, 1995, suggest that SF-1 may regulate or 

modulate the DAX-1 expression by binding to DNA elements found in the DAX-1 

promoting region, so SF-1 is positioned above DAX-1 in the regulating cascat of 

various steroidogenic and/or other components of the hypothalamic-pituitary-adrenal- 

gonadal axis.

In this study, the correlation between the transcripts expression and the concentration 

of DAX-1 protein, both above normal levels in almost all ACTs, indicates that DAX-1 

plays a major role in the physiopathogeny or as a simple phenotypic characteristic of 

childhood ACT. DAX-1 might have a role in the partial inhibition of steroid synthesis 

and/or facilitating the formation of tumors by blocking inhibin a-subunit
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ANEXO 1 - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR (1)
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HOSPITAL DE CLINICAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARAHÁ

Curitiba, 27 de março de 2.003.

limo (a) Sr. (a)
Dra. Mara Albonei Dudeque Pianovski
Nesta

Prezado(a) Senhor(a):

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “FATORES 
PROGNÓSTICOS NO CARCINOMA DE SUPRA-RENAL DA CRIANÇA", foi 
analisado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos, em 
reunião realizada no dia 25 de março de 2.003, o referido projeto atende aos 
aspectos das Resoluções CNS 196/96, 251/97 e 292/99, sobre Diretrizes e Normas 
Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos.
Protocolo CEP-HC N° 612.031/2003-03

Conforme a Resolução 196/96, solicitamos que a cada ano seja apresentado a 
este CEP um relatório sobre o andamento da pesquisa, bem como informações 
relativas às modificações do protocolo, cancelamento, encerramento e destino 
dos conhecimentos obtidos.

Atenciosamente,

( I D /, í> -  IVia.L. ÒDtfZO

yd Prof. Dr. Renato Tambara Filho
Coordenador do Comitê de Ética em Pesquisa 

em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/ UFPR

2a via
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ANEXO 2 - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR (2)
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J i i  HOSPITAL DE CLÍNICAS
^ ( P  UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ

Curitiba, 02 de fevereiro de 2005.

limo (a) Sr. (a)
Dra. Mara Albonei Dudeque Pianovski
Nesta

Prezada Pesquisadora:

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado
“COEFICIENTE DE MORTALIDADE POR TUMOR ADRENOCORTICAL ABAIXO DE 15 ANOS
n a  r e g i ã o  m e t r o p o l i t a n a  d e  c u r i t i b a ”, foi analisado e aprovado pelo Comitê 
de Ética em Pesquisa em Seres Humanos, em reunião realizada no dia 25 de 
janeiro de 2005. O referido projeto atende aos aspectos das Resoluções CNS 
196/96, e demais, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa 
Envolvendo Seres Humanos.
Protocolo CEP/HC 981.020/2005-01

Conforme a Resolução 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este 
CEP, relatórios sobre o andamento da pesquisa, bem como informações 
relativas às modificações do protocolo, cancelamento, encerramento e 
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatório: 02 de agosto de 2005.

Prof. Dr. Flávio de Queiroz Telles Filho
Vice Coordenador do Comitê de Ética em Pesquisa 
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR
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H O S P I T A L  E RAS T O G A E R T N E R  
I N S T I T U T O  OE B10 ENGENHARI A 
I N S T I T U T O  OE R E A B I L I T A Ç Ã O  
CENTRO DE PROJETOS DE ENSINO E PESQUISA 
R E D E  F E M I N I N A

Curitiba, 31 de maio de 2005

Dra. Mara Albonei Dudeque Pianovski 
Pesquisadora Responsável

Prezada Sra.,

Gostaríamos de informar que o projeto de pesquisa intitulado como “Participação 
do SF-1 e DAx-1 na Fisiopatogenia dos Tumores da Supra Renal da Criança”, cujo 
número de protocolo é P.P. n° 1183, e tem como pesquisadora responsável V. Sa. foi 
avaliado pelo Comitê de Ética em Pesquisa e aprovado “ad referendum”.

Solicitamos que seja enviado um relatório semestral informando sobre o andamento 
do projeto e ao término do trabalho um relatório final, para darmos fechamento ao projeto. 
Cada alteração realizada no projeto deve ser comunicada imediatamente ao Comitê de Etica 
em Pesquisa.

Sem mais agradecemos a atenção e colocamo-nos a disposição para maiores 
esclarecimentos.

Atenciosamente,

Dra. Pada Andréa G. Pedruzzi -  Médica Especialista 
Dr. Ariovaldo Donizetti de Abreu -  Fisioterapeuta 
Regina Célia Anastácio da Silva -  Jornalista 
Vânia Mari Andrzejevski -  Farmacêutica Especialista 
Dr. Fausto Rohnelt Durante -  Médico Especialista 
Jose Carlos Wiederkehr -  Administrador 
Vanessa D. M. Arantes - Nutricionista 
Wanda Aparecida Silva -  Representante

Dra. Clarice Nana Yamanouchi -  Médica Especialista
Dr. Gyl Henrique Albrecht Ramos -  Médico Especialista e Mestre
Dr. Jordan Zanetti Silva -  Médico Especialista e Advogado
Enf® Andréa Melo Tratch -  Enfermeira Especialista
Enf® Ludana Puchalski Kalinke -  Enf® Especialista e Mestre
Dr. Joào Antonio Guerreiro -  Médico Especialista
lolanda Galvão -  Psicóloga

R u a  D r .  O v a n d e  do  A m a r a l ,  2 0 1  

C E P  8 1  5 2 0  0 6 0  J d .  d a s  A m é r i c a s  

Te l :  ( 4 1 )  3 6 1 - 5 0 0 0  F a x :  ( 4 1 )  2 6 6 - 1 8 2 2  

e ma i l :  f a l e c o m g e r a s l o g a e r t n e r . c o m . b r  

h t t p : / / w w w . e r a s t o g a e r t n e r . c o m . b r  

C u r i t i b a  PR B r a s i l

http://www.erastogaertner.com.br

