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RESUMO

O tumor adrenocortical em criangas (TAC) é uma neoplasia rara e sua incidéncia € cerca
de 10 a 15 vezes maior nos estados de Sdo Paulo e Parana que em qualquer outro lugar do
mundo. Nessa regido brasileira, os TACs se encontram, em sua grande maioria,
associados a mutagdo na linhagem germinativa do gene 7P53 (R337H). O sintoma mais
comum dessa neoplasia € sindrome virilizante, devido a produgédo tumoral de esteroides
androgénicos, que pode estar associada ou ndo a um excesso de glicocorticoide. A grande
maioria dos pacientes com TAC é diagnosticada até os trés anos de idade, porém os
responsaveis pelas criangas relatam que, normalmente, os sintomas comegaram a surgir de
3 meses a 1 ano antes do diagnostico. Diante dessas observagdes e de uma série de
diferengas entre tumores de criangas e de adultos, existe a hipotese de que o tumor de
criangas poderia surgir durante o periodo embrionario. Uma das evidénicas que sustenta
essa hipotese é a presenga do marcador embrionario fosfatase alcalina placentaria
(PLAP/PLAP-simile) em amostras de TACs. Com base na distribuigdo etaria dos TACs,
no padrdo de secrecdo hormonal e seu fenétipo molecular, acredita-se que esse tumor
derive da zona fetal da adrenal. As glandulas adrenal e gonadal derivam do mesmo
primordio embrionario e muitos reguladores transcricionais exercem um papel importante
na génese desses dois orgdos. O fator esteroidogénico-1 (Ad4BP/SF-1, NR5A1) é um
receptor nuclear de especial importancia nos TACs devido ao fato de estar amplificado e
em quantidades elevadas em quase a totalidade dos TACs brasileiros ja estudados. No
presente trabalho verificou-se que dentre as nove (9/16) amostras de TCA com aumento
na atividade enzimatica de PLAP/PLAP-simile, verificou-se que seis (75%) apresentaram
concomitante aumento na expressao de SF-1 e para uma amostra esse dado ndo estava
disponivel. Infelizmente, ainda ndo foi estabelecida linhagem celular derivadas dos TACs
e apresentando a mutagdo R337H do 7P53. Para verificar as conseqiiencias celulares e
moleculares do aumento de SF-1 nas células adrenocorticais, foram construidos clones
expressando a proteina SF-1 normal e mutante [S203A, L451A/L452A (AF-2mut) e
A433W] de forma induzida por doxiciclina em células da linhagem de carcinoma
adrenocortical H295R. A atividade de transativagdo de SF-/ € necessaria para a promogao
dos efeitos de SF-1, uma vez que os dois mutantes AF-2 ndo foram capazes de induzir a
proliferagdo. Os clones mutantes S203A e A433W foram parcialmente capazes de
estimular a proliferagdo sob indugdo por doxiciclina. Com o objetivo de verificar como a
modulag¢do dos niveis endogenos de SF-1 influencia na proliferagdo das células H295R,
essas foram transfectadas por dois diferentes RNAs interferentes pequenos (siRNAs)
especificos para SF-1 e com siRNA controle. Verificou-se que ambos siRNA anti-SF-/
reduziram significativamente a expressio de SF-1, promovendo uma redugdo da
proliferagdo celular e um aumento da taxa de células apoptoticas. O presente estudo
demonstra a grande importancia da dosagem de SF-I na tumorigénese adrenocortical,
justificando assim, o desenvolvimento de drogas contra a atividade transcricional de SF-1
para a terapia de TAC.

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



ABSTRACT

Adrenocortical tumor is a rare neoplasia in children (ACT) and its incidence is about
10-15 times higher in the states of Sdo Paulo and Parana that in any other place of the
world. In this Brazilian region, the ACTs are found, in its great majority, associated to
the germ line 7P53 R337H mutation. The most common clinical manifestation of this
neoplasm is a virilizing syndrome, due to tumoral production of steroidal androgens,
that can be associated or not to a glucocorticoid excess. The great majority of the
patients with ACT in southern Brazil is diagnosed before three years of age, however
the children's guardians refer that usually the symptoms had started to appear about six
months - two years before diagnosis. Because of these clinical data and a series of
differences between children and adults tumors, the hypothesis has been formulated
that children's ACT may first arise during the embryonic period. One of the evidences
that support this hypothesis is the expression of the embryonic marker placental
alkaline phosphatase (PLAP/PLAP-like) in ACT samples. On the basis of the ACTs
age distribution, the pattern of hormonal secretion and the molecular phenotype, we
suppose that this tumor derives from the fetal zone of the adrenal cortex. The adrenal
and gonadal glands derive from the same embryonic primordium and many
transcription regulators have great importance in the genesis of these two organs.
Steroidogenic Factor-1 (Ad4BP/SF-1; NR5A1) is a nuclear receptor of special
importance in the ACTs, because it is amplified and overexpressed in almost all
studied Brazilian ACTs. In the present study we report that nine of sixteen studied
(9/16) ACT had increased PLAP/PLAP-like enzymatic activity. Six of them (75%)
have concomitant increase in SF-1 expression and for one sample data were not
available. Unfortunately, cell lines derived from childhood ACTs and bearing the
TPS53 R337H mutation are lacking. Consequently, to dissect the cellular and molecular
consequences of increased levels of SF-1 in human adrenal cells we overexpressed
wild-type and mutant [S203A, A433W and L451A/L452A (AF-2mut)] SF-1 proteins
in an inducible fashion in the H295R adrenal cell line. AF-2 — dependent
transactivation activity of SF-I is necessary to activate proliferation. S203A and
A433W mutants were still partially able to activate proliferation in a doxycycline-
dependent manner when overexpressed in H295R cells. With the objective to verify if
the modulation of the endogenous levels of SF-7 influences the proliferation of H295R
cells, these were transfected with two different short interfering RNA (siRNAs)
specific for SF-1 and with a siRNA control. It was verified that both anti-SF-7 siRNAs
significantly decrease SF-1 expression, inhibit proliferation and increase apoptosis.
The present study demonstrates the pivotal importance of SF-I dosage in
adrenocortical tumorigenesis, thus justifiyng the development of drugs against the
transcripcional activity of SF-1 for ACT therapy.

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

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

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

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

As células tumorais expressam algumas proteinas que normalmente sdo
encontradas em outros tecidos ou em outro periodo da vida. Fosfatases alcalinas
placentarias (PLAP/PLAP-simile) sdo marcadores considerados embrionarios. Em
condigdes normais sdo produzidas em maiores quantidades pelas células
sinsiciotrofoblasticas durante a gestagdo. PLAP/PLAP-simile s3o descritas na

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



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

PLAP/PLAP-simile presente em TCAs e/ou tumor gonadal pode ser uma
manifestagio de um fendmeno embrionario onde entram em ac¢do elementos que
desempenham papel importante na fase de proliferagdo, hiperplasia e morte celular
programada. As glandulas adrenal e gonadais sdo derivadas do mesmo primoérdio
embrionario e varios reguladores transcricionais exercem um papel importante na
génese de ambos os orgdos (Ver Revisdo em HAMMER et al., 2005), como o receptor
orfao nuclear SF-1 (AD4BP/SF-1; NR5A1), que atua de forma imprescindivel nesse
processo (PARKER et al., 2002).

Recentemente, relatou-se que o gene SF-/ esta amplificado e sua proteina em
quantidades aumentadas em TACs de criangas, o que sugere a atuagdo desse gene de
forma importante na génese e progressdo do tumor em questdo (FIGUEIREDO et al.,
2005; PIANOVSKI et al., 2006a).

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

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

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

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

representar um importante alvo terapéutico nos TACs em criangas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O TUMOR DE CORTEX ADRENAL

2.1.1 Consideragdes gerais

O tumor adrenocortical é uma neoplasia das células do cortex adrenal e
apresenta diferenciagdo histologica e funcional em relagdo ao tecido de origem
(HUTTER et al., 1966).

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

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

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

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



60% dos pacientes eram menores de quatro anos e somente 14% tinham mais que 13
anos de idade. A propor¢do entre pacientes femininos:masculinos fo1 1,7:1 € os
pacientes cujos diagnosticos foram feitos antes dos trés anos sdo na maioria meninas €,
no intervalo entre 4 € 12 anos a distribui¢gdo sexual do TAC parece ser semelhante.

(BERNSTEIN; GURNEY, 1999; MICHALKIEWICZ et al., 2004).

FIGURA 1: INCIDENCIA DE TAC EM DIFERENTES PAISES
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FONTE: Modificado a partir de RIBEIRO et al., 2006

A apresentagdo clinica vista em pacientes adolescentes e adultos jovens tende
a ser Sindrome de Cushing ou tumores “ndo-funcionantes” ao passo que,
aproximadamente, 90% das criangas apresentam caracteristicas de sindrome virilizante
(MICHALKIEWICZ et al., 2004). Alguns outros dados obtidos com esse trabalho

estdo listados nas tabelas 1 e 2.



TABELA 1- DESCRICAO DOS ESTADIOS UTILIZADOS PARA CLASSIFICACAO

DOS PACIENTES DE TAC
Estagio Descricio

1 Tumor completamente retirado; peso do tumor até 100g* e auséncia de
metastases.

I Tumor completamente retirado; peso do tumor maior que 100g*
auséncia de metastases.

I Tumor residual' ou inoperavel

v Metastase

FONTE: Modificado a partir de MICHALKIEWICZ et al., 2004.
NOTA: ' Tumor residual ¢ definido como a presenga de tecido neopldsico microscopico ou
ndo apos a ressec¢do cirurgica.

TABELA 2 - CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES COM TAC

Caracteristica n (%)
Idade (anos)

<4 153 59.8
4al2 65 30.0
13a20 36 10.2
Sexo

Feminino 156 614
Masculino 98 38.6
Apresentacio clinica

Virilizagédo 140 55.1
Sindrome de Cushing 14 55
Misto (clinico € hormonal)* 74 292
Tumor nio-funcional 26 10.2
Taxa meninas: meninos

< 4 anos 1.7: 1

4 anos a 12 anos 08:1

13 anos a 20 anos 621

FONTE: MICHALKIEWICZ et al., 2004.
NOTA: Neste estudo foram analisadas 254 amostras de TAC e 79,5% das
amostras eram de pacientes da regido sul do Brasil
* Indica evidéncia clinica e/ou histologica de produgdo anormal de mais de um -
horménio, incluindo aldosterona ou estrogeno.



2.1.2 Desenvolvimento do cortex adrenal

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

O desenvolvimento da adrenal nos primatas € bastante complexo e, durante a
maior parte da vida intrauterina, grande parte do volume da adrenal (80-90%) ¢
representada pela zona fetal, caracterizada por um rapido crescimento e pela elevada
producio de sulfato de deidroepiandrosterona (DHEA-S). A outra zona que pode ser
distinguida inicialmente na adrenal fetal é a definiiva (WOLKERSDORFER;
BORNSTEIN, 1998). Ap6s a metade da gestagdo, uma terceira regido, a zona de
transigdo, desenvolve-se entre a zona fetal e a definitiva. Préximo a trigésima semana,
as zonas definitiva e de transigdo comecam a apresentar a aparéncia da zona
glomerulosa e da zona fasciculada do cértex adrenal adulto, respectivamente (figura
2).

A zona fetal, como o préprio nome diz, existe somente durante o periodo fetal
e, logo ap6s o nascimento se inicia um intenso processo de atrofia. Uma camada
interna aparece formando, inicialmente, a zona reticular que prolifera e se diferencia
até atingir um estagio terminal de desenvolvimento no final da puberdade (MESIANO;
JAFFE, 1997).

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

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



que sofre muitas mudangas, incluindo apoptose intensa seguida por rapida proliferagio

celular (figura 2).

FIGURA 2 - PROLIFERACAO CELULAR E APOPTOSE NO CORTEX
ADRENAL

0 Nascimento 3 15 anos

FONTE: FIGUEIREDO ef al., 2000

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

A morte celular programada, chamada apoptose, ¢ um processo responsavel
pela eliminagdo de células indesejaveis do organismo, seja devido a um
remodelamento de tecido durante a embriogénese ou regulagdo de renovagdo celular,
seja como estratégia de defesa contra determinados patéogenos (STRASSER et al.,
1997).



2.1.1 Etiopatogenia

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

A hiperplasia adrenocortical se constitui em processo policlonal, porém os
TAC sdo geralmente lesdes monoclonais (BEUSCHLEIN et al.,, 1994). Isso indica a
necessidade de alteragdes genéticas em loci especificos no genoma para a
tumorigénese adrenal. Varias anormalidades cromossomicas sdo relacionadas a esse
processo, incluindo os /oci genomicos 11p e 17p (HENRY et al., 1989; YANO et al.,
1989) que abrigam genes de supressdo tumoral ou de fungdo oncogénica do cortex
adrenal, dentre eles 0 7P53 (em 17q13.1) (MALKIN et al., 1990; LIN et al., 1984). No
entanto, nenhum desses genes parece ser especifico para a patogénese do TAC.

A proteina p53 € um sensor de estresse celular e responde a uma variedade de
condi¢des potencialmente injuriantes, tais como raios ultravioletas, radiag¢do ionizante,
hipéxia e hiperproliferagdo. Diferentes mutagdes de 7P53 podem causar uma
variedade de defeitos funcionais neste gene com diversas expressdes clinicas e em
1998, BIRCH et al. relataram a associagdo entre o tipo de mutagdo de 7P53 e o
fenétipo do cancer em pacientes com Sindrome de Li-Fraumeni. A habilidade do
mutante 7P53 em conferir potencial tumorigénico esta relacionada, em muitos casos, a
sua fungdo de transativagdo (LIN et al., 1995).

A alta incidéncia de cancer em certas familias esta associada a mutagdes em
células germinativas no gene 7P53. De fato, KLEIHUES et al. (1997) propuseram que
o carcinoma de cortex adrenal na infincia é “quase um diagnodstico de um alelo de
TP53 mutante que foi herdado”.

Aproximadamente 95% dos TAC no estado do Parana apresentam mutagio
idéntica em uma base (CGC—CAC) no exon 10 do gene 7P53 (RIBEIRO et al.,
2001). O resultado dessa mutagdo na linhagem germinativa € a substitui¢do da arginina

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



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

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

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

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

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

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

adrenocortical em criangas e adultos.

2.1.2 Expressdo das enzimas esteroidogénicas e esteroidogénese durante o

desenvolvimento da glandula adrenal

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

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

controle do sistema renina-angiotensina (quadro 1).



QUADRO 1 - ZONAS FUNCIONAIS DO CORTEX ADRENAL ADULTO

11

ZONA ZONA
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ACTH ACTH

ESTIMULO (ACTH )
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MEMBRANA PRIMARIO | II MC2R MC2R
ATIVIDADE
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DEFICIENCIA th;g(e):;zls%rgla, reSposta a0 stress Desconhecida

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

A zona fasciculada secreta glicocorticoides sob estimulo do horménio
adrenocorticotropico (ACTH), enquanto que a zona reticular secreta DHEA e DHEA-
S (quadro 1). As concentragdes séricas desses androgenos declinam quando a zona
fetal regride, e depois voltam a aumentar durante a infincia com a formagio da zona
reticular (que surge no lugar da zona fetal), coincidindo com a adrenarca. Embora
anatomicamente as trés camadas do cortex adrenal sejam distintas, elas compartilham
enzimas nas trés vias esteroidogénicas. Entre elas, a proteina reguladora aguda da
esteroidogénese (StAR), que facilita a transferéncia do colesterol para a
HSD3B2 e a 21-

hidroxilase esteréide (CYP21A2). Além dessas, presentes em todas as camadas

membrana interna da mitocondria, a CYP11A, a isoenzima

do cortex adrenal, a atividade de certas enzimas chaves que catalisam reagdes
terminais na via de biossintese dos esterdides, permite que as diferentes zonas
produzam diferentes esterdides. Aldosterona sintetase (CYP11B2) é expressa
exclusivamente na zona glomerulosa e é responsavel por trés reagdes sucessivas

que convertem corticosterona a aldosterona. A enzima CYP11B1 é expressa nas
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zonas internas e hidroxila 11-desoxicortisol para produzir cortisol, o
glicocorticoide predominante nos seres humanos. As zonas internas também
expressam CYP17A1, que é requerida para a biossintese de cortisol e
androgenos, mas ndo € utilizada para biossintese de aldosterona (HAMMER et
al., 2004). A figura 3 mostra as trés vias de sintese dos esteréides. A analise das
enzimas esteroidogénicas permitiu compreender a sintese esteroidogénica
adrenal. A maioria dessas enzimas pertence a familia das P450 citocromo-
oxigenases. Devido as diferengas enzimaticas entre a zona glomerulosa e as duas
camadas internas (fasciculada e reticular), o cortex adrenal funciona como duas
unidades separadas, com diferentes vias de regulagdo e produtos secretados.

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

A sintese do cortisol ocorre pela agdo da CYP17Al1, que leva a 17a-
hidroxilagdo da pregnenolona dentro do reticulo endoplasmatico liso, para formar
170-hidroxipregnenolona. Esse esteroide é convertido a 17a-hidroxiprogesterona pela
HSD3B. O passo seguinte ¢ a 21-hidroxilagdo pela CYP21 da 17a-hidroxiprogest
erona, para formar 11-deoxicortisol, o qual é hidroxilado pela CYP11B31 para formar
cortisol. As zonas fasciculada e reticular também produzem 11-deoxicorticosterona,

18-hidroxideoxicorticosterona e corticosterona.



FIGURA 3 - VIAS MAIORES DA BIOSSINTESE DE ESTEROIDES
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A produgdo de androgénios a partir da pregnenolona e progesterona requer a
participagdo da CYP17 e, portanto, ndo ocorre na zona glomerulosa. A maior produgio
quantitativa de androgénios é pela conversio da 17o-hidroxipregnenolona aos
esteroides de C19 (DHEA e DHEA-S). Outro androgénio importante € a
androstenediona, produzido a partir da 17a-hidroxiprogesterona pela agéo da 17,20-
desmolase (ARON; TYRRELL, 1994).

2.1.3 Diagnostico e tratamento

As hipoteses sobre a origem embrionaria do TAC de criangas se baseiam em,
pelo menos duas observagdes. O fato de que criangas mais jovens apresentam
manifestagdes mais precoces, a predominancia de tumores virilizantes, juntamente as
caracteristicas histopatologicas da neoplasia (BUGG et al., 1994) indicam que o tumor
surgiu na zona fetal do cortex adrenal, no periodo pré-natal. A zona fetal representa
85% do coOrtex adrenal durante o desenvolvimento do feto e produz
dehidroepiandrosterona, em razdo da presenga de 17-hidroxilase (KEEGAN;
HAMMER, 2002). Em contraste, 0 TAC que se desenvolve em adolescentes pode se
originar da zona definitiva do cortex adrenal. E possivel que a presen¢a de TP53
mutante aumente a penetrancia desse tumor na zona fetal, porém, ndo na definitiva.
Essa premissa € consistente com o fato de que em individuos com mutagSes
constitucionais no gene 7P53 (Sindrome de Li-Fraumeni), o TAC ocorre durante a
primeira década de vida (KLEIHUES et al., 1997).

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

doentes, com excegdo das alteragdes enddcrinas. E, finalmente, o crescimento do



tumor pode ser muito lento, o que se observa em casos em que existe um longo espago
de tempo entre as primeiras manifestagdes clinicas percebidas, na crianga ou no
adolescente, e a detecgdo do tumor (MICHALKIEWIECZ et al., 2004). Essa ultima
observagdo € consistente com o processo multifasico da carcinogénese resultante do
acamulo de varias alteragdes genéticas (SHIH et al., 2001).

O intervalo entre o surgimento dos sinais e sintomas € o diagndstico nio esta
relacionado ao prognodstico ou ao tamanho do tumor, por isso, o tamanho do tumor
pode refletir a qualidade das anormalidades genéticas adquiridas. Por conseguinte,
parece que existe uma fase inicial em que o tumor se desenvolve lentamente,
caracterizada, especialmente, pelas manifestagdes enddcrinas e auséncia de massa
tumoral palpavel e, em seguida, uma progressdo rapida do tumor (MICHALKIEWICZ
etal., 2004).

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

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

O prognostico € regido pelo sucesso da cirurgia, forma de tratamento mais
eficiente para o0 TAC (BRENNAN, 1987) e que apresenta maior potencial curativo
(CHUDLER; KAY, 1989). Em um registro internacional de TAC foi relatada
sobrevida de aproximadamente 55% dos pacientes (MICHALKIEWIECZ et al., 2004).

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

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

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

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

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

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

0 uso de quimioterapia e cirurgia t€ém mau prognostico.

2.2 FATOR ESTEROIDOGENICO-1 (SF-1)

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

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

QUADRO 2: EXEMPLOS DE GENES REGULADOS POR SF-1

GLANDULA ADRENAL E ESTEROIDOGENESE

- ACTH

— Receptores HDL SR-B1

- StAR

- CYP11A1

— 3p-hidroxiesterdide desidrogenase

— Aromatase
DIFERENCIACAO SEXUAL

- DAX1

- AMH

- Receptor do AMH

—  Produtos do gene Insulina-simile 3
REPRODUCAO

—  Receptor do GnRH

— Horménio glicoprotéico sub-unidade o

— LH sub-unidade f

— Ogxitocina

— Inibina sub-unidade o

FONTE: OZISIK et al., 2003
NOTA: HLD SR-BI: receptores scavenger B1; LDH: lipoproteina
de alta densidade ; AMH: horménio anti-Miillerian;
GnRH: horménio liberador de gonadotropina , LH:
hormoénio luteinizante

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

em uma seqii€ncia de 1383 nucleotideos e determinaram a estrutura desse gene (figura
4).



FIGURA 4 : SEQUENCIA DO GENE SF-/
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ggaggacgga
gtttctgcge
ccctggtgece
cgcgggcatg
caaggtgtcc
gcgcacggtg
caagacgcag
gcgcctggaa
gtacaagcgg
caagctggag
cgtgctgcect
tgggccactg
gccactggcect
ggagccttat
tggagggccc
ccaggtgcgg
gccggeggec
ctgggcacgc
gcagaactgc
caaggagggc
ccaggcggge
gcttgcgectg
cctggatttg
cgccgeccctg
gctgctgctg
ccacaagcac
caagcagact
ggcctgggeg
cgaggagccc
ggaagtgggt
ctgcttggag
cagctctctc
gtgggcctcg
gggagaagtt
agagaccagg
agaggggcta
cctagccectt
aaactttgct
cgacatccta
agtcaagagg
gtgtgtgatg
ctaagtacag
ctgggtcatt
cccactaggt
caagtgaact
tctgtggctce
ctgaccccct
tcggctgtct
gcagcttgtg
gcctcececgece
caaggccgga
acagccctgg

cggacagggc
acccacagtc

cactgccacc
gactattcgt
ggctaccact
cagaacaaca
cgcaagcgct
gccgtgegeg
gaccgggccc
acagggcccc
cccagcctgce
ggcgactttg
ggctacctct
gccagccccce
aacgtgcctg
gcccgcatct
ttcggcecctcee
aggtgcatgg
tggagcgagc
agcatcctgc
tcgctgectge
cagctggacc
aagttcctga
cttgactaca
tgcctggtgg
ctgggcaacg
tgagcctggg
gggccgcagce
cagccccgtc
gaggctgggce
tgccccaagg
tcctggagtce
acgtcccttg
gagcaggtat
agggagagcc
ttgggcccta
ctaccccacc
ccaggcatca
gccccaccca
tttttcteccce
gagggaaggg
ctgatggttt
acttctgagc
gaacagcagg
tgggaggggg
caacccgttg
gtcctaggtce
cctgtccccg
ctgagcctgc
accctgtctc
gacccacagc
aataaatttc

FONTE: OBA et al., 1996.

cagcctgctg
gccaccgtcc
ctcatccggt
acgacgagga
acggactgct
agcactacac
gtcccttectg
ctgaccgtat
tgaaacagca
cgatgggggt
atgggcctga
gggccccagce
accctgcectt
cacagcctgg
agctcatcct
tgggctgect
tgtgcagaat
tcttcaagga
tgctggtgtt
tggtcaccgg
acagcctggt
ggcaggagtt
ataaccacat
ccctgtgcca
aggtgcggge
agatgccccg
ccgggggcgg
cacaccgctg
ccagaggccg
agggcctgge
aggtggctgt
tgaagcctgce
gatcagaggt
caactagggg
tctgttttgt
gaggacacta
tgacctctge
ctgattccct
gaggtggccc
cgctttttgt
gacagatttg
ctccccggac
cccagcccca
atgccctgtt
cacgggcctg
ggtcccttge
atgaaggaca
gcggggtgcec
ccagttggag
agtacctccc
cctgaaacga
gcaattagtt

tccggcectgece
cacctgggct
gtgagagcgc
cctggacgag
cacgtgtgag
gtgcaccgag
ccgcttccag
gaggggtggc
gaagaaggca
gcccecgcecg
gcccaagggc
actgcccatg
tcctggcecgt
gctgccgtac
gcagctgctg
gcaggagccc
ggccgaccag
gctggaggtg
cgaccacatc
gcaggaggtg
gttgcgggceg
tgtctgceccte
cctggtgaaa
ctacccgcac
cctgagcatg
caacaacctg
ggccgggact
gctctgcatg
ctgcccctga
ggaggtggag
taaccacccg
aggtccgggg
catcccttcc
aggagagagg
aaactaagga
ggagactggt
aagagggggc
ctcccaccca
tcccaggcetg
ttttaagctt
aggactgaag
actcgcctac
atccagagaa
gggggcttca
tagatcaggg
tgcaaaccca
ctctgcaggg
tgctgtccgt
gagactgggc
cccececgecce
gaagtgccct
tccaaaaaaa

gcccgecgtg
gccggagcect
tgcttccget
ctgtgccccg
agctgcaagg
agccagagct
aaatgcctga
cggaacaagt
cagattcggg
ccceccteceg
ctggccgeccg
gccgtgeccg
gccatcaagt
ggctacccag
cagctggagc
accaaaagcc
accttcatct
gccgaccaga
taccgccagg
gagctgacca
caggagctgg
aagttcatca
gacgctcagg
tgcggggaca
caggccaagg
ctcatcgaaa
gggggcggga
gttcattttc
gttctgacac
tggccactgg
ccececgeccee
aggaggttcg
tcctcectectg
gtctccagtg
taaccgagtt
taggacaaaa
attgatacat
aggagaacgt
gtatttatct
ctagacactc
ctggggcttg
taagtaccct
gcgctgttge
ggtctctgtg
atagcgctgt
tgaagctggc
tgaagcacca