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Resumo




Bellido, C. Papel do oncogene YAP1 no processo de tumorigénese e metéastase e efeito de seu
inibidor verteporfina nos tumores adrenocorticais pediatricos. 2022. 144p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

CONTEXTO: Os tumores adrenocorticais (TACs) sdo raros e agressivos. YAPL, um efetor da
via Hippo, é superexpresso em outros tipos de cancer. Recentemente, foi demonstrado que a
superexpressdo de YAP1 se associa com pior progndéstico de pacientes pediatricos com TAC.
OBJETIVOS: Avaliar o papel do oncogene YAP1 e o efeito antitumoral de seu inibidor, a verteporfina,
na tumorigénese adrenocortical.

METODOS: Ex vivo e in silico, a expressdo do gene YAP1 em TACs foi analisada a partir de
dados publicos disponibilizados nas bases de dados TCGA e GEO, bem como de dados
resultantes do RNA-seq de amostras de TACs pediatricos da coorte FMRP/USP-Boldrini.
Adicionalmente, o perfil de metilacdo do gene YAP1 foi analisado a partir dos dados de amostras
de pacientes pediatricos da coorte FMRP/USP-Boldrini e de dados publicos no GEO. In vitro,
o0 papel do YAP1 sobre a progressdo de TACs foi examinado por meio de ensaios de viabilidade
celular, ciclo celular, formacao de col6nias em agar mole e invasdo celular. A influéncia de
YAP1 sobre a expressdo proteica e a atividade transcricional da beta-catenina foi examinada
por meio de Western blot, imunofluorescéncia e gPCR em tempo real. In vivo, foi avaliado o
efeito da inibicdo farmacoldgica do YAP1 usando verteporfina sobre o crescimento tumoral em
modelo xenogréfico murino de TACs.

RESULTADOS: Houve associacao significativa entre a alta expressdo de YAP1 com a menor
sobrevida de pacientes pediatricos das coortes GEO e FMRP/USP-Boldrini e de pacientes
adultos da coorte TCGA. Ainda, observou-se duas assinaturas de metilacdo de YAP1 nas coortes
pediatricas avaliadas, sendo que houve associacdo entre estas assinaturas e o prognostico dos
pacientes da FMRP/USP-Boldrini. Juntos, estes resultados confirmam a importancia do gene
YAPL neste processo. In vitro, a inibicdo do YAP1 reduziu a viabilidade celular através do
bloqueio da progresséo do ciclo celular na fase GO-G1, inibiu a expressao dos marcadores do
processo de transicdo epitélio-mesénquima, assim como o crescimento independente de
ancoragem e a invasdo celular. Adicionalmente, o YAP1 modulou 0s niveis proteicos e a
atividade transcricional da beta-catenina e, a0 mesmo tempo, a beta-catenina mostrou-se
mediadora parcial do efeito do YAP1 nas células adrenocorticais. Finalmente, in vivo, a
verteporfina inibiu o crescimento tumoral por meio da inibicdo da proliferacdo tumoral,
demonstrada pela imunorreatividade reduzida de Ki67 nos xenoenxertos de TAC nos animais

tratados.



CONCLUSOES: Nossos achados reforcam o papel do YAP1 como um novo marcador
prognostico para pacientes com TAC, bem como demonstram a contribuicdo de sua
desregulacdo no processo de tumorigénese adrenocortical. Este estudo evidencia a importancia
da interacdo entre as vias Hippo/YAP1 e Wnt/beta-catenina em células adrenocorticais. A
demonstragdo do efeito antitumoral da verteporfina sugere que YAP1 pode ser um novo alvo para o

tratamento de pacientes com TAC.

Keywords: Tumor adrenocortical, via Hippo, YAPL, verteporfina, via Wnt/beta-catenina.



Abstract




Bellido More, C. The role of YAP1 oncogene in tumorigenesis and metastasis process and the effect
of its inhibitor verteporfin in pediatrics adrenocortical tumors. 2022. 144p. Thesis (PhD) — Ribeirao
Preto Medical School, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2022.

Background: Adrenocortical tumors (ACT) are rare and aggressive. YAP1, a HIPPO pathway
effector, is overexpressed in other types of tumors. Recently, it was shown that YAP1
overexpression is associated with worse prognosis in pediatric patients with ACT.

Objectives: To evaluate the role of the YAP1 oncogene and the antitumor effect of its inhibitor,
verteporfin, in adrenocortical tumorigenesis.

Methods: Ex vivo and in silico, the YAP1 expression in ACT was analyzed from publicly
available data from TCGA and GEO databases and the RNA-seq data of pediatric patients’
samples from FMRP/USP-Boldrini cohort. In addition, YAP1 methylation profile was analyzed
from a methylation array from pediatric patients’ samples from FMRP/USP-Boldrini cohort and
public data from GEO. In vitro, the role of YAP1 on ACT progression was examined using cell
viability, cell cycle, soft-agar colony formation, and cell invasion assays. YAP1’s influence on
beta-catenin protein levels and transcription activity was examined by immunoblotting,
immunofluorescence and real time-qPCR. In vivo, the effect of the pharmacological inhibition
of YAPL by verteporfin on tumor growth was evaluated in a mouse xenograft model of ACT.
Results: We confirmed the association between YAP1 mRNA overexpression with impaired
survival of pediatric patients from GEO and FMRP/USP-Boldrini cohort and adult patients from
TCGA. Moreover, we identified two YAP1 methylation signatures in both pediatric cohorts
evaluated. These methylation signatures were also associated with the survival of pediatric
patients from the FMRP/USP-Boldrini cohort. Together, these results support the prognostic
marker value of YAP1 in ACTs. In vitro, the inhibition of YAP1 reduced adrenocortical cell
viability through cell cycle arrestment in GO-G1 phase, inhibited the epithelial mesenchymal
transition process markers’ expression, as well as anchorage-independent growth and cell
invasion. In addition, YAP1 was shown to modulate beta-catenin protein levels and
transcription activity and, at the same time, beta-catenin was shown to partially mediate the
effect of YAP1 on adrenocortical cells. Finally, in vivo, verteporfin inhibited the tumor growth
by inhibiting tumor cell proliferation, as shown by reduced Ki67 immunoreactivity in the
xenografts from treated mice.

Conclusions: Our findings reinforce the role of YAP1 as a novel prognostic marker for patients
with ACT, as well as demonstrate the mechanisms by which YAP1 deregulation contributes to
adrenocortical tumorigenesis. This study also evidences the importance of the crosstalk between



Hippo/YAP1 and Wnt/beta-catenin pathways in adrenocortical cells, which acknowledges

YAP1 as a new target for the treatment of patients with ACT.

Keywords: Adrenocortical tumor, Hippo pathway, YAP1, verteporfin, Wnt/beta-catenin
pathway
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1. INTRODUCAO

1.1. Coértex Adrenal

As glandulas adrenais sdo orgaos bilaterais localizados acima dos rins e participam da
regulacdo hormonal de diversas funces fisiologicas vitais, incluindo resposta imune, resposta
ao estresse, homeostase energética, maturacao sexual e equilibrio hidrossalino. As adrenais s&o
compostas por dois compartimentos histolégicos e funcionalmente diferentes: o cértex adrenal,
que produz esteroides, e a medula, que secreta catecolaminas (Figura 1) (ANTONINI;
STECCHINI; RAMALHO, 2020; PIGNATTI; FLUCK, 2021).

O cortex adrenal é derivado de células do mesoderma intermediario e se origina a partir
dos 28-30 dias apds a concepcao, entre o epitélio celémico e a aorta dorsal (HATANO et al.,
1996; PIGNATTI; FLUCK, 2021). A partir da 8% semana de gestacdo, o cortex adrenal
rudimentar ja esta conformado por uma camada interna, chamada zona fetal (zFt) e uma camada
externa recém formada, chamada zona definitiva (zD). Apenas ap6s a metade da gestacdo
desenvolve-se uma terceira camada, a zona de transicdo (zT), que € derivada da zD e se localiza
entre as zFt e zD (ANTONINI; STECCHINI; RAMALHO, 2020).

O peso da glandula adrenal humana em desenvolvimento aumenta quase 10 vezes entre
a 8% e a 102 semanas apds a concepcdo. A adrenal fetal continua crescendo durante a gestacdo e
por volta das 30 semanas atinge um tamanho equivalente a 10 a 20 vezes o da glandula adrenal
adulta. Ao nascimento, o peso da adrenal € de 8 a 10 g, que é o dobro do peso das adrenais
adultas, mas diminui para cerca de 2 g durante as primeiras 2 semanas de vida pés-natal. Esta
rapida involucdo deve-se ao desaparecimento da zFt pelo processo de apoptose. Como
consequéncia, o peso total das glandulas diminui em aproximadamente 50% (ANTONINI;
STECCHINI; RAMALHO, 2020; ISHIMOTO; JAFFE, 2011).

A gléndula adrenal humana continua a sofrer remodelacdo significativa durante os
periodos neonatal e puberal. As zonas zD e zT formam o cértex adrenal adulto. A zona
glomerulosa (zG) e a zona fasciculata (zF) — que podem comegar a se diferenciar durante o
periodo pré-natal tardio ou mesmo apos o nascimento — proliferam e amadurecem por volta

dos 2-3 anos de idade por influéncia dos hormonios angiotensina Il (Angll) e ACTH,
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respectivamente. A zona reticular (zR), formada entre a zF e a medula, aparece apenas aos 6-8
anos de idade nas meninas e 7-9 anos nos meninos. Este evento caracteriza a adrenarca
(ANTONINI; STECCHINI; RAMALHO, 2020; XING et al., 2015).

1.2.  Tumores adrenocorticais

Os tumores adrenocorticais (TACs) sdo neoplasmas que se apresentam em diferentes
idades, mas sdo mais comuns durante a primeira e a quinta décadas de vida (pico bimodal). Os
TACs sdo geralmente unilaterais, podendo ser funcionantes (secrecao autbnoma de esteroides),
especialmente nas criangas, ou ndao-funcionantes, predominantemente em adultos. A maioria
destes tumores sdo adenomas adrenocorticais (AAC) benignos, que apresentam prognostico
favoravel. Por outro lado, os tumores malignos sdo chamados de carcinomas adrenocorticais
(CAC), que sdo raros e tém prognostico desfavoravel (FASSNACHT; KROISS; ALLOLIO,
2013; RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2005).
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Figura 1. Histologia da glandula adrenal.
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Comparacéo da histologia e zoneamento anatémico da glandula adrenal (A) fetal e (B) adulta (Adaptado

de: Monticone, Auchus e Rainey; 2012).

1.3. Epidemiologia

Os TACs afetam entre 3 e 10% da populagdo mundial, sendo a maioria dos tumores
AAC (MANSMANN et al., 2004). Os CACs tém baixa incidéncia, entre 0,7 a 2 casos por
milhdo por ano em pacientes adultos, sendo mais frequentes em mulheres (55-60%).
Aproximadamente 60% dos casos sdo diagnosticados entre os 40 a 70 anos de idade. Em
individuos diagnosticados com menos de 20 anos de idade, os CACs também sdo raros,
apresentando incidéncia de 0,2 a 0,3 casos por milh&o por ano, o que representa 0,2% de todos
0s carcinomas neste grupo etario (CLAY et al., 2022; KERKHOFS et al., 2013; LEAL et al.,
2011; MCATEER; HUACO; GOW, 2013; PINTO; ZAMBETTI; RODRIGUEZ-GALINDO,
2020; RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2005; WAJCHENBERG et al., 2000). Porém, existe
diferenca geogréafica importante na incidéncia de TAC, pois no Sul e Sudeste do Brasil amesma
pode ser até 15 vezes maior que a relatada em outros paises, chegando a 4,2 casos por milh&o
(LATRONICO et al., 2001; RIBEIRO et al., 2001; RIBEIRO; FIGUEIREDO, 2004).
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1.4.  Manifestacdes Clinicas

A principal queixa apresentada em 40% a 60% dos pacientes com TAC esté relacionada
com o excesso de secrecdo hormonal pelo cortex adrenal. Adicionalmente, boa parte dos
pacientes apresenta sintomas mais inespecificos, como dor abdominal, que estdo relacionados
ao crescimento tumoral local. A sindrome de Cushing é a apresentacdo mais comum dos
pacientes adultos que apresentam hipersecre¢do hormonal. Entre 50% a 80% dos pacientes
adultos com CACs funcionantes apresentam hipercortisolismo. Ja nos pacientes pediatricos, a
virilizacdo decorrente do excesso de horménios androgénios € a manifestacdo clinica mais
comum, principalmente devido a secrecao autbnoma tumoral de grandes quantidades de sulfato
de dehidroepiandrosterona (S-DHEA) (ANTONINI et al.,, 2011; ELSE et al., 2014;
RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2005). Existem também tumores que secretam androgénios e
cortisol, sendo desta forma considerados tumores mistos. Esta forma € a mais comum nos
pacientes pediatricos (ELSE et al., 2014). Raramente os TACs apresentam secrecdo de
aldosterona ou estrégenos (ANTONINI et al., 2011; RIBEIRO et al., 2012).

1.5. Estadiamento tumoral

O estadiamento tumoral é uma das ferramentas de avaliacdo do progndstico mais
importantes para pacientes com cancer. Atualmente, para o estadiamento dos TACs em
pacientes adultos ¢ amplamente usada a classificacio TNM proposta pela European Network
for the Study of Adrenal Tumor (ENSAT), que inclui o tamanho e extensdo do tumor (T),
numero de linfonodos proximos (N) e presenca de metastase (M) (Tabela 1) (FASSNACHT;
ALLOLIO, 2009; LUGHEZZANI et al., 2010).
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Tabela 1. Estadiamento dos TAC em pacientes adultos e sobrevida em 5 anos segundo a

classificacdo da ENSAT

Estagio tumoral

Classificagdo ENSAT

Sobrevida em 5 anos

I T1 NO MO 82% (95% IC, 69-99)

1 T2 NO MO 61% (95% IC, 51-69)

i T1-2 N1 MO 50% (95% IC, 39-61)
T3-4 NO-1 MO

v T1-4 NO-1 M1 13% (95% IC, 5-21)

Fonte: Fassnacht e Allolio (2009), Lughezzani et al. (2010).

Para o estadiamento dos TAC pediatricos, o sistema proposto por Sandrini et al. (1997)
é 0 mais usado (SANDRINI; RIBEIRO; DELACERDA, 1997) (Tabela 2) e vem sendo
modificado pelo Children’s Oncology Group (COG) (Tabela 2), a partir dos dados clinicos

obtidos pelo International Pediatric Adrenocortical Tumor Registry (IPACTR). Este registro

contempla informacdes de pacientes pediatricos diagnosticados com TAC ao redor de todo o

mundo, 0 que permite uma curadoria globalizada sobre a biologia da doenca e a padronizagao

dos critérios diagnosticos e terapéuticos. O IPACTR propde a estratificacdo dos pacientes a

partir de seu prognostico, a fim de identificar aqueles que devem receber terapia mais intensiva;

contudo, ndo considera a idade do paciente ao diagnostico, que € sabidamente associado a sua
sobrevida (MICHALKIEWICZ et al., 2004; PINTO; ZAMBETTI; RODRIGUEZ-GALINDO,

2020).
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Tabela 2. Sistemas de estadiamento dos TAC pediatricos proposto por Sandrini e 0
atualizado pelo IPACTR

Estadio
Sandrini IPACTR
tumoral

| Tumor totalmente ressecado, volume Tumor completamente ressecado
tumoral <200 cm, auséncia de metastase, com margens negativas, peso
niveis hormonais normais apés a cirurgia. tumoral <200 g, auséncia de

doenca metastatica.

I Tumor residual microscopico, volume Tumor completamente ressecado com
tumoral >200 cm, rompimento da capsula e margens negativas, peso >200 g, auséncia de
disseminacéo do tumor durante a cirurgia, doenca metastatica.
ou persisténcia de niveis hormonais
anormais apos a cirurgia.

11 Tumor residual grosseiro ou inoperavel. Tumor residual (definido pela presenga de

tumor microscépico ou massa tumoral apds
a resseccao cirurgica) ou inoperavel.
v Metastase a distancia. Metéstase hematogénica na apresentacao.

Fonte: Pinto, Zambetti e Rodriguez-Galindo (2020).

1.6. Histologia

A avaliacdo patologica nos TACs de pacientes adultos se baseia no escore de Weiss,
publicado no ano de 1984 (WEISS, 1984),sendo o sistema mais comumente aceito e adotado
pela Organiza¢do Mundial de Salde. Este escore consiste na avaliacdo de nove caracteristicas
histopatoldgicas (Tabela 3), sendo que a presenca de menos de trés destas estdo relacionadas
com comportamento benigno e, pelo contrério, a presenca de trés ou mais destas caracteristicas

esta associada ao comportamento maligno (LAU; WEISS, 2009).

Para os TACs pediatricos, ndo existe uma clara diferenciacdo histologica entre
adenomas e carcinomas, sendo dificil sua classificacdo patolégica (PINTO; ZAMBETTI,;
RODRIGUEZ-GALINDO, 2020; WIENEKE; THOMPSON; HEFFESS, 2003). Atualmente, o
critério proposto por Wieneke et al. (2003) é mais aceito (Tabela 3) para a avaliacdo de risco
dos TAC pediatricos. Este modelo que é semelhante ao escore de Weiss também avalia nove
caracteristicas histologicas, sendo que a presencga de até duas caracteristicas indica tumores
benignos ou AACs, a presenca de trés caracteristicas indica tumor com potencial de
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malignidade incerta e quatro ou mais presentes caracteristicas indicam comportamento maligno
ou CACs (WIENEKE; THOMPSON; HEFFESS, 2003).

Tabela 3. Caracteristicas histolégicas dos escores propostos por Weiss (1984) e por

Wieneke et al. (2003) para os TAC em pacientes adultos e pediatricos, respetivamente

Escore de Weiss Escore de Wieneke
e Grau nuclear elevado e Peso tumoral > 400 gramas
e > 5 mitoses / 50 campos de alta resolucdo | e > 15 mitoses / 20 campos de alta resolucdo
(400x) (400x)
e Mitoses atipicas e Figuras mitoticas atipicas
o <259% de células claras e Didmetro tumoral > 10,5 cm
e >33% de arquitetura difusa e Extensdo para tecidos moles periadrenais e /
e Necrose tumoral ou 6rgdos adjacentes.
e Invaséo venosa e Necrose tumoral
e Invasdo sinusoidal e Invasdo venosa
e Infiltracdo capsular e Invasdo da veia cava inferior
e Invasdo capsular

Fonte: Weiss (1984) e Wieneke, Thompson e Heffess (2003)

1.7.  Prognostico e tratamento

A remocdo cirargica total do tumor permanece a Unica opc¢do terapéutica
potencialmente curativa ou que prolonga a sobrevida de pacientes diagnosticados com TAC em
estagios | a Il (MICHALKIEWICZ et al., 2004).

Em pacientes adultos tem sido usado o composto adrenotoxico mitotano, que é derivado
do inseticida diclorodifeniltricloroetano (DTT) e € a Unica droga aprovada pela FDA para o
tratamento dos TACs. O mitotano é usado como agente Gnico na terapia adjuvante apés a
resseccdo completa do tumor (FASSNACHT; KROISS; ALLOLIO, 2013; KHORRAM-
MANESH et al., 1998; TERZOLO et al., 2014). O mitotano tem efeito sobre a esteroidogénese
adrenal, o que pode ser devido a inibigdo da transcricdo de genes codificadores de enzimas
esteroidogénicas (PUGLISI et al., 2020). Alguns estudos mostram que o mecanismo pelo qual
0 mitotano afeta a esteroidogénese € sua interferéncia na atividade da cadeia respiratoria
mitocondrial, uma vez que induz a perda de func¢do da enzima citocromo c oxidase (COX) nas

celulas adrenocorticais e a fragmentacdo morfolégica das membranas mitocondriais
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(BEDROSE et al., 2020; HESCOT et al., 2013). Ha pouca informac&o sobre o uso do mitotano
em pacientes pediatricos, ainda que alguns estudos mostram resultados semelhantes aos de
pacientes adultos (MICHALKIEWICZ et al., 2004; RIBEIRO et al., 2012; RODRIGUEZ-
GALINDO et al., 2005). Os dados do maior estudo prospectivo nesta area, o protocolo COG
ARAR 0332, confirmaram que o mitotano associado ao esquema quimioterapico convencional
composto por cisplatina, etoposideo e doxirrubicina parece contribuir positivamente no
aumento da sobrevida de pacientes em estagio tumoral IPACTR Ill. Este mesmo estudo
confirmou que uma das maiores dificuldades do uso do mitotano s&o seus efeitos adversos e o
risco de toxicidade. Cerca de um terco dos pacientes pediatricos neste esquema de tratamento
composto por mitotano e quimioterapia ndo conseguiram completar o tratamento em funcéo de
efeitos colaterais (RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2021).

Os TACs em estagio avancado ou metastatico sdo considerados de prognéstico
desfavoravel e as opcOes terapéuticas sdo limitadas. Apesar de diferentes fatores de risco terem
sido identificados, os mecanismos envolvidos na tumorigénese adrenocortical precisam ser
melhor elucidados (ASSIE et al., 2014; LIPPERT et al., 2018; ZHENG et al., 2016). Assim,
faz-se necessaria a identificacdo de novos alvos e terapias para pacientes com doenca avancada
ou recidiva (RODRIGUEZ-GALINDO et al., 2021).

1.8.  Genes e vias envolvidas na tumorigénese dos TACs

Dada a sua raridade, de modo geral o tamanho reduzido das casuisticas estudada até
agora ndo favorece o entendimento completo dos mecanismos que contribuem para o
desenvolvimento do CAC e a identificacdo de marcadores de pior prognostico. Todo o
conhecimento acumulado até o presente demonstra que 0os CACs sdo o resultado de
desregulacGes nos processos de diferenciagdo celular, proliferagcdo néo-verificada e ativacdo de
receptores hormonais e de fatores de crescimento, além de outros (RODRIGUEZ-GALINDO
et al., 2005).

p53
O gene mais fortemente associado aos TACs é o TP53. O TP53 é um gene supressor
tumoral e a presenca de mutacOes de perda de funcao neste gene contribui significativamente

para o desenvolvimento tumoral. No caso dos TACSs, se observam mutac¢des somaticas no gene
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TP53 em 25% dos tumores esporadicos em adultos e mutacdes germinativas em pelo menos
50% dos TACs pediatricos (LIBE; FRATTICCI; BERTHERAT, 2007; REINCKE et al., 1994;
WAGNER et al., 1994). A variante germinativa p53 p.R337H encontra-se com frequéncia no
Sul e Sudeste do Brasil, sendo sua prevaléncia igual ou superior a 78% nos pacientes pediatricos
diagnosticados com TAC provenientes destas regides. Esta variante apresenta baixa
penetrancia. Sua presenca esta associada a prognostico desfavoravel em pacientes adultos, mas
ndo nos pediatricos, apesar de ser mais prevalente neste grupo (LATRONICO et al., 2001;
WASSERMAN et al., 2015). Anélises de marcadores polimorficos intragénicos demonstraram
que a mutacdo p53 p.R337H é originaria de um Unico fundador (PINTO et al., 2004). Estudos
estruturais tém demonstrado que a substituicdo da arginina (R) pela histidina (H) no residuo
377 da p53 interrompe a estabilizacdo de uma ponte salina no dominio de tetramerizacdo da
proteina p53, ocorrendo de forma pH-dependente (DIGIAMMARINO et al., 2002). Esta
mutacdo resulta em atividade semelhante a da proteina selvagem em ensaios in vitro, o que
estaria relacionado com a diminuta frequéncia desta mutacdo em pacientes com Sindrome de
Li-Fraumeni (LFS) (WASSERMAN et al., 2015). Recentemente, um estudo usando um modelo
murino demonstrou que a mutagdo germinativa p53 p.R337H é menos prejudicial a atividade
supressora tumoral e estad associada a maior vida util da proteina p53 quando comparada a
outras mutacdes encontradas no sitio de ligacdo ao DNA e gue sdo claramente associadas com
a LFS (JEFFERS et al., 2021).

Wnt/Beta-Catenina

Uma das principais vias envolvidas na patogénese dos TACs ¢ a via Wnt/beta-catenina.
Esta via encontra-se ativa em diversos tipos de cancer humanos, incluindo os TACs (TISSIER
et al., 2005). A sinalizacdo canonica desta via depende do ligante Wnt para sua ativagéo e
subsequente translocacgdo da beta-catenina do citoplasma ao ndcleo celular. Uma vez no nucleo,
a beta-catenina interage com os fatores de transcricdo Tcf/Lef permitindo a expressao de seus
genes alvo (EL WAKIL; LALLI, 2011; HE et al., 1998; TETSU; MCCORMICK, 1999). O
exon 3 do gene CTNNB1, codificador da beta-catenina, encontra-se frequentemente mutado nos
TACs. Estas mutagdes sométicas levam ao ganho de funcdo da via, pois resultam na perda da
fosforilagdo de um dos dominios especificos ricos em serina ou treonina, o que blogueia a
degradacéo da beta-catenina. O resultado é o acumulo de beta-catenina no citoplasma e sua
consequente translocacdo ao nucleo, permitindo que beta-catenina ative os fatores de

transcricdo e induza a expressdo de genes tumorais como CCND1, MYC e AXIN2 (TADJINE
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et al., 2008; TISSIER et al., 2005). Estas mutacGes somaticas ativadoras no gene CTNNB1
foram observadas em 15 a 36% e em 6% dos TACs adultos e pediatricos, respectivamente
(BONNET et al., 2011; GAUJOUX et al., 2013; LEAL et al., 2011; MERMEJO et al., 2014;
TADJINE et al., 2008; TISSIER et al., 2005).

A ativacdo excessiva da beta-catenina esta associada a prognostico desfavoravel tanto
de pacientes adultos quanto pediatricos com TAC (GAUJOUX et al., 2013; LEAL et al., 2011;
MERMEJO et al., 2014). Estudos realizados por nosso grupo demonstraram que as mutacoes
no gene CTNNBL1 sdo menos frequentes em TACs pediatricos do que em adultos. Contudo, sua
presenca esta associada ao pior prognostico dos pacientes pediatricos (LEAL et al., 2011;
MERMEJO et al., 2014; BUENO et al., 2022).

Adicionalmente, outras mutacdes na via Wnt foram observadas em TACs, como
mutac6es nos genes ZNRF3 e APC, que também estdo associadas ao acimulo nuclear de beta-
catenina (ASSIE et al., 2014; LIPPERT et al., 2018; ZHENG et al., 2016). No entanto, a
frequente ativacdo da via Wnt/Beta-catenina nos TACs, independentemente da identificagdo de

mutac¢0es, sugere que outras alterac6es estejam envolvidas (LEAL et al.,2011).

Recentemente, Borges et al. demonstraram por meio de um modelo murino transgénico
que a combinacédo da ativacdo da via Wnt/beta-catenina e a desregulacdo da via p53/RB1 foi
suficiente para resultar na formacédo de TACs. Este dado reforca ainda mais que a via p53/RB1
tem interface com a Wnt/beta-catenina na promocao da tumorigénese adrenocortical (BORGES
et al., 2020).

1.9. ViaHippoe YAP1

A via Hippo é uma via celular conservada que foi primeiramente descrita na Drosophila
sp. Esta via regula a proliferacdo celular e apoptose, estando envolvida na regeneracéo e no
tamanho dos 6rgéos, na diferenciacdo celular e na homeostase dos tecidos (AVRUCH; ZHOU;
BARDEESY, 2012; CAMARGO et al., 2007). Em condicdes fisioldgicas, a via Hippo atua
como um supressor da funcdo do seu efetor yes-associated protein-1 (YAP1), mantendo assim
a quiescéncia de células-mae e suprimindo a proliferacdo celular. Porém, mediante dano

tecidual, a via Hippo € reprimida e o YAP1 ¢ ativado, promovendo a auto renovacdo das
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células-mée e proliferacao celular, permitindo sua reparacdo (SZULZEWSKY et al., 2020;
WANG et al., 2018).

A via Hippo e 0 YAP1 tém sido associados com a tumorigénese. A desregulagdo do
YAPL1 tem sido associada ao desenvolvimento de diferentes tipos de cancer e ao progndstico
desfavoravel dos pacientes (AVRUCH; ZHOU; BARDEESY, 2012; FERNANDEZ-L et al.,
2009; ZHANG et al., 2011). Os principais componentes da via Hippo séo as quinases centrais
MST1/2 e LATS1/2, e respectivos efetores a jusante YAP1/TAZ (Figura 2). Essa via pode ser
regulada por meio da interacdo celular, do estresse mecanico e de outros mecanismos. Quando
ativa, a via Hippo induz uma cascata de fosforilacdo dos componentes das quinases centrais
que fosforilam YAP1 no residuo Ser127, induzindo sua retencéo citoplasmaética e degradacao
proteossomal. Ao contrario, quando a via Hippo esta inativa, 0 YAP1 se transloca para o nlcleo
celular, onde interage com o fator de transcricdo TEAD (dominio TEA) e induz a expresséao de
genes-alvo envolvidos na proliferacéo celular e tumorigénese, como CTGF e CYR61 (ZHAO
et al., 2007, 2008). Assim, a atividade do YAP1 depende de seu estado de fosforilacdo e
localizagéo subcelular.
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Figura 2. Representacdo esquematica da via Hippo-YAP.
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Adaptado de: Szulzewsky et al. (2021).

A superexpresséo de YAPL, incluindo seu acumulo nuclear, foi descrita em diferentes
tipos de cancer e esté relacionada com o pior progndstico dos pacientes (DEY; VARELAS;
GUAN, 2020; POMA et al., 2018). Nosso grupo demonstrou que o YAP1 pode ser encontrado
no nucleo celular e que sua superexpressdo esta associada a menor sobrevida de pacientes
pediatricos com TACs (ABDUCH et al., 2016).
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Figura 3. Histologia da glandula adrenal de camundongos apés knockout para
YAP/TAZ.
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30 semanas de vida. (C) Marcac&o positiva da caspase-3 em animais Yap"o/fox; Tazflovflox: Nr5a1 ¢+ com
20 semanas de vida. Adaptado de: Levasseur et al. (2017).

Até a publicacdo do estudo supracitado, a importancia do YAP1 e da via Hippo no
cortex adrenal ndo havia sido descrita. Contudo, em 2017 um grupo de pesquisadores canadense
avaliou os efetores da via Hippo — YAP e TAZ — no desenvolvimento do cortex adrenal. Para
isso, foi gerado um modelo murino transgénico, utilizando-se a delecdo condicional dos
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mesmos em células esteroidogénicas pelo sistema de recombinacdo sitio-especifica Cre-Lox.
Os autores observaram que a delecdo do YAP1 formou numerosas células vacuoladas e
estruturas lipoides longas multinucleadas em camundongos machos de 20 semanas de vida
(Figura 3A), enquanto que a organizacao do cértex adrenal foi quase totalmente prejudicada
(Figura 3B) apds 30 semanas de vida. Estes dados demonstraram o papel do YAP1 na
manutencdo do cortex adrenal normal em camundongos machos. Adicionalmente, foi avaliada
a expressdo da caspase-3 apds a delecdo de YAP/TAZ nas células adrenais e observou-se a
degeneracdo da glandula adrenal mediada pelo processo de apoptose (Figura 3C)
(LEVASSEUR et al., 2017).

A proteina YAP1 também tem sido relacionada com os processos de iniciacéo,
progressdo e metastase tumoral (THOMPSON, 2020; ZANCONATO; CORDENONSI;
PICCOLO, 2016). Especificamente no processo de metastase, um estudo avaliou o processo de
metastase nos linfonodos, que € um marcador sensivel para predizer a disseminacéo tumoral
para 6rgdos distantes e o progndstico do paciente. Usando modelos animais nos quais
implantaram células de melanoma, os autores avaliaram o tumor priméario, metastases-
linfonodais e metastase distante no pulmédo. Observou-se que a ativacdo do metabolismo de
oxidacdo de acidos graxos € necessaria para a ativacdo do crescimento de células tumorais
metastaticas drenadas nos linfonodos, e que esta seria dependente da ativacdo do YAPL.
Adicionalmente, foi observada a ativacdo do YAP1 em células que se encontram na frente
invasiva nos tumores metastaticos-linfonodias de melanoma e em tumores metastaticos-
linfonodias de modelo de cancer de mama. J& nos tumores primarios e metastaticos no pulméo
ndo foi evidenciada a ativagdo do YAPL1 (LEE et al., 2019).

Verterporfina

Estudos in vitro destacaram a importancia do YAPL no processo de tumorigénese de
célon, de ovério e glioma (HUA et al., 2016; PARK; JEONG, 2015; WANG et al., 2017).
Acredita-se que a interacdo YAP1-TEAD seja o alvo-terapéutico mais direto para suprimir o

crescimento tumoral induzido por YAPL.

A verteporfina (VP) é um inibidor da interacdo YAP1-TEAD (LIU-CHITTENDEN et
al., 2012) e é um medicamento aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), 6rgéao

regulatorio de medicamentos dos Estados Unidos, para o tratamento da degeneracdo macular.
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Por esta razéo, a VP tem sido considerada uma droga promissora para o tratamento de varios
tipos de cancer, incluindo mama, prostata, esdfago e adenocarcinoma ductal pancreatico
(CHEN et al., 2014; DONOHUE et al., 2013; JIANG et al., 2015; LIN et al., 2015; SONG et
al., 2014). Estudos recentes demonstraram que o efeito da VP sobre a inibi¢do da transcricdo
do gene YAP1 é uma propriedade independente da ativacao pela luz. Isto é importante porqué,
quando exposta a luz, a VP induz a formacé&o de oligbmeros e complexos proteicos de alto peso
molecular que podem resultar em toxicidade celular (KONSTANTINOU et al., 2017). Neste
sentido, salienta-se a importancia do cuidado com o controle da luz durante todas as etapas ao

se estudar as propriedades ndo ativadas por luz da VP.

1.10. Interagdo do YAP1 com a via Wnt/beta-catenina

Existem varios relatos que demonstram a interagdo entre as vias Wnt/beta-catenina e
Hippo/YAPL. Um destes primeiros estudos demonstrou que TAZ se une a proteina scaffold
Dishevelled (DVL). A DVL, por sua vez, se une ao receptor Frizzled quando a via Wnt é
ativada, sendo que a unido entre DVL e TAZ inibe esta interacdo, blogueando a ativagdo da via
Wnt (VARELAS et al., 2010). Imajo et al. (2012), mostraram que YAP1 também se une a
DVL, ajudando a inibir a beta-catenina. Adicionalmente, mostraram que YAPL se une
diretamente a beta-catenina no citoplasma, bloqueando assim sua translocacdo nuclear (IMAJO
et al., 2012). Posteriormente, demonstrou-se que YAP/TAZ se associam ao complexo de
degradacéo da beta-catenina (Figura 4). Desta forma, mediante a ativacdo da via pelo ligante
Whnt, ocorre a liberacdo do YAP1 citoplasmatico do complexo de degradacdo, o que permite
sua translocagdo ao ndcleo e ativacdo da transcri¢do de seus genes-alvo (AZZOLIN et al.,
2014). Por outro lado, o trabalho de Konsavage et al. (2012) demonstrou que a beta-catenina
pode regular positivamente a transcricdo de YAP1 em carcinoma colorectal (KONSAVAGE et
al., 2012).
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Figura 4. Complexo de degradacéo da beta-catenina.
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Outros estudos demonstraram a interacdo entre a beta-catenina e 0 YAPL no nuicleo
celular, o que permitiria a transcrigdo de genes-alvo em comum. No trabalho de Deng et al.
(2018), os autores demonstraram que, em um tipo de carcinoma colo-retal associado a colite, 0
Y AP1 se associa a beta-catenina e ao fator de transcricdo TCF para ativar a transcri¢do de genes
codificadores da Ciclina D1 e o Lgr5 (DENG et al., 2018). Recentemente, demonstrou-se que,
em células de cancer de mama do tipo basal, YAP1, beta-catenina e TEAD se associam no
nucleo celular para induzir a expressao de genes-alvo como AXIN e NUAK, sendo este Gltimo
recentemente identificado como alvo de YAP1 (QUINN et al., 2021). Adicionalmente, neste
mesmo trabalho evidenciou-se que YAP1 é necessario para a translocacdo da beta-catenina ao
nacleo (QUINN et al., 2021). Juntos, estes trabalhos evidenciam que as vias Hippo/YAP e
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Whnt/beta-catenina interagem, tanto em nivel citoplasmatico quanto nuclear, e que existe uma
regulacao entre ambas que pode se dar por diversos mecanismos, 0s quais provavelmente sejam

contexto-dependente.

1.11. Justificativa deste estudo

O envolvimento do YAP1l na tumorigénese adrenocortical permanece pouco
compreendido. Como detalhado acima, de nosso conhecimento, ha apenas um estudo do nosso
grupo demonstrou que o0 aumento da expressao do YAP1L se associa com pior prognostico em
criangas com TAC. Adicionalmente, a outra unica demonstracdo da importancia do YAP1 no

cortex adrenal foi a demonstracao de seu papel crucial durante a embriogénese.

1.12. Hipdtese de trabalho

Dessa forma, a hipoOtese deste estudo é que o oncogene YAP1 exerce um papel
importante nos processos de crescimento tumoral e metéstase dos TACs, cuja funcdo vai
depender de seu estado de fosforilacdo e também de seu papel regulador da via Wnt/beta-

catenina. Logo, a inibicdo do YAP1 pode resultar em efeitos antitumorais nos TACs.
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2. ODbjetivos
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral:
Avaliar o envolvimento do oncogene YAP1 e sua interagdo com a via Wnt/beta-catenina
na tumorigénese adrenocortical e nos processos relacionados com o desenvolvimento de

metastases.

2.2.  Especificos:

e Auvaliar, ex vivo e in silico, a expressdo do gene YAP1 nos TACs de duas coortes de
pacientes pediatricos e nos CACs de uma coorte de pacientes adultos e sua associacao

com caracteristicas clinicas e progndsticas.

e Auvaliar, in vitro, o efeito da interacdo da via Hippo/YAP com a via Wnt/beta-catenina
na tumorigénese adrenocortical usando a linhagem celular de tumor adrenocortical
H295R.

e Auvaliar, in vitro, o efeito da inibicdo do YAPL por silenciamento ou tratamento
farmacoldgico, no processo de crescimento tumoral e transicdo epitélio-mesénquima na
linhagem H295R.

e Auvaliar, in vivo, o efeito da inibicdo farmacolédgica do YAPL pela VP no crescimento

de tumores derivados da linhagem celular H295R em modelo xenografico murinho.
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3. Metodologia
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3. METODOLOGIA

3.1. Coorte FMRP/USP-Boldrini de pacientes pediatricos com TACs

A casuistica da coorte de TACs de pacientes pediatricos FMRP/USP-Boldrini faz parte
do estudo transversal “Mecanismos fisiopatologicos e moleculares da tumorigénese
adrenocortical: abordagem baseada em plataformas de sequenciamento em escala genémica
(NGS - Next-generation sequencing)” pertencente ao Projeto Temético fomentado pela
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP, Processo 14/03989-6)
desenvolvido por nosso grupo. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FMRP-USP (#5856/2013) e do Centro Infantil Boldrini (#1.7-050809) e os pacientes foram
incluidos mediante assinatura de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por seus

pais ou responsaveis.

A casuistica envolve dados clinico-patoldgicos e amostras de TACs primarios que
foram submetidos ao sequenciamento de RNA (RNA-Seq ou transcriptoma) e/ou andlise de
perfil de metilacdo tumoral (metiloma). Estas amostras sdo provenientes de 69 pacientes
pediatricos (idade ao diagndstico < 18 anos), acompanhados entre 1991 e 2019, nos dois centros
universitarios de referéncia no Estado de Séo Paulo - Sudeste do Brasil: FMRP-USP (n=38) e
Centro Infantil Boldrini (n=31). As caracteristicas demogréficas, clinicas e moleculares dos
pacientes foram obtidas de nossa base de dados e estdo resumidas na Tabela 4 e detalhadas no
APENDICE A.

Resumidamente, a avaliacdo diagndstica e o acompanhamento dos pacientes foram
realizados conforme descrito por Antonini, Leal e Cavalcanti (2014) (ANTONINI, LEAL,
CAVALCANTI, 2014). O estadiamento tumoral foi realizado de acordo com a classificagéo
atualizada do IPACTR e o tratamento dos pacientes de acordo com o protocolo COG
ARARO0332 (RIBEIRO et al., 2012; RODRIGUEZ-GALINDO C et al. 2021). O diagnostico
histopatoldgico foi realizado utilizando-se o critério proposto por Wieneke (WIENEKE,
THOMPSON, HEFFESS, 2003). As mutagdes p53 p.R337H (germinativa) e no eéxon 3 do gene
CTNNBL (sométicas) foram genotipadas por sequenciamento direto automatizado de Sanger,
conforme descrito previamente (LEAL et al. 2011, MERMEJO et al. 2014).
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Tabela 4. Caracteristicas demograéficas, clinicas e moleculares dos pacientes pediatricos
com TAC provenientes da coorte FMRP/USP-Boldrini

Caracteristica Total
Pacientes, n (%) 69 (100)
Procedéncia, n (%)

FMRP-USP 38 (55)

Centro Infantil Boldrini 31 (45)
Sexo, n (%)

Feminino 48 (70)

Masculino 21 (30)
Idade ao diagndstico (anos)

Mediana 1,9

IQR 1,2-377

< 4 anos 53 (87)

> 4 anos 16 (23)
Apresentacao clinica, n (%)

Assintomatica 10 (14)

Sd. de Cushing 6 (9)

Virilizacdo 51 (74)

Virilizagéo e Sd. de Cushing 2(3)
Estagio tumoral (IPACTR), n (%)

I 37 (54)

i 15 (22)

I 10 (14)

\Y; 7(10)

Diagnastico histopatoldgico (Wieneke), n (%)

Adenoma 28 (41)
Malignidade incerta 16 (23)
Carcinoma 20 (29)
N&o avaliados 5(7)

Recidiva pés-cirargica, n (%)
Né&o 58 (84)
Sim 12 (16)

Transcriptoma

50 (72)

23 (46)
27 (54)

34 (68)
16 (32)

1,6

12-29
43 (86)
7 (14)

7 (14)
2(4)
40 (80)
1)

27 (54)

11 (22)
9 (18)
3 (6)

22 (44)

12 (24)

12 (24)
4(8)

45 (90)
5 (10)

Metiloma

59 (85)

38 (64)
21 (36)

42 (71)
17 (29)

2
1,4-38
45 (76)
14 (24)

7(12)

6 (10)
45 (76)

1(2)

33 (56)
15 (24)
5(8)
6 (10)

25 (42)

14 (24)

16 (27)
4(7)

47 (80)
12 (20)



Mutacdo germinativa p53 p.R337H

Sim 59 (86)

N4o 5(7)

Nao avaliados 5(7)
Mutacdo somatica CTNNB1 (éxon 3), n (%)

Sim 7 (10)

NZo 53 (77)

N&o avaliados 9 (13)

Seguimento (meses)

Mediana 64,8

IOR 19,2 -108

Desfecho, n (%)

Doenca em remissao 52 (75)
Doenga ativa 3(5)
Obito 10 (14)
Perda de seguimento 4 (6)

N, nimero de individuos; %, porcentagem de individuos, IQR: intervalo interquartil

3.2.  Estudo ex-vivo e in silico

3.2.1. Andlises de transcriptoma tumoral

Coorte FMRP/USP-Boldrini

43 (86)
2(4)
5 (10)

2(4)
39 (78)
9 (18)

60,6
21,3-108

40 (80)
2(4)
5 (10)
3 (6)
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51 (86)
5 (8)
3(6)

7(12)
48 (81)
4(7)

52,8
16,8 -92,8

43 (73)
3(5)
9 (15)
4(7)

Foi avaliado o perfil de expressdo de genes da via Hippo-YAP1 obtidos da analise dos

dados de transcriptoma de 50 TACs primarios pediatricos provenientes da coorte FMRP/USP-

Boldrini. Resumidamente, 0 RNA dos tumores foi extraido com o kit QIAmp RNeasy Mini kit

(Qiagen, RE, Alemanha), seguindo o protocolo indicado pelo fabricante. As amostras foram

quantificadas em fluorimetro Qubit (Thermo Fisher Scientific, MA, Estados Unidos) e sua a

qualidade foi avaliada com o uso do TapeStation 4200 (Agilent Technologies, CA, Estados

Unidos). A integridade do RNA (RNA Integrity Number, RIN) com valores iguais ou maiores

que oito foi considerada adequada.

O sequenciamento e a pré-analise dos dados foram realizados na University of Southern
California Keck Genomics Platform (USC-KCP, Los Angeles, CA, EUA). Resumidamente, 0



50

RNA total foi submetido a deplecdo do RNA ribossomal (RNAr) por meio do NEBNext® rRNA
Depletion Kit (E6310, New England Biolabs) e fragmentado em tamanho-alvo igual a 180 pb
por fragmentacdo de calor. O preparo das bibliotecas de RNA, a conversdao em cDNA e sele¢éo
de polyA foram feitos utilizando-se 0 NEBNext® Ultra™ [I Directional RNA Library Prep Kit
for Illumina (E7765, New England Biolabs), de acordo com as instruc6es do fabricante. Cada
biblioteca foi normalizada e agrupada no mesmo dia do sequenciamento. O sequenciamento
das 101 pb das extremidades pareadas (paired-end) foi realizado no NovaSeq 6000 System,
utilizando-se NovaSeq S4 200 cycles flow cell (Illumina, San Diego, CA). As sequéncias foram
convertidas em arquivos FASTQ por meio do BCL2FASTQ v1.8.4. Os arquivos FASTQ foram
alinhados a referéncia GRCh37(hs37d5) com pacote STAR (v. 2.5.3a). O pacote Picard Mark
Duplicates (v. 1.128) foi utilizado para identificar duplicatas nos arquivos BAM alinhados,
gerando os arquivos BAM e arquivos métricos. O pacote Star-Fusion (v. 0.8.0) foi utilizado
para identificar fusdo de transcritos potenciais, assim como 0 STAR. O pacote Fusioncatcher
(v. 0.99.7b) identificou a fusdo de genes, quimeras e translocacdes ja conhecidas, assim como
novas. O pacote Salmon (v. 0.7.2) foi utilizado para quantificar os transcritos, gerando arquivos
de quantificacdo, de informacdes e arquivos auxiliares. Neste fluxo de analise foi utilizado o
HTSeq (v. 0.6.0) para o processamento e analise dos dados alinhados do RNA. O pacote
Leafcutter (v. 1.0) foi utilizado para a quantificacdo de splices alternativos com mapeamento
de splicing/splicing QTL diferencial. O GATK’s RNA HaplotypeCaller foi utilizado para
identificar SNPs e indels, e foi seguido pelo uso dos pacotes Picard RNA Metrics e
SamtoolsStats. O resultado da quantificacdo dos transcritos foi expresso em transcritos por
milhdo (TPM).

Dados Publico Disponiveis - Coortes avaliadas

Foram avaliados os dados expressao génica tumoral de duas outras coortes de pacientes
pediatricos que foram obtidos pela técnica de microarranjo (microarray) e que sao apresentados
em intensidade de fluorescéncia (IF) e uma coorte de pacientes adultos cujos dados se

encontram disponiveis publicamente:

Coorte pediatrica COG/GSE76019: coorte de pacientes tratados sob o protocolo do
COG (n=34) cujos dados estdo disponiveis pelo Gene Expression Omnibus (GEO): GSE76019.
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Coorte pediatrica IPACTR/GSE75415: coorte de pacientes coletados pelo IPACTR,
que incluem adrenais normais (n=7), ACAs (n=5) e CACs (n=18), cujos dados estdo
disponiveis pelo GEO: GSE75415 (WEST et al., 2007). Esta coorte foi usada apenas para
comparacgédo da expressdo génica de YAP1 entre tecidos de adrenal normal, ACA e CAC.

Coorte adulta TGCA-ACC: coorte de amostras de pacientes avaliada pelo The Cancer
Genome Atlas (TCGA), que inclui 79 carcinomas adrenocorticais (CAC) cujos dados foram
obtidos por meio de RNA-Seq e disponibilizados pelo portal do Broad Institute Fire-Browse

(http://firebrowse.org/) e do cBioPortal for Cancer Genomics Portal

(https://www.cbioportal.org). Os dados do Illuminahiseq_rnaseqv2-RSEM_genes_normalized

(MD5) foram transformados em log2.

Os pacientes das trés coortes foram dicotomizados em “Baixa expressdao” ou “Alta
expressdo”, segundo expressio do RNAmM do YAP1 para cada coorte, respetivamente. As
dicotomizacdes foram feitas seguindo as curvas de sobrevida ROC e o indice de youden para
calcular o ponto de corte 6timo em relag&o a expressdo de YAP1 em cada coorte (APENDICE
B). No caso da coorte pediatrica da FMRP/USP-Boldrini foi realizado o método penalizado de
Firth no modelo de regressdo de Cox, pois a separacao dos grupos foi quase completa e o grupo
“Baixa expressdo ~ apresentou zero eventos. Assim, foi realizada a curva de Kaplan-Meier para

a sobrevida total e a curva de sobrevida livre da doenca.
3.2.2. Anadlise de enriquecimento de vias - GSEA
Para analisar as vias biologicas associadas com expressdo de YAP1, foi realizada a

analise de enriquecimento de vias (GSEA - gene set enrichment analysis,) utilizando-se o Broad

Institute software (http://software.broadinstitute.org/gsea/index.jsp). Nesta analise foram

incluidas as vias do Gene Ontology (GO), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG),
Hallmarks e Reactome. As pontuacdes de enriquecimento (Enrichment scores, ES) foram
calculadas com base no teste estatistico de Kolmogorov-Smirnov, testado para significancia
usando 1000 permutac6es e também normalizados (NES) considerando o tamanho de cada gene
set, com valor >1. O ponto de corte dos valores p nominal e os valores g da taxa de falsas
descobertas (false discovery rate, FDR) foram definidos como 0,05 (MOOTHA et al., 2003;
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SUBRAMANIAN et al., 2005). O enriquecimento foi realizado usando a correlacéo de Pearson
da expressao de YAPL.

3.2.3. Anélise mutacional

Uma vez que apenas a coorte adulta TGCA-ACC contém os dados de exoma tumoral,

a plataforma cBioPortal (https://www.cbioportal.org/) foi utilizada a fim permitir a analise de
mutacOes em genes da via Hippo e seus reguladores. As frequéncias de mutacfes nos grupos

“Alta expressdo ” e “Baixa expressdo” dos CACs foram comparadas.

Adicionalmente, foi realizada uma analise multivariada para identificar as variaveis

associadas a sobrevida nesta coorte, usando o pacote Survival analysis do R.

3.2.4. Analises de metilacédo tumoral

Coorte FMRP/USP-Boldrini

Para investigar o perfil de metilacdo tumoral do gene YAP1, foram avaliados os dados
do metiloma de 59 TACs provenientes da coorte pediatrica FMRP/USP-Boldrini.
Resumidamente, o DNA foi extraido de amostras tumorais microdissecadas e congeladas
frescas, usando-se 0 QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen), de acordo com as instrugdes do
fabricante. A quantificacdo do DNA foi realizada com o Qubit dsDNA BR Assay (Thermo
Fisher Scientific), e a integridade foi avaliada com o Tape Station 4200 System (Agilent). O
numero de integridade do DNA (DIN) > 6 foi considerado adequado. Os dados brutos da analise
do perfil de metilagdo também foram gerados no Keck Genomics da University of Southern
California (Los Angeles, CA, EUA), utilizando-se Infinium MethylationEPIC BeadChip Array
(Hlumina), de acordo com o protocolo padronizado pela Illumina. Os arquivos brutos das
intensidades de hibridizacdo foram fornecidos pela facility e submetidos a um pipeline de
controle de qualidade padrdo em nosso grupo. O pacote minfi R v.1.30.0 (ARYEE et al., 2014)
foi utilizado para o pré-processamento dos dados e estimativa valor de metilagdo (M-valor). O
M-valor foi calculado como a razéo log: das intensidades de sonda metilada versus sonda néo-
metilada para um mesmo sitio CpG [log2(metilado/ndo metilado)]. Nesta analise, M-valores
proximos a 0 indicam uma intensidade semelhante entre sondas metiladas e ndo-metiladas, M-

valores positivos significam que mais moléculas sdo metiladas do que ndo-metiladas e M-
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valores negativos significam o oposto (DU et al., 2010). A correcdo de viés foi realizada usando
a funcdo preprocessQuantile implementada na linguagem estatistica R (TOULEIMAT; TOST,
2012). A filtragem de dados removeu sondas com um p-valor de detec¢do superior a 0,01,
sondas localizadas em cromossomos sexuais, sondas contendo polimorfismos de nucleotideo
anico em sitios CpG e sondas de reacédo cruzada (PIDSLEY et al., 2016). Os dados de metilacédo
completos (.idat e M-valores) desta coorte se encontram publicamente disponiveis no National
Center for Biotechnology and Information (NCBI) GEO sob 0 nimero de acesso GSE179175.
Para este trabalho foi analisado o padrdo de metilacdo das 17 sondas anotadas ao gene YAP1 e
a sua vizinhanca imediata, de acordo com o arquivo de anotacdo fornecido pela Illumina.
Informacdes de anotacdo adicionais foram recuperadas do genoma humano Ensembl verséo
GRCh38.p13. A analise de agrupamento hierarquico nao-supervisionado (UHCA) foi realizada
considerando distancia euclidiana e 0 método de Ward em R (versao 3.6). Esta mesma anéalise
foi usada na coorte pediatrica IPACTR/GSE131350.

Coorte IPACTR/GSE131350

A avaliacéo do perfil de metilacdo tumoral do gene YAP1 descrita acima foi replicada
na coorte de pacientes pediatricos seguidos pelo IPACTR (IPACTR/GSE131350). Assim
como em nossa corte, os dados de metilacdo foram obtidos por meio de microarranjo,
utilizando-se o Infinium MethylationEPIC BeadChip Array (lllumina) e se encontram
disponibilizados pelo GEO: GSE131350 (CLAY et al., 2019).

3.3.  Estudos in vitro

3.3.1. Cultura de células

Foi utilizada a linhagem celular de carcinoma adrenocortical humano H295R
(RRID:CVCL_0458) gentilmente fornecida pela Professora Claudimara Lotfi (Universidade de
Sdo Paulo) (FRANCA et al., 2013). Tambem foi utilizada a linhagem celular Y1
RRID:CVCL_0585) obtida de um tumor adrenocortical de camundongo
LAF1.Adicionalmente, foi utilizada a linhagem celular de adenocarcinoma endocervical
humano HelLa (RRID:CVCL_0030), gentilmente fornecida pelo Dr. Paulo Peitl Jr, PhD e o Dr.
Beatriz Paixao, PhD (DNAapta®).
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A linhagem celular H295R foi cultivada em meio RPMI 1640 (GIBCO, Life
Technologies, Foster City, CA) suplementado com 2% SBF (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA), 1% penicilina-estreptomicina (GIBCO Life Technologies) e 1% de insulina-
transferrina-selénio (ITS+Premix, BD Biosciences). As linhagens celulares Y1 e HeLa foram
cultivadas em meio DMEM (Sigma Aldrich) suplementado com 10% de SBF e 1% de

penicilina/estreptomicina.

Todas as linhagens celulares foram cultivadas em monocamadas e mantidas a condi¢Ges
padrdo de 37°C com 5% CO». As linhagens celulares humanas H295R e HelLa foram
autenticadas pelo perfil de STR (short tandem repeats) no Laboratorio de Genética do Professor
Agnal Simdes da FMRP-USP. A negatividade das linhagens celulares para contaminagéo por
micoplasma foi confirmada pela avaliagdo por PCR do DNA e meio de cultura da célula, como
previamente descrito (LEAL et al., 2015).

3.3.2. Reagentes

3.3.2.1. Verteporfina (Inibicédo farmacologica do YAP1)

A inibicdo farmacoldgica do YAP1 nos estudos in vitro e in vivo foi realizada
utilizando-se o composto Verteporfina (VP; SMLO0534, Sigma Aldrich). A VP foi
ressuspendida em dimetilsulfoxido (DMSO, controle) em concentracdo-estoque de 2,78 mM e

diluida nas concentracfes experimentais descritas a seguir nos respectivos experimentos.

3.3.2.2. RNA interferente- siRNA (silenciamento génico)

O silenciamento génico nas células H295R foi realizado utilizando-se o siYAP1 (M-
012200-00-0005), siCTNNB1 (L-003482-00-0005 5) ou o controle negativo de silenciamento
(siNonTargeting; D-001810-10-20) (ON-TARGETplus siRNA, Dharmacon GE), juntamente
ao reagente de transfeccdo DharmaFECT 1 (T-2001-03; Dharmacon GE).

3.3.2.3. Ensaios TagMan (avaliagéo da expressdo génica)
A avaliacdo da expressdo génica foi realizada utilizando-se 0s seguintes ensaios
TagMan (Applied Biosystems™ ThermoFisher Scientific): YAP1 (Hs009022712_g1), CTGF
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(Hs01026927 g1), CYR61 (Hs00155479 ml), TEAD1 (Hs00173359_ml), TEAD2
(Hs00366217_m1) TEAD4 (Hs01125032_ml), CCND1 (Hs00765553_m1), LATS2
(Hs00324396_m1), STK3  (Hs00169491 ml), STK4 (Hs00178979 mi1), MYC
(Hs00153408_m1), DVL3 (Hs00610263_m1) e (Hs00170025_m1) e GUSB (4325799).

3.3.2.4. Anticorpos (avaliacdo da expressao proteica)

Os anticorpos usados neste estudo e seus respectivos numeros de identificacdo e

fornecedores estdo descritos a seguir:

Abacam: anti-YAP (RRID:AB_2219140), anti-pYAP1 (Ser127)(RRID:AB_1524578),
anti-N-caderina (RRID:AB_10696943), anti-Ciclina D1 (RRID:AB_2750906) e anti-Mst1
(RRID:AB_881247).

BD Biosciences: anti-Beta-catenina (RRID:AB_397555).

Santa Cruz Biotechnology: anti-Vimentina (RRID:AB_10917747), anti-Snail,
(RRID:AB_10709902), anti-Twist (RRID:AB_1130910), anti-DvI3 (RRID:AB_627343), anti-
GAPDH (RRID:AB627678), goat-anti-rabbit 1gG-HRP (RRID:AB_631746) e anti-m-lgGk
BP-HRP (RRID:AB_2687626).

Cell Signaling Tchnology: anti-fibrilarina (RRID:AB_2278087).

3.3.3. Silenciamento génico

O silenciamento do gene YAP1 ou do gene CTNNB1 na linhagem celular H295R foi
realizado utilizando RNA interferente (siRNA). Para isso, 3*10% 3*10°e 1*10° células por
poco foram semeadas em placas de 96, 24 e 6 pocos, respectivamente, em meio de cultivo
completo, mas livre de antibidticos. Apos 24 horas as células foram transfectadas com 25 nM
de siRNA especifico para YAP1, CTNNBL1 ou controle negativo, conforme detalhado no item

3.2.2.2. Apos outras 24 horas, 0 meio de cultivo foi substituido com meio completo.

3.3.4. Ensaio de viabilidade celular
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A proliferacédo celular foi determinada por colorimetria usando o ensaio baseado em
MTS, o CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent (Promega). Brevemente, as células foram
semeadas em uma densidade inicial de 3*10* (H295R), 2*10* (Y1) ou 1*10* (HeLa) células
por poco em placas de 96 pocos e incubadas por 48 horas a 37 °C e 5% CO». Nos tratamentos
farmacoldgicos, as culturas celulares foram tratadas com VP em concentragdes entre 0,5; 1;
2,5; 5; 10 e 20 uM e incubadas durante 48 horas. Apos o tratamento, o sobrenadante de cada
pogo foi removido, os pogos foram lavados com DPBS e, posteriormente, 20 pl da solucao de
MTS e 100 pl meio de cultivo livre de VP foram adicionados a cada poco e incubados por 1
hora a 37 °C, 5% CO>. A intensidade de absorbancia foi medida em um leitor de microplaca
em 490 nm. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas bioldgicas e a proliferacdo

celular foi expressa como percentagem relativa as células controle ndo-tratadas.

3.3.5. Ensaio de formacéo de col6nias em agar mole

As celulas H295R foram primeiramente transfectadas transitoriamente durante 72 horas
ou tratadas com VP (10 uM) por 48 horas em placas de 6 pocos. Posteriormente foram
ressuspensas e semeadas para 0 crescimento independente de ancoragem. Para que as células
crescam independente de ancoragem foram formadas duas capas com diferente concentragédo
de agarose, a partir de agarose 4% (18300012; Gibco). Para isso, 1,5 ml do meio de cultivo
contendo 0,7% de agarose foi adicionado em cada poco de placa de 6 po¢os, formando assim a
capa inferior. Apds a solidificacdo desta, outros 1,5 mL de meio de cultivo contendo 0,4% de
agarose e 2*10* células — tratadas conforme descrito acima — foram adicionadas na parte
superior, seguidos por mais 1 ml de meio de cultivo. As placas foram incubadas por 2 semanas
e 0 meio de cultivo foi trocado a cada 4 dias. As colénias foram visualizadas e as imagens foram
obtidas usando um microscopio Zeiss. Todos o0s experimentos foram realizados em triplicatas

bioldgicas e foram contados pelo menos 5 campos em cada replicata biologica.
3.3.6. Ensaio de invasao celular
O ensaio de invaséo celular foi realizado usando cAmeras de invaséo BioCoat Matrigel

(Corning, NY), de acordo com o protocolo do fabricante. As células H295R foram semeadas

em triplicatas bioldgicas a 3*10° células/inserto. As células foram transfectadas
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transitoriamente por 24 horas ou tratadas com VP (10 uM) por 48 horas em placas de 6 pogos.
Cada camera foi colocada dentro de um poco em placas de 24 pocgos. As células foram
suspendidas em 500 pl de meio RPMI livre de soro e colocadas dentro do compartimento
superior das cameras. Em cada poco foram adicionados 700 pl de meio RPMI suplementado
com 5% de SR3, utilizado como um quimioatraente. As placas foram incubadas a 37°C por 72
horas para permitir a invasdo celular. Os insertos foram fixados e corados com cristal violeta.

As imagens a partir dos insertos corados foram tomadas usando um microscopio de luz (Zeiss).

3.3.7. Ensaio de ciclo celular

As células H295R foram cultivadas e transfectadas por 72 horas. Posteriormente, para
a avaliacdo do ciclo celular, foram usadas 1*10° células, lavadas em DPBS e fixadas em etanol
70% gelado e mantidas a 4°C até a marcagdo. As células foram tratadas com 400 pl de tampao
de marcacéo (1 ml de iodeto de propidio 50 pg/ml, 50 pl de RNase A 10 mg/ml, 5 pl de Triton
X-100 e 3,95 ml de PBS 1x). As populagdes celulares nas diferentes fases do ciclo celular foram
quantificadas por meio do citdmetro de fluxo FACS Canto, utilizando-se o software FlowJo X.

3.3.8. Imunofluorescéncia

As células H295R foram semeadas e tratadas com VP 10 uM sobre laminula em placas
de 24 pocos por 48 horas. Depois do tratamento, as células foram lavadas duas vezes com PBS
1x, fixadas com 4% de paraformaldeido e bloqueadas com soro albumina bovina (BSA) 2%.
As células foram incubadas com os anticorpos primarios overnight em camara imida a 4°C. Os
anticorpos secundarios foram incubados por 2 horas em uma camara Umida a temperatura
ambiente em auséncia de luz. Os nucleos celulares foram corados com 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI). A imunofluorescéncia foi visualizada com um microscépio confocal

Zeiss Observer.z1 e avaliados usando o Icy software (GLPv3).
3.3.9. Extracdo de RNA e PCR quantitativa em tempo real
O RNA total foi isolado usando o reagente TRIzol (Invitrogen) de acordo ao protocolo

do fabricante. O RNA foi quantificado medindo a absorbancia a 260 nm (NanoDrop,

ThermoScientific) e sua integridade aferida de acordo com a razdo 260/280 nm. A reacdo de
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transcricdo reversa foi realizada usando o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

(AppliedBiosystems) e a enzima MultiScribe, seguindo o protocolo do fabricante.

A PCR quantitativa em tempo real foi realizada utilizando-se o ABI7500 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, CA, USA). Foram usados ensaios TagMan®
especificos, conforme indicados no item 3.2.2.3. O gene beta-glucuronidase (GUSB) foi usado
como gene controle interno. Os resultados foram quantificados usando o método 2 2A¢t (Ct:
cycle threshold) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

3.3.10. Extracao de proteinas e Western blotting

Para os ensaios de avaliagdo de expressdo proteica, 1*10° células foram semeadas e
tratadas com VP por 48 horas ou transfectadas com siRNA por 72 h. Para a extra¢do da proteina
total as células foram lavadas com DPBS, lisadas com auxilio do tamp&o CelLytic™ M Reagent
(Sigma Aldrich) contendo coquetel de inibidores de proteases e fosfatases (P8340 e P5726,
respectivamente, Sigma Aldrich) por 15 minutos em temperatura ambiente em agitacdo e
posteriormente centrifugadas por 20 minutos a velocidade méaxima. O sobrenadante foi

transferido a um tubo novo e armazenado a -80°C.

Para a extracdo das fracdes nuclear e citoplasmatica foi usado o tampédo CelLytic
NuCLEAR Extraction Kit (Sigma Aldrich) e foram seguidas as indica¢bes do fabricante.
Brevemente, as células tratadas foram lavadas duas vezes com DPBS 1x, transferidas para um
tubo de 1,5 mL e centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e segundo o volume do pacote celular foi estimado o volume do Tampéo de lise (Tampéo de
lise hipotdnico 1x, DTT 0,1M, coquetel de inibidores de proteases e de fosfatases). As células
foram incubadas no tampé&o de lise por 15 minutos em gelo. Posteriormente, foi adicionada a
solugdo IGEPAL CA-630 10%, os tubos foram imediatamente agitados em vortex
vigorosamente por 10 segundos e centrifugadas por 30 segundos a velocidade méxima a 4°C.
O sobrenadante, que representa a fragdo citoplasmatica, foi transferido para outro tubo e
armazenado a -80°C. O pellet resultante foi ressuspenso na solucdo tampédo de extracdo
(Tampdo de extragdo, DTT 0,1M, coquetel de inibidores de proteases e fosfatases). Os tubos

foram deixados em agitacdo por 30 minutos a 4°C, centrifugados a velocidade maxima por 5
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minutos a 4°C e o sobrenadante, que representa a fragdo nuclear, foi transferido a um tubo novo

e armazenado a -80°C.

Apo0s os procedimentos de extracdo proteica supracitados, quantidades iguais (20 pg)
de proteina por tratamento foram separadas por SDS-PAGE, e eletro-transferidas para
membranas de nitrocelulose. Para a imunodeteccao, as membranas foram blogueadas por 1 hora
em temperatura ambiente em 5% de Blotting Grade Blocker Non Fat Dry Milk (1706404XTU,
Bio Rad) em TBS-T (Tris 1M; NaCl 5M e Tween 20) e incubadas overnight com os anticorpos
primarios. A gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi usada como controle de
aplicacdo da proteina total e da fracdo citoplasmatica. A fibrilarina foi usada como controle de

aplicacdo da fragdo nuclear.

A deteccdo das bandas de interesse foi realizada incubando-se as membranas com
anticorpos secundarios conjugados a peroxidade (HRP), em temperatura ambiente por 1 hora e
detectados por quimioluminescéncia (Immun-Star™ WesternC™ Chemiluminescence Kit)
utilizando-se o sistema ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad™, Hercules, CA, USA). As bandas

adquiridas foram analisadas usando o Acquired Image Lab™ software (Bio-Rad).

3.4. Estudo in vivo

3.4.1. Desenvolvimento do modelo xenografico de carcinoma adrenocortical

Este seguimento do estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Experimentacao Animal
do Hemocentro da FMRP-USP e obedeceu as diretrizes do Animal Research: Reporting of In
Vivo Experiments (ARRIVE). O estudo in vivo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da FMRP-USP (CEUA-FMRP-USP) e seguiu as normas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacio Animal (CONCEA) (Aprovacao #196/2017, ANEXO A).
Adicionalmente, devido ao uso de animais transgénicos, o presente trabalho foi aprovado pela
Comissao interna de Biosseguranga do Hemocentro de Ribeirdo Preto (CIBio) e pela Comissao

Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) (Aprovacao #297/2017.016.01, ANEXO B).

Os efeitos da inibicdo farmacolégica do YAP1 foram investigados utilizando-se

camundongos da linhagem NOD/SCID-gamma (NSG, NOD.Cg-Prkdcscidll2rgtm 1 Wjl/Sz],
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IMSR Cat# JAX 005557, RRID:IMSR JAX:005557). Os animais foram mantidos em
condigdes controladas de temperatura (entre 22°C e 25°C), em ciclo de claro-escuro de 12 horas,
com acesso ad libitum a agua e ra¢do padrio irradiada (Nuvilab CR-1; Nuvital® Nutrientes

LTDA, Curitiba, PR).

Foram utilizados 12 fémeas e 8 machos com idade entre 8 e 12 semanas de vida. Para o
desenvolvimento dos xenoenxertos, células H295R (1*10°) foram ressuspensas em 100 ul de
solucdo PBS:Matrigel (1:1; Matrigel® Matrix Basement Membrane HC, 354262; Corning) e
inoculadas em cada flanco dos camundongos por via subcutanea. O peso dos animais e 0
tamanho dos tumores foram aferidos semanalmente durante toda a duracdo do estudo. O volume
dos tumores foi aferido com auxilio de um céaliper (Starrett), sendo aferidos os didmetros
perpendiculares maior (D) e menor (d) e volume calculado por meio da formula: V (mm?) = (D
x d?)/2.

3.4.2. Ensaio de inibic¢éo do crescimento tumoral

Foi realizado o estudo do potencial de inibi¢do do crescimento tumoral pela inibicdo do
YAPL1 por meio do tratamento farmacoldgico com VP. O tratamento foi iniciado apos a sétima
semana de inoculacdo das células, quando os tumores atingiram um volume médio igual a 100
mm?2. Os camundongos foram submetidos ao tratamento com VP (100 mg/kg de peso corporal,
n=10) ou DMSO (controle, n=10), por meio de injecdes intraperitoneais, trés vezes por semana,

em um total de 12 doses de tratamento em um periodo de 4 semanas.

Ao final das 11 semanas de observacao, os animais foram anestesiados com 1 ml de
tribromoetanol (TBE) (20 mg/ml) administrado por via intraperitoneal e sacrificados por meio
de deslocamento cervical, ap0s verificacdo de auséncia. Foi realizada puncdo cardiaca para
coleta de sangue. Apds a coleta, o sangue foi centrifugado para isolamento do soro, que foi
aliquotado e congelado a —20°C para avaliacdo das concentracdes de cortisol por meio de
radioimunoensaio - RIA (MOREIRA; ELIAS, 1992). Os xenoenxertos foram extirpados,
pesados e fotografados. Uma porc¢do de cada amostra foi armazenada em formalina a 4% para

subsequente anélise histoldgica e da proliferagdo tumoral.

3.4.3. Analise histologica
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As analises histoldgicas e de proliferacdo celular foram realizadas pelo Professor

Fernando Silva Ramalho no Departamento de Patologia da FMRP-USP.

Os xenoenxertos extirpados dos camundongos foram fixados em formalina 4% por 24
horas. Apos, foram embebidos em parafina e se obtiveram se¢des de 5 um. As se¢des foram
coradas com hematoxilina e eosina. A avaliacdo da coloracéo e a aquisi¢do das imagens foram
realizadas utilizando um microscopio optico Zeiss (AxioCam MRC) e um software de aquisicdo

de imagens (Zeiss AG).

Foi avaliado o indice de Wieneke adaptado, onde se analisaram 4 itens: taxa de mitoses,
presenca de mitoses atipicas, presenca de necrose e invasdo sinusoidal.

3.4.4. Proliferacéo tumoral

Foi realizada a andlise da proliferacdo tumoral por meio da imunorreatividade nuclear
para marcador Ki67 nas amostras dos xenoenxertos fixadas em formalina e embebidas em
parafina (FFPE). Foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-Ki67, diluido a 1:100. A detec¢édo
de sinal foi realizada por meio do ensaio REVEAL Biotin-Free Polyvalent Kit HRP
(REVEAL®, Amsbio, Mainz, Alemanha). Os complexos antigeno/anticorpo foram marcados
com 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Vector Laboratories Inc.) e contrastados com hematoxilina
de Harris. A avaliacdo da coloracdo e a aquisicdo das imagens foram realizadas utilizando um
microscopio optico Zeiss (AxioCam MRC) e um software de aquisicdo de imagens (Zeiss AG).
A imunorreatividade nuclear do Ki67 em amostras dos xenoenxertos de camundongos foi
avaliada por meio do software ImagelJ (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012). A

imunorreatividade nuclear do Ki67 foi considerada positiva em amostras com nucleo marcado.

3.5.  Andlise estatistica

As comparagOes entre as medias das varidveis continuas entre os grupos foram
analisadas por meio do teste t ou analise de variancia (ANOVA) com pos-teste de Tukey
(paramétricas) e entre as medianas por meio dos testes de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis
(ndo-paramétricas), conforme indicado nas legendas das figuras e tabelas. As comparacGes



62

entre as variaveis categoricas entre os grupos foram analisadas utilizando-se os testes exato de
Fisher ou qui-quadrado, conforme indicado nas figuras e tabelas. Um valor p <0,05 foi
considerado significante. Os dados foram representados conforme indicado nas figuras e
tabelas.

A sobrevida livre de evento foi definida como o tempo a partir da inscri¢cao no protocolo
COG até a data da progresséo da doenca, morte ou outros eventos recentes. Em todas as coortes
avaliadas foi analisada a sobrevida geral, onde a morte foi considerada o evento desfavoravel.
A sobrevida livre da doenca nas coortes FMRP/USP-Boldrini e TCGA foi definida como tempo
apos o término do tratamento primario (resseccao do tumor) em que o paciente permanece livre
do tumor. As analises de sobrevida foram realizadas utilizando-se curvas de Kaplan-Meier e
comparadas pelo teste log-rank, por meio do pacote Survival em R.

As analises estatisticas, estimacdo da variacdo e plots foram realizadas usando os
programas de analise estatistica GraphPad Prism 9.0 (GraphPad) ou R (v3.6.0). Os asteriscos
apresentados nos graficos representam a magnitude da significancia estatistica (*p< 0,05; **p<

0,01 e ***p< 0,005) e n.s. representa diferencas nao-significativas.
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4. Resultados
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4. RESULTADOS

4.1. Analise dos estudos ex-vivo e in silico

Com a finalidade de investigar se 0 oncogene YAP1 estd associado com a progressao
dos TACs, avaliamos sua expressao na coorte pediatrica da FMRP/USP-Boldrini e a partir dos
dados publicos das duas coortes pediatricas (COG/GSE76019 e IPACTR/GSE75415) e da
coorte de pacientes adultos avaliados pelo TCGA.

4.1.1. Caracteristicas clinicas e sobrevida dos pacientes pediatricos de acordo com a

expressao do oncogene YAP1

O subgrupo de pacientes provenientes da coorte pediatrica da FMRP/USP-Boldrini cujo
transcriptoma tumoral foi avaliado compreendeu 34 meninas (68%) e 16 meninos. A mediana
de idade ao diagndstico foi 1,6 anos, sendo que apenas 7 (14%) criancas foram diagnosticadas
com mais de 4 anos de idade. A apresentacdo clinica predominante foi a virilizacdo (n=40,
80%), seguida por apresentacdo assintomatica (n=7; 14%), sindrome de Cushing (n=2; 4%), e
virilizacdo com sindrome de Cushing (n=1; 2%). Doze (24%) pacientes apresentaram doenca
avancada ao diagndstico: ndo-localizada (estadio I11: 18%) ou metastatica (estadio 1V: 6%).
Vinte e dois tumores foram classificados como AAC (44%), 12 como de potencial de
malignidade incerto (24%), 12 como CAA (24%) e 4 nao foram diagnosticados (8%). Cinco
pacientes (10%) apresentaram recidiva ou metastase ap0s a resseccao do tumor primario. A
mediana de seguimento dos pacientes foi igual a 60,6 meses anos e até 0 momento 5 pacientes
(10%) foram a 6bito em decorréncia da doenca. Tanto a sobrevida livre de doenca quanto a
sobrevida total em 5 anos foram iguais a 90%.

Nesta coorte pediatrica, os pacientes foram dicotomizados nos grupos “Alta expressao”
(n=22, mediana: 53 TPM) e “Baixa expressao” (n=28 mediana: 25,5 TPM) de YAP1 (Figura
5). O valor de corte para a dicotomizacio foi igual a 37 TPM (APENDICE B).

Conforme descrito na Tabela 5, ndo observamos associa¢do entre as caracteristicas
clinicas e prognésticas dos pacientes pediatricos e a expressao do RNAm de YAP1. Contudo,
observamos 6bitos apenas no grupo de pacientes com alta expressdo de YAP1 e 0s mesmos

foram seguidos por menos tempo. Da mesma forma, observamos que tanto a sobrevida total
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quanto a sobrevida livre da doenca foram significativamente menores nos pacientes com alta
expressdo do YAP1 (Figuras 5A e B).

Tabela 5. Caracteristicas prognosticas dos pacientes pediatricos com TAC provenientes
da coorte FMRP/USP-Boldrini de acordo com a expressao do gene YAP1

Baixa expressdo de  Alta expresséo de

Caracteristica Total p-valor
YAP1 YAP1
Pacientes, n (%) 50 (100) 28 (56) 22 (44) -
Procedéncia, n (%) 0,561
FMRP-USP 23 (46) 11 (39) 12 (55)
Centro Infantil Boldrini 27 (54) 17 (61) 10 (45)
Sexo, n (%) 0,126
Feminino 34 (68) 22 (79) 12 (55)
Masculino 16 (32) 6 (21) 10 (45)
Idade ao diagndstico (anos)
Mediana 1,6 15 2 0,278
IQR 12-29 11-28 13-4
< 4 anos 43 (86) 26 (93) 17 (77) 0,217
> 4 anos 7 (14) 2 (7) 5 (23)
Apresentacao clinica, n (%) 0,33
Assintomatica 7 (14) 2(7) 5 (23)
Sd. de Cushing 2 (4) 1 (4) 1(4)
Virilizagdo 40 (80) 24 (86) 16 (73)
Virilizagdo e Sd. de
. 1(2) 1(4) 0
Cushing
Estadio tumoral, n (%) 0,911
I 27 (54) 16 (57) 11 (50)
I 11 (22) 6 (21) 5 (23)
il 9 (18) 5(18) 4 (18)
IV 3(6) 1(4) 2(9)
Diagndstico histopatoldgico, n (%) 0,637
Adenoma 22 (44) 13 (46) 9 (41)
Malignidade incerta 12 (24) 7 (25) 5 (23)

Carcinoma 12 (24) 5(18) 7(32)
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Néo avaliados 4 (8) 3(11) 1(4)
Recidiva pés-cirdrgica, n (%) 0,155
N&o 45 (90) 27 (96) 18 (82)
Sim 5 (10) 1 (4) 4 (18)
Mutacdo germinativa p53 p.R337H 0,495
Sim 43 (86) 23 (82) 20 (91)
Néo 2(4) 2(7) 0
Néo avaliados 5(10) 3(11) 2(9)
Mutacdo somatica CTNNB1 (éxon 3), n (%) 0,99
Sim 2(4) 1(4) 1(5)
N3o 39 (78) 20 (71) 19 (85)
Néo avaliados 9 (18) 7 (25) 2 (10)
Seguimento (meses) 0,004
Mediana 60,6 81 39,6
IQR 21,3-108 44,4 - 1152 15,9-59,7
Desfecho, n (%) 0,04
Doenca em remisséo 40 (80) 24 (86) 16 (73)
Doenga ativa 2(4) 1(4) 1(5)
Obito 5 (10) 0 5 (23)
Perda de seguimento 3 (6) 3(11) 0

N, nimero de individuos; %, porcentagem de individuos, IQR: intervalo interquartil

Pacientes cujas caracteristicas ndo foram avaliadas ou que tiveram perda de seguimento nédo foram incluidos
nas analises. As diferencas entre as varidveis continuas e categoricas entre 0s grupos de expressao de YAP1
foram analisadas utilizando-se os testes Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis e exato de Fisher ou qui-quadrado,

respectivamente.



Figura 5. Sobrevida de pacientes pediatricos com TAC provenientes da
coorte FMRP/USP-Boldrini.
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Curvas de sobrevida de Kaplan-Meier considerando a expressédo de YAP1 e sobrevida total (A) e

sobrevida livre da doenca (B).

Na coorte pediatrica COG/GSE76019, os pacientes também foram dicotomizados em

dois grupos de acordo com a expressao de YAP1: “Alta expressdo” (n=15, mediana: 7,52 IF) e

“Baixa expressdao” (n=19 mediana: 6,57 IF). O valor de corte para a dicotomizacéo foi igual a
7,005 de IF (APENDICE B). A figura 6A mostra que a alta expressdo de YAP1 também foi
associada com menor sobrevida livre de doenca nestes pacientes pediatricos (HR= 7,8; p=
0,0018). Ainda, reforcando resultados anteriores de nossa coorte (ABDUCH et al., 2016), as

analises realizadas a partir da coorte pediatrica IPACTR/GSE75415 ndo demonstraram

diferencas entre as médias de expressdo de YAP1 em amostras de adrenal normal e amostras de

TACs pediatricos (Figura 6B).
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Figura 6. Expressdo génica de YAPL e sobrevida livre da doenca de pacientes

pediatricos com TAC.
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Curva de sobrevida de Kaplan-Meier considerando a expressao de YAP1 e a sobrevida livre do evento
em pacientes pediatricos com tumores adrenocorticais seguidos pelo Children’s Oncology Group
(COG). Dados publicos de microarranjos disponiveis na base de dados GEO (NUmero de acesso
GSE76019). (B) Expressdo génica do YAP1 em adrenais normais (n=7), adenomas adrenocorticais
(AAC, n=5) e carcinomas adrenocorticais (CAC, n=18) de pacientes pediatricos provenientes do
International Pediatric Adrenocortical Tumors Registry (IPACTR), obtida a partir de dados publicos
de microarranjo disponiveis na base de dados Gene Expression Omnibus (GEO, nimero de acesso
GSE75415).

4.1.2. Caracteristicas clinicas e sobrevida dos pacientes adultos de acordo com a

expressao do oncogene YAP1

A tabela 6 apresenta as caracteristicas clinicas dos pacientes adultos com CAC cujos
dados do RNA-Seq estavam disponiveis na base de dados do TCGA. Este subgrupo de
pacientes compreendeu 48 mulheres (61%) e 31 homens. A mediana de idade ao diagnostico
foi 45 anos. Vinte e cinco (32%) pacientes apresentaram doenca avangada ao diagnostico: nao-
localizada (estadio I11: 10%) ou metastatica (estadio 1V: 22%). Em relacéo ao estado funcional
dos tumores, a maioria era funcionante (n=48, 60,8%). Houve predominancia de hipersecrecédo
de cortisol (20,3%), cortisol e androgénios (20,3%) e androgénios (10,1%). Dezoito pacientes
(22,8%) apresentaram recidiva ou metéstase apos a ressec¢do do tumor primario. A mediana
de seguimento dos pacientes foi igual a 39,2 meses e 28 pacientes (35,4%) foram a 6bito em

decorréncia da doenca.
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Os pacientes adultos com CACs provenientes do TCGA-ACC tambem foram

dicotomizados em “Baixa expressdo” (n=60, mediana: 896 TPM) e “Alta expressao” (n=19

mediana: 1878 TPM) de YAP1, e o valor de corte para a dicotomizacéo foi igual a 1481,8 TPM

(APENDICE B). A partir desta divisao, observamos que a alta expressao de YAP1 foi associada

com prognostico desfavoravel dos pacientes (sobrevida total: HR= 4,5; p< 0,0001 e sobrevida

livre da doenca: HR=4,01; p=0,00021; Figuras 7A e 7B, respectivamente).

Conforme descrito na Tabela 6, observamos associacéo apenas entre o estadio tumoral

dos pacientes adultos e a expressao do RNAm de YAP1. Adicionalmente, observamos maior

numero de o6bitos no grupo de pacientes com alta expressdao de YAPL (n=12; 63,2%) e 0s

mesmos foram seguidos por menos tempo.

Tabela 6. Caracteristicas prognosticas dos pacientes adultos com CAC de acordo com a
expressdao do RNAmM do gene YAP1 a partir da base de dados do TCGA

Caracteristica

Pacientes, n (%)

Sexo, n (%)
Feminino

Masculino

Idade ao diagndstico (anos)
Mediana (IQR)

Estudo funcional do tumor, n (%)

Funcionante

Cortisol

Androgénio e cortisol
Androgénio
Mineralocorticoide

Mineralocorticoide e

cortisol

Estrégenos

Estrégenos e
androgénios

Né&o-funcionante

Total

79 (100)

48 (61)
31 (39)

49 (35 - 59,5)

16 (20)
16 (20)
8 (10)

3(4)
1(2)

2 (2,5)
2 (2,5)

26 (33)

Baixa expressao de

YAP1

60 (76)

34 (57)
26 (43)

49,5 (35,3 59,2)

12 (20)
9 (15)
6 (10)
3(5)

0

2(3)
2(3)

23 (38)

Alta expressao de

YAP1

19 (24)

14 (74)
5 (26)

45 (33 - 60)

4(21)
7(37)
2 (10,5)
0
1(5)

3(16)

p-valor

0,281

0,922
0,177



Né&o disponivel

Estadio tumoral (T), n (%)
T1

T2

T3

T4

Nao disponivel
Estadio nodal (N), n (%)

NO

N1

Néo disponivel
Estadio TNM, n (%)

|

I

Il

v

Néo disponivel

Recidiva pos-cirargica, n (%)

Néo
Sim

Nao disponivel

5 (6)

9 (11)
42 (53)
8 (10)
17 (22)
3 (4)

67 (84)
9 (12)
34

9 (11)
37 (46)
16 (20)
15 (19)
3 (4)

54 (68,3)
18 (22,8)
7(8,9)

Mutacdo somatica CTNNB1 (éxon 3), n (%)

Sim
Né&o

Seguimento (meses)
Mediana
IQR

Desfecho, n (%)
Vivo

Obito

13 (16)
66 (34)

39,25
22,70 - 67,05

51 (65)
28 (35)

3(5)

8 (13)
35 (58)
3(5)
13 (22)
1(2)

51 (85)
8 (13)
1(2)

8 (13)
30 (50)
11 (18)
10 (17)
12

44 (73,3)
11 (18,4)
5 (8,3)

7 (12)
53 (88)

43,87
29,52 - 73,45

44 (73)
16 (27)

70

2 (10,5)
0,047
1(5)
7(38)
5 (27)
4 (20)
2 (10)
0,675
16 (85)
1(5)
2 (10)
0,497
1(5)
7 (37)
5 (26)
5 (26)
1(9)
0,169
10 (52,6)
7(36,8)
2 (10,6)
0,071
6 (32)
13 (68)
0,001
19,04
16,24 — 40,88
0,006
7 (37)
12 (63)

N, nimero de individuos; %, porcentagem de individuos, IQR: intervalo interquartil
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Pacientes cujas caracteristicas ndo foram avaliadas ou que tiveram perda de seguimento ndo foram incluidos
nas analises. As diferencas entre as varidveis continuas e categdricas entre 0s grupos foram analisadas
utilizando-se os testes Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis e exato de Fisher ou qui-quadrado, respectivamente.

Figura 7. Curvas de sobrevida de pacientes adultos com CAC de acordo com a expressao
do RNAmM do gene YAP1 a partir da base de dados.
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(A) Curva de sobrevida total e (B) sobrevida livre da doenga de pacientes adultos com carcinoma
adrenocortical (CAC) de acordo com os dados de expressdo de RNAm do gene YAPL a partir da base
de dados do TCGA.

As andlises uni- e multivariada usando as variaveis clinicas previamente avaliadas nesta
coorte (ZHENG, et al., 2016) confirmaram que a expressao de YAP1 é um marcador de

prognostico independente de sobrevida total para pacientes adultos com CAC (Tabela 7).
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Tabela 7. Andlise multivariada considerando dados clinicos e a expressdo do YAP1 dos

pacientes adultos com CAC a partir dos dados disponiveis no TCGA

Variavel Anadlise univariada Analise multivariada
HR IC 95% p-valor HR IC 95% p-valor
Expresséo 4,5 2,03-9,97 0,0001 4,0 1,65-9,79 0,002
de YAP1
(Alta)
Idade (>50 1,8 0,85 3,83 0,127 2,5 1,03-5,88 0,041
anos)
Sexo 1,0 0,47-2,14 0,999 0,6 0,22 -1,58 0,299
(feminino)
Estagio
tumoral
1 2,4 0,29 - 19,32 0,419 2,0 0,24 -17,51 0,519
11 8,6 1,04 -71,93 0,046 5,9 0,65 - 53,50 0,116
v 21,3 2,62 — 0,004 17,3 1,91- 0,011
173,13 156,59
Secrecéo
auténoma 2,2 1,03-4,78 0,042 2,4 0,89 - 6,44 0,081
de cortisol

HR: hazard ratio, IC 95%: intervalo de confianga 95%. Expressdo do oncogene YAP1 (“Alta expressdo” Vs
“Baixa expressdo”), idade em anos (maior a 50 anos), estadiamento tumoral (ENSAT), sexo (feminino) e
produgdo de cortisol positiva. A andlise multivariada foi realizada por meio da regressdo de Cox para
identificar os fatores de prognostico preditivos para a sobrevida total dos pacientes adultos com carcinoma

adrenocortical (CAC) a partir dos dados disponiveis no TCGA.

4.1.3. Anadlises de enriquecimento de vias

As andlises de enriquecimento de vias demonstraram que varias vias envolvidas na
progressdao da tumorigénese sdo enriquecidas nos grupos de tumores com alta expressdo do

YAP1 nas trés coortes cujos transcriptomas foram avaliados (Figura 8).

Entre estas vias observamos o complexo de transativacao de beta-catenina com o fator
de transcricdo TCF, o qual foi enriquecido positivamente nas trés casuisticas avaliadas:
NES=1,81 na coorte FMRP/USP-Boldrini; NES=1,94 na coorte COG/GSE76019 e NES=1,96
na coorte de adultos do TCGA. Da mesma forma, a via de hipoxia também foi positivamente
enriquecida nas trés coortes: NES=1,77 na FMRP/USP-Boldrini, NES=2,11 na
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COG/GSE76019 e NES=2,09 na coorte de adultos do TCGA. Vias relacionadas a proliferacéo
celular, como ponto de verificacdo da fase G2/M do ciclo celular, alvos do fator de transcricéo
E2F e spindle mitético também se encontraram positivamente enriquecidas nos pacientes

pediatricos e nos adultos.

Ressaltamos que algumas vias relacionadas a invasdo tumoral, como transi¢éo epitélio-
mesénquima (EMT), degradacdo da matriz extracelular, degradacéo do colégeno, interagdes da
matriz extracelular, regulacdo negativa da adesao celular, entre outras, também se encontram
positivamente enriquecidas nos grupos de tumores com alta expressdo do YAP1 nas 3 coortes

avaliadas.

Figura 8. Analise de GSEA das trés coortes de TAC segundo a expressdo do YAPL.
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Resultados representativos da analise de enriquecimento de vias nas trés coortes avaliadas. Os
dot-plots foram construidos considerando as vias com maiores gene ratios de acordo com a
ordem no gene-ratio. Contagem (count): representa 0 nimero de genes na lista de uma mesma

via. Na legenda, a cor vermelha mais escura esta relacionada com menor valor g do FDR.

4.1.4. Analise mutacional nos CAC de pacientes adultos
Para investigar a associacdo entre mutagcdes nos componentes da via HIPPO e seus

reguladores com a expressdo do mRNA de YAP1 em CAC, comparamos a frequéncia de
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mutacOes somaticas nos grupos de pacientes adultos provenientes do TCGA-ACC. Foi
observada maior frequéncia de mutaces no gene PAK3 no grupo de alta expressdo do YAP1
comparado com o de baixa expressdo do YAP1 (Figura 9). N&o houve diferencas significativas
na frequéncia de mutagfes nos outros genes avaliados. Contudo, como pode se observar na
Figura 9, existe uma tendéncia de maior frequéncia de mutacdes no CTNNBL1 e no FAT3 no

grupo de alta expressdo do YAP1 comparado com o de baixa expressao.

Figura 9. Frequéncia de mutagdes em genes relacionados com a via HIPPO.
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CTNNB1 6 31,58 7 11,67 13 43,25 0,071
FAT1 1 5,26 2 3,33 3 8,60 0,567
FAT3 2 10,53 0 0 2 10,53 0,056
FAT4 3 15,79 3 5,0 6 20,79 0,147
TAOK1 1 5,26 0 0 1 5,26 0,241
MAPK1 1 5,26 0 0 1 5,26 0,241
PAK3 3 15,79 0 0 3 15,79 0,017
TP53 5 26,32 11 18,33 16 44,65 0,516

Frequéncia de mutacdes (n) observadas em genes relacionados com a via HIPPO e nos genes CTNNB1
e TP53, nos grupos “Alta expressdo” e “Baixa expressdao” do YAP1 usando os dados de pacientes

adultos a partir do TCGA-ACC. Imagem obtida usando o portal cBioPortal for Cancer Genomics.

4.1.5. Andlise do perfil de metilagdo tumoral do gene YAP1
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O subgrupo de pacientes provenientes da coorte pediatrica da FMRP/USP-Boldrini
no qual avaliamos o perfil de metilacdo tumoral compreendeu 42 meninas (71%) e 17 meninos.
A mediana de idade ao diagndstico foi 2 anos, sendo que 14 (24%) criancas foram
diagnosticadas com mais de 4 anos de idade. A apresentacdo clinica predominante foi a
virilizacdo (n=45, 76%), seguida por apresentacdo assintomatica (n=7; 12%), sindrome de
Cushing (n=6; 10%), e virilizacdo com sindrome de Cushing (n=1; 2%). Onze (18%) pacientes
apresentaram doenca avancada ao diagnostico: ndo-localizada (estadio 111: 8%) ou metastatica
(estédio 1V: 10%). Vinte e cinco TACs foram diagnosticados como AAC (42%), 14 como de
potencial de malignidade incerto (24%), 16 como CAA (27%) e 4 ndo foram diagnosticados
(7%). A mediana de seguimento dos pacientes foi igual a 52,8 meses e até o0 momento 9
pacientes foram a 6bito em decorréncia da doenca. A sobrevida livre de doenca em 5 anos foi
de 78% e a sobrevida total em 5 anos foi igual a 82%.

A analise de agrupamento ndo-supervisionada (UHCA) considerando os dados de
metilagdo do gene YAPL1 resultou na identificagdo de dois clusters (Figura 10A), que foram
designados como “grupo 1” (n=23) e “grupo 2~ (n=36). Nao observamos diferenca
significativa entre as medianas de metilacdo entre os grupos (p= 0,634, Figura 10B). contudo,
59% (10 /17) das sondas se encontraram diferencialmente metiladas entre estes dois grupos
(Tabela 8). Destacamos ainda que dentre as 10 sondas diferencialmente metiladas, apenas 1 é
anotada a regido regulatéria transcricional do gene YAP1 (cg20988436), enquanto as demais
sdo anotadas ao corpo do gene. Nao observamos diferenca significativa nos niveis de mRNA

de YAP1 entre os grupos de metilacdo (Figura 10C).
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Figura 10. Perfil de metilacao e respectiva expressao do gene YAP1 em TACs de

pacientes pediatricos provenientes da coorte FMRP-USP-Boldrini.
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(A) Dendograma resultante da analise de agrupamento ndo-supervisionada de 59 tumores
adrenocorticais (TACs) pediatricos da coorte FMRP/USP-Boldrini considerando os dados de metilacéo
de 17 sondas anotadas no gene YAP1 pertencentes ao EPIC Methylation Array (Illumina) demonstrando
2 grupos de TAC e respectivo heatmap demonstrando os niveis individuais de metilacdo por sonda e
por TAC. (B) Valores medios individuais de metilagdo das 17 sondas e medianas do gene YAP1 de
acordo com os grupos de metilacdo. (C) Expressdo génica de YAP1 nos TACs pediétricos de acordo

com os grupos de metilagdo a partir dos dados de RNA-Seq da coorte FMRP/USP-Boldrini.
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Tabela 8. Sondas de metilacdo anotadas ao gene YAPL, sua localizacdo e valores médios de
metilagdo nos grupos resultantes da analise de agrupamento néo-supervisionado dados dos TACs
da coorte pediatrica FMRP/USP-Boldrini.

Localizacéo M-valor
Sondas Relacionada  Relacionada Grupo 1 Grupo 2 .
Coordenadas* ) . p-valor ajustado
ao gene a CGl (média) (média)

© ¢g09612099 102096840 Body g 1,488 0,254 2,03608E-10
cg05504411 102097274 Body - 1,679 -0,194 2,2392E-10
€g13128280 102097528 Body - 0,752 0,002 6,76423E-07
€g24576201 102097523 Body - 0,543 -0,040 0,00249
€g08556511 102048882 Body - -0,146 -0,894 0,01070
€g20782778 101982138 Body Island -3,436 -3,296 0,01327
€g20988436 101982833 TSS1500 Shore -3,144 -2,756 0,02164
€g04268312 102043542 Body - 1,751 1,277 0,02196
€g07102435 102096771 Body - 2,928 2,677 0,02576
€g27147938 102039379 Body - 1,943 1,437 0,03306
€g17132051 102033094 Body - 2,844 2,476 0,10396
€g22104427 102033860 Body - 2,728 2,403 0,18422
€g06809604 101982988 TSS200 Shore -2,896 -2,671 0,34020
€g22073838 101982817 TSS1500 Shore -2,765 -2,568 0,36980
€g19154027 101983027 Body Shore -3,588 -3,506 0,56387
€g25321742 102100474 Body - -2,236 -2,141 0,56387
€g22381591 101982741 TSS1500 Shore -4,105 -4,139 0,67024

* Referentes a versdo GRCh37 do genoma humano. CGl: ilha CpG, TSS200: 0-200 bases a montante do ponto
de inicio da transcrigdo (TSS), TSS1500: 200-1500 bases & montante do TSS, Body: entre 0 ATG e o codon de
parada; independentemente da presenca de introns, exons, TSS ou promotores, Shore: 0-2 kilobases a partir da

ilha CpG. As diferencas nos valores de metilacéo entre os grupos foram calculadas por meio do teste t de Student.

Apesar dos niveis de metilagdo do gene YAP1 ndo estarem associados a expressdo do
gene YAP1 nos TACs avaliados, as assinaturas de metilacdo foram associadas a apresentagédo
da doenca e ao prognostico dos pacientes pediatricos. Conforme demonstramos na Tabela 9, o
grupo 1 de metilacdo foi enriquecido por pacientes que apresentaram doenca avancada ou
metastatica ao diagnostico (estadios 11l e 1V, p= 0,005) e por aqueles cujos tumores foram

diagnosticados como de potencial de malignidade incerto ou carcinomas (Escore de
Wieneke 2 3, p=0,009). Os pacientes do grupo 1 apresentaram maior frequéncia de recidiva

ou metéastase apds a ressec¢do do tumor primario (p= 0,019) e maior frequéncia de pacientes
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que foram a 6bito em decorréncia da doenca (p= 0,032). Ainda, os pacientes deste grupo 1
apresentaram tanto sobrevida livre de doenca quanto sobrevida total significativamente

menores do que as dos pacientes do grupo 2 (Figura 11).

Tabela 9. Caracteristicas progndsticas dos pacientes pediatricos com TAC provenientes

da coorte FMRP/USP-Boldrini de acordo com o perfil de metilacdo do gene YAP1

Caracteristica Total Grupo 1 Grupo 2 p-valor
Pacientes, n (%) 59 (100) 36 (61) 23 (39) -
Procedéncia, n (%) >0,99
FMRP-USP 38 (64) 23 (64) 15 (65)
Centro Infantil 21 (36)
Boldrini 13 (36) 8 (35)
Sexo, n (%) 0,391
Feminino 42 (71) 24 (78) 18 (67)
Masculino 17 (29) 12 (22) 5 (33)
Idade ao diagnostico (anos)
Mediana 2 1,7 2,1 0,428
IQR 14-38 1,1-68 15-32
< 4 anos 45 (76) 26 (72) 19 (83) 0,532
> 4 anos 14 (24) 10 (28) 4(17)
Apresentacao clinica, n (%) 0,783
Assintomatica 7(12) 4(11) 3(13)
Sd. de Cushing 6 (10) 4 (11) 2(9)
Virilizagdo 45 (76) 27 (75) 18 (78)
Virilizagdo e Sd. de 1(2)
Cushing 1@ 0
Estadio tumoral, n (%) 0,005
I 33 (56) 14 (39) 19 (83)
I 15 (24) 11 (31) 4 (17)
I 5 (8) 5 (13) 0
\Y; 6 (10) 6 (17) 0
Diagndstico histopatoldgico, n (%) 0,009
Adenoma 25 (42) 10 (28) 15 (65)

Malignidade incerta 14 (24) 9 (25) 5(22)



Carcinoma 16 (27)
N&o avaliados 4(7)

Recidiva pos-cirurgica, n (%)

Néo 47 (80)
Sim 12 (20)
Mutagdo germinativa p53 p.R337H
Sim 51 (86)
Néo 5(8)
Né&o avaliados 3(6)
Mutacdo somatica CTNNB1 (éxon 3), n (%)
Sim 7(12)
Néo 48 (81)
Nao avaliados 4(7)

Seguimento (meses)
Mediana 52,8
IOR 16,8 -92,8

Desfecho, n (%)

Doenga em remissdo 43 (73)
Doenca ativa 3(5)
Obito 9 (15)
Perda de seguimento 4(7)

14 (39)
3(8)

25 (69)
11 (31)

31 (86)
2 (6)
3(8)

3(8)
30 (84)
3(8)

41,4
12-90,3

23 (64)
2 (6)
9 (25)
2 (6)

79

2(9)
1(4)

22 (96) 0,019
1(4)
0,392
20 (87)
3(13)
0
0,982
4(17)
18 (79)
1(4)
01
72
33,6-115,6
0,032
20 (87)
1(4)
0
2(9)

N, nimero de individuos; %, porcentagem de individuos, IQR: intervalo interquartil. Pacientes cujas

caracteristicas ndo foram avaliadas ou que tiveram perda de seguimento ndo foram incluidos nas analises.

As diferencas entre as varidveis continuas e categdricas entre os grupos foram analisadas utilizando-se 0s

testes Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis e exato de Fisher ou qui-quadrado, respectivamente.
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Figura 11. Sobrevida de pacientes pediatricos com TAC provenientes da
coorte FMRP-USP-Boldrini de acordo com o perfil de metilagdo
do gene YAPL.
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Curvas de Kaplan-Meier considerando o perfil de metilagdo do gene YAP1 e sobrevida livre da doenca
(A) e sobrevida total (B) de pacientes pediatricos com TAC provenientes da coorte FMRP/USP-
Boldrini.

O subgrupo de pacientes provenientes da coorte pediatrica do IPACTR/ GSE131350 foi
avaliado no estudo prévio de Clay et al. (2019) (CLAY, et al., 2019). Brevemente, a coorte
compreendeu 35 meninas (72,9%) e 13 meninos. A mediana de idade ao diagndstico foi 2,56
anos. A apresentagdo clinica predominante foi a virilizagdo (n=24, 50%), seguida por
virilizacdo com sindrome de Cushing (n=12; 25%), sindrome de Cushing (n=6; 12,5%),
apresentacdo assintomatica (n=5; 10,4%). Vinte (41,7%) pacientes apresentaram doenca
avancada ao diagnostico: ndo-localizada (estadio Ill: 31,3%) ou metastatica, (estadio IV:
10,4%). Vinte e trés TACs foram diagnosticados como AAC (47,9%), 5 como de potencial de
malignidade incerto (10,4%), 19 como CAA (39,6%). A mediana de seguimento dos pacientes

foi igual a 42,2 meses e até 0 momento 6 pacientes foram a 6bito em decorréncia da doenca.

A analise de agrupamento ndo-supervisionada (UHCA) considerando os dados de
metilacdo do gene YAP1 também resultou na identificacdo de dois clusters (Figura 12), que
foram designados como grupo 1’ (n=14) e grupo 2’ (n=34). Assim como observado em nossa
casuistica, as assinaturas de metilagdo de YAP1 foram associadas a apresentacdo da doenca. O
grupo 1’ estava enriquecido por pacientes que apresentaram doenca avancada ou metastatica

ao diagnostico (estadios Il e 1V: 57 vs 35%, p= 0,017) e por aqueles cujos tumores foram
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diagnosticados como de potencial de malignidade incerto ou carcinomas (Escore de
Wieneke 2 3: 78 vs 39%, p= 0,024). Contudo, diferentemente de nossos resultados, as
assinaturas de metilacdo de YAP1 nédo foram associadas ao progndstico do paciente, uma vez
que ndo observamos diferencas nas frequéncias de pacientes com doenca recidiva ou
metastatica apos a ressec¢do do tumor primario (p= 0,14) ou de pacientes que foram a 6bito em
decorréncia da doenca (p= 0,39) e na sobrevida total dos pacientes do grupo 1’ quando

comparados aos do grupo 2’ (Log-rank p=0,21).

Figura 12. Perfil de metilacdo do gene YAP1 em TACs de pacientes pediatricos
provenientes da coorte IPACTR/ GSE131350.
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Dendograma resultante da anélise de agrupamento ndo-supervisionada de 48 tumores adrenocorticais
(TACs) pediétricos da coorte IPACTR/GSE131350 considerando os dados de metilacédo de 16 sondas
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anotadas no gene YAP1 pertencentes ao EPIC Methylation Array (Illumina) demonstrando 2 grupos de

TAC e respectivo heatmap demonstrando os niveis individuais de metilacdo por sonda e por TAC.

4.2.  Andlise dos estudos in vitro

4.2.1. Andlise da viabilidade celular ap06s inibicédo farmacologica do YAP1

Avaliamos a proliferagdo das células H295R apds o tratamento com doses crescentes
de VP por até 72 horas e observamos sua reducao de forma concentracéo- e tempo-dependente
(Figura 13A). A concentracdo de VP capaz de inibir em 50% a proliferacdo destas células
(IC50) apos 48 horas de tratamento foi igual a 9,7 uM. Dessa forma, utilizamos 10 uM de VP

nos experimentos subsequentes.

Com a finalidade de avaliarmos se a atividade antiproliferativa da VP seria especifica
em células com desregulacdo da beta-catenina, comparamos seus efeitos sobre a viabilidade
celular nas linhagens H295R (com ativacdo da via Wnt/Beta-catenina), Hela (tumor de cérvix,
sem alteracOes na beta-catenina) e Y1 (CAC de camundongo, sem ativacdo da beta-catenina).
Observamos que a VP reduziu a viabilidade apenas das células H295R (Figura 13B), sugerindo
que sua atividade sobre YAP1 ocorre especificamente em células adrenocorticais com ativacdo

da via Wnt/beta-catenina.
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Figura 13. Viabilidade celular apos tratamento com verteporfina.
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(A) Viabilidade da linhagem celular H295R ap0s tratamento com concentracdes crescentes de VP por
até 72 horas. O IC50 calculado foi igual a 10 uM em 48h. (B) Viabilidade das linhagens celulares
H295R, HeLae Y1 apds 24, 48 e 72 horas de tratamento com VP (10 uM). Os dados foram apresentados

como média + desvio padréo. *p<0,05, ***p<0,001; concentragdo vs. basal.

4.2.2. Anélise da expressdo da via Hippo ap0s inibicdo farmacoldgica do YAP1

Apdbs observarmos a reducdo da viabilidade da linhagem celular H295R pela VP,
analisamos seu efeito sob a expressdo dos genes da via Hippo e seus genes-alvo. Observamos
aumento significativo na expressdo dos genes do nucleo de quinases da via Hippo: LATS1,
STK3 (codifica para 0 MST2) e STK4 (codifica para 0 MST1) (Figura 14). Por outro lado,
observamos diminuicdo da expressdo dos genes-alvo do YAP1: CTGF e CYR61 (também
conhecidos como CCN2 e CCNL1, respetivamente), e dos genes da familia TEAD1-4 (Figura
14).
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Figura 14. Expressdo génica dos genes da via Hippo apo6s tratamento com VP.
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Expressdo génica dos genes da via Hippo apds o tratamento com verteporfina (VP, 10uM) por 48

horas. Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. *p<0,05, ***p<0,001.

E digno de nota que o tratamento com VP néo interferiu na expressdo do gene YAP1
(Figura 14), mas sim na abundancia das proteinas YAP1 e YAP1 fosforilada (Ser127), que foi
reduzida (Figura 15A). Apesar de resultar em aumento da expressdo do gene STK1, a expressdo

da proteina MST1 quinase néo foi alterada pela VP (Figura 15B).
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Figura 15. Expressdo proteica de YAP1 e o YAPL1 fosforilado apds o tratamento com
VP.
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Western blots demonstrando a expressdo proteica de (A) YAP1 e YAP1 fosforilado (Serl27) e (B)
MST1 cinase apds o tratamento com verteporfina (VP 10 uM). Todos os dados foram apresentados

como média + desvio padrdo. ** p <0,005.

Adicionalmente, observamos por meio de imunofluorescéncia que o tratamento com
VP induziu a localizagéo citoplasmatica de YAP1 em detrimento da nuclear quando comparada

ao tratamento controle (Figura 16).



86

Figura 16. Localizacdo subcelular de YAP1 avaliada por imunofluorescéncia em

células H295R ap0os o tratamento com VP.

Imagem representativa de imunofluorescéncia de células H295R apds o tratamento com verteporfina
(VP, 10 uM), indicando maior localizacéo citoplasmaética de YAPL (vermelho). Os ndcleos celulares

foram marcados em azul com DAPI.

4.2.3. Anélise do ciclo celular apdés silenciamento do gene YAP1

ApoOs observarmos os efeitos da inibicdo farmacoldgica do YAP1 pela VP na
proliferacdo celular e na expresséo de genes da via HIPPO, avaliamos o efeito do silenciamento
do gene YAP1 sob a distribuigéo celular nas fases do ciclo celular bem como a expressdo dos

genes envolvidos na progressdo do mesmo.

O silenciamento do gene YAP1 foi confirmado por meio da avaliacdo de sua expressao
génica e proteica apos a transfeccdo de siYAP1. Observamos reducdo superior a 50% da
expressdo do gene YAP1 e da proteina YAP1 total e fosforilada pYAPL (Figura 17A e B).
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Figura 17. Efeito do silenciamento do gene YAP1 sob sua expressédo génica e proteica.
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(A) Expressdo do gene YAP1 apo6s seu silenciamento com siYAP1. (B) Western blot demonstrando a
expressao proteica de YAPL e YAP1 fosforilado (S127) ap6s o silenciamento de YAP1. Os dados foram

apresentados como média + desvio padrdo. *** p <0,001.

O silenciamento do YAP1 induziu o bloqueio da progressao das fases GO-G1 paraa S e
G2-M do ciclo celular (Figura 18A). Corroborando, observamos a diminui¢cdo da expresséo
génica e proteica da ciclina D1, que é um dos principais marcadores da transi¢cdo das fases G1-
S (Figura 18B e C).
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Figura 18. Analise de ciclo celular em células H295R apds o silenciamento do gene

YAPL.
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Efeito do silenciamento do gene YAP1 sob a (A) distribui¢do das células H295R nas fases do ciclo

celular e sob a expresséo (B) génica e (C) proteica do marcador de transicao das fases G1-S ciclina D.

4.2.4. Andlise da interagdo entre o YAP1 e a via Wnt/beta-catenina

Dadas as evidéncias da interacdo entre 0 YAP1 e a via Wnt, avaliamos os efeitos da
inibicdo farmacologica do YAP1 com VP sob a beta-catenina na linhagem H295R. Observamos
reducdo significativa tanto da expressdo génica quanto proteica da beta-catenina total (Figura
19 A-C). Observamos também reducdo importante do acimulo nuclear de beta-catenina
(Figura 19 A e D). Reforgando os resultados acima descritos, observamos que o tratamento

com VP aboliu a expressédo da ciclina D1, alvo canénico da beta-catenina (Figura 19E).

Figura 19. Efeito da inibigdo farmacologica do YAP1 sob a expressao da beta-catenina em
células H295R.
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(A) Imagem representativa da imunofluorescéncia de células H295R ap6s o tratamento com verteporfina
(VP, 10 uM) demonstrando expressao citoplasmatica e nuclear da beta-catenina (vermelho). Os nucleos
celulares foram corados com DAPI (azul). (B) Expressdo do gene CTNNB1 apds o tratamento com VP 10
MM. Western blots demonstrando a expressdo (C) total e (D) nos compartimentos citoplasmatico e nuclear
de beta-catenina e (E) da ciclina D1, alvo da beta-catenina, aps o tratamento com VP10 uM. Todos os dados

foram apresentados como média £ SEM. * p <0,05 e *** p <0,001.
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Avaliamos também os efeitos do silenciamento do gene YAP1 sob a sinalizacdo da via
Whnt/beta-catenina. Observamos o aumento da expressao do gene CTNNB1 (Figura 20A), mas
ndo da abundancia da proteina beta-catenina (Figura 20B). Adicionalmente ao gene CCND1,
que é um alvo candnico da beta-catenina cuja expressdo foi reduzida pelo silenciamento do
gene YAP1 (Figura 18 B e C), avaliamos o gene-alvo MYC, mas ndo observamos efeito sob

sua expressdo (Figura 20A).

Figura 20. Efeito do silenciamento do gene YAP1 sob a expressédo de beta-catenina e seus

alvos em células H295R.
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Efeito do silenciamento do gene YAP1 sob a (A) expresséo do gene codificador da beta-catenina
CTNNBL1 e dois de seus alvos MYC e DVL3 e (B) sob a expressdo proteica da beta-catenina em células
H295R. Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. * p <0,05; ** p <0,005; ***
p <0,001.

Avaliamos ainda se 0 DVL3 é afetado pela inibicdo do YAP1. Observamos reducdo de
sua expressao proteica tanto apos tratamento com VP quanto ap6s o silenciamento do YAP1

(Figura 21A-B), mesmo ndo havendo alteracdo de sua expressao génica (Figura 20A).
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Figura 21. Reducéo de DVL apos a inibicdo do YAPL.
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Western blot demonstrando a expressdo de DVL3 ap6s o (A) silenciamento de YAP1 e (B) o tratamento

com 10 uM de VP. Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. * p <0,05.

Adicionalmente aos efeitos da inibi¢cdo do YAP1, avaliamos os efeitos do silenciamento
do gene CTNNBL1 sobre a via Hippo. Confirmamos o silenciamento por meio da diminuicao da
expressdo do gene CTNNBL, da beta-catenina e dos seus genes-alvo CCND1 e MYC (Figura
22A-B).

N&o observamos diferencas na expressao dos genes das principais quinases da via Hippo
(Figura 22A) ou da expressdo génica e proteica do YAP1 (Figura 22A-B). Em contraste, a

expressdo do CTGF, um gene-alvo do YAPL, esteve significativamente elevada (Figura 22A).
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Figura 22. Efeito do silenciamento do gene CTNNB1 na via Hippo em células H295R.
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(A) Expressdo dos genes da via Hippo, genes-alvo do YAP1, do CTNNBL e seus genes-alvo ap6s o
silenciamento de CTNNBL. (B) Western blots demonstrando a expressdo de YAP1, YAP1 fosforilado
(Ser127) e beta-catenina apds o silenciamento do gene CTNNB1. Todos os dados foram apresentados
como média + desvio padrdo. *p <0,05; **p <0,005; ***p <0,001.

4.2.5. Anélise de marcadores de transicao epitélio-mesénquima

Conforme observamos nas andlises de enriquecimento de vias, 0 grupo de genes
envolvidos na transi¢do epitélio-mesenquimal (EMT) esteve enriquecido nos TACs com alta
expressdo de YAP1, tanto nas amostras de pacientes pediatricos quanto nas de adultos (Figura
8). Dessa forma, avaliamos o efeito da inibicdo do YAP1 sobre a abundéancia de marcadores
mesenquimais como N-caderina e Vimentina, assim como seus fatores de transcricdo SNAIL e
TWIST. Os resultados de Western blot mostraram redugdo desses marcadores mesenquimais e
de seus fatores de transcri¢do, tanto apds a inibicdo farmacoldgica do YAP1 pela VP, quanto

pelo silenciamento do gene YAP1 (Figura 23A-B). Esses dados demonstraram o envolvimento
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do YAPL1 no processo de EMT e o potencial do tratamento com VP sobre uma possivel reversao
da EMT em células de CAC.

Figura 23. Efeito da inibicdo do YAP1 sobre a expressdo de marcadores mesenquimais.
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Efeito da inibicdo do YAP1 sobre a expressdo de marcadores mesenquimais e seus fatores de
transcricdo em células H295R: (A) apds silenciamento do gene YAPL; (B) ap6s tratamento com VP
(10 pM).

4.2.6. Andlise da invasao celular apds inibicdo do YAP1

Considerando que a inibicdo de YAP1 parece estar envolvida na reversdo do EMT, nos
avaliamos seu efeito sobre a invasdo de células H295R. Observamos reducéo significativa na
percentagem de células com capacidade invasiva apés o tratamento farmacologico com VP
(100 + 28 vs. 14,34 + 7; p< 0,05; Figura 24A). O mesmo foi observado apds o silenciamento
do gene YAP1 (Figura 24B).



Figura 24. Ensaio de Invasao celular apos a inibicdo do YAP1 em células H295R.
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Ensaio de invasdo celular mostrando a percentagem de células com capacidade invasiva apds tratamento

com VP 10 uM (A) ou silenciamento do gene YAP1 (B). Os dados foram apresentados como média +

desvio padrdo. * p <0,05.

4.2.7. Analise do crescimento celular independente de ancoragem

O ensaio de crescimento celular independente de ancoragem mostra a capacidade de

transformacé&o celular. Observamos reducéo massiva da capacidade de transformacéo de células

adrenocorticais H295R tanto apds o tratamento com VP, quanto ap6s o silenciamento do gene

YAP1 (Figura 25A e B, respectivamente). Esses resultados destacam o papel relevante do
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YAPL1 no processo de transformacdo celular, e o potencial da invasao das células de CAC ser

resultante da regulacdo do processo de EMT.

Figura 25. Inibigdo do crescimento independente de ancoragem apds inibi¢do do YAP1

em células H295R.
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Ensaio de formacédo de colénia em agar mole apds tratamento com VP (A) (10 uM) e silenciamento do

gene YAP1 (B). Os dados foram apresentados como média + desvio padrao. *** p <0,001.

4.3.

4.3.1.

Analise dos estudos in vivo

Inibicdo do crescimento tumoral

Observamos que o tratamento com VP restringiu o crescimento tumoral a partir da

terceira semana de tratamento nos animais fémeas quando comparado aos animais controle
(controle: 251 +53 vs. VP: 121+ 33 mm®; p< 0,001). Ao final das 4 semanas de tratamento, 0

grupo tratado com VP apresentou redugdo de aproximadamente 50% do volume tumoral
(controle: 356 + 69 vs. VP: 184 + 59 mm?3; p< 0,001) (Figura 26A-B). Houve correlagéo
positiva entre o peso e volume tumorais (r = 0,93; p = 0.0001) (Figura 26C). N&o observamos
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diferenca entre o volume tumoral dos camundongos machos nos grupos controle e tratado com
VP.

Considerando os efeitos sistémicos do tratamento com VP nos camundongos,
observamos que ndo houve diferenca significativa no peso dos animais tratados e nao tratados
(Figura 26D), o que corrobora com a tolerancia dos animais a VVP. Ainda, ndo observamos

valores detectaveis de cortisol sérico.

Ao longo do experimento, quatro camundongos (2 machos e 2 fémeas) do grupo
controle morreram antes do término dos tratamentos. Dessa forma, apenas os tumores de dois
camundongos (1 macho e 1 fémea) deste grupo puderam ser coletados para as posteriores
analises. Na figura 26E se encontra a curva de sobrevida dos animais desde o inicio até o
término do tratamento, mostrando incremento da sobrevida dos camundongos tratados com VP

quando comparados com os do grupo controle.

Macroscopicamente, ndo encontramos alteracfes tumorais sugestivas de metastases em

outros 6rgaos como figado, rins e pulméo.
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Figura 26. Efeito do tratamento com verteporfina sobre o crescimento tumoral em

modelo xenografico de carcinoma adrenocortical humano.
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(A) Curva de crescimento tumoral em camundongos fémeas NSG. (B) Imagem representativa dos
tumores apds o tratamento com VP ou seu veiculo DMSQO; (C) Correlacdo entre peso e volume tumoral
para todos os tumores dos camundongos analisados. r, coeficiente de correlacdo. (D) Curva de peso dos
camundongos fémeas ao longo do experimento. (E) Sobrevida total dos camundongos desde o inicio do
tratamento até o final do tratamento (28 dias). * p<0,05 e *** p<0,005.

4.3.2. Histologia tumoral



98

As analises histologicas exibiram caracteristicas semelhantes em ambos 0s grupos,
incluindo areas altamente proliferativas, demonstrado pela presenca de mitoses frequentes e
mitoses atipicas e poucos corplsculos apoptéticos (Figura 27). Porém, nos tumores dos
camundongos que foram tratados com VP se observou indice de Wieneke levemente menor

comparado com o grupo controle.

Figura 27: Efeito do tratamento com verteporfina (VP) sobre a histologia dos

xenoenxertos da linhagem tumoral adrenocortical H295R.

SO T N v R e S e

Imagens representativas das secdes de xenoenxertos corados com H&E a partir dos camundongos
controles (esquerda) e tratados com VP (direita). O painel superior mostra imagens representativas de
mitoses (seta branca), mitoses atipicas (seta vermelha) e corpusculos apoptéticos (seta preta).
Magnificacdo 400x. Os painéis inferiores mostram extensas areas necréticas em ambos os tratamentos.

Magnificacdo,100x.

4.3.3. Proliferagdo tumoral
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Nas analises de proliferacdo celular por imuno-histoquimica observamos que a
percentagem de células positivas para o marcador Ki67 foi significativamente maior no grupo
controle quando comparado ao grupo tratado com VP (11,8 vs 8,9; p=0,017) (Figura 28 A-B).

Figura 28: Efeito do tratamento com verteporfina (VP) sobre a proliferacéo celular dos

xenoenxertos da linhagem tumoral adrenocortical H295R
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(A) Imagens da marcacéo por imuno-histoquimica da proteina Ki67 das células obtidas dos tumores do
modelo xenografico murino, onde se observa marcagao nuclear positiva para Ki67 no grupo controle e
no grupo tratado com VP. (B) Percentagem de células Ki67 positivas nos tumores que foram tratados
com VP e os controle.
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5. Discussao
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5. DISCUSSAO

5.1.  YAP1é um marcador de pior progndstico em pacientes com TAC

Expressdo Elevada de YAP1 tem sido observada em diversos tipos de cancer, nos quais
tem se mostrado fator chave na tumorigénese (DEY; VARELAS; GUAN, 2020; POMA et al.,
2018). Na maioria desses tumores a elevada expressdo do YAP1 e sua localizagéo nuclear estéo
relacionadas com o progndstico desfavoravel dos pacientes (DEY; VARELAS; GUAN, 2020;
KANG etal., 2011; LIU et al., 2013; SALCEDO ALLENDE et al., 2017; WANG et al., 2013;
WU et al., 2016). Semelhante ao que foi encontrado em outros tipos de cancer, os resultados
obtidos neste estudo indicam que a alta expressdo de YAP1 estd associada com menor sobrevida
em pacientes pediatricos e adultos com tumor adrenocortical. Nossos dados atuais corroboram
os dados apresentados previamente por Abduch et al. (2016) em parte da casuistica de nossa
coorte de pacientes pediatricos com TAC (ABDUCH et al., 2016) e expandem este achado ao
validar a associacéo entre expressao elevada de YAPL e pior desfecho nos pacientes do coorte
do COG. Esta associacdo também foi confirmada na coorte de pacientes adultos com TAC
avaliadas a partir dos dados publicos do TCGA. Nestes, observamos que a expressao mais
elevada do YAP1 é um marcador independente de progndstico desfavoravel em pacientes com
CAC. Esses dados sdo interessantes, considerando que os tumores adrenocorticais de pacientes
pediatricos e adultos apresentam caracteristicas especificas em varios aspectos. Contudo,
nossos resultados mostram que eles apresentam semelhancas na expressdo do marcador YAP1

e em sua capacidade de classificar os tumores com prognostico desfavoravel.

Em um estudo baseado em dados do TCGA, no qual foram avaliados 33 tipos diferentes
de cancer, com um total de 9.125 tumores de pacientes adultos, a via Hippo foi indicada como
uma das vias que frequentemente apresentam alteracdes genéticas em canceres humanos. Estas
alteracdes sao do tipo amplificacdes e/ou delecdes do YAP1, mutagdes de perda de fungéo ou
silenciamento epigenético dos genes supressores de tumores da via Hippo como NF2, FAT1-4,
TAOK1-3, WW45 e LATS1/2 (SANCHEZ-VEGA et al., 2018; WANG et al., 2018). Entretanto,
mutacdes no gene YAP1 sdo relativamente raras nos diferentes tipos de cancer da coorte do
TCGA (WANG et al., 2018). As amplificacbes no YAP1l tém sido observadas mais
frequentemente nos carcinomas de células escamosas com origem no pescoco, eséfago, pulmao
e no colo uterino (DEY; VARELAS; GUAN, 2020; LORENZETTO et al., 2014; SANCHEZ-
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VEGA et al., 2018). A presenca de variantes genéticas no YAP1 e demais genes da via Hippo
tem TACs pediatricos da coorte FMRP/USP-Boldrini ndo foi avaliada e devera ser alvo de
investigacdo em estudo subsequente. Em nosso estudo, analisando os dados do TCGA néo
encontramos mutagdes nem alteracbes como amplificagdes ou dele¢bes no YAP1 nos CAC de
pacientes adultos. Porém, encontramos mutacgdes nos genes FAT1, FAT3, FAT4 e TAOK1.

As proteinas FAT sdo caderinas transmembranas atipicas que modulam a ativacdo da
via Hippo, provavelmente para iniciar a via de sinalizagéo por contato (CHO et al., 2006; L1 et
al., 2018; MARTIN et al., 2018; SILVA et al., 2006). Alteracdes como perda de funcédo de
genes da familia FAT sdo frequentes em diversos tipos de cancer humano (SANCHEZ-VEGA
et al.,, 2018). Recentemente foi observado em modelo in vivo de carcinoma de células
escamosas de pele e de pulmdo, que a delecdo de FAT1 acelerou a iniciacdo e progressao de
malignidade. Adicionalmente, a delecdo de FAT1 promoveu um fenotipo hibrido de EMT, que
apresenta aumento de caracteristicas de células tronco e de formacdo de metéstases. Nessas
celulas tumorais com knockout de FAT1 foi observada superexpressao total e nuclear de YAPL,
mostrando que a delecdo de FAT1 conduz a uma cascada de sinaliza¢do que promove a ativagdo
de YAP1 e regula o estado mesenquimal observado nesses tumores (PASTUSHENKO et al.,
2021).

Com a finalidade de tentar entender qual processo esta envolvido no incremento da
expressdo do YAP1 nos TACs, avaliamos o estado de metilacdo do gene YAP1 e suas regides
reguladoras. Observamos dois grupos de TACs com assinaturas de metilacdo distintas no gene
YAP1. Entretanto estes grupos ndo diferiram quanto aos niveis de metilacdo ou a localizacéo
funcional dos sitios CpG diferencialmente metilados, majoritariamente anotados ao corpo do
gene (Body). Em concordancia com essas observacdes, ndo observamos diferencas nos niveis
de expressdo do gene YAPL1 entre os dois grupos distintos no padrdo de metilagcdo. Contudo, as
assinaturas de metilacdo de YAP1 foram associadas a apresentacdo da doenca em duas coortes
de pacientes pediatricos com TAC e ao prognéstico dos pacientes seguidos pela coorte
FMRP/USP-Boldrini. Esses resultados, junto com os achados de alteragdes genéticas na via
Hippo nos CAC de pacientes adultos indicam que provavelmente existem outros mecanismos
envolvidos no aumento da expressdo do YAP1.

Alguns outros mecanismos desreguladores da expressao do YAP1 tém sido relatados.

Entre eles estdo o padrdo de expressdo de microRNAs, alteracbes em genes externos a via
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Hippo e o papel de oncoproteinas virais. Adicionalmente, foram encontradas fusdes entre o
YAP1 e outras proteinas (PAJTLER et al., 2019; SZULZEWSKY; HOLLAND;
VASIOUKHIN, 2021; TANAS et al., 2016). Todos os genes de fusdo do YAP1 analisados até
0 momento se mostraram oncogénicos e funcionavam exercendo a atividade de YAP1
dependente do TEAD. Este achado foi evidenciado pela presenca da mutacdo pontual S94A no
gene YAP1, a qual remove a interacao entre YAP e oTEAD. O papel tumorigénico destas fusdes
envolvendo o YAPL1 foi confirmado pela diminuicdo da atividade transcricional das proteinas
de fusdo e inibicdo do crescimento de células tumorais de camundongo in vitro aapds seu
tratamento com VP (SZULZEWSKY et al., 2020). Adicionalmente, estes genes de fusdo se
mostraram resistentes a sinalizacdo inibitoria da via Hippo. Em experimentos de RNA-Seq foi
observado que os principais genes de fusdo encontrados até 0 momento compartilham sua

assinatura transcricional central, que se sobrepde ao YAP1 nativo (SZULZEWSKY et al., 2020)

5.2.  Desregulagdo do YAP1 reduz a viabilidade celular de células adrenais

Em estudo prévio, Abduch et al. (2016) demonstraram viabilidade reduzida das células
de CAC usando a linhagem celular H295R ap6s o silenciamento do gene YAP1 (ABDUCH et
al., 2016). No presente estudo, reduzimos a atividade de YAP1 por meio do tratamento com 10
uM de VP e também encontramos reducdo da viabilidade celular. A atividade aumentada do
YAP1 tem sido observada em outros canceres, como gliomas, figado, ovario e tumores
endometriais (AL-MOUJAHED et al., 2017; FENG et al., 2016; LIU-CHITTENDEN et al.,
2012; WANG et al., 2015).

Os dados apresentados neste estudo séo o primeiro relato da inibicdo do crescimento de
células de carcinoma adrenocortical pelo tratamento com VP. E interessante ressaltar que,
diferentemente das células H295R, quando avaliamos o efeito da VP em outra linhagem
tumoral adrenal (Y1) e na linhagem HeLa, ndo observamos redugéo da viabilidade celular. Esta
observacao provavelmente esta relacionada com a presenga da mutacéo p.S45P no exon 3 no
gene CTNNBI1, que resulta na ativacdo constitutiva da beta-catenina na linhagem H295R
(TISSIER et al., 2005). Em concordancia com esta hipdtese nas linhagens sem ativagéo da via

Wht/beta-catenina, como a Y e a Hela, este efeito ndo foi observado.
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Rosenbluh et al. (2012) avaliaram linhagens celulares com a via Wnt/beta-catenina
ativa e outras linhagens com esta via ndo ativa e demonstraram que as células com a via
Whnt/beta-catenina ativa requerem a formacgéo de um complexo com o YAPL e o fator de
transcricdo TBX5 para o processo de transformacéo e sobrevida celular (ROSENBLUH et al.,
2012). Neste sentido, a interacdo entre vias Hippo/YAP e Wnt/beta-catenina é importante no
processo tumorigénico observado principalmente em tumores com beta-catenina ativa, como a
maioria dos TACs. A reducdo da viabilidade celular observada no presente estudo esta
relacionada com a inducéo do bloqueio da progressdo do ciclo celular na fase GO/G1. Isto foi
evidenciado pela diminuicdo da expressao e abundéncia da ciclina D1 apds inibicdo do YAP1,
tanto farmacoldgica quanto por meio de silenciamento génico. Ressalte-se que a ciclina D1 é
um alvo direto da beta-catenina e, como grande parte dos TACs possuem ativacao da via Wnt,
o tratamento com inibidores de YAP1 tem potencial para se tornar uma opgéo terapéutica para

estes pacientes.

5.3.  Ativacdo da via Hippo e degradacao do YAP1 ap6s tratamento com VP

A atividade de YAP1 é regulada pela sua fosforilagdo e localizacdo subcelular, de forma
que as quinases da via Hippo fosforilam o seu residuo Serl27 e induzem sua retencdo
citoplasmatica e degradacdo, blogueando sua atividade transcricional. Neste estudo,
observamos gue o tratamento com VP reduz a expressao proteica do YAPL1 total e de sua forma
fosforilada (S127), consequentemente, reduzindo sua atividade transcricional. Quando
analisamos a expressdo dos genes codificadores das principais quinases da via Hippo, notamos
seu aumento apos o tratamento com VP. Coletivamente, estes resultados sugerem a ativacao da
via Hippo e subsequente degradacéo do YAP1 pela VVP. Contudo, estudos adicionais se fazem
necessarios para confirmar este achado. A ativagdo da via Hippo pela VP foi previamente
relatada em células de cancer endometrial (DASARI et al., 2017). Neste estudo, 0s autores
demonstraram incremento das expressdes génica e proteica de NF2 e LATS1 ap0s o tratamento
com VP, o que sugere que os efeitos da VP ocorrem também sobre os mediadores a montante

da via Hippo por mecanismo ainda néo elucidado.

5.4. Interacdo entre a via Hippo/YAP1 e a via Wnt-beta-catenina
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A ativacdo da via Wnt/beta-catenina ¢ frequente e observada na maioria dos TACs. Esta
ativacdo € causada pormutacfes no gene CTNNB1, mutacdes no gene ZNRF3 ou a outras
alteracdes na via, como reducdo da expressao dos reguladores negativos da via Wnt/beta-
catenina (ASSIE et al., 2014; BONNET et al., 2011; LEAL et al., 2011; TISSIER et al., 2005).
Nossos resultados mostraram alta frequéncia de mutacGes no gene CTNNB1 em CACs de
pacientes adultos do TCGA com expressao alta do YAP1. Adicionalmente, por meio das
andlises de enriquecimento de vias observamos que tanto nas duas coortes pediatricas quanto
na coorte adulta, o complexo beta-catenina/TCF se encontrou enriquecido positivamente nos
pacientes com alta expressao de YAP1. Esses resultados indicam a interacdo das vias Wnt/beta-
catenina e Hippo/Y AP e sugerem que a desregulacdo do YAPL1 e da beta-catenina esta associada
com prognostico desfavoravel dos pacientes, o que também tem sido evidenciado em outros
tipos de tumores (QUINN et al., 2021; TAO et al., 2014).

YAPL1 regula a sinalizacdo da via Wnt/beta-catenina pela a¢do das proteinas DVL
(BARRY et al., 2013; IMAJO et al., 2012; VARELAS et al., 2010). As DVLs fosforiladas
servem como reguladores negativos cruciais do complexo de destruicdo-GSK3b, resultando na
estabilizacdo da beta-catenina (CLEVERS, 2006; NUSSE, 2005). Barry et al. (2013)
mostraram que a expressdo do YAPL regula a expressao dos genes-alvo da via Wnt/beta-
catenina por intermédio do DVL e que o silenciamento do YAP1 resulta no acimulo nuclear de
DVL em células intestinais (BARRY et al., 2013). Adicionalmente, foi mostrado que, no
nucleo, DVL interage com TCF por intermédio de c-Jun para promover a formacdo de um
complexo quaternério entre beta-catenina/TCF/c-Jun/DVL e induzir a transcricdo de genes-
alvo de beta-catenina (GAN et al., 2008). No presente trabalho, encontramos que tanto o
silenciamento de YAPlpor meio de siRNA quanto sua inibicdo pela VP, reduziram a
abundancia de DVL, o que apoia o papel de regulacdo do YAPL sobre a proteina DVL. Desta
forma, a inibicdo do YAPL poderia reduzir a transcricdo dos genes-alvo da via Wnt/beta-
catenina. Em acordo com esses resultados, observamos redugéo da expressao de Ciclina D1

apos ambas as estrategias inibitorias de atividade YAP1, e consequentemente, de DVL.
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Observamos que o silenciamento de YAP1 ndo resultou em diferenca na expressao
proteica da beta-catenina nas células H295R. Este achado pode estar relacionado a presenca da
mutacdo especificado CTNNBL1 que gera uma troca do aminoécido Ser45. Estas trocas resultam
em moléculas de beta-catenina que escapam do complexo de degradag&o citoplasmatico, o qual
requer a incorporacdo de YAP1 (AZZOLIN et al., 2014). Similar aos nossos resultados, outros
dois grupos relataram que o knockdown ou knockout de YAP1 néo alteram a estabilidade ou 0s
niveis de beta-catenina (BARRY et al., 2013; ROSENBLUH et al., 2012). Por outro lado,
observamos que o silenciamento de YAP1 reduz a atividade transcricional da mesma. Em
células de cancer de colon, foi mostrada a formacdo de um complexo nuclear entre YAP/beta-
catenina/TCF4 que induz a transcricdo de genes como CCND1 e LGR5 (DENG et al., 2018).
Adicionalmente, em um trabalho recente em linhagem celular de cancer de mama do tipo basal,
foi observado que a inibicdo de YAP1 tanto pelo silenciamento quanto por tratamento
farmacoldgico, diminui a expressdo de alguns genes alvo da beta-catenina (QUINN et al.,
2021). Nesse mesmo trabalho, por meio de ChlP-seq, foi observada a interacdo entre
YAP/TEAD e CTNNBL1 em regides promotoras ou enhancers de genes alvo em comum, 0 que
indicaria que TEAD, CTNNBL1 e YAPL1 interagem e podem estar colocados em enhancers ou
promotores génicos de ambos (QUINN et al., 2021). Por outro lado, no presente estudo, quando
a atividade de YAP1 foi reduzida pelo tratamento com VP, observamos reducdo da atividade
transcricional da beta-catenina e degradacdo da mesma. Esse resultado pode ser devido a
ubiquitinacdo em outro ponto de fosforilagdo, conduzindo consequentemente a sua degradacéo.
Dada a propriedade regulatéria de YAP1 sobre a atividade transcricional da beta-catenina,
estudamos o efeito do silenciamento do gene CTNNBL1 para ver a interacdo entre estas vias.
Observamos que o silenciamento de CTNNB1 promove ativacao transcricional de YAP1, mas
ndo encontramos diferencas na abundancia ou niveis de expressdo de YAP1 nas celulas
adrenocorticais. Por outro lado, Konsavage et al. (2012) mostraram que a inibicdo de CTNNB1
por sShRNA em células de cancer de célon reduziu a expressdo de YAP1 e de seus genes alvos.
Os autores demonstraram que a beta-catenina e o TCF se unem na regido upstream da sequéncia
de YAPL, para ativar a expressdo génica de YAP1l e incrementar Seus niveis proteicos
(KONSAVAGE et al., 2012). Ambos os resultados, apesar de opostos, indicam a beta-catenina
como um regulador transcricional de YAPL. Desde que as linhagens celulares usadas pelo
estudo de Konsavage et al. (2012) e no estudo atual apresentam alguma alteragdo na via

Whnt/beta-catenina que promove a estabilidade da beta-catenina, poderiamos hipotetizar que
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diferencas entre estes estudos seriam por conta da regulacao transcricional tecido-especifica do
YAPL.

Nossos resultados reforcam a interagédo entre a beta-catenina e o YAP1 na tumorigénese
adrenocortical, bem como o processo de regulacdo entre as vias, o qual ja tem sido evidenciado
em varios tipos de cancer (KONSAVAGE et al., 2012; QUINN et al., 2021; ROSENBLUH et
al., 2012; TAO et al., 2014). Essa interacao estaria relacionada com a incorporacédo do YAP1
no complexo de degradacdo da beta-catenina em nivel citoplasmético, conforme descrito
previamente em outros tipos celulares, onde o knockout de YAP resulta na ativacdo da beta-
catenina e compensa a perda da sinalizacdo Wnt (AZZOLIN et al., 2014). Por outro lado, no
estudo de Quinn et al (2021) foi observado que YAPL1 pode controlar a atividade de beta-
catenina no ndcleo por meio da interagdo nas regides reguladoras de genes alvo da beta-catenina
e por regular a translocacao nuclear. Este dado demonstraria que o YAPL seria necessario para
a atividade nuclear da beta-catenina no cancer de mama tipo basal (QUINN et al., 2021).
Avaliando células epiteliais gastricas, foi evidenciado que YAP nuclear promove a translocacédo
da fosfatase SHP2 para o nucleo, onde vai atuar na transcricdo de beta-catenina. De forma
opostas, quando Y AP esta no citoplasma e fosforilado, ele sequestra SHP2 e evita a transcrigcdo
de beta-catenina (TSUTSUMI et al., 2013). Neste sentido, tem se especulado que no nucleo,
Y AP e beta-catenina se ligam para ativar a transcri¢do de genes em comum, mas no citoplasma
poderiam estar associados negativamente (TSUTSUMI et al., 2013). Assim, a regulacdo da
expressao de genes alvo da beta-catenina pelo Y AP seria contexto e tecido especifico. Porém,
ainda faltam mais estudos que permitam conhecer 0s mecanismos pelos quais a interagéo direta

entre YAP e beta-catenina regula a atividade da beta-catenina e do YAP.

5.5. Inibicdo do crescimento independente de ancoragem celular apds inibi¢do
do YAP1

A ruptura entre a interacdo célula-célula ou célula-ECM conduz a uma forma de morte
celular apoptética chamada anoikis (FRISCH; FRANCIS, 1994). Este mecanismo de morte
celular permite prevenir o crescimento de células independente de aderéncia ou interagdo com

alguma matriz extracelular,uma caracteristica da transformacdo celular, evitando assim a
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colonizacao de 6rgdos distantes. Como o crescimento independente de ancoragem e a EMT séo
passos essenciais para a progressdo do cancer e a colonizacao metastatica, a capacidade das
celulas cancerigenas de resistir ao processo de anoikis é importante, ja que muitas destas células
conseguem evadir este mecanismo e crescem descontroladamente em diferentes locais,
permitindo assim invasdo, metastase, resisténcia a terapias e recidiva (PAOLI; GIANNONI;
CHIARUGI, 2013). Em diferentes tipos de cancer foi mostrado que YAP1 promove o
crescimento independente de ancoragem, e que sua inibi¢do reduz este processo, conforme
observado pela reducdo da formacdo de colénias em &gar mole (CHANG et al., 2019; HUA et
al., 2016; ROSENBLUH et al., 2012). Adicionalmente, tem se mostrado que a expressdo
aumentada ou o acumulo nuclear de beta-catenina — resultante de mutacGes que afetam sua
degradacdo — conferem a resisténcia ao anoikis e capacita as células a crescerem independente
de ancoragem, resultando em fendtipo mesenquimal estavel (ORFORD; ORFORD; BYERS,
1999).

Em nosso estudo demonstramos que a desregulacao do YAPL, tanto pelo silenciamento
de YAP1 como pelo tratamento farmacoldgico com VP, foi suficiente para inibir o crescimento
independente de ancoragem, indicando o YAP1 como um componente importante para este
processo de transformacdo em células adrenocorticais com ativacdo de beta-catenina. Estes
resultados estdo em concordancia com os achados de Rosenbluh et al. (2012) que avaliaram
linhagens celulares com beta-catenina ativa e ndo-ativa, e demonstraram que as células com
beta-catenina ativa requerem a formagéo de um complexo com YAP1 e o fator de transcri¢cao
TBX5 para o processo de transformacéo e sobrevida celular (ROSENBLUH et al., 2012). Por
outro lado, Salomon et al. (2015) demonstraram que o silenciamento do gene CTNNBL1 resultou
na reducdo da transformacgdo das células adrenocorticais (SALOMON et al., 2015). Desse
modo, nossos resultados mostram que YAP1 tem um papel importante na transformacao nas
celulas adrenocorticais e que possivelmente este mecanismo se deve a cooperagao entre YAP1

e beta-catenina.

5.6. Efeito da inibigcdo da atividade de YAPL sobre a invaséao celular e os marcadores

mesenquimais
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Em muitos tumores tem sido mostrado que a maior expressdo do YAP1 esta associada
com invasdo e propriedades alteradas da matriz extracelular (LIN et al., 2015; ZANCONATO;
CORDENONSI; PICCOLO, 2016). Nossos resultados in silico mostraram que, tanto na coorte
adulta do TCGA quanto nas pediatricas COG e FMRP/USP-Boldrini de TAC, a alta expressdo
de YAP1 foi associada a processos de degradacdo da matriz celular e colageno e regulagéo
negativa da adesdo celular. Estes mecanismos sao importantes para o remodelamento da matriz
extracelular, permitindo assim o movimento ativo de células através da matriz intersticial
durante a migracao celular (WINKLER et al., 2020). In vitro, observamos que a inibicdo da
atividade de YAPL foi capaz de reduzir o processo de invasdo de células adrenais tumorais. Em
um estudo feito in vitro e in vivo com células de melanoma, foi evidenciado que YAPL é
requerido para a invasao celular de melanoma e que sua hiperatividade pode ativar as células
de melanoma de fenotipos proliferativo para fendtipo invasivo. Nesse mesmo estudo, a
hiperatividade de YAP1 promoveu metastase espontanea de melanoma em modelo xenografico
murino (ZHANG et al., 2020). Recentemente foi desenhado um Y AP1 foto-ativavel (optoY AP)
que permite controlar no espago-tempo a ativacdo do YAP. Assim, usando esferdides das
linhagens celulares HeLa e A431 (carcinoma epidermoide) demostrou-se que a translocagao
nuclear de YAPL é capaz de acionar a invasao dos esferoides para a matriz circundante (ILLES
etal., 2021).

Adicionalmente a transformacdo oncogénica, em varios tipos de cancer foi observado
que YAP1 tem um papel importante no processo de EMT, que é um evento chave para
promover a migracdo das células tumorais estacionarias e invasdo em outros tecidos,
conduzindo assim a metastase (LIU et al., 2021; YEUNG; YANG, 2017). Em nossa analise de
enriquecimento de vias observamos que 0 conjunto de genes associados com 0 processo de
EMT foi enriquecido positivamente nos tumores onde o YAP1 foi mais expresso,
independentemente da idade do paciente. Especificamente em TACS, pouco é conhecido acerca
do processo de metastase e EMT. Bulzico et al. (2017) avaliaram a expressdo de marcadores
de EMT em tecidos adrenocorticais normais, AAC e CAC em adultos e em TAC pediatrico
(BULZICO et al., 2017) e mostraram baixa expressdo de e-caderinas em todas as amostras. Em
contraste, a expressao do marcador mesenquimal vimentina e do fator de transcrigcdo
mesenquimal TWIST, foi observada em todas as amostras, incluindo em adrenais normais.
Contudo, a vimentina e o TWIST foram mais expressos em TACs pediétricos, sendo o ultimo

especialmente hiper expresso nos CACs (BULZICO et al., 2017). Em outro trabalho recente,
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Sbiera et al (2021) avaliaram adrenais normais, AACs e CACs de pacientes adultos e também
ndo observaram expressdo aumentada da e-caderina nestes tecidos comparados com tecidos
ndo-adrenais. Neste trabalho, os autores avaliaram marcadores mesenquimais diferentes
daqueles avaliados por Bulzico et al. (2017), como a N-caderina e os fatores de transcri¢do
SLUG e SNAIL, e observaram, nos CAC, associacdo positiva entre a expressao de SLUG e
marcadores clinicos de agressividade, mas correlacdo negativa entre a expressao de N-caderina
e estes marcadores (SBIERA et al., 2021). Os resultados de ambos estes estudos em relacéo a
expressdo dos marcadores epiteliais como e-caderina eram esperados (BULZICO et al., 2017;
SBIERA et al., 2021) pois os tecidos adrenocorticais sdo mais semelhantes aos tecidos
mesenquimais do que aos epiteliais. Este fato, pode ser devido a sua origem a partir do
mesoderma intermediario durante a embriogénese, porém uma vez em processo de reversao
EMT, passa a resultar em tecido epitelial (XING et al., 2015). Contudo, parece que esta
transformacdo epitelial € incompleta e, assim, o coOrtex adrenal mantém muitas das

caracteristicas mesenquimais em nivel molecular (SBIERA et al., 2021).

Em nosso estudo, ndo detectamos a expressdo da e-caderina nas células adrenais (dados
ndo mostrados) e observamos que a vimentina, incrementada nas células adrenais, foi reduzida
apos o silenciamento de YAP1 e o tratamento com VP. Adicionalmente, a inibi¢do do YAP1
mostrou reducdo do marcador mesenquimal N-caderina e dos fatores de transcricdo associados
a EMT: TWIST e SNAIL. Entretanto, ainda ndo é claro se os TACs podem apresentar o
processo de EMT. Noés hipotetizamos que estes tumores, por terem caracteristicas mais
mesenquimais que epiteliais, podem fazer outro processo semelhante a EMT, o que permitiria
uma mudanga de fendtipo e resultaria no processo de metéstase. Nossos resultados indicam o
envolvimento de YAP1 na capacidade das células de TAC a adquirir caracteristicas mais
mesenquimais e que, em conjunto com os dados aqui apresentados —reducéo da invaséo celular
e inibicdo do crescimento independente de ancoragem apos a inibi¢do da atividade do YAP1
—renderiam o0 YAPL1 como um potencial alvo terapéutico em TACs mais agressivos com

caracteristicas metastaticas.

5.7. Inibicdo do crescimento tumoral in vivo
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Observamos que o tratamento com VP reduz consideravelmente o crescimento tumoral
no modelo xenografico murino avaliado. Observamos também diminuicdo da proliferacao
celular nesses tumores, o que foi evidenciado pela redugdo da imunorreatividade nuclear do
marcador Ki-67. A reducédo do crescimento tumoral pela VP tem sido observada em linhagens
celulares derivadas de outros tumores como cancer gastrico (GIRAUD et al., 2020; KANG et
al., 2017), de colon (ZHANG et al., 2015), hepatocarcinoma (LIU-CHITTENDEN et al., 2012),
endometrial (BANG et al., 2019) entre outros (WEI; LI, 2020). Adicionalmente, outros estudos
mostraram que a terapia combinada entre VP e outros agentes como gencitabina em
adenocarcinoma pancreatico ductal (DONOHUE et al., 2013) ou com o inibidor de pan-RAF

LY3009120 em cancer pancreatico (ZHAO et al., 2017) reduziu o crescimento tumoral.

Este primeiro estudo pré-clinico mostra, portanto, que a inibicdo do YAPL inibe a
progressao tumoral dos CACs. Desta forma tratamentos que possam inibir sua transcrigéo ou
terapia combinada na qual se iniba também a beta-catenina, seriam potenciais regimes
terapéuticos para pacientes com CAC, principalmente aqueles que apresentam maior

agressividade.
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6. Conclusoes
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6. CONCLUSOES

e A altaexpressdo do gene YAP1 esta associada ao prognostico desfavoravel de pacientes
adultos e pediatricos com TAC.

e [Existe interacdo entre 0 YAP1 e beta-catenina, na qual o YAPL parece regular a
transcrigdo da via Wnt/beta-catenina na linhagem adrenocortical H295R.

e Ainibicdo do YAP1 inibe a proliferacéo, a invasdo e a transformagéo celular, bem como
a expressdo de marcadores mesenquimais na linhagem adrenocortical H295R.

e A inibicdo do YAP1 pelo tratamento farmacoldgico com VP reduz o crescimento

tumoral em modelo xenografico murino de CAC.
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APENDICE A
Caracteristicas demograficas, clinicas, tumorais e moleculares individuais dos 69 pacientes pediatricos da coorte FMRP/USP-Boldrini.
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*pACT110a

*pACT110b

pACT120

Identificacdo an6nima da amostra na coorte.
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Identificacdo da amostra no RNASeq (I1lumina)

Identificacdo da amostra no Metiloma (Illumina)
Cluster de metilacdo: YAP1-1 e YAP1-2.

Centro de referéncia: Centro Infantil Boldrini (CIB) e Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo (FMRP-USP).

Sexo: Masculino (M) e feminino (F).

Idade ao diagndstico: apresentada e manos.
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Apresentacdo clinica: assintomatica (A), sindrome de Cushing (C), virilzagéo (V) e mista com virilizagéo e sindrome de Cushing (V + C).
Tamanho tumoral: maior didmetro, apresentado em centimetros.
Peso tumoral: apresentado em gramas.
Estadio tumoral: de acordo com o critério do International Pediatric Adrenocortical Tumor Registry (IPACTR; RIBEIRO et al., 2012).
Diagnoéstico tumoral: classificacdo histopatologica considerando o critério proposto por Wieneke et al. (2003) e o respectivo escore
do tumor. Adenomas (AAC: < 2), potencial de malignidade incerto (UMP: = 3) e carcinomas (CAC: = 4).
Quimioterapia adjuvante: N&o (apenas cirurgia) e Sim (cirurgia e quimioterapia adjuvante).
Doenca recidiva ou metastatica: N&o (auséncia de recidiva local ou metastase a distancia apés resseccdo cirurgica do tumor primério) e Sim (presenca de recidiva local ou metéstase a
distancia apds ressec¢do cirtrgica do tumor primario).
Tempo de seguimento: tempo transcorrido entre o diagndstico e a Gltima consulta, apresentado em anos.
Desfecho: estado vital e de doenca na Gltima consulta (Vivo e livre de doenga, Vivo e com doenca ativa, Obito e Perda de seguimento).
Gendtipo germinativo p53 p.R337R (nativo) e p.R337H (mutante)
Gendtipo somatico da B-catenina nativo (wild-type, WT) ou mutante (respectivo residuo variante).
ND: ndo disponivel.

*tumores bilaterais sincronos.
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APENDICE B

Métrica para o valor do ponto de corte nas coortes nas quais foram avaliados os dados
de expressdo do mRNA de YAPL.
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Determinacédo do ponto de corte usando o indice de youden para determinar o melhor ponto de
corte para a expressdo do mRNA de YAP1 nas coortes de pacientes pediatricos (A) FMRP/USP-
Boldrini e (B) COG/GSE76019 e (C) coorte de pacientes adultos do TCGA.
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ANEXO A
Oficio de aprovacao de uso de camundongos.
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO CEUA
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO )

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS EMﬁgfmyn?&mmm.,

(WPAPE 4o gy,
'“nlnﬂno PRETO

EIENT SOVE R

65 anos USP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “Investiga¢do das bases moleculares
da tumorigénese adrenocortical e busca por novos alvos terapéutico”, registrado com o nimero
196/2017, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Sonir Roberto Rauber Antonini, envolvendo a
produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos) para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n° 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009 e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi
APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de

Ribeiréio Preto da Universidade de Sdo Paulo em reunifio de 30 de outubro de 2017.

Este Protocolo prevé a utilizagdo de 104 camundongos NSG/nude fémeas
pesando 22g oriundos do Laboratério de Estudos Experimentais em Animais da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo. Vigéncia da autorizagdo: 30/10/2017
a22/11/2022.

We certify that the Protocol n° 196/2017, entitled “Investigation of the molecular basis of adrenocortical tumors
and search for new therapeutic targets” is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted by
the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local Animal
Ethical Committee from Ribeiréo Preto Medical School of the University of Sdo Paulo in 09/25/2017. This protocol
involves the production, maintenance or use of animals from phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
humans) for research purposes, and includes the use of 104 NSG/nude female mice weighing 22g from the
Laboratory of Experimental Studies in Animals of Ribeirdo Preto Medical School, University of Sdo Paulo. This
certificate is valid until 11/22/2022.

Ribeiro Preto, 30 de outubro de 2017

o R

Prof. Dr. Feruando Silva Ramalho
Presidente ga CEUA—FMRP — USP

Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto - USP - Av. Bandeirantes, 3900 - Ribeiréo Preto - SP - Brasil -14049-900 - Tel.: (16) 3315-3301 / 3315.3275 - e-mail: ceua@fmrp.usp.br
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ANEXO B

Oficio de aprovacao de biosseguranca para o uso de camundongos transgénicos.

Fundacac
‘ Hemocentro RP

Ribeirdo Preto, 08 de dezembro 2017.

O projeto de pesquisa intitu'ado “Investigagdo das bases moleculares da
tumorigénese adrenocortical e busca por novos alvos terapéuticos" em nome de Candy
Christie Bellido More supervisionado pelo Prof. Dr. Sonir R. Antoninis, colaborador do
Hemocentro de Ribeirdo Preto, foi avaliado pela Comissio Interna de Biosseguranca da
Hemocentro de Ribeirdo Preto (CIBio) e pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBio), recebendo o parecer APROVADO e registrado sob numero de processo:

297/2017.016-01.

Lembramos que devera ser apresentado a ClBio, o relatdrio anual da
pesquisa.

Virginia Picango e Castro
Presidente da CIBio
Fundac¢do Hemocentro de Ribeirdo Preto

Rua Tenente Catdo Roxo, 2501 - CEP 14051-140 - Tel {16) 2101-9300 - Ribeirao Pretc - SP
CNPJ 60.255.791/0001-22 - Ingcrigdo Estadual: Isenta
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ANEXO C
Oficio de aprovacéo de uso de amostras tumorais de pacientes com tumor

adrenocortical

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA “c
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO o0 T

S MRAD T TO

Ribeirdio Preto, 16 de maio de 2013

Oficio n* 1797 /2013
CEP/MGV

Processo HCRP n® 5856/2013

Prezada Senhora

O Comité de Etica em Pesquisa em sua 366" Reuniio
Ordindria realizada em 13/05/2013, recebeu a proposta para Criacdo de um
Biorrepositorio denominado *BANCO DE AMOSTRAS TUMORAIS E DNA DE
PACIENTES COM DOENCAS ENDOCRINAS" ¢ 0 enquadrou na categoria:
APROVADO, assim como o Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido para
Guarda de Material Biologico.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional
de Harmonizagdo de Boas Praticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resolucdo n®
196/ 96 CNS/MS.

De acordo com Carta Circular n® 003/2011/CONEP/CNS,
datada de 21/03/2011, o sujeito de pesquisa ou seu representante, gquando for o
caso, deverd rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido - TCLE - apondo sua assinatura na ultima do referido Termo; o
pesquisador responsdvel deverd da mesma forma, rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esdarecido - TCLE -~ apondo sua assinatura na
ultima pdgina do refenido Termo.

De acordo com a Resolucdo CNS n® 441, de 12 de maio de
2011, o prazo de armazenamento de material biologico humano em Biorrepositorio
deve estar de acordo com o cronograma da pesquisa, € pode ser autorizado por até

dez anos.
Atenciosamente.
SAosecaa ormese
DR.* GUIMARAES VILLANOVA
; enadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP ¢ da FMRP-USP
Com copia para:

PROF.DR. SONIR ROBERTO RAUBER ANTONINI
Depto. de Puericultura e Pediatria

Nustrissima Senhora

PROF*. DR*. MARGARET DE CASTRO
Depto. de Clinica Médica

Campus Universiting — Monte Alegre WOE&-M.M.WW
14045.900 Ribewtio Preto 5P mmm.mmmm

WO@NTD o br
www horp usp br



HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA : . ==
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO -y

MBERAD PReTO

CO PESQUISA
COPIA!
mmamamﬁw(wm»

mum:maomm.wmmmeom
doengas endécrinas”

Responsaveis: Profa. Dra. Margaret de Castro e Prof Dr. Sonir Roberto

Rauber Antonini
m:maammommmamem

| - Identificagdo

mmmommmwmo'am
amm.mammwmtmwtmo
responséveis a Profa. Dra. Margaret de Castro e o Prof, Dr. Sonir Roberto Rauber
m,m»maammonmma
Puericultura e Pediatria, respectivamente.

OMW“MM.W“WMW
m'MWMOmmdamdommmmo
uwuwmwmmawmmdmm

rdmmmmm«mmmuao
W-USPmtnwa-M(W)wa-?W(mm)mhmm
wmmmwum Fica sob a responsabilidade do

Campus Urevorstanc - Morse Asegre Comité ge Elica em Pesquisa do HCRP & FMRP-USP
. " om&
o

www hern ven he
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA

5 Pem
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO FMRP-USP
PIBERAD PRETD

Il - Comentérios frente as Resolucdes 196/1996 e 441/2011 do Conselho Nacional de

Sadde

Constam da solicitagao:

O nome do biorrepositdrio e 0s responsaveis;

O tipo de material que serd armazenado;

Anuéncia do Departamento responsavel;

O compromisso de identificar as amostras e os dados coletados de modo
que garanta o sigilo e a confidencialidade dos doadores;

O compromisso de que todo novo projeto proposto com utilizacdo do
material estocado sera submetido ao CEP;

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Guarda de Material
Bioldgico.

IV - Parecer

Diante do exposto e a luz das Resolugbes CNS 196/96 e 441/2011, meu parecer é
que o biomrepositério denominado “Banco de amostras tumorais @ DNA de pacientes com
doengas enddcrinas’, que tera como responsaveis a Profa. Dra. Margaret de Castro e o
Prof. Dr. Sonir Roberto Rauber Antonini, deve ser enquadrado na categona
*APROVADO", bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Guarda de

Material Biolégico.
Campus Universitado - Monte Alegio Comnid de C1ca omn Posqusa do HCRP ¢ MVIRP USP
14048800 Ribeirdo Preto  SP FWA-D00Z733; RB-00002186 @ Rogistro SISNEP/CONEF n* 4

(016} 2602-2228
COP@OCTP P b
www.herp.usp br
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