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Resumo

BRITO, BC. Estudo da expressado das enzimas esteroidogénicas e dos receptores
aberrantes ectépicos na hiperplasia macronodular adrenal primaria de pacientes
com e sem mutacdo no gene ARMCS5. 2018. 61 f.

A hiperplasia adrenocortical macronodular priméaria (PMAH) € uma causa rara de Sindrome
de Cushing (SC). Apresenta como caracteristicas macronédulos funcionantes em ambas
as glandulas suprarrenais e uma producao variavel de cortisol. Os nédulos apresentam uma
producdo ectopica de hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH) tornando a doenca
independente do ACTH hipofisario. Estudos independentes mostraram que mutacdes
germinativas no gene armadillo repeat cointaining 5 (ARMC5) sdo uma causa frequente de
PMAH. Além dessa mutacdo parece haver a participacdo de receptores hormonais
ectdpicos no coértex suprarrenal, que estimulariam a esteroidogénese e a hiperplasia da
glandula. No entanto, os estudos sobre a relacdo entre o0 ARMC5 e a participacdo dos
receptores aberrantes na producdo de cortisol sédo incipientes. Portanto, temos como
hipétese que as alteracdes no gene ARMC5 podem estar envolvidas no padrdo celular e
funcional das células que comp&em os nddulos hiperplasicos na PMAH. Desta forma,
nossos objetivos foram analisar: 1) a proporcao de células espongiformes e compactas em
cortes corados com hematoxilina e eosina; 2) a expressdo génica, nas ceélulas
espongiformes e proteica de ambas as células, do ARMC5, das enzimas esteroidogénicas
StAR ,3BHSD2 e CYP17Al, dos receptores da vasopressina (AVP1AR), serotonina
(5HT4R) e do peptideo inibidor gastrico (GIPR) e do ACTH ectdpico e 3) a expressao do
antigeno de proliferacao celular, a proteina PCNA, para analise do padrao de proliferacao
em cortes histoldgicos de nddulos de hiperplasias de pacientes que apresentam mutacdes
germinativas, mutacdes germinativas e somaticas ou nao mutacdo no gene ARMC5. Os
resultados mostraram que os nddulos hiperplasicos sdo compostos, na sua maioria, por
células espongiformes, cujo padrao foi independente da presenca de mutacéo. A expressao
do ARMCS5 nas células espongiformes foi maior em pacientes com mutacdo, e 0sS
receptores ectdpicos apresentaram uma expressao maior no tecido de PMAH em relacéo
a adrenal normal. A reacdo de imunoistoquimica revelou células positivas para a proteina
ARMCS e StAR, em ambos os tipos celulares, enquanto a enzima 3HSD2 foi predominante
nas células espongiformes e a enzima CYP17A1 nas células compactas. A expressao de
AVP1AR, 5HT4R, e do ACTH ectopico foi positiva em ambos os tipos celulares e
independente da presenca ou ndo da mutagdo no gene ARMC5, bem como a expressao
da proteina PCNA. Portanto, nossos resultados sugerem que a presenca ou ndo de
mutacdes no gene ARMCS5 nas hiperplasias ndo esta envolvida no padréo celular das
células que compdem os nddulos. O mesmo para a presenca dos receptores AVP1AR,
5HT4R e GIPR, do ACTH ectodpico e da proteina PCNA. Como concluséo, os resultados
dos parametros analisados sugerem que as alteracdes no gene ARMCS5 nédo estéo
envolvidas no padréo celular e funcional das células que comp8em os nddulos hiperplasicos
na PMAH, e podem ter o mesmo grau de importancia na formacéao desses nédulos.
Palavras-chaves: ARMCS5, Hiperplasia Macronodular Adrenal Primaria, Enzimas
Esterodogénicas, Receptores Ectopicos.



Abstract

BRITO, BC. Study of the expression steroidogenic enzymes and ectopic receptors in
macronodular primary adrenal hyperplasia with or without mutation in the ARMC5
gene. 2018. 61 f.

The primary macronodular adrenal hyperplasia (PMAH) is a rare cause of Cushing's
Syndrome (SC). It is characterized as macronodules in the adrenal gland and by variable
production of cortisol. The nodules present an ectopic production of adrenocorticotrophic
hormone (ACTH) pituitary-independent. Several studies showed that the germ mutations in
armadillo repeat cointaining 5 gene (ARMC5) are a frequent cause of PMAH. In addition,
there is a participation of ectopic hormonal receptors in the adrenal cortex, which promotes
steroidogenesis and hyperplasia of the gland. However, studies on a relationship between
ARMCS5 and aberrant receptor involvement in cortisol production are incipient. Therefore,
our hypothesis is that ARMC5 gene may be involved in the cellular and functional pattern of
the cells in PMAH. Thus, the objectives were to analyzed: 1) the proportion of spongiform
and compact cells in sections stained with hematoxylin and eosin; 2) the gene expression
in the spongiform cells and the gene and protein expression in both cells types of the
ARMCS, the steroidogenic enzymes StAR, 3RHSD2 and CYP17A1, and the ectopic
receptors of vasopressin (AVP1AR), serotonin (5HT4R) and gastric inhibitory peptide
(GIPR) also the ACTH ectopic and 3) the proliferating cell nuclear antigen (PCNA) that
shows the proliferation pattern in patients PMAH that present germline, germinative and
somatic mutations or no mutation in ARMC5 gene. We showed that the hyperplastic nodules
are mainly composed by spongiform cells independent of the ARMC5 mutation. The
expression of ARMCS5 in spongiform cells was higher in patients with mutation, and PMAH
tissue have a higher expression of the ectopic receptors when compared with normal
adrenal. With the immunohistochemical labeling, we observed the ARMC5 and StAR protein
expression in both cell types. The 3HSD2 enzyme was predominant in spongiform cells
and the CYP17A1 enzyme in the compact cells. The expression of AVP1AR, 5HT4R, and
ectopic ACTH was positive in both cell types regardless of the presence of the ARMC5
mutation, as well as the expression of the PCNA protein. Therefore, the results suggest that
the mutation in ARMCS5 is not involved with spongiform and compact cell function. Moreover,
the presence of the AVP1AR, 5HT4R and GIPR receptors, the ectopic ACTH and the PCNA
protein was not related to the gene mutation. In conclusion, the alterations in the ARMC5
gene are not involved in the cell functional pattern in the PMAH and in the onset of the
nodules.

Keywords: ARMC5, Primary Macronodular Adrenal Hyperplasia, Steroidogenic Enzymes,
Ectopic Receptors.
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l.Introducéo

1.1 A Glandula Suprarrenal
Em humanos, as glandulas suprarrenais estao localizadas na cavidade abdominal

em posicao retroperitonial no polo superior de cada rim. S&o revestidas por uma capsula
conjuntiva e compostas por dois tecidos de origens e funcdes distintas. A medula adrenal
€ composta, principalmente, por células poliédricas denominadas de células cromafins, que
se organizam em corddes e formam uma densa rede que engloba capilares e vénulas. Este
tecido tem sua origem embrioldgica na neuroectoderme, mais especificamente, nas células
da crista neural. A funcao basica da medula adrenal é sintetizar e secretar adrenalina e
noradrenalina apés estimulos nervosos. O cortex adrenal deriva da mesoderme da parede
abdominal posterior, e € formado por células epitelidides com formato poliédrico. O cortex
adrenal adulto é formado por 3 zonas celulares concéntricas, histologicamente bem
definidas, que formam a zona glomerulosa (ZG), a zona fasciculada (ZF), e zona reticulada
(ZR) (1). A ZG localiza-se na regido mais externa do cértex adrenal, imediatamente abaixo
da cépsula conjuntiva que envolve a glandula, e suas células dispdem-se em aglomerados
arredondados envolvidos por capilares. Essas células sao responsaveis pela sintese e
secrecdo de mineralocorticoides, que estdo associados com a homeostase dos eletrélitos
do plasma sanguineo. A ZF ocupa 75% do volume total da glandula suprarrenal, e
apresenta células poliédricas com grande numero de goticulas lipidicas em seu citoplasma.
Essas células se organizam em colunas paralelas intercaladas por capilares, e tem como
funcdo basica a sintese e secrecao de glicocorticoides, cuja producdo é regulada pelo
horménio adrenocorticotréfico (ACTH). A ZR é a zona mais proxima da medula e suas
células dispdem-se em uma estrutura de rede entrelacada com capilares. Suas células sao
menores do que as das demais zonas do coértex, contém pequena quantidade de lipideos
em seu citoplasma, e em humanos sintetizam e secretam androgenos e estrogenos (2). A
sintese e secrecdo dos corticoides produzidos pelas células do cortex adrenal séo

controlados pelo eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (eixo HPA, em inglés, Hypothalamic

15



Pituitary Adrenal axis).

Zona Glomerulosa

.

& i,g

Capsula

Zona Fasciculada

Cortex Adrenal

Medula Adrenal Zona Reticulada

Figura 1: A glandula suprarrenal. (Adaptado de www.gettyimages.com/detail/illustration/anatomy-of-adrenal-
gland-cross-section-royalty-free-illustration/188057931)

1.2 O Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal
A funcao da glandula suprarrenal € o controle da homeostase do organismo. Estimulos

nervosos nas células dos ndcleos hipotalamicos paraventricular e supradptico estimulam a
sintese de vasopressina e o hormonio liberador de corticotropina (CRH)(2). Por meio do
sistema porta-hipofisario, 0 CRH é liberado na adenohipdfise e estimula os corticotrofos a
sintetizarem e secretarem o ACTH. As células do cortex adrenal apresentam um receptor
especifico para o ACTH, denominado receptor de melanocortina do tipo 2 (MC2R), que
guando ativado pelo ACTH desencadeia uma sinalizacao para sintese de corticosteroides.
ACTH estimula as células do cortex adrenal a sintetizarem esteroides a partir do colesterol,
e esse processo envolve a participacdo de varias enzimas pertencentes a familia do
citrocromo P450 (3). O eixo HPA é regulado por retroalimentacéo negativa, ou seja, com o
aumento da concentracdo do cortisol na corrente sanguinea, o eixo € bloqueado através da
inibicdo da producdo do CRH e do ACTH, respectivamente, no hipotalamo e na
adenohipofise (4) Alteracdes na regulacdo desse eixo que podem causar uma exposicao
excessiva e prolongada do organismo aos glicocorticoides secretados pelo cortex
suprarrenal causam a Sindrome de Cushing (SC) (5). Descrita pela primeira vez por Harvey
Cushing em 1932, a SC é classificada como dependente ou independente do horménio

adrenocorticotrofico (ACTH) (6). As lesdes unilaterais observadas, como adenomas e
16
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carcinomas correspondem a 90-95% e estdo entre as causas da SC independente de
ACTH. As lesdes bilaterais sdo menos comuns e incluem a Hiperplasia Micronodular

Pigmentosa Primaria (PPNAD) e a Hiperplasia Macronodular Adrenal Primaria (PMAH).

1.3 A Hiperplasia adrenocortical macronodular priméaria (PMAH)

Descrita pela primeira em 1964 por Kirschner e colaboradores (7) a PMAH é uma
causa rara de SC. Caracteriza-se pela presenca de macronédulos funcionantes,
geralmente em ambas as suprarrenais, e por uma producdo variavel, autbhoma e
sustentada de cortisol. Louiset e colaboradores (2013) mostraram uma producgéo ectopica
de ACTH nos nédulos da PMAH com provavel acdo autdcrina e paracrina, que pode
desencadear a cascata esteroidogénica e a producdo de cortisol, demonstrando que a
doenca é independente do ACTH hipofisario (3,7). Até recentemente, a PMAH era
detectada quando apresentada sob a forma de SC manifesta, em torno da 5° ou 6° década
de vida, e com discreta prevaléncia para o sexo feminino (8). Atualmente, sabe-se que a
forma subclinica parece ser a apresentacdo mais frequente da doenca, mas que se
encontra sub-diagnosticada (9). Macroscopicamente € representada pela formacdo de
multiplos nédulos, em ambas adrenais, de coloracdo amarelada devido a alta concentracao
lipidica, e com dimensdes variaveis, podendo chegar a varios centimetros. O
desenvolvimento nodular pode ser ndo sincrénico, o que dificulta o diagndstico. A andlise
microscoépica dos nddulos hiperplasicos mostra certa heterogeneidade celular formada por
dois grupos celulares distintos (Figura 2). Um grupo é formado por células de citoplasma
claro (ricas em lipidios) chamadas de células espongiformes, e o outro constituido por
células compactas com pouco citoplasma (pobre em lipidios), dispostas em estruturas

semelhantes a ninhos ou ilhas (10).
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Figura 2: Foto representativa de um nodulo da hiperplasia macronodular primaria de paciente do cohort
estudado, corado com hematoxilina e eosina (HE). Sdo mostradas células espongiformes, com citoplasma
claro rico em lipideos (seta vermelha), e células compactas agrupadas e pobres de lipideos (seta branca).

Estudos utilizando hibridizag&o in situ mostraram que a enzima 3B-hidroxiesteroide
desidrogenase do tipo 2 (3BHSD2) é detectada principalmente nas células espongiformes,
enquanto a enzima 17a-hidroxilase/17,20-liase (CYP17A1) nas células compactas. Esta
expressdo diferencial ocorre exclusivamente na PMAH (11). As outras enzimas
esteroidogénicas estdo presentes nos dois tipos celulares, mas frequentemente
apresentam uma expressdo reduzida. Como a PMAH apresenta esteroidogénese
ineficiente, o hipercortisolismo parece estar mais relacionado a hiperplasia das células
adrenocorticais (12). Porém ndo existem relatos na literatura sobre qual a propor¢éo entre
células espongiformes e compactas, e se esses tipos celulares sdo estados funcionais
diferentes de um mesmo tipo celular, ou ainda se sao células em diferentes estagios de

diferenciacao celular.

1.4 A esteroidogénese adrenocortical
O ACTH é o principal regulador da sintese de cortisol e de androgenos pelo cértex

adrenal. Em condicdes fisioldgicas, quando a molécula de ACTH se liga ao MC2R, que se
encontra no cortex adrenal acoplado a proteina G, ocorre uma alteracdo da conformacao
estrutural do MC2R. Essa alteracdo de conformacdo do receptor ativa uma proteina G
estimulatoria (Gs), o que determina a dissociagdo da subunidade alfa (a) do GDP e sua
ligacado a guanidina trifosfato (GTP). Uma vez que o GTP esta acoplado a subunidade a,

essa Ultima assume a conformacao ativada, se separa do receptor e do dimero By e ativa
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o efetor, a adenilato ciclase (AC). A ativacdo da AC gera cCAMP a partir do ATP, que se liga
a dominios especificos da unidade regulatdria da proteina quinase dependente de cAMP
ou Proteina quinase A (PKA), que libera unidades cataliticas que irdo fosforilar diferentes
alvos intracelulares. Um dos alvos da PKA é a proteina ligante ao elemento responsivo ao
cAMP (CREB), que é um fator de transcricdo que estimula a expressao do gene das
enzimas esteroidogénicas (9). A via PKA ativada também aumenta a internalizacdo de
ésteres de colesterol que é transportado e internalizado na mitocondria pela acdo da
proteina reguladora aguda da esteroidogénese (StAR) para a producao dos esteroides. As
enzimas esteroidogénicas s&do enzimas do citocromo P450 (CYP) localizadas na
mitocondria, que s&o enzimas de clivagem da cadeia lateral do colesterol, como as enzimas
colesterol desmolase-CYP11A1, CPY11B1-hidroxilase, CPY11B2-hidroxilase, aldosterona
sintase. Na mitocondria o colesterol é clivado primeiramente pela enzima colesterol
desmolase-CYP11A1 formando a pregnenolona que se dirige para o reticulo
endoplasmatico liso. No reticulo endoplasmatico, a pregnenolona é clivada pela enzima
CYP17A1-hidroxilase em 17a-hidroxidopregnenolona, que sofrerd a agdo da enzima 3p-
hidroxiesteroide desidrogenase tipo Il (3BHSD2) dando origem a 17 a-hidroxiprogesterona.
Esta, por sua vez, sera clivada por outra enzima da familia citocromo P450, a CYP21-
hidroxilase dando origem ao 11-desoxicortisol. Esse retornara para a mitocondria, para
etapa final, onde sofrerd acdo da enzima CYP11B1-hidroxilase que catalisara 11-

desoxicortisol em cortisol (Figura 3) (13).

Colesterol

Pregnenelona

e

Progesterona - 17%hidroxiprogesterona

l

li-deoxicortisol
l —_

Cortisol

Figura 3: Enzimas e cascata esteroidogénica [Adaptado de Simpson et al 1988]
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1.5 Os receptores ectopicos

A esteroidogénese pode ser anormalmente regulada pela ativacdo de receptores
hormonais ectopicos e/ou aberrantemente expressos no cortex adrenal (Figura 4), que
mimetizam os eventos celulares desencadeados pela acdo do ACTH apds ativacédo do
receptor MC2R. O conceito de receptores hormonais ilicitos, ectdpicos, ou eutépicos, mas
aberrantemente expressos nas adrenais, foi proposto pela primeira vez pelo grupo de
Robert Ney em 1971 (14). De fato, a esteroidogénese pode ser estimulada por receptores
ectopicos que ndo sdo expressos em niveis significantes na ZF normal, como o receptor do
peptideo inibitério gastrico (GIPR), receptores beta-adrenérgicos (B-AR), receptores da
vasopressina (V2-V3R), receptor da serotonina (5-HTR) e receptor do glucagon (GCGR)
(9). A manifestacao clinica desses receptores aberrantes eventualmente pode resultar num
certo padrao de SC, como aquele SC-dependente de alimento devido a presenca de GIPR,
embora na maioria dos casos a presenca desses receptores ndo modifique a apresentacao

clinica da CS.
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Figura 4: Esteroidogénese do cértex adrenal anormalmente mediada por receptores hormonais eutdpicos ou

ectopicos. [Adaptado de Lacroix et al., 2001].
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Em pacientes diagnosticados com PMAH, é frequente a regulacdo aberrante da
secrecdo de cortisol que ocorre devido a expressédo do receptor de GIP (GIPR), dos
receptores da vasopressina (AVP1AR) e do receptor da serotonina, 5-hidroxitriptamina (5-
HT4). Portanto, a esteroidogénese pode ser estimulada por outros horménios que ndo o
ACTH, como descrito em varios casos de PMAH (15,16).

1.5.1 O Receptor de Peptideo Inibitério Gastrico (GIPR)
A presenca de GIPR foi detectada em células adrenais de pacientes que

apresentavam SC-dependente de alimento, mas ndo naqueles com SC-ndo dependentes
(17). As células isoladas desses pacientes responderam de forma dose-dependente a acdo
do ACTH e do GIP na ativacéo da esteroidogénese, enquanto as células adrenais normais
responderam apenas ao ACTH. Nesses pacientes, apos a ingestdo de alimentos, GIP é
liberado em concentracdes fisiologicas pelas células K do duodeno e do intestino delgado,
gue se liga ao GIPR ectdpico adrenal. Como resultado hd aumento supra fisiol6gico pés-
prandiais do cortisol plasmético, que exerce regulacdo negativa na sintese de CRH e ACTH
(Figura 5). Lacroix e colaboradores (1992) mostraram que a incubacao de células adrenais
provenientes de nddulos de PMAH secretam cortisol in vitro mediado por GIP, mas ndo em

células adrenais adultas ou fetais normais ou em outros adenomas (18).

GIP

Primary Macronodular Adrenal Hyperplasia

Figura 5: llustracdo do receptor aberrante de GIP (GIPR). [Adaptado de Lacroix et al 2001].

1.5.2 Os receptores da Vasopressina (AVP)
As acoes da AVP sédo mediadas por trés receptores acoplados a proteina G. Os receptor

V1A ou AVP1AR esta expresso principalmente nas células de musculo liso vascular, nas

suprarrenais, figado, plaquetas e cérebro (19). O receptor V2 esta expresso nos rins (20) e
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o receptor V3 (V1B) possivelmente nos rins (21). Estudos mostraram que a AVP estimula
diretamente o crescimento e a esteroidogénese em células adrenais em ratos, bovinos,
cdes e ra (22-25), e a secrec¢do de cortisol de células adrenais humanas normais in vitro
(25,26), atraves da ativacao do receptor AVP1AR. Lacroix e colaboradores (27) detectaram
a regulacdo do cortisol influenciada pela postura e pela acdo da AVP em paciente com
PMAH e SC. Em individuos normais a AVP aumenta a producéo de cortisol estimulando
diretamente a secrecdo de ACTH e indiretamente pela potencializacdo dos efeitos do CRH
(28).

1.5.3 Receptor de Serotonina (5HT4R)
Em células adrenocorticais humanas a serotonina estimula a secre¢éo de cortisol in

vitro através da ativacao do receptor 5HT4 (29). A 5HT4 é um receptor que pode mediar a
regulacdo da producédo de corticosteroides nas adrenais por meio de um mecanismo
paracrino (30). Este receptor pode ser encontrado principalmente nas células da zona
glomerulosa, mas também nas células da zona fasciculada (31).

Além dessas alteracfes acima descritas um recente e importante achado por dois
grupos independentes (32,33) foi a identificacdo de mutac¢des germinativas e somaticas no
gene Armadillo repeat containing 5 (ARMC5) primeiramente em 55% (32) dos casos, e 25%

em trabalhos mais recentes (34).

1.7 Armadillo repeat containing 5 (ARMC5)

As proteinas da familia Armadillo (32) séo caracterizadas por apresentar repetices
de aproximadamente 42 aminoacidos compostas por 3 a-hélices, que foram caracterizadas
primeiramente em segmentos de proteinas Armadillo em Drosophila (35). Uma das
proteinas da familia Armadillo mais estudadas é a B-catenina (CTNNB1), que € uma
proteina associada a caderina, que apresenta interagbes com outras proteinas. Tem
fungBes relacionadas ao desenvolvimento, & adeséo celular e a ativagdo da sinalizacdo
Wnt, regulando a expressdo de genes relacionados a proliferacdo celular (39). Estudos
sobre a ativagdo da via de sinalizacdo Wnt/B-catenina (34,36,) mostraram um papel
importante dessa via no progndéstico de tumores adrenocorticais. Assim como a B-catenina,
Assié e colaboradores (35) demonstraram que a proteina ARMCS5 leva a morte celular
guando o gene ARMC5 foi transfectado em células da linhagem de carcinoma
adrenocortical humana, células H295R. A inativacdo da proteina devido a mutacdes
inativadoras do gene ARMCS5 levaram a diminuicdo da expresséao do receptor de ACTH, o
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receptor MC2R, e das enzimas esteroidogénicas adrenais. A descricdo de mutacoes
germinativas no gene ARMC5 em pacientes diagnosticados com PMAH levantou a hipétese
da associagao desta proteina com o desenvolvimento da doenca, em casos esporadicos e
na forma familial (32,35,). A existéncia de um segundo evento, isto €, mutacdo somatica
nos diferentes nodulos sugere que o ARMC5 seja um gene supressor de tumor (36), de
acordo com a Teoria de Knudson de dois eventos (37). No entanto, nem todos os pacientes
apresentam as mutacfes germinativa e somatica ou perda de heterozigose, isto é, ha
pacientes que apresentam apenas a mutacdo germinativa. No momento, ainda nao é
conhecida a relevancia do segundo evento para o quadro clinico da doenga, o que reforca
a necessidade de analisar os grupos de pacientes com PMAH sem mutagdo, com mutagao
germinativa e com mutacao germinativa e somatica, separadamente.

A PMAH ¢é independente do ACTH hipofisario na producéo de cortisol e que, além
do ARMCS5, pode haver o envolvimento de outros fatores no seu processo fisiopatolégico,
a exemplo dos receptores aberrantes, que podem ser importantes na producao de cortisol,
mas também na desregulacdo do processo de proliferacdo celular. Até o momento nao
foram realizados estudos comparando as diferentes caracteristicas descritas na PMAH e a
presenca da mutacdo germinativa, germinativas e somaticas e sem mutacao no gene
ARMCS5 quanto a proporc¢ao de células espongiformes e compactas; pois ainda nao foram
descritas a proporcao desses tipos celulares na PMAH e qual o impacto dessas na sintese
do cortisol. Além disso, quais desses tipos celulares expressam as enzimas, StAR, 3HSD2
e CYP17A1 e quais séo os receptores e ACTH ectopico expressos nesses tipos celulares.
Portanto, nesse trabalho temos como hip6tese que a presenca ou ndo da mutacéo do gene
ARMCS5 nas hiperplasias pode estar envolvida no padrdo celular e funcional das células

gue compdem os nddulos hiperplasicos.
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3. Objetivo Principal
Avaliar a condicdo morfolégica e funcional das adrenais de pacientes diagnosticados

com PMAH, portadores ou ndo de mutacdes no gene ARMC5.

Objetivos especificos

3.1. Analisar em cortes histoldgicos de hiperplasias de pacientes portadores ou nao de
mutacdes no gene ARMCS:

e aproporcdo de células espongiformes e compactas por analise de imagem em cortes
corados com hematoxilina e eosina (HE).

e aexpressado da proteina ARMCS5 por reacdo de imunoistoquimica.

e a expressdao das enzimas esteroidogénicas 3BHSD2, StAR e CYP17Al1 por
imunoistoquimica, para avaliacdo do estado funcional das células.

e a expressdo de receptores ectopicos (5HT4, AVP1AR, e GIPR) e ACTH ectopico,
por reacao de imunoistoquimica.

e 0 padrao proliferativo através da expressdo da proteina PCNA, por reacdo de

imunistoquimica.

3.2. Analisar em amostras de células espongiformes e compactas microdissecadas de
cortes de hiperplasias de pacientes portadores ou ndo de mutagdes no gene ARMC5:

e aexpressao génica das enzimas StAR, 3BHSD2, CYP17A1, CYP11B1.

e a expressao dos receptores ectdpicos/aberrantes (5HT4, AVP1AR e GIPR).
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4. Material e Métodos

4.1 Pacientes

Foram analisadas 16 amostras de pacientes diagnosticados com PMAH. Foram 13

pacientes do sexo feminino e 3 do sexo masculino classificadas em 3 grupos: Grupo 1) sem

mutacgdo no gene ARMCS5 (n=6) com idade média de 57.0 + 6.8 anos e 1 caso diagnosticado

com SC; Grupo 2) com mutacdo germinativa (n=5) com idade média de 51.8 + 7.5 anos

com 3 pacientes diagnosticados com SC e Grupo 3) com mutacao germinativa e soméatica

(n=5) com idade média e 50.4 + 8.9 anos.

Tabela 1. Amostras de pacientes utilizados

Paciente Idade Sexo Grupo Tipo de Mutagéao
Sangue Tecido de PMAH
1 53 Sem Mutagao
2 50 Sem Mutagéo
3 50 Sem Mutacéo
4 69 Sem Mutagéo
5 61 Sem Mutacao
6 59 Sem Mutacao
7 63 Germinativa €.476 -1G>C (hetero) €.476 -1G>C (hetero)
8 56 Germinativa €.1158G>A; p.Trp386* (hetero) c.1158G>A; p.Trp386* (hetero)
9 52 Germinativa €.280_281delTC, p.Ser94Valfs*8  ¢.280_281delTC, p.Ser94Valfs*8
(hetero) (hetero)
10 41 Germinativa €.170_171insA, 158Nfs*45 €.170_171insA, I58Nfs*45
(hetero) (hetero)
11 a7 Germinativa C.799C>T, p.Arg267*, C.799C>T, p.Arg267*,
rs369721476 (hetero) rs369721476 (hetero)
12 49 Germinativa e €.1181T>C, p.Leu394Prol €.1181T>C, p.Leu394Prol
Somética (hetero) (hetero)
c.1559 1559delG;
Gly520Aspfs*24 (hetero)
13 45 Germinativa e €.170_171insG, lle58Asnfs*45 €.170_171insG, lle58Asnfs*45

Somatica

(hetero)

(hetero)
Perda de heterozigose
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14 45 M Germinativae  ¢.2423A>C, p.His808Pro (hetero) ¢.2423A>C, p.His808Pro (hetero)
Somatica €.283_295delTCGGCCGCGTCG
GG, p.Ser95Serfs*2 (hetero)

15 45 F Germinativa e €.165_166insG, p.lle58Asnfs*45, ¢.165_166insG, p.lle58Asnfs*45,
Soméatica (hetero) (hetero)

€.2082_2088delCCCGCTC,p.Pro

695Serfs*20, (hetero)
16 68 F Germinativa e €.1960C>T, p.Arg654*, (hetero) €.1960C>T, p.Arg654*, (hetero)
Somatica €.294 _294delG; p.Gly99Glufs*38

(hetero)

4.2 Analise morfoldgica dos tipos celulares
Foram analisadas seccdes de fragmentos de nddulos de hiperplasia de pacientes

identificados com mutacdo germinativa, com mutacdes germinativa e somatica do gene
ARMCS e pacientes que néao tiveram identificadas mutagdes nesse gene. Esse material foi
disponibilizado pelo Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sé&o Paulo, e preparados em parafina pelo Departamento de Histologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP), que realizou os cortes histolégicos de
7um de espessura. Os cortes histolégicos foram desparafinizados em xilol a 60°C—65°C,
por 30 minutos, 3 vezes, seguido de reidratacdo em bateria de &lcool (absoluto, 95% e
70%). Posteriormente, os cortes foram corados com Hematoxilina e Eosina de Putt (HE) e
as laminas montadas com laminula em Entelan (Merck, Darmstadt, Alemanha,). Foram
analisados 5 cortes/paciente pelo software Neurollcida utilizando microscépio 6ptico de luz

Nikon (MBF Bioscience., Williston, VT 05495 EUA). Em cada corte foram analisados 5

campos/areas, aleatoriamente escolhidos, onde as areas de células compactas e
espongiformes foram quantificadas em relacao a area total. A seccéo foi delimitada em sua
area total em umz2 aonde foram analisados aleatoriamente 10 campos contendo grupos de
células compactas. A area de células espongiformes foi determinada pela subtracdo da
area de células compactas da area total da seccdo. Foi possivel a analise de somente 3

pacientes por grupo devido a falta de mais material disponibilizado.
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Figura 6: Imagens representativas do procedimento de analise realizada pelo sistema Neurollcida. A e B:
delimitacdo da area total do corte; C e D: delimitagdo das areas de grupos de células compactas.

4.3 Andlise da expresséao proteica por reacdo de imunoistoquimica
Apds o processo de desparafinizacdo e reidratacdo dos cortes foi realizada

recuperacdo antigénica através da imersao para laminas em acido citrico (pH 6,0) por 30
minutos a 96°C, na utilizacao dos anticorpos anti-PCNA (Abcam, ab29), anti-StAR (Abcam,
ab58013), anti-3HSD2 (Abcam, ab154385) e anti-CYP17A1 (Abcam, ab134910). Para os
anticorpos anti-ACTH (Abcam, ab74976), anti-ARMC5 (Abcam, ab17025), anti-AVP1AR
(Santa Cruz, sc30025), anti-GIPR (Abcam, ab209792) e anti-5HT4R (Abcam, ab219116) foi
utilizado para a recuperagdo antigénica o tampao Tris-EDTA (pH 9,0) por 30 minutos a
96°C. Apoés resfriamento a temperatura ambiente foi realizado o bloqueio da peroxidasse
endogena em tampéo de 50% de H202, por incubacgéo de 2 vezes por 10 minutos cada. Em
seguida foi realizado o blogueio dos sitios inespecificos com tampéo fosfato sem Ca?* e
Mg?* (PBSA) contendo soro de cavalo 5% (Kit ABC Vectastain, pk6200), por 1 h a

temperatura ambiente. Em seguida os cortes foram incubados overnight a 4°C com os
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anticorpos primarios anti-StAR (1:200), anti-3HSD2 (1:250), anti-PCNA (1:100), anti-
ARMCS (1:150), anti-ACTH (1:50), anti-CYP17A1 (1:100), anti-AVP1AR (1:50), anti-GIPR
(1:1000), anti-5HT4R (1:50) diluidos em PBSA contendo 5% de soro (Kit Vector), em
camara umida. Apos lavagem das laminas por 3 vezes por 5 minutos em PBSA, o0s cortes
foram incubados com o anticorpo secundario biotinilado universal (Kit ABC Vectastain,
pk6200) por 1 hora. Apés lavagem por 3 vezes de 5 minutos em PBSA, foi aplicado o
complexo AB (1:100) do Kit ABC Vectastain, por 1 hora a temperatura ambiente. Apds 3
lavagens por 5 minutos em PBSA, os cortes foram incubados com Diaminobenzidina 3,3’
(DAB, Sigma, D8001) por 2 minutos, contra-corados com hematoxilina por 2 minutos, e
montados com Entelan (Merck, Darmstadt, Alemanha,). Foram analisadas a presenca ou
auséncia de marcacdo para a expressdo das enzimas esteroidogénicas, receptores
ectépicos e da proteina PCNA. Os resultados estdo apresentados em painéis contendo
figuras representativas do material de pacientes e os controles negativos, aonde na reacéo

o0 anticorpo primario ndo foi adicionado e os controles positivos, quando necessario.

4.4 Microdisseccdao a laser para isolamento de células individuais especificas e
analise da expressao génica.

Com o intuito analisar individualmente os tipos celulares da PMAH foram realizados
microdissecc¢des nos cortes congelados de fragmentos de tecido de PMAH. Os cortes
congelados a -80°C de fragmentos de tecido de PMAH congelados, cedidos pelo LIM42 da
FMUSP, foram preparados no Laboratério de Neurologia da FMUSP (LIM 15) em laminas
préprias para microdisseccdo a laser (ThermoFisher, Arcturus®, LCM0522,). A
microdisseccao a laser (LCM) foi realizada em um microscopio invertido Nikon Eclipse® Ti-
E com um sistema computadorizado Arcturus® AutoScanXT™, que permite identificar
areas a serem microdissecadas. A utilizacdo desse sistema foi gentilmente permitida pelo
departamento de Patologia da Faculdade de Odontologia da Universidade de Séao Paulo,
cujo responsavel é o Prof. Dr. Fabio Daumas Nunes. O corte histologico deve se localizar
no centro da lamina, que esta fixada ao microscopio. Um mecanismo articulado ao
microscopio se acopla a um cap plastico transparente que possui um filme o CapSure®
LCM, e alinha o tecido a posicéao especifica de interesse. A imagem (células isoladas ou
grupos celulares) é visualizada em um monitor permitindo orientar a dissec¢ao por disparos
sucessivos de feixes de laser de alta precisdo. A base do microscOpio € movida por um
cursor para colocar a area de interesse no campo Optico. A microdissecc¢éo foi realizada

pela pulsacao do laser do sistema ArcturusXT™, através da cap, que ativa a pelicula que
28



o reveste para aderir o grupo de células delimitado ao cap. Ao final, o cap foi retirado do
sistema e acoplado a um Ependorff com tampédo de extracdo de RNA, previamente
aquecido a 42°C. O material obtido foi centrifugado por 2 minutos a 12.300 rpm e
armazenado a -80°C. O RNA total foi extraido utilizando o kit de extracdo PicoPure® RNA
Isolation kit. A concentracdo de RNA de cada amostra foi determinada por
espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies (Wilmington, DE, USA)
pela absorbancia em 260 nm utilizando como valor padrdo uma unidade de densidade
optica (DO) que equivale a 50 ug/mL de RNA. O grau de pureza foi avaliado pela relagao
260/280 nm, que deve ser superior a 1,8 para acidos nucleicos. A sintese de cDNA foi
realizada a partir concentracdo de RNA total de cada amostra em um volume final de 11 pL
(RNA + H20). As reacgfes foram executadas com a utilizacéo do kit de sintese SuperScript
lll First Strand Synthesis Supermix (Invitrogen, USA). A amostra obtida foi incubada no
termociclador nas seguintes condi¢des: 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C e,
finalmente, por 5 minutos a 85°. As rea¢fes foram preparadas a partir de cDNA pelo método
SYBR Green para andlise de expressdo génica relativa dos genes ARMC5, 3BHSD?2,
CYP17A1, CYP11B1, 5HT4, GIP, AVPRV1 (Tabela 2). O gene enddgeno foi o gene GUS
e a expressao relativa foi analisada a partir do método 2-22CT onde ACT ¢ a diferenga entre
os valores de CT selecionados de uma dada amostra e o CT de um pool comercial de

adrenais normais (Clontech, Palo Alto, CA).
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Figura 7: Imagem representativa da técnica de microdisseccédo. A: imagem ilustrativa do cap posicionado
sobre o corte; B: delimitacdo da area de interesse a ser micordissecada; C: determinacao dos focos de laser;
D: laser de alta precisdo aderindo o tecido ao cap; E: laser UV seccionando a area previamente delimitada;

F e G area do tecido de

interesse aderida ao cap para extracdo de RNA.

[Adaptado de

http://media.invitrogen.com.edgesuite.net/ab/applications-technologies/LCM/LCM UV _video.html]
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Tabela 2. Relacao das sequencias de primers utilizados na reacdo de gRT-PCR

Gene Forward Reverse pb
GUS AGCCAGTTCCTCATCAATGG GGTAGTGGCTGGTACGGAAA 160
ARMC5 CTCGGAGGCATACTCCCTTT GTTCGGTTCTGGATGCTGTC 68
3BHSD2 GAGGCAGTAAGGACTTGGACT CGTGGCCAATCCAAAGTAGC 142
CYP17A1 AGCCGCACACCAACTATCAGTGAC TCACCGATGCTGGAGTCAACGTTG 169
CYP11B1 AGGAGACCTTGCGGCTCTACC GAACACGCGCACCAATGTC 110
AVP Vla CGGCTTCATCTGCTACAACATC CGAGTCCTTCCACATACCCGT 105
5HT4 CGGGCAGGAGCCTCCTCCGAGAG CAAGGGACAGTCTGGCCCAGAATG 347
GIPR CCTGATCGCCCCTGCACGAAC AGGTCGAGGTAGCAGACGGTCTCG 326

pb = pares de bases

4.5 Andlise estatistica

Foi utilizado o teste t (ndo paramétrico), e ANOVA sendo que foi considerado

significante a diferenca quando p<0.05, através do programa GraphPad Prism 6.
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5.Resultados

5.1 Analise morfolégica e quantificagdo dos tipos celulares

A analise dos tipos celulares presentes no tecido de pacientes diagnosticados com
PMAH mostrou que a area que compreende as células compactas (C) é significantemente
menor em relacdo a area de células espongiformes (E), independente da presenca ou tipo
de mutacao no gene ARMCS (Figura 8).

157 p<00001 p=00189  p=0.0021
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Figura 8: Andlise dos tipos celulares presentes nos tecidos dos nédulos de PMAH de pacientes com mutagéo
germinativa (Germ), com mutagdo germinativa e somatica (Gem+Som) e sem mutacdo do gene ARMC5

(S/Mut). C=células compactas; E=células espongiformes; n=3.Teste Anova.

5.2 Analise da expresséo das proteinas ARMCS5, StAR e das enzimas
esteroidogénicas

A Figura 9 apresenta figuras representativas da expressao da proteina ARMC5
analisadas nos tecidos de PMAH de pacientes sem mutacéo, com mutacdo germinativa, e
germinativa e somatica no gene ARMC5. Na Figura 9 (A-F) podemos observar uma
marcacao positiva citoplasmatica por toda extensdo do corte em todos 0s grupos e em
ambos os tipos celulares, células compactas (seta preta) e célula espongiformes (seta
vermelha). Em todos os painéis, o controle negativo das reacdes esta nos insertos das

figuras.
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ARMC5

Germinativa Germinativa e Somatica

-

Figura 9: Figuras representativas da reacao por imunoperoxidase da proteina ARMCS5. Células compactas (seta preta), e células espongiformes (seta

vermelha). Os insertos das figuras A-C sdo os controles negativos.
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Para investigar se haveria um envolvimento diferente dos tipos celulares na funcao
esteroidogénica dos nédulos de PMAH, analisamos a proteina StAR e diferentes enzimas
esteroidogénicas. Na Figura 10 comparamos a expressao da proteina StAR nas amostras
de tecido de PMAH de pacientes com e sem mutacédo no gene ARMC5. Observamos uma
marcacao positiva e heterogénea (Figura 10 A-F) em ambos o0s tipos celulares, porém, nem
todas as células apresentam marcacdo. Nas figuras de maior aumento (Figura 10 D-F)
observamos que a marcacao ocorre no citoplasma de ambos os tipos celulares (células
compactas-seta preta; células espongiformes-seta vermelha), em amostras de pacientes
com e sem mutacdo no gene ARMC5. No entanto, a intensidade de marcacéao € diferente
em corte de tecido que ndo apresenta mutacédo no gene ARMCS5, quando comparado com
0S que apresentam mutagéo. Por sua vez, os tecidos com mutacdo apresentam a mesma
intensidade de marcacéo da proteina StAR.

A andlise da expressédo da enzima 3HSD2 mostrou que existem areas de marcacéo
positiva e negativas adjacentes a elas (Figura 11 A-F). Nas figuras com maior aumento
(Figura 11 D-F) observamos que h&a predominancia de marcacéao citoplasmatica das células
espongiformes (seta vermelha), enquanto as células compactas (seta preta) néo
apresentam marcacgao evidente.

A expressdo da enzima CYP17Al estd representada predominantemente nas
células compactas (Figura 12 A-F). No aumento maior (Figura 11 D-F) observamos uma
marcacao citoplasmatica em ambos o0s tipos celulares e mais intensa nas células
compactas (seta preta), quando comparada com as células espongiformes (seta vermelha).

O padrédo de marcagcdo da expressdo das enzimas 3HSD2 e CYP17A1l ocorre
independente da presenca ou tipo de mutagdo no gene ARMCS.

Os resultados da expressdao da proteina StAR e das enzimas esteroidogénicas
sugerem capacidade de producao de esterodides distintas entre glandulas de pacientes com
mutagcdo e sem mutacao no gene ARMC5. No entanto, 0 mesmo n&o pode ser observado

entre glandulas que apresentam mutag¢des germinativas ou germinativas e somaticas.
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3BHSD2

Sem Mutagdo Germinativa Germinativa e Somatica

Figura 11: Figuras representativas da reacao por imunoperoxidase da proteina 3BHSD2. Células compactas (seta preta), e células espongiformes (seta
vermelha). Os insertos das figuras A-C sdo os controles negativos.
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CYP17A1

Sem Mutacao Germinativa

Figura 12: Figuras representativas da reacao por imunoperoxidase da proteina CYP17A1. Células compactas (seta preta), e células espongiformes (seta
vermelha). Os insertos das figuras A-C sdo os controles negativos.

37



5.3 A analise da expressdao proteica dos receptores ectopicos
Com o intuito de identificar os tipos celulares que expressam os receptores ectdpicos

nos nodulos de PMAH foram analisados os receptores da vasopressina (AVP1AR), da
serotonina (5Ht4R) e receptor do GIP (GIPR). A Figura 13 (A-F) compara a expressao do
AVP1AR nas diferentes amostras de PMAH de pacientes com e sem mutacdo, em que
observamos um padrdo homogéneo de marcacao citoplasmatica por toda extensdo do
corte. Esse padréo ocorre em ambos os tipos celulares, células compactas (seta preta) e
células espongiformes (seta vermelha), independente da presenca e tipo de mutacdo. Na
Figura 14 (A-F) observamos a expressao do receptor SHT4R, em que cortes de tecido de
PMAH portadores de mutacdes no gene ARMCS5 apresentam uma expressado mais intensa
do receptor de 5HT4 do que aqueles sem mutacao. No entanto, ndo observamos diferenca
de marcacao entre os tipos celulares, células espongiformes e compactas.

A analise da expressdo proteica do GIPR mostra que esse receptor ndo esta
expresso nas amostras de PMAH de pacientes analisados, independente da presenca ou
nao da mutag&o no gene ARMCS (Figura 15 B-D). O controle positivo foi realizado em tecido
do pancreas, cujas células do tipo alfa da ilhota pancreédtica expressam esse receptor
(Figura A).
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AVP1AR

Germinativa

Figura 13: Figuras representativas da reacao por imunoperoxidase da proteina AVP1AR. Células compactas (seta preta), e células espongiformes (seta vermelha).

Os insertos das figuras A-C séo os controles negativos.
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5HT4R

Sem Mutacdo Germinativa Germinativa e Somatica

Figura 14: Figuras representativas da reacao por imunoperoxidase da proteina Serotonina (5HT4). Células compactas (seta preta), e células espongiformes (seta

vermelha). Insertos - controles negativos. Os insertos das figuras A-C sdo os controles negativos.
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GIPR

Figura 15: Figuras representativas da reacao por imunoperoxidase da proteina GIPR. Imagem A tecido de pancreas (controle positivo da reacdo), insertos

controles negativos da reagdo. Os insertos das figuras A-C s&o os controles negativos.
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5.4 Analise da expresséao proteica de ACTH ectopico
Com objetivo de investigar qual tipo celular estaria produzindo o ACTH ectdpico,

analisamos a expressdo do ACTH nos cortes de tecidos de PMAH. Na Figura 16 (A-F)
observamos que ha marcacéo positiva citoplasmatica fraca em ambos os tipos celulares,

mas que parece mais evidente nos cortes de tecidos sem mutacao.

5.5 Analise da capacidade proliferativa através da expressao da proteina PCNA
A expressdo da proteina PCNA (Figura 17 A-F) como esperado € nuclear e em

ambos os tipos celulares. No entanto, a marcacdo € mais homogénea e com expressao
menos intensa nos cortes que nao apresentam mutacao no gene ARMCS5. Esse resultado
sugere gue as glandulas de pacientes que apresentam mutacdo no gene ARMC5 poderiam
apresentar um potencial de proliferacdo maior que os sem mutacdo. No entanto, esse
potencial € similar nos dois tipos celulares, células compactas (seta preta) e células
espongiformes (seta vermelha).

A Tabela 3 retine os dados da andlise qualitativa da reacao por imunoperoxidase
dos parametros acima analisados nos grupos de amostras de pacientes portadores e ndo
portadores de mutacao no gene ARMCS5. O simbolo (+) significa marcacao positiva para a
proteina e o simbolo (-), marcacdo negativa nos tipos celulares, células compactas (C) e
células espongiformes (E).
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Sem Mutagao Germinativa Germinativa e Somatica
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Figura 16: Figuras representativas da rea¢@o por imunoperoxidase de ACTH ectdpico. Insertos - controles negativos
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PCNA

Sem Mutacao Germinativa Germinativa e Somatica
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Figura 17: Figuras representativas da reacdo por imunoperoxidase da proteina PCNA. Células compactas (seta preta), e células espongiformes (seta

vermelha). Insertos - controles negativos
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Tabela 3. Resumo dos resultados da expressao dos parametros analisados nos tecidos de pacientes com PMAH, com e sem

mutacéao.

ARMC5 StAR 3BHSD2 CYP17A1 AVP1AR GIPR 5HT4R ACTH PCNA

C E C E C E C E C E C E C E C E C E

Sem Mutagéo + o+ + o+ -+ + - + o+ - - - - + o+ + +
Germinativa + + + + - + + - + + - - + 4+ + 4+ ++ ++
Germinativa + + + + -+ + - + + - - + + + + ++ ++

e Somatica

Resultado Sem Sem Expressdo Expresséao Sem Sem Expresséao Sem Intensidade
diferenca diferenca naE naC diferenca marcacéao com diferenca maior com

mutacao mutacao
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5.6 Analise da expressao do gene ARMCS5, das enzimas esteroidogénicas 3BHSD2,
CYP11B1, CYP17A1 e dos receptores ectopicos AVP1AR, 5HT4R, GIPR nas células
espongiformes.

A expresséo do gene ARMCS5 nas células espongiformes de paciente ndo portadores
e portadores de mutacdo nesse gene foi comparada utilizando como padrao um pool
comercial de adrenais normais e 0 gene normalizador endégeno GUSB (Figura 18). Os
resultados da andlise de células de pacientes sem mutacdo e com mutacao mostraram que
as células espongiformes com mutacdo apresentaram uma expressao significantemente (p

= 0.045) maior em relacéo as amostras de pacientes sem mutacao.

ARMC5
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Figura 18: Andlise da expresséo relativa do gene ARMCS5, nas células espongiformes de paciente ndo
portadores de mutacdo no gene ARMC5 (N=5) e portadores (N=8), test t p= 0,0451

A analise da expresséo génica das enzimas esteroidogénicas 36HSD2, CYP11B1,e
CYP17Al e dos receptores ectopicos AVP1AR, 5HT4R, GIPR em células espongiformes de
tecido de ndédulos de PMAH de pacientes com e sem mutagdo, ndo apresentaram

diferencas significativas. Esses resultados estao agrupados na Figura 19 (A-F).

46



A
3BHSD2
5 ]
)
8 o
£ 4
ex
< @
=0 |
i2
D 2-1
z0 a"
= .
< T L
o 0 L) ]
Sem Mutacdo Com Mutacao
B CYP11B1
3000
]
§
w
w 2000
o - °
50
> 5—_1000 [ "y
g > ®
20
ol
E
e3 °
. S I :
9 .
[v4
0 : at
Sem Mutacao Com Mutagao
C
CYP17A1
2+
c
9
w
-
g ¢
¥a
< > 14
20
i :
a .
2o —
: —
. []
(V4
0 :t. .'.
Sem Mutagdo Com Mutagao

AVP1AR
400-
c
2
@ [
8 o 300- . s
o<
35 i'.
< 2 2004
% % oo -
Q
2 © 1004 . an
32
[
© o ° [
Sem Mutacdo Com Mutacao
S5HT4
F
& 500+
S o
w
@ 400+ ®
g -
o I 3004
g9 n
Z3 :
£ 3 200+ =
o —_——
5 1004
Z .
(4
0 o—9—2- =-g-5
Sem Mutacao Com Mutagao
G
GIPR
1400+
1
LS 12004
"
$ 1000- "
%3 800 +
p 8 600 -
Zx 4004 a
- % 200 hd
= 10
: ]
0 LPVN L
Sem Mutacao Com Mutacdo

Figura 19: Andlise da expressao relativa dos genes: A: 3BHSD; B: CYP11B1; C: CYP17A1; D:
AVP1AR; E: 5HT4; F: GIPR nas células espongiformes de paciente ndo portadores de mutacdo no
gene ARMCS5 (n=5-6) e portadores (n=7-9). Teste t ndo paramétrico.
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6. Discussao.

6.1 Andlise morfoldgica e quantificacdo dos tipos celulares
Tumores adrenais associados a SC tem caracteristicas histoldgicas proprias.

Tumores malignos apresentam estruturas lobulares, com areas necroéticas e hemorragicas
aparentes, compostas principalmente por células com citoplasma compacto e eosinofilo
arranjadas em fasciculos ou alvéolos. Além disso, apresentam alta atividade mitotica e
capacidade de invasdo. Por outro lado, os tumores benignos sdo arredondados e
apresentam coloracdo amarelada, compostos por células “claras” com intensa carga
lipidica, semelhantes as células da zona fasciculada (38). Os nédulos de PMAH, quando
descritos pela primeira vez em 1964 por Kirschner e colaboradores (7), foram
caracterizados pela presenca de células que se assemelhavam as da zona fasciculada,
com limites celulares distintos e citoplasma palido. Nos nédulos maiores havia a presenca
de corddes de células menores, com citoplasma eosindfilo, irregularmente intercalados. Por
outro lado, Aiba e colaboradores (1991) descreveram a presenca de pequenas ilhotas de
células compactas dentre uma populacdo de células claras, independentemente do
tamanho do nddulo, cuja descricdo foi confirmada por Dobbie e colaboradores (39).
Posteriormente Bisi e colaboradores (1999), descrevam que as células “claras’
aparentavam armazenamento de lipideos e monotonia nuclear, caracteristicas tipicas de
células do cortex adrenal, enquanto as células de citoplasma compacto apresentavam
ndacleo mais vesiculoso e nucléolo proeminente, indicativo de maior sintese celular (40).
Neste trabalho avaliamos se os nddulos de pacientes com e sem mutagcdo apresentavam o
mesmo padrdo ja descrito. Observamos que, independente da presenca e do tipo de
mutacdo no gene ARMC5, germinativa e germinativa/somatica, a area que compreende as
células compactas € significantemente menor em relacao a area de células espongiformes.
Somente na hiperplasia de um paciente do nosso coorte, observamos que as ceélulas
compactas compunham a maior parte do tecido. Embora essa diferenca n&o tenha sido
relacionada com nenhum dos parametros aqui estudados, clinicamente, essa paciente
apresentou recidiva do quadro de hipercortisolismo apds retirada total da glandula adrenal
esquerda, e parcial da glandula adrenal direita, 0 que n&o é muito comum. No entanto, se
existe uma relacéo de causa e efeito entre o padréao celular observado e o quadro clinico
apresentado ainda ndo sabemos, e podera ser investigado futuramente. Portanto, esses
resultados sugerem que mutacdes no gene ARMCS5 nédo interferem no padrédo de

distribuicdo dos tipos celulares nos nodulos. Como a maioria dos ndédulos € composta por
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células espongiformes e em menor numero por células compactas, tivemos como hipotese
que as células claras poderiam ser funcionalmente mais ativas, e que poderiam ser estagios
funcionais diferentes, ou mesmo estagios de diferenciacdo de um mesmo tipo celular. Essa

possibilidade nos levou a analisar algumas proteinas relacionadas a funcao dessas células.

6.2 Andlise génica e da expressdo das proteinas ARMC5, StAR e das enzimas
esteroidogénicas

As mutagbes no gene ARMCS tem sido descritas como uma das principais causas
do desenvolvimento da PMAH (41-44). Recentemente, Berthon e colaboradores (45)
analisaram 4 isoformas de ARMCS5 de diferentes tecidos humanos normais, mostrando que
apenas sete expressavam todas as isoformas, incluindo a glandula adrenal e o cérebro. Por
sua vez, Hu e colaboradores (2017) descreveram (46) que animais knockout para ARMC5
apresentavam comprometimento no processo de proliferacdo e diferenciacdo das células
T, e aumento de apoptose. Além disso, em animais idosos houve o desenvolvimento de
hiperplasia adrenal, mas ndo de ndédulos, sugerindo um papel de ARMC5 na homeostase
adrenal. Em nosso trabalho, analisamos a expressao da proteina ARMC5 e confirmamos a
localizacdo citoplasmatica da proteina em todos os grupos analisados. Através dessa
andlise ndo foi possivel distinguir diferentes intensidades de marcac&o nos tipos celulares
e nos tecidos com e sem mutacao. No entanto, a analise da expressao do gene ARMC5
gue comparou amostras de células espongiformes com e sem mutacdo detectou um
aumento da expressao de ARMCS5 no tecido de pacientes com mutacéo. Esses resultados
contrastam com aqueles obtidos com culturas de células de PMAH de pacientes (48) que
mostraram uma maior expressao do gene ARMC5 em culturas de células de pacientes sem
mutacdo. No entanto, ha uma diferenca entre o material analisado, uma vez que nas
culturas de células temos representados os dois tipos celulares enquanto analisamos
somente as células espongiformes. Além disso, parece que a mutacdo no gene ARMC5
pode estar relacionada com a funcdo da proteina e ndo somente o quanto a mesma esta
expressa, como proposto por Assié e colaboradores (47). Nesse mesmo trabalho, foi
observado que o silenciamento do ARMC5 em ceélulas de carcinoma adrenocortical
humano, linhagem H295R, diminui a expressédo de CYP17A1 e CYP22A2, e a sintese de
cortisol apontando para um papel do gene ARMCS5 na esteroidogénese.

Vérios trabalhos (49-52) que analisaram a expressao das enzimas esteroidogénicas
em tecidos de PMAH descreveram que a enzima 3BHSD2 é expressa principalmente nas

células espongiformes, e a CYP17A1l principalmente nas células compactas. Nossas
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analises da expressao proteica dessas enzimas em tecidos de PMAH com e sem mutacéo
confirmam essa expressdo diferencial dos tipos celulares. No entanto, a andlise da
expressao génica nas células espongiformes ndo mostrou diferencas significativas entre a
expressdo dessas enzimas nesse tipo celular. Portanto, a diferenca na expressao proteica
das células espongiformes pode estar relacionada, por exemplo, com a estabilidade do
MRNA, dentre outras possibilidades. Apesar dessa diferenca entre os tipos celulares, a
analise da expressdo da proteina transportadora StAR mostrou que essa proteina ocorre
em ambos os tipos celulares, e estd expressa com maior intensidade em PMAH de
pacientes com mutacdo no gene ARMCS5. Portanto, essa etapa inicial da esteroidogénese,
que é de transportar o colesterol para a membrana interna da mitocéndria, parece ser
eficiente, independente da mutacdo no gene ARMC5. No entanto, em conjunto, esses
dados sugerem que ha uma esteroidogénese ineficiente em pacientes com PMAH, que é
independente de muta¢cdes no gene ARMCS5, apesar dos dados in vitro, sugerirem um papel
desse gene na esteroidogénese (47). Como sugerido por Bourdeau e Stratakis (45), o
aumento da producéo de cortisol parece ocorrer, mais provavelmente, devido a hiperplasia

apresentada pela PMAH.

6.3 Andlise génica e da expressao das proteinas dos receptores ectdpicos.

Ney e colaboradores (53) sugeriram uma relacdo funcional entre receptores
ectopicos e a esteroidogénese, em estudos in vitro com alguns tumores adrenocorticais
benignos e malignos humanos (54-58). No entanto, essa possibilidade adquiriu importancia
clinica ap6s descricao de trés casos de SC dependente do polipeptidio inibitério gastrico
(GIP) em pacientes com adenoma unilateral e PMAH. (59-62). Esses achados levaram a
hipétese de que outros receptores ectdpicos poderiam regular a secrecdo anormal de
cortisol em outros casos de SC. Essa possibilidade tem sido apoiada com relatos de
aumento de secrecao de cortisol apds estimulagdo com vasopressina em pacientes com
carcinoma adrenocortical, adenoma unilateral ou PMAH (63-69). Alguns trabalhos tém
demonstrado que, em diversos casos de PMAH, a esteroidogénese pode ser estimulada
por outros horménios que ndo o ACTH (15,16). Desta forma, atualmente, uma das
hipéteses para o desenvolvimento da doenca envolve a participacdo de receptores
hormonais eutopicos ou ectdpicos aberrantemente expressos no cortex suprarrenal, que
inapropriadamente ou ilicitamente estimulariam a esteroidogénese e a hiperplasia nodular
da glandula. No entanto, até 0 momento néo foi realizada uma analise da relagdo entre a

presenca desses receptores e a presenca ou ndo da mutacdo no gene ARMC5. Nesse
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trabalho observamos que o receptor de vasopressina (AVP1AR) esta presente em todos 0s
grupos estudados e em ambos o0s tipos celulares que compdem os nddulos. Além disso, a
expressao desse gene € maior nas células espongiformes, com e sem mutacao, em relacao
a adrenal normal. Portanto, esses dados, mostram que, em relacéo a adrenal normal, esse
receptor ativado poderia desencadear a producéo de esteroides, no entanto, ndo ha relacao
com a mutacdo no gene ARMCS.

O receptor 5HT4 da serotonina também foi associado com a PMAH como
apresentado por Lacroix e colaboradores (2009). Alguns estudos mostraram que células da
zona glomerulosa de humanos e de ratos tratadas com diferentes concentragdes de
serotonina foram capazes de produzir e secretar aldosterona (70) e corticosterona (71).
Nossos resultados mostraramm que células espongiformes de pacientes com e sem
mutacado apresentam uma expressao aumentada em relacdo a adrenal normal. Por outro
lado, quando analisamos a expressao proteica desse receptor de serotonina 5HT4
observamos que, pacientes portadores de mutacdo no gene ARMC5, apresentaram uma
marcacao mais intensa desse receptor em relacdo aos pacientes sem mutacdo. Esses
resultados sugerem pela primeira vez uma relacéo entre o receptor 5HT4 e a presenca no
gene ARMCS5 mutagéo.

N’Diaye e colaboradores (1999) descreveram um aumento do GIPR em nddulos de
ambas as adrenais de pacientes diagnosticados com SC (72). Estudos em pacientes com
PMAH e SC descreveram uma producdao de cortisol aumentada apoés ingestédo de alimentos
(64), com liberacdo de GIP pelas células K do duodeno e do intestino delgado, em
concentracdes fisiologicas, que se liga ao GIPR ectopico adrenal (18). No entanto, de
acordo com Assié e colaboradores (2013) ndo foram descritos até o momento pacientes
portadores de mutagcdes no gene ARMCS5 e aumento da producédo de cortisol em resposta
a ingestdo de alimento. Porém, como observado por Swords e colaboradores (73), na
descricdo de um caso, a expressao aberrante do mRNA do GIPR nao foi suficiente para
desencadear SC dependente de alimento. Neste trabalho mostramos nos diferentes grupos
estudados diferentes niveis de expressdo de mRNA de GIPR, no entanto, ndo detectamos

a proteina GIPR nos diferentes tecidos de pacientes com PMAH.

6.4 Analise da expressao do ACTH ectopico
Ehrhart-Bornstein e colaboradores (1998) descreveram uma interagéo intraadrenal
na regulacéo da esteroidogénese adrenocortical. Pereira e colaboradores (75) mostraram

gue os nodulos de PMAH expressavam ACTH, reforcando a possibilidade dessa interacao
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intraadrenal através de uma regulacédo paracrina do ACTH na producdo de esteroides.
Recentemente, Louiset e colaboradores (76), confirmaram uma producdo ectopica de
ACTH nos nodulos da PMAH, com provavel acdo autécrina e paracrina, que poderia
desencadear a cascata esteroidogénica e a producao de cortisol. Além disso, a expressao
anormal de ACTH por algumas células dos nodulos de PMAH poderiam representar um
processo fisiopatolégico secundario relacionado as mutacdes observadas no
desenvolvimento da PMAH. Em razao disto, analisamos a presenca da expressédo do ACTH
nos diferentes grupos de pacientes. Apesar de confirmarmos a presenca ectépica do ACTH
nos nodulos de PMAH, ndo observamos relacao dessa expressao e a presenca ou nao da
mutacdo no gene ARMCS5, sugerindo que essa mutacdo pode ndo ter influéncia na
presenca do ACTH ectoépico.

6.5 Andlise da capacidade proliferativa através da expressado da proteina PCNA

N&o ha descricdo na literatura sobre a capacidade proliferativa das células que
compdem os macronddulos da PMAH, bem como a diferenca entre células compactas e
espongiformes com relacdo a proliferacdo. Para essa analise investigamos o antigeno
nuclear de proliferacéo celular (PCNA), que € uma proteina nuclear ndo-histona associada
a atividade proliferativa, sintetizada durante a interfase e que desaparece no final da mitose
(25). Observamos que através da analise do PCNA ambos os tipos celulares
apresentaramm a mesma capacidade de proliferacdo. Em contraste, Zhang e
colaboradores (77) descreveram, utilizando parametros que analisam atipias nucleares em
diferentes alteragBes tumorais adrenais, que as células compactas apresentavam areas
nucleares ligeiramente diminuidas, sugerindo que essas células pudessem ser
metabolicamente quiescentes. Esses resultados dao suporte a possibilidade de que células
compactas sao menos “funcionais”, tanto do ponto de vista da fungédo esteroidogéncia

guanto da capacidade proliferativa.
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7. Concluséo
Como conclusdo, da analise morfolégica e funcional das adrenais de pacientes
diagnosticados com PMAH, portadores ou ndo de mutagdes no gene ARMCS5, temos que:
e Os nddulos de PMAH sdo compostos majoritariamente de células espongiformes,
independente da presenca e do tipo de mutacgéao.
e A mutacdo no gene ARMC5 néo parece estar relacionada com a expressao da
proteina StAR, e das enzimas esteroidogénicas 3pHSD2 e CYP17ALl.
e Os niveis de mRNA dos receptores ectopicos estdo aumentados em adrenal de
pacientes com PMAH, independente da presenca de mutagéao.
e Pode haver uma relacdo entre a presenca do receptor de serotonina 5HT4 em
pacientes de PMAH e a mutacdo no gene ARMCS5.
e O ACTH ectopico detectado nas adrenais de pacientes com PMAH ocorre
independentemente da presenca de mutacdo no gene ARMC5.
e Células espongiformes e compactas apresentam o mesmo potencial de proliferacéo,

gue independe da mutacdo no gene ARMCS5.
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