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Lima LO. Estudo da β-catenina em tumores adrenocorticais humanos [tese]. 

São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2014. 

Introdução: A incidência de tumores adrenocorticais em crianças é 
particularmente elevada nas regiões sudeste e sul do Brasil, correlacionando-
se com a ocorrência da mutação germinativa p.R337H do supressor tumoral 
p53, entretanto, o carcinoma adrenocortical é uma neoplasia endócrina maligna 
rara em todo o mundo com uma incidência aproximada de 0,5 – 2 casos por 
milhão por ano. Esta condição é uma doença heterogênea, apresentando 
frequentemente comportamento clínico agressivo e letal. A cascata de 
sinalização Wnt é uma via importante de transdução de sinal em cânceres 
humanos e tem sido implicada na tumorigênese adrenocortical. A atividade 
desta via de sinalização é dependente da quantidade de β-catenina 
citoplasmática e nuclear. Mutações ativadoras no gene da β-catenina 
(CTNNB1) foram relatadas em diversas neoplasias humanas. Estudos 
demonstraram que mutações no gene CTNNB1 são os defeitos genéticos mais 
frequentemente encontrados em adenomas e em carcinomas adrenocorticais. 
O estudo destas mutações demonstrou que as alterações no gene CTNNB1 
localizam-se principalmente exon 3, que codifica a porção amino terminal da β-
catenina. Objetivos: determinar a ocorrência e a frequência das mutações 
somáticas no exon 3 do gene CTNNB1. Adicionalmente, determinar a 
imunorreatividade de β-catenina e de p53 em tumores adrenocorticais benignos 
e malignos de crianças e adultos. Correlacionar os resultados da análise de 
mutações gênicas e os dados de imunorreatividade com as características 
hormonais, a mutação p.R337H do p53, o diagnóstico histológico e a evolução 
dos tumores adrenocorticais de crianças e adultos. Métodos: Neste estudo, a 
análise de imunohistoquímica para β-catenina e p53 foi realizada em 103 
tumores adrenocorticais benignos e malignos (40 crianças e 63 adultos), 
estando as amostras histológicas alocadas em micromatriz tecidual (TMA). A 
pesquisa de mutações no exon 3 do gene CTNNB1 foi determinada por 
seqüenciamento automático em 64 tumores adrenocorticais. Resultados: a 
imunorreatividade para β-catenina em citoplasma e/ou núcleo foi evidenciada 
de maneira similar nos tumores adrenocorticais benignos e malignos de 
crianças e de adultos (15% e 23,8%, respectivamente). O percentual das 
células neoplásicas imunorreativas para β-catenina em citoplasma e/ou núcleo 



não foi significativamente diferente entre os tumores clinicamente benignos e 
malignos pediátricos (15,6% vs. 12,5%, respectivamente; p=0,93) e entre 
adenomas e carcinomas adrenocorticais de adultos (28,5% vs. 17,8%, 
respectivamente; p=0,38). A síndrome endócrina causada pelo perfil de 
secreção hormonal foi similar entre os tumores adrenocorticais com presença 
ou ausência de acúmulo citoplasmático e/ou nuclear de β-catenina em crianças 
e adultos. A associação entre acúmulo anormal de β-catenina e diminuição de 
sobrevida foi avaliada nos pacientes adultos portadores de carcinomas 
adrenocorticais isoladamente (n=25), sendo observada na curva de Kaplan-
Meier uma tendência de significância (log-rank p=0,07). A análise do gene 
CTNNB1 revelou mutações somáticas em heterozigose em 10 tumores 
adrenocorticais (4 crianças e 6 adultos). As mutações encontradas no gene 
CTNNB1 foram, sobretudo do tipo missense (p.Ser45Pro, p.Ser45Phe, 
p.Asp32Asn, p.Pro44Ala_Ser45Pro; p.His36Gln_Ser37Lys). Outras mutações 
encontradas compreenderam: a inserção de um único nucleotídeo 
(p.E9GfsX14), dando origem a uma desvio de leitura do exon 3; além da 
deleção dos três nucleotídeos do códon 45 (p.Ser45del). Todos os tumores 
com mutações somáticas no gene CTNNB1 mostraram acúmulo anormal para 
β-catenina, com exceção de um caso. A presença de alterações no gene 
CTNNB1 não se associou ao tamanho do tumor (Teste de Mann-Whitney: 
p=0,75), desfecho desfavorável tanto no grupo pediátrico (log-rank p=0,29) 
como no grupo de pacientes adultos (log-rank p=0,77). Todos os pacientes 
portadores da mutação germinativa do gene TP53 apresentaram 
imunorreatividade nuclear de p53 nas células tumorais. Não foi encontrada 
correlação entre a presença de acúmulo anormal de β-catenina e 
imunorreatividade nuclear de p53, considerando os grupos de crianças e de 
adultos portadores de tumores adrenocorticais. Adicionalmente, não foi 
observada correlação entre mutações no gene CTNNB1, bem como acúmulo 
anormal de β-catenina, com a imunorreatividade nuclear de p53 no grupo de 
tumores adrenocorticais de pacientes adultos, porém, interessantemente, 
avaliando isoladamente o grupo de tumores adrenocorticais pediátricos, foi 
observada relação entre a presença de mutações no gene CTNNB1 e a 
presença de acúmulo nuclear de p53 (X2: p=0,009). Conclusões: Estes dados 
confirmam a participação da via Wnt na tumorigênese adrenocortical de 
crianças e de adultos, que apresenta uma prevalência de ativação semelhante 
entre crianças e adultos. O acúmulo citoplasmático e/ou nuclear de β-catenina 
provavelmente é um marcador biológico de mau prognóstico do carcinoma de 
adrenocortical de adultos. Adicionalmente, observamos evidências de uma 
correlação positiva entre mutações no gene CTNNB1 e acúmulo nuclear de 
p53 em tumores adrenocorticais pediátricos, confirmando uma possível relação 
destas duas vias na tumorigênese do córtex da glândula suprarrenal. 



Descritores: 1.Neoplasias do córtex suprarrenal; 2.Via de sinalização Wnt; 
3.Beta catenina; 4.Genes p53/genética; 5.Análise mutacional de DNA; 
6.Mutação em linhagem germinativa; 7.Invasividade neoplásica; 
8.Corticosteroídes/secreção. 
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Lima LO. Study of β-catenin in human adrenocortical tumors [thesis]. São 
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2014. 

 
Introduction: The incidence of adrenocortical tumors in children is particularly 
high in the southeastern and southern regions of Brazil, correlating with the 
occurrence of p.R337H p53 tumor suppressor germline mutation. However, 
adrenocortical carcinoma is a worldwide rare endocrine malignancy with an 
approximate incidence of 0.5 to 2 cases per million per year. This condition is a 
heterogeneous disease and is often lethal. The Wnt signaling pathway is an 
important signal transduction pathway in human cancers and has been 
implicated in adrenocortical tumorigenesis. The activity of this signaling pathway 
is dependent on the amount of nuclear and cytoplasmic β-catenin. Activating 
mutations of β-catenin (CTNNB1) gene have been reported in several human 
malignancies. Studies have shown that CTNNB1 mutations are the most 
common genetic defect found in adrenocortical adenomas and carcinomas. The 
study of these mutations demonstrated that the changes in CTNNB1 gene are 
mainly located in exon 3, which encodes the amino terminal portion of the β-
catenin. Objectives: to determine the occurrence and frequency of CTNNB1 
somatic mutations and the abnormal β-catenin and p53 accumulation in benign 
and malignant adrenocortical tumors in both children and adults. We also 
evaluated the correlation of the gene mutations analysis and 
immunohistochemistry data with the hormonal characteristics, the p.R337H 
germline mutation, the histological diagnosis and the prognosis of 
adrenocortical tumors in children and adults. Methods: In this study, 
immunohistochemistry for β-catenin and p53 was performed in 103 benign and 
malignant (40 children and 63 adults) adrenocortical tumors. The histological 
samples were allocated in a tissue microarray (TMA). The study of the CTNNB1 
gene was performed by direct sequencing of 64 adrenocortical tumors. Results: 
The β-catenin abnormal accumulation was similar in benign and malignant 
adrenocortical tumors of children and adults (15 % and 23.8 %, respectively). 
The percentage of cells with β–catenin abnormal accumulation was not 
significantly different between benign and malignant pediatric adrenocortical 
tumors (15.6% vs. 12.5 %, respectively; P=0.93) and between adrenocortical 
adenomas and carcinomas in adults (28.5% vs 17.8 %, respectively; p=0.38). 
The endocrine syndrome caused by hormonal tumor secretion was similar in 
patients with and without β-catenin abnormal accumulation both in pediatric and 
adult patients. The association between β-catenin abnormal accumulation and 
decreased survival was evaluated in adult patients with adrenocortical 
carcinomas (n=25) and a trend toward significance was observed (log-rank 
p=0,07). The analysis of the CTNNB1 gene revealed heterozygous somatic 



mutations in 10 adrenocortical tumors (6 adults and 4 children). The mutations 
found in CTNNB1 gene were mainly missense (p.Ser45Pro, p.Ser45Phe, 
p.Asp32Asn, p.Pro44Ala_Ser45Pro; p.His36Gln_Ser37Lys). Other mutations 
found included: a single nucleotide insertion (p.E9GfsX14) and a deletion within 
codon 45 of exon 3 of CTNNB1 gene, (p.Ser45del). All tumors with somatic 
mutations in the CTNNB1 gene showed abnormal β -catenin accumulation, 
except for one case. The mutations in CTNNB1 gene was not associated with 
tumor size (Mann - Whitney: p=0.75), unfavorable outcome in both pediatric (log 
-rank p=0.29) and adult group of patients (log-rank p=0.77). All patients with 
TP53 germline mutation showed p53 nuclear accumulation in the tumor cells. 
No correlation was found between the presence of β-catenin abnormal 
accumulation and p53 nuclear accumulation in adrenocortical tumor cells of 
children and adults. In addition, no correlation was observed between CTNNB1 
mutations, as well as β-catenin abnormal accumulation, with p53 nuclear 
accumulation in adults adrenocortical tumors. Interestingly, the evaluation of 
pediatric adrenocortical tumors revealed a relationship between the occurrence 
of CTNNB1 mutations and the presence of p53 nuclear accumulation (X2: 
p=0.009). Conclusions: These data confirm the involvement of the Wnt 
pathway in adrenocortical tumorigenesis of children and adults, which has a 
prevalence similar activation between children and adults. We observed that 
abnormal β-catenin accumulation in adults adrenocortical carcinoma is probably 
associated with a dismal prognosis. Additionally, we found evidence of a 
positive relationship between CTNNB1 mutations and p53 nuclear accumulation 
in pediatric adrenocortical tumors, confirming a possible connection of these 
two pathways in the pediatric adrenocortical tumorigenesis. 

 
Descriptors: 1.Adrenal cortex neoplasm; 2. Wnt signaling pathway; 3.Beta 
catenin; 4.Genes p53/genetics; 5.DNA mutation analysis; 6.Germ-line mutation; 
7.Neoplasms invasiveness; 8.Adrenal cortex hormones/secretion. 
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1  Introdução 

 

1.1 Neoplasias adrenocorticais 

 

Os tumores adrenocorticais são neoplasias comuns, que se apresentam 

clinicamente por síndromes relacionadas à secreção autônoma de hormônios 

ou a achados incidentais em exames de imagem abdominal (1-3). A prevalência 

dos tumores adrenocorticais benignos, que estão entre as neoplasias humanas 

mais frequentes, é superior a 4% (2, 4, 5). A incidência destes tumores apresenta 

uma distribuição bimodal de acordo com a idade (5, 6). Em adultos, a incidência 

é máxima por volta da 4ª e 5ª décadas de vida e em crianças, antes dos cinco 

anos de idade (7). Em todas as faixas etárias estes tumores são mais 

frequentes no sexo feminino (8-10). O carcinoma adrenocortical, no entanto, é 

uma entidade rara. Estima-se que a sua incidência seja de 2 casos por milhão 

de habitantes por ano em adultos (7, 8, 11, 12).  

Em crianças, os tumores adrenocorticais constituem aproximadamente 

0,2% de todos os tumores malignos, entretanto sua incidência varia de acordo 

com a região geográfica (6, 13). Em nosso meio, existe um particular interesse no 

estudo desta neoplasia, uma vez que nas regiões Sudeste e Sul do Brasil a 

ocorrência de tumores adrenocorticais em crianças é significativamente mais 

elevada do que no restante do mundo. A razão da incidência mais elevada no 

Brasil está associada à presença de uma única mutação germinativa no gene 

TP53 (p.R337H) encontrada na maioria das crianças afetadas (14, 15). Esta 

mutação gênica altera o domínio de tetramerização da proteína p53, que está 
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localizado entre os aminoácidos 336 e 353, prejudicando a estabilidade do 

tetrâmero (16). 

Registros internacionais para coleta de informações sobre tumores 

adrenocorticais foram criados ao redor de todo o mundo: o Banco Biológico 

Europeu de Tumor Adrenal (European Network for the Study of Adrenal - 

ENSAT) (4) e o Registro Internacional de Tumor Adrenocortical Pediátrico (The 

International Pediatric Adrenocortical Tumor Registry - IPATCR) (17). Os dados 

destes registros podem ser utilizados para a obtenção de uma visão global da 

doença e para futuros estudos de vias moleculares e de alterações genéticas 

relacionadas à tumorigênese com potencial de promover o enriquecimento de 

ferramentas diagnósticas com impacto na racionalização e na uniformização do 

tratamento. 

 

1.2 Apresentação clínica 

 

A maioria dos tumores adrenocorticais são produtores de hormônios em 

crianças e a síndrome virilizante é a principal apresentação clínica ao 

diagnóstico neste grupo etário (18). Em adultos, a suspeita diagnóstica também 

decorre principalmente de síndromes clínicas relacionadas ao excesso 

hormonal. O excesso de glicocorticoide responsável pela síndrome de Cushing 

é a principal manifestação e está presente em 30-40% dos pacientes. Diferente 

de adultos, o excesso de glicocorticoide isolado é pouco comum em pacientes 

pediátricos (18, 19). Uma parcela dos casos de carcinomas é clinicamente não-

funcionante e a apresentação clínica consiste em massa abdominal palpável e 
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em sintomas relacionados ao efeito de massa. O diagnóstico tende a ser mais 

tardio nestas situações. Tumores adrenocorticais não-funcionantes são raros 

em crianças (6, 20). 

Clinicamente, a presença de síndromes mistas é sugestiva de 

malignidade (21). Este fato, do ponto de vista hormonal, é caracterizado pelo 

acúmulo de precursores androgênicos da biossíntese do cortisol, sobretudo 

sulfato de deidroepiandrosterona (DHEAS) e androstenediona decorrente dos 

diversos defeitos enzimáticos relacionados à esteroidogênese em carcinomas. 

Classicamente, os portadores de adenomas não apresentam concentrações 

elevadas de precursores, podendo inclusive apresentar concentrações 

reduzidas devido à supressão do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) 

hipofisário e à atrofia da glândula suprarrenal contralateral (22). 

Raramente tumores adrenocorticais apresentam secreção de estrógeno 

ou de aldosterona (23). Outras manifestações incomuns incluem hipoglicemia, 

resistência insulínica não relacionada à secreção de glicocorticóides e 

policitemia (20). 

 

1.3 Diagnóstico 

 

1.3.1 Avaliação hormonal 

A avaliação hormonal é imperativa nos pacientes portadores de massa 

em topografia da glândula suprarrenal e consiste na investigação de 

concentrações elevadas de cortisol, de andrógenos e de seus precursores ou 

de estrógeno, além de aldosterona e de catecolaminas (Tabela 1). Esta 
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avaliação é imprescindível porque por meio dela é possível confirmar a origem 

cortical de um tumor de suprarrenal, bem como sugerir malignidade de acordo 

com o perfil de secreção hormonal, além disso, a avaliação hormonal pré-

operatória estabelece uma identidade do perfil de secreção tumoral que pode 

ser útil no seguimento clínico e na identificação de recidivas dos pacientes 

portadores de carcinoma adrenocortical (24, 25). 

A avaliação da excreção urinária de metanefrinas é mandatória para a 

exclusão de feocromocitoma visto que uma crise hipertensiva potencialmente 

letal pode ser desencadeada pela indução anestésica ou pela manipulação 

cirúrgica do tumor (23). Do mesmo modo, a investigação da secreção autônoma 

de glicocorticoide, que leva consequentemente a uma atrofia do córtex da 

glândula suprarrenal contralateral devido à supressão hipofisária do ACTH pelo 

hipercortisolismo é indispensável uma vez que, se ignorada previamente a 

ressecção cirúrgica poderá desencadear insuficiência suprarrenal no pós-

operatório imediato.  

O diagnóstico do hipercortisolismo é confirmado pela elevação da 

concentração de cortisol livre em amostra de urina em 24 horas. A 

concentração do ACTH sérico encontra-se reduzida nesta situação pelo 

mecanismo de retroalimentação negativa do cortisol sobre a hipófise. Uma 

prova mais sensível para o diagnóstico de hipercortisolismo é o teste de 

supressão do cortisol plasmático após 1 mg de dexametasona (25, 26).  

A avaliação laboratorial de síndrome adrenogenital em pacientes 

portadores de massa em topografia da glândula suprarrenal inclui medida das 

concentrações de DHEAS, 17-hidroxiprogesterona, androstenediona e 
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testosterona total. A avaliação da concentração sérica de estradiol é reservada 

para casos de síndrome feminilizante em pacientes do sexo masculino (25). 

Pacientes hipertensos devem ser investigados para hiperaldosteronismo por 

meio da medida da concentração sérica de aldosterona, além do cálculo da 

relação aldosterona/renina (26). 

 

Tabela 1 -  Avaliação laboratorial de massas suprarrenais 
 

Avaliação Hormonal 

1. Glicocorticóide 

1.1. Teste de supressão com dexametasona (1 mg às 23 horas) 

1.2. Excreção urinária de cortisol livre (urina 24 horas) 

1.3. Cortisol salivar (meia-noite) 

1.4. Cortisol basal 

1.5. ACTH basal 

2. Esteróides sexuais e precursores 

2.1. DHEAS 

2.2. 17-OH-progesterona 

2.3. Androstenediona 

2.4. Testosterona total 

2.5. Estradiol 

3. Mineralocorticóide 

3.1. Potássio 

3.2. Relação aldosterona/renina 

4. Catecolaminas 

4.1. Metanefrinas urinárias (urina 24 horas) 

DHEAS: sulfato de deidroepiandrosterona 
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1.3.2 Alterações radiológicas sugestivas de malignidade 

Algumas características da imagem radiológica podem sugerir o 

diagnóstico de carcinoma adrenocortical. De maneira geral, quanto maior o 

tamanho da lesão, maior a possibilidade de um tumor ser maligno. O tamanho 

da massa adrenal medido pela tomografia computadorizada (TC) ou pela 

ressonância magnética (RM) é um indicador de malignidade (23). Lesões 

maiores do que 5 cm de diâmetro tendem a ser carcinomas de suprarrenais ou 

lesões metastáticas (27). 

Os carcinomas tendem a apresentar bordas irregulares, contornos 

grosseiros e conteúdo heterogêneo. Além disso, 30% podem apresentar 

calcificações em seu interior, bem como áreas císticas correspondentes à 

hemorragia. Qualquer evidência de invasão local, bem como a presença de 

metástases linfonodais reforça o diagnóstico de carcinoma. Os adenomas, por 

sua vez, são estruturas arredondadas, com bordas lisas e conteúdo 

homogêneo (28). Estas lesões apresentam em geral uma atenuação radiológica 

menos intensa do que as demais lesões suprarrenais, sendo inversamente 

proporcional ao teor de lipídeos intracitoplasmático (29). Um ponto de corte de 

densidade de 10 unidades Hounsfield (HU) foi estabelecido na TC sem 

contraste intravenoso para o diagnóstico de adenoma adrenocortical com uma 

sensibilidade de 71% e especificidade de 98% (27, 30-32). Entretanto, até 30% dos 

adenomas apresentam densidade superior a 10 HU, caracterizando o adenoma 

pobre em lipídeos, o que dificulta a diferenciação entre estas lesões e os 

tumores suprarrenais malignos (27). Nestas situações, o diagnóstico diferencial 

pode ser realizado avaliando-se a densidade após 60 segundos e 15-30 
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minutos da injeção de meio de contraste iodado. Tanto as lesões malignas 

quanto os adenomas captam rapidamente o contraste, porém, a queda do sinal 

dos adenomas é mais rápida (33). Portanto, uma redução no sinal após 15-30 

minutos superior a 40% é altamente sugestiva de adenoma (27). 

Não existem evidências de superioridade da RM em relação à TC na 

distinção de massas suprarrenais benignas e malignas (30), entretanto, a RM é 

de grande utilidade para a programação cirúrgica, uma vez que esta técnica 

possui capacidade de avaliação multiplanar, permitindo a demonstração de 

invasão de estruturas vizinhas pelo carcinoma, particularmente da veia cava 

inferior (23). 

A tomografia por emissão de pósitrons (PET) com 18-fluodeoxiglicose 

(18FDG) é uma ferramenta diagnóstica com capacidade de distinção entre 

lesões potencialmente malignas e benignas dentre os tumores suprarrenais 

com características radiológicas indeterminadas. O PET 18FDG possui um 

elevado valor preditivo negativo (34). Todos os carcinomas adrenocorticais 

apresentam potencialmente uma captação elevada de 18FDG, entretanto a 

maioria das metástases para as suprarrenais, feocromocitomas e inclusive 

algumas lesões benignas também demonstram esta característica (26, 31, 35, 36). 

O PET 18FDG poderia ajudar a evitar a abordagem cirúrgica desnecessária de 

tumores adrenocorticais não produtores de síndromes hormonais em casos 

selecionados, porém, é um exame caro e pouco disponível, dificultando sua 

realização na prática clínica (27, 36). 

A diferenciação entre adenomas e carcinomas baseado em critérios 

radiológicos é complexa em crianças. Não há estudos comparando as técnicas 
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de imagem no diagnóstico diferencial de massas em topografia das glândulas 

suprarrenais na população pediátrica, entretanto, imagens radiológicas podem 

ser úteis em prover informações possivelmente relacionadas ao prognóstico 

como: o tamanho do tumor, invasão adjacente ou presença de metástases (19, 

37). 

 

1.3.3 Histopatologia 

O diagnóstico diferencial das neoplasias adrenocorticais em adenomas e 

em carcinomas ainda é baseado em critérios histológicos. A classificação 

histológica de Weiss é a mais utilizada e baseia-se em parâmetros 

relacionados à estrutura do tumor, a citologia e a evidência de invasão (38-40). A 

presença de pelo menos três de nove achados histológicos classifica uma 

neoplasia de córtex de suprarrenal como carcinoma (Tabela 2) (39, 40). 

Entretanto, esta classificação é sujeita a limitações relacionadas à dependência 

de um patologista experiente, a não reprodutibilidade entre observadores 

diferentes (39) e à imprevisibilidade em casos limítrofes (41). A presença de 

alguns critérios histológicos (arquitetura difusa, necrose, atipia nuclear, além de 

invasão vascular, sinusoidal e capsular) é sujeita a interpretações subjetivas, 

em termos de presença e de quantificação; e eventualmente equivocadas por 

inadequação da amostra histológica (42).  
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Tabela 2 -  Critérios histopatológicos propostos por Weiss para classificação 
de tumores adrenocorticais 

 

Nota do critério histológico 
Critérios histológicos 

0 1 

Grau nuclear 1 e 2 3 e 4 

Mitoses ≤ 5 por 50 campos 400x ≥ 6 por 50 campos 400x 

Mitoses atípicas Ausente Presente 

Células claras > 25% ≤ 25% 

Arquitetura difusa ≤ 33% > 33% 

Necrose confluente Ausente Presente 

Invasão venosa Ausente Presente 

Invasão sinusoidal Ausente Presente 

Invasão capsular Ausente Presente 

A presença de 3 ou mais critérios classifica um tumor adrenocortical como carcinoma. Grau 
nuclear é baseado na classificação nuclear de Fuhrman. 400x: campo de grande aumento à 
microscopia óptica. 
 

 

Modificações no sistema de Weiss para classificação dos tumores 

adrenocorticais foram sugeridas com o objetivo de simplificar e de reduzir a 

subjetividade e a variabilidade entre patologistas na interpretação de alguns 

critérios (42). Aubert e colaboradores (39) propuseram a eliminação dos critérios 

de interpretação mais difíceis e a utilização de cinco critérios para um sistema 

de pontuação denominado sistema modificado de Weiss: 2 x mitoses + 2 x 

presença de células claras + mitoses atípicas + necrose + invasão capsular. 

Cada critério pode apresentar pontuação zero, se ausente ou um, se presente, 

de modo que a pontuação de um tumor pode variar de zero a sete (Tabela 3). 

Uma pontuação igual ou superior a três classifica um tumor adrenocortical 

como carcinoma, assim como na classificação histológica de Weiss. O valor 

diagnóstico deste sistema de classificação histológica foi validado por um 
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segundo estudo, porém o sistema de Weiss clássico continua sendo o mais 

utilizado na prática clínica (43). 

 

Tabela 3 -  Critérios histológicos do sistema modificado de Weiss para 
classificação de tumores adrenocorticais 

 

Nota do critério histológico 
Critérios histológicos 

0 1 

Mitoses ≤ 5 por 50 campos 400x ≥ 6 por 50 campos 400x 

Células claras > 25% ≤ 25% 

Mitoses atípicas Ausente Presente 

Necrose confluente Ausente Presente 

Invasão capsular Ausente Presente 

A fórmula: 2 x mitoses + 2 x presença de células claras + mitoses atípicas + necrose + invasão 
capsular fornece a pontuação de um tumor adrenocortical que poderá variar de zero a sete. 
Carcinomas adrenocorticais possuem pontuação maior ou igual a 3. 400x: campo de grande 
aumento à microscopia óptica. 

 

 

A presença de três ou mais critérios histológicos de Weiss não é 

necessariamente preditor de má evolução em crianças (44, 45). O diagnóstico 

definitivo de carcinoma nesta população é estabelecido de maneira inequívoca 

apenas quando há sinais clínicos ou radiológicos de disseminação da doença, 

ou seja, presença de invasão de estruturas adjacentes ou de metástases. 

Deste modo, optou-se por classificar as massas adrenocorticais de pacientes 

pediátricos em clinicamente benignos e malignos. Wieneke e colaboradores (44) 

observaram que dentre os clássicos critérios avaliados pelo sistema de Weiss 

apenas necrose, invasão capsular ou vascular, presença de mitoses atípicas e 

contagem de mitoses superior a 15/20 campos de grande aumento estão 

significantemente relacionados a mau prognóstico. Além disso, outros 
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parâmetros demonstraram impacto relevante no prognóstico: peso do tumor 

superior a 400g, tamanho do tumor superior a 10,5 cm, invasão de veia cava e 

invasão do tecido adjacente à glândula suprarrenal (Tabela 4). 

 

Tabela 4 -  Critérios anatomopatológicos de mau prognóstico de tumores 
adrenocorticais pediátricos propostos por Wieneke e colaboradores 

 

Critérios microscópicos e macroscópicos de malignidade 

Peso do tumor > 400 g 

Tamanho do tumor > 10,5 cm 

Extensão para tecidos ou órgãos adjacentes à suprarrenal 

Invasão de veia cava 

Invasão capsular 

Necrose 

> 15 mitoses por 20 campos 400x 

Mitoses atípicas 

400x: campo de grande aumento à microscopia óptica. 
 

 

Um sistema de classificação mais precisa seria de grande utilidade 

clínica. Com este objetivo, nos últimos anos, foram estudados diversos 

marcadores imunohistoquímicos, como Ki67 que auxiliam na definição de 

malignidade, mas até o momento, nenhum deles mostrou-se melhor do que os 

parâmetros anatomopatológicos (5, 46). Marcadores moleculares são 

ferramentas promissoras para definir diagnóstico de malignidade, bem como 

para predizer evolução. 
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1.4 Estadiamento 

 

Os carcinomas adrenocorticais possuem um alto risco de recorrência 

após ressecção radical. A sobrevida em cinco anos está entre 15-47% (22). 

Apesar do mau prognóstico geral dos pacientes portadores de carcinomas 

adrenocorticais, existem diferenças na evolução clínica destes pacientes, 

provavelmente relacionadas ao mecanismo de tumorigênese (47, 48).  

O fator prognóstico mais importante é o estadiamento, conforme 

proposto por MacFarlane (49) e modificado por Sullivan (50). Estes sistemas de 

categorização foram revisados pela União Internacional Contra o Câncer 

(UICC) em conjunto com a Organização Mundial de Saúde (OMS), sendo 

proposto um novo sistema de classificação dos carcinomas adrenocorticais 

baseado no princípio: tumor, linfonodo e metástase (TNM) (51). Nos estadios I 

(tumor ≤ 5 cm – T1N0M0) e II (tumor > 5 cm – T2N0M0), o tumor está 

confinado aos limites da cápsula da glândula suprarrenal. Nos estadios III 

(infiltração do tumor de tecido adiposo adjacente à glândula – T3 ou pelo 

menos um linfonodo comprometido – N1) e IV (infiltração de tecidos adjacentes 

à glândula e linfonodos comprometidos - T3N1, invasão de órgãos – T4 ou 

metástases à distância – M1), a doença apresenta disseminação para além dos 

limites da glândula, fato que limita as possibilidades de cura cirúrgica. Este 

modelo de estadiamento foi revisado pelo ENSAT, propondo modificações na 

caracterização do estágio III, que passou a ser definido pela presença de 

infiltração da neoplasia nos tecidos adjacentes à glândula suprarrenal ou em 

linfonodos, bem como pela presença de trombo nas veias renal e/ou cava. 
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Deste modo, o estádio IV passou a ser definido apenas pela presença de 

metástases à distância (Tabela 5) (51).  

 

Tabela 5 -  Estadiamento clínico de carcinomas adrenocoticais 
 

T1: tumor ≤ 5 cm; T2: tumor > 5 cm; T3: infiltração de tecidos adjacentes; T4: invasão tumoral 
de órgãos adjacentes ou trombose venosa tumoral; N0: ausência de infiltração linfonodal; N1: 
presença de infiltração linfonodal; M0: ausência de metástase à distância; M1: presença de 
metástase à distância. 

 

 

A detecção precoce de metástases é realizada a partir de investigação 

pré-operatória cuidadosa com métodos de imagem. Os locais mais frequentes 

de metástase do carcinoma adrenocortical são fígado e pulmões (11). 

Infelizmente, cerca de 40%-70% dos casos encontram-se nos estádios III e IV 

ao diagnóstico, embora séries mais recentes tenham mostrado tendência a um 

diagnóstico em estadios mais precoces, provavelmente pela maior 

disponibilidade e melhor qualidade técnica dos exames de imagem (11, 12, 52, 53). 

 

Estágio Macfarlane Sullivan ENSAT 

I T1, N0, M0 T1, N0, M0 T1, N0, M0 

II T2, N0, M0 T2, N0, M0 T2, N0, M0 

III 
T3, N0, M0 ou 

T1-3, N1, M0 (Linfonodos móveis)

T3, N0, M0 ou

T1-3, N1, M0 

T3-4, N0, M0 ou 

T1-4, N1, M0 

IV 
Qualquer T, N1 ou 

M1 (Linfonodos fixos) 

T4, N1, M0 ou

qualquer T, M1
Qualquer T, M1 



Introdução 15

1.5 Tratamento 

 

O tratamento cirúrgico é a única modalidade terapêutica que 

inequivocamente possui impacto positivo na sobrevida (5). A abordagem 

cirúrgica transabdominal ou toracoabdominal é recomendada para os tumores 

suspeitos de malignidade. Carcinomas invasivos ou aderentes a estruturas 

vizinhas requerem excisão cirúrgica em bloco de rim, baço, além de realização 

conjunta de hepatectomia ou de pancreatectomia parcial em alguns casos (17). 

A ressecção cirúrgica completa é possível para a maioria dos pacientes nos 

estágios I-III, porém uma proporção expressiva dos casos apresentará 

metástases. Em 202 pacientes portadores de carcinoma adrenocortical, 40% 

desenvolveram metástases em dois anos (27% dos pacientes em estágio I, 

46% dos pacientes em estágio II e 63% dos pacientes no estágio III) (12). A 

reabordagem cirúrgica de recorrências locais ou de doença metastática inicial é 

uma opção terapêutica aceitável, estando associada ao aumento de sobrevida 

em estudos retrospectivos (30, 54). 

O agente adrenolítico mitotane (o,p’DDD) é capaz de promover controle 

do excesso de produção hormonal em cerca de 75% dos pacientes adultos 

submetidos ao tratamento com esta droga, porém a regressão tumoral foi 

observada em uma parcela significativamente menor dos casos (55, 56). A 

concentração sérica de mitotane de pelo menos 14 mg/L parece estar 

relacionada a maior resposta do tumor à terapia, entretanto os efeitos 

colaterais desta droga, principalmente gastrointestinais e neurológicos, 

dificultam a aderência e a continuidade do tratamento (24, 26). 
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O mitotane exerce efeito citotóxico específico nas células 

adrenocorticais, resultando em degeneração focal das zonas fasciculada e 

reticular, sendo necessária, deste modo, a associação terapêutica com 

glicocorticoide (5, 51). Em pacientes portadores de carcinoma adrenocortical 

residual, apresentando hiperprodução de cortisol, a reposição de glicocorticoide 

é iniciada apenas quando o hipercortisolismo é controlado com o uso de 

mitotane associado ou não a drogas inibidoras da esteroidogênese (24, 26, 57). 

Em pacientes que apresentam recorrência ou progressão tumoral em 

uso da terapia adjuvante com mitotane em nível sérico de 14 mg/L ou que 

apresentem efeitos colaterais severos desta droga, um regime de quimioterapia 

citotóxica pode ser proposto como tratamento (58): o protocolo proposto por 

Berruti (cisplatina, etoposide e doxorrubucina) associado ao mitotane, ou 

estreptozocina associado ao mitotane (5, 58). Estas terapias foram comparadas 

no estudo FIRM-ACT (The First International Randomized Trial in Locally 

Advanced and Metastatic Adrenocortical Carcinoma Treatment), sendo 

observado que os pacientes randomizados para o tratamento quimioterápico 

com cisplatina, etoposide e doxorrubucina em associação ao mitotane 

apresentaram um maior índice de resposta. Entretanto, a sobrevida foi 

semelhante entre os dois grupos (24-26), demonstrando caráter apenas paliativo 

do tratamento (23). 

Nos últimos anos, o conhecimento das alterações genéticas 

relacionadas ao desenvolvimento e a progressão dos carcinomas 

adrenocorticais tornou possível a identificação de potenciais alvos terapêuticos. 

A hiper-regulação da via dos fatores de crescimento semelhantes à insulina 
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(IGF) é um dos principais eventos relacionados ao carcinoma adrenocortical (59-

63). Antagonistas do receptor do fator de crescimento semelhante à insulina tipo 

1 (IGF1R) causam inibição dose-dependente significante do crescimento em 

linhagens celulares de carcinomas adrenocorticais, além disso, quando 

empregados em conjunto com o mitotane, promovem inibição mais importante 

do crescimento celular (64). Recentemente, estudos fase I demonstraram a 

eficácia do figitumumab, um anticorpo monoclonal, e do linsitinib (OSI-906), um 

inibidor de tirosina quinase, ambos direcionados contra o IGF1R, na indução de 

resposta tumoral parcial em 57% e 33% dos pacientes, respectivamente (24, 26). 

O estudo fase III, placebo-controlado, duplo-cego randomizado GALACCTIC 

selecionou 138 pacientes para a avaliação da eficácia do linsitinib em 

portadores de carcinoma adrenocortical localmente avançado ou metastático e 

a publicação dos resultados é prevista para 2014 (26).  

O carcinoma adrenocortical é uma doença complexa associada a 

múltiplos defeitos genéticos que culminam em alterações em diversas vias de 

sinalização. Estudos recentes de transcriptoma identificaram marcadores 

moleculares capazes de discriminar subtipos agressivos de carcinoma 

adrenocortical, entretanto a identificação de marcadores prognósticos e de 

potenciais alvos terapêuticos ainda são objetos de estudo. Neste cenário, 

considerando a heterogeneidade e a agressividade desta patologia, o 

conhecimento do papel de vias de sinalização no processo de tumorigênese 

adrenocortical, bem como o desenvolvimento de terapêutica relacionada a 

estas vias acende discussões a respeito do uso combinado destas terapêuticas 
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com inibidores do IGF1R e uma provável maior eficácia desta modalidade de 

tratamento em comparação ao bloqueio isolado de uma via.  

 

1.6 Fisiopatologia e alterações genéticas  

 

O fenótipo tumoral é determinado pela combinação de várias alterações 

moleculares. Estas alterações conferem às células neoplásicas habilidades que 

as tornam capazes de se desvencilhar de mecanismos antitumorais inatos do 

organismo como: autossuficiência de sinais proliferativos, insensibilidade aos 

sinais anti-proliferativos, escape dos mecanismos pró-apoptóticos, potencial 

replicativo ilimitado, angiogênese sustentada e capacidade de invasão e 

disseminação à distância (65, 66). 

A compreensão do mecanismo geral de tumorigênese adrenocortical é 

importante para promover avanços no diagnóstico, na avaliação prognóstica e 

no tratamento. Embora o processo de tumorigênese adrenocortical ainda não 

esteja completamente esclarecido, na última década diversos estudos 

importantes ajudaram a elucidar parcialmente os fenômenos moleculares 

envolvidos no processo de formação tumoral adrenocortical. Uma parcela 

destes avanços provém do estudo de síndromes genéticas raras em que o 

carcinoma adrenocortical é uma das manifestações (14, 15, 67-70). 

A ocorrência do carcinoma adrenocortical em indivíduos portadores das 

síndromes de Li-Fraumeni e de Beckwith-Wiedemann motivou o interesse no 

papel de mutações inativadoras do gene supressor tumoral TP53 e de 

alterações genéticas e epigenéticas na região cromossômica 11p15, 
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culminando na hiperexpressão de IGF2, na patogênese dos carcinomas 

adrenocorticais, respectivamente. Os genes implicados na etiologia destas 

síndromes genéticas estão bem caracterizados e são potenciais alvos para o 

desenvolvimento de novas armas terapêuticas. Mais recentemente, estudos do 

perfil de expressão gênica de carcinomas adrenocorticais trouxeram 

progressos na compreensão desta doença agressiva e muitas vezes letal. 

 

1.6.1 TP53 

Mutações no gene supressor tumoral TP53, localizado no locus 17p13, 

relacionam-se à tumorigênese adrenocortical. Este gene codifica a proteína 

p53, que possui papel central e bem estabelecido de interromper o ciclo celular 

e induzir apoptose em situações de dano ao DNA (71, 72). Este é um dos 

mecanismos moleculares mais importantes na defesa contra alterações 

genéticas que possam desencadear tumores.  

A síndrome de Li-Fraumeni (LFS - OMIM #151623) é uma síndrome 

familial que apresenta herança autossômica dominante e os portadores da 

síndrome apresentam predisposição a diversos tumores incluindo sarcoma 

ósseo e de tecidos moles, câncer de mama, tumor cerebral, leucemia e 

carcinoma adrenocortical. Esta síndrome parece estar associada 

principalmente a mutações germinativas no gene TP53 (73, 74). Mutações 

germinativas do TP53 são também frequentemente associadas a tumores 

adrenocorticais pediátricos em indivíduos não portadores da síndrome de Li-

Fraumeni. Dados americanos e europeus indicam que 50%-80% das crianças 
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com diagnóstico de tumores adrenocorticais são portadoras de mutações 

germinativas do TP53 (75, 76).  

Nas regiões Sudeste e Sul do Brasil, foi identificada uma mutação 

específica do TP53 (p.R337H) em 70%-90% dos casos de tumores 

adrenocorticais pediátricos (14, 15). Esta mutação encontra-se no domínio de 

tetramerização da p53, que está localizada fora da região de hot spot 

classicamente relacionada à síndrome de Li-Fraumeni e ao desenvolvimento 

de neoplasias malignas (14, 15, 77, 78). 

Estudos funcionais demonstraram que o alelo mutante possui ação 

semelhante à do subtipo selvagem em condições fisiológicas (79). Entretanto, o 

resíduo de arginina da posição 337 da proteína p53 participa da estabilização 

da estrutura quaternária da proteína. A substituição deste resíduo de arginina 

pela histidina na posição 337 (p.R337H) impede a estabilização de maneira pH 

dependente (79, 80). Em pH elevado, a formação de tetrâmeros é prejudicada e a 

atividade supressora tumoral é diminuída. 

Sabe-se que após o nascimento a zona fetal da glândula suprarrenal 

involui rapidamente, demandando uma intensa atividade apoptótica. Estas 

células apoptóticas apresentam um aumento de pH (pH~7,9) e durante o 

desenvolvimento desta glândula, esta alteração de pH poderá contribuir para a 

desestabilização do domínio de tetramerização do p53 mutante p.R337H com 

consequente perda da atividade supressora de tumor desta proteína. Desta 

maneira, hipotetizou-se que os tumores adrenocorticais pediátricos são 

derivados da zona fetal em decorrência de um processo de apoptose 
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defeituoso, justificando o primeiro pico de incidência dos tumores 

adrenocorticais nos primeiros anos de vida (16, 80). 

Classicamente, o modelo de inativação do TP53 segue a teoria de 

Knudson: um gene supressor tumoral é sequencialmente inativado em ambos 

os alelos para o desenvolvimento tumoral, ou seja, na presença de mutações 

inativadoras germinativas ou somáticas, um segundo evento molecular deverá 

ser responsável pela inativação do segundo alelo. Esta segunda alteração 

poderá ser uma nova mutação inativadora, alterações epigenéticas ou perda de 

heterozigozidade. Assim, a perda do alelo selvagem representaria o segundo 

dano (81), e é crucial para o desenvolvimento deste tipo de tumor (82, 83). Em 

crianças, onde a mutação p.R337H foi mais frequente, não houve associação 

direta com grau de malignidade ou com o prognóstico destes pacientes (14, 15, 

84).  

A perda de heterozigozidade (LOH) da região 17p13 correlaciona-se 

com a classificação histológica de Weiss e parece ser preditor de recorrência 

após ressecção tumoral (85). Esta alteração molecular é encontrada em cerca 

de 85% de carcinomas adrenocorticais, apresentando uma prevalência 

significativamente menor em adenomas (67, 85). Esta discrepância entre a 

frequência de mutações somáticas do gene TP53 e de LOH da região 17p13 

pode estar relacionada à existência de outro gene supressor tumoral nesta 

região. 

Mutações somáticas do gene TP53 estão presentes em cerca de 50% 

dos cânceres humanos (86). Estudos mostram que 20-70% dos carcinomas 

adrenocorticais esporádicos apresentam mutações somáticas do TP53 (87-89). 
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Estas mutações são comumente observadas em tumores maiores e com 

estadios mais avançados (89). A análise imunohistoquímica mostra acúmulo 

nuclear da proteína p53 em tumores portadores de mutações (89). 

 

1.6.2 A via de sinalização Wnt 

A via de sinalização da glicoproteína Wnt (wingless-type mouse 

mammary tumor virus integration site member) é conservada entre as espécies 

e participa da regulação da proliferação e do desenvolvimento celular no 

período embrionário (90-92). O nome desta glicoproteína ativadora deriva do 

gene Integration 1 (Int 1), definido inicialmente como um proto-oncogene 

relacionado ao desenvolvimento de tumor de mama em ratos, e do gene 

Wingless (Wg), relacionado ao desenvolvimento embrionário de uma forma 

mutante de Drosophila melanogaster com ausência de asas. O gene wg foi 

inicialmente descrito em 1973, enquanto que int 1 foi relatado apenas em 1982, 

sendo posteriormente observado que estes genes eram ortólogos. A 

nomenclatura Wnt deriva da formação de um acrônimo entre wg e int 1 (90).  

A atividade desta via de sinalização é dependente da quantidade 

citoplasmática e nuclear de β-catenina (38, 91, 93). A cascata de sinalização Wnt 

participa do desenvolvimento embrionário e da manutenção da homeostase de 

tecidos maduros (38, 90, 91), regulando processos celulares importantes como: 

proliferação, diferenciação, adesão, motilidade, sobrevivência e apoptose 

celular (91). 

A β-catenina é o efetor principal da via Wnt, atuando como um cofator de 

ativação transcricional e, além disso, possui ação de proteína adaptadora 
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estrutural, ligando as caderinas presentes na membrana citoplasmática à actina 

do citoesqueleto (94-97). Deste modo, a β-catenina é uma proteína que participa 

da adesividade celular e que pode agir como ativador transcricional (Figura 1) 

(65). 

 

Figura 1 -  Localização subcelular da β-catenina. Membrana celular: a β-
catenina participa da adesão intercelular por meio da interação com 
a porção intracitoplasmática da caderina. Citoplasma e/ou núcleo: a 
ativação da via Wnt inibe a degradação proteossômica da β-
catenina, que se acumula no citoplasma, podendo migrar para o 
núcleo celular onde atua como coativador transcricional. Fz, 
Frizzeled; LRP5/6; receptor relacionado à lipoproteína de baixa 
densidade; Dvl, Disheveled; APC, adenomatous polyposis coli; 
GSK-3β; quinase glicogênio sintase 3β; CK-1α, quinase caseína 
1α); TCF, fator de células T 
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O papel de sinalizador da β-catenina é desempenhado por meio da 

ativação de genes específicos no núcleo celular (38). A quantidade de β-catenina 

citoplasmática é mantida em concentrações reduzidas por meio da sua 

contínua degradação, que é regulada por um complexo com múltiplas 

proteínas, contendo axis inhibition protein (AXIN), adenomatous poliposis coli 

(APC), quinase glicogênio sintase-3β (GSK-3β) e caseína quinase-1α (CK-1α) 

(Figura 2A). Na ausência da ativação da sinalização Wnt, a β-catenina 

citoplasmática forma um complexo com as proteínas de ancoragem APC e 

Axin, facilitando a fosforilação de resíduos de serina/treonina localizados na 

porção amino-terminal da β-catenina, causando sua consequente destruição 

proteossômica. A ativação da via Wnt estabiliza a β-catenina citoplasmática. 

Esta via de sinalização é iniciada pela ligação da proteína Wnt ao complexo 

formado por um receptor com sete domínios transmembrana denominado 

Frizzled (Fz) e um co-receptor, o receptor relacionado à proteína de baixa 

densidade (LRP 5 ou 6). A dimerização do receptor ativa a proteína Disheveled 

(Dvl) que promove a inativação da GSK-3β e, em última análise, impede a 

degradação da β-catenina que migra para o núcleo celular, onde desempenha 

a função de ativador transcricional (Figura 2B) (91). 

A cascata de sinalização do Wnt é uma via importante de transdução de 

sinal em cânceres humanos (65, 92). A atividade desta via de sinalização é 

dependente da quantidade de β-catenina citoplasmática e nuclear (38, 91, 92). 

Mutações ativadoras no gene da β-catenina (CTNNB1) foram relatadas em 

diversos cânceres humanos como câncer de cólon, carcinoma hepatocelular, 

câncer gástrico, melanoma e carcinoma adrenocortical (71, 90, 91). O estudo 
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destas mutações gênicas demonstrou que as neoplasias malignas associadas 

a alterações no gene CTNNB1 decorrem de alterações localizadas na porção 

amino terminal da β-catenina, especificamente nos resíduos de serina e de 

treonina dos códons 33, 37, 41 e 45, responsáveis pela fosforilação e 

degradação proteossômica da proteína (90). O exon 3 do gene CTNNB1 codifica 

a porção amino-terminal da β-catenina e os códons 33, 37, 41 e 45, que 

representam áreas de alta frequência de mutações em diversos cânceres (90). 

 

Figura 2 -  A cascata de sinalização Wnt. A) Na ausência da proteína Wnt, a  
β-catenina irá ligar-se ao complexo protéico formado pela Axin, 
APC, GSK-3β e CK-1α e será fosforilada pela GSK-3β e CK-1α na 
sua porção amino-terminal, resultando em destruição. B) A proteína 
Wnt liga-se ao receptor Fz e ao co-receptor LRP5/6 e estes 
receptores medeiam a sinalização intracelular. GSK-3β é inibida 
pela Dvl ativada, impedindo a fosforilação da β-catenina. A β-
catenina acumula-se no citoplasma, migrando para o núcleo. No 
núcleo celular a β-catenina irá liberar o fator repressor Groucho, 
liberando a transcrição de genes alvo. Fz, Frizzeled; LRP5/6; 
receptor relacionado à lipoproteína de baixa densidade; Dvl, 
Disheveled; APC, adenomatous polyposis coli; GSK-3β; quinase 
glicogênio sintase 3β; CK-1α, quinase caseína 1α); TCF, fator de 
células T (J Pharmacol Sci 2007;104: 293-302.) 
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1.6.3  Alteração da via Wnt em tumores adrenocorticais 

A expressão gênica ativada pela β-catenina é normalmente observada 

nos processos de desenvolvimento e metabolismo celular. Entretanto, o 

acúmulo aberrante da β-catenina em citoplasma e núcleo celular precipitará 

uma hiperativação da via Wnt, gerando alterações fenotípicas celulares. Estas 

ações caracterizam a β-catenina como produto de um oncogene, que participa 

da iniciação e progressão neoplásica (67). A hiperatividade da via Wnt promove 

a expressão de genes como o oncogene da mielocitomatose (MYC) (91), um 

proto-oncogene que participa de diversos processos celulares como divisão, 

crescimento, apoptose, além da proliferação e da renovação de células 

progenitoras; e do gene Cyclin D1 que age como regulador positivo do ciclo 

celular. Nas células tumorais, os genes que codificam proteínas que alteram 

diretamente o ciclo celular estão frequentemente alterados e dentre estes, o 

gene Cyclin D1 é fortemente implicado na tumorigênese (98). A caracterização 

de outros alvos transcricionais que estão sob o controle da via Wnt/β-catenina 

é importante para uma melhor compreensão desta via e, consequentemente, 

para a pesquisa e o desenvolvimento de terapêuticas eficazes. 

Uma maior prevalência de massas suprarrenais foi demonstrada em 

indivíduos portadores de polipose adenomatosa familial em comparação à 

população geral (99). Smith e colaboradores (100) estimaram uma prevalência 

média de 13% de tumores adrenocorticais (14 adenomas adrenocorticais e 1 

feocromocitoma) em um estudo prospectivo com 107 pacientes portadores de 

polipose adenomatosa familial. A polipose adenomatosa familial é uma 

condição autossômica dominante caracterizada pelo desenvolvimento 
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progressivo de pólipos adenomatosos no cólon e no reto com potencial 

capacidade de transformação maligna em 100% dos casos ainda em idade 

jovem (100). Os pacientes portadores de polipose adenomatosa colônica familial 

apresentam alterações no gene adenomatous polyposis coli (APC) localizado 

no cromossomo 5q21 (22, 23). Este gene participa da cascata de sinalização da 

proteína Wnt, uma glicoproteína responsável pela regulação da proliferação e 

do desenvolvimento celular no período embrionário (90-92, 101). 

Alguns estudos mostraram mutações ativadoras da β-catenina tanto em 

adenomas como em carcinomas adrenocorticais, inclusive no modelo de 

linhagem celular de carcinoma adrenocortical H295R (102, 103). Estas mutações 

envolvem os resíduos de serina e treonina relacionados ao sítio de fosforilação 

e a destruição da proteína (102, 103).  

Na análise de uma série de 39 tumores adrenocorticais de pacientes 

adultos, Tissier e colaboradores (102) demonstraram a ocorrência de mutações 

no gene CTNNB1 em 7 de 26 adenomas (27%) e em 4 de 13 carcinomas 

(31%). Neste estudo, mutações do CTNNB1 foram identificadas mais 

frequentemente nos tumores adrenocorticais não funcionantes. Além disso, 

estas mutações foram consideradas como um evento comum inicial da 

tumorigênese adrenocortical. Entretanto, um estudo posterior envolvendo 37 

pacientes adultos portadores de tumores adrenocorticais (33 adenomas e 4 

carcinomas) investigou mutações nos exons 3 e 5 do gene da β-catenina (29). 

Foram identificadas alterações apenas no exon 3 do gene CTNNB1 em 5 dos 

33 adenomas (15%), sendo 3 produtores de cortisol, 1 produtor de aldosterona 

e 1 não funcionante, sugerindo que mutações neste gene poderiam também 
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estar implicadas na tumorigênese dos adenomas funcionantes. Não foram 

evidenciadas mutações no gene CTNNB1 em carcinomas adrenocorticais 

neste estudo, entretanto o número de tumores malignos estudados foi 

reduzido, não permitindo conclusões definitivas (103).  

Estudos mais recentes em pacientes adultos apresentaram uma 

prevalência de acúmulo anormal de β-catenina, bem como de mutações no 

gene CTNNB1 menor do que a anteriormente relatada em carcinomas 

adrenocorticais (47, 104), além disso, o acúmulo nuclear de β-catenina foi 

relacionado a uma pior evolução (104).  

A avaliação de uma série de pacientes pediátricos demonstrou a 

ocorrência de mutações somáticas no gene CTNNB1 em quatro de 62 tecidos 

tumorais adrenocorticais (6%) (105). Entretanto, a avaliação imunohistoquímica 

de 24 amostras histológicas demonstrou acúmulo de β-catenina em citoplasma 

e/ou núcleo em 17 amostras de tumores adrenocorticais. (71%). Neste estudo, 

não houve associação entre a presença de acúmulo anormal de β-catenina e 

pior evolução clínica como previamente relatado na população adulta (104). 

 

1.6.4 A sinalização Wnt e o TP53 

Em situações fisiológicas, a concentração da proteína p53 é reduzida 

devido a sua contínua degradação (71). A inativação e a destruição da proteína 

p53 é dependente, principalmente, do produto protéico do gene Murine double 

minute 2 (MDM2). A ligação desta oncoproteína ao domínio de transativação 

na porção amino terminal da p53 interfere na sua atividade transcricional e 

facilita a destruição proteossômica desta proteína. Em paralelo, o MDM2 é um 
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alvo transcricional do gene TP53, promovendo, deste modo, a formação de 

uma alça auto regulatória (Figura 3) (71). 

 

  

Figura 3 -  Alça auto regulatória p53 - Mdm2. A proteína Mdm2 liga-se ao p53 
e o inativa por dois mecanismos distintos: bloqueio fisiológico da 
atividade transcricional do p53 e promoção da ubiquitinação e 
posterior degradação proteossômica. O p53 por sua vez, regula 
positivamente a expressão do gene MDM2. Mdm2: murine double 
minute 2 (Cell Death and Differentiation 10:431-442, 2003) 

 

 

Diversas situações de estresse celular promovem a ativação do p53, 

levando ao acúmulo nuclear de moléculas estáveis e biologicamente ativas 

capazes de promover o reparo ao DNA ou eliminar a célula afetada da 

população de replicação (106). A β-catenina, aparentemente, promove o 

bloqueio da destruição da proteína p53 mediada pela Mdm2. Desta maneira, 

em situações de acúmulo anormal de β-catenina, uma maior concentração da 

proteína p53 será observada, pela consequente inibição da sua degradação. 
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Adicionalmente, a proteína p53 dispara um mecanismo protetor provavelmente 

relacionado ao aumento da degradação β-catenina e inibição do ciclo celular 

(Figura 4) (106, 107).  

 

 

Figura 4 -  Acúmulo nuclear de p53 mediado pela β-catenina e a alça auto-
regulatória β-catenina – p53. O estímulo mitogênico da β-catenina 
irá promover o aumento da expressão do gene ARF. A proteína 
ARF inibe a degradação do p53. A proteína p53 reduz a 
concentração de β-catenina transcricionalmente ativa  
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A ativação aberrante de um oncogene constitui uma ameaça de 

iniciação tumoral iminente. A habilidade do p53 em promover uma resposta 

inibitória a esta ameaça é a chave da sua ação supressora tumoral (72). Sadot e 

colaboradores (108) demonstraram que o aumento da expressão da proteína p53 

selvagem reduz a concentração de β-catenina ativa. Por outro lado, em 

situações de mutações inativadoras ou de deleções do gene TP53, a β-

catenina é permitida a exercer os seus efeitos oncogênicos livremente. Desta 

maneira, poderíamos hipotetizar que a ocorrência simultânea de alterações 

genéticas no proto-oncogene CTNNB1, bem como no gene supressor tumoral 

TP53 seriam sinérgicas no processo de tumorigênese. 

Entretanto, Ragazzon e colaboradores (47) estudaram uma coorte de 51 

carcinomas adrenocorticais e demonstraram que mutações somáticas nos 

genes CTNNB1, bem como no TP53 são mutuamente independentes, sendo 

encontradas exclusivamente no grupo de carcinomas com comportamento 

agressivo, sendo possível uma subclassificação deste grupo baseado na 

ocorrência destas alterações gênicas. A avaliação do perfil de expressão 

gênica do subgrupo de carcinomas com mutações nos genes TP53 e CTNNB1 

demonstrou alterações de expressão de genes relacionados às vias do p53 e 

da β-catenina, respectivamente, demonstrando um mecanismo de 

tumorigênese diferente nestes subgrupos de carcinomas adrenocorticais com 

pior evolução clínica (35). 

Na avaliação de uma série de 62 tumores adrenocorticais de pacientes 

pediátricos, Leal e colaboradores (105) relataram a ocorrência de mutações no 

gene CTNNB1 em apenas quatro destes tumores (6%). Todas as mutações no 
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gene CTNNB1 foram encontradas em tecidos tumorais de pacientes portadores 

da mutação germinativa p.R337H do p53. Neste estudo, três dos pacientes 

portadores de mutações no gene CTNNB1 evoluíram com desfecho fatal, 

porém a amostra reduzida do grupo de pacientes portadores de mutações no 

gene CTNNB1 impede conclusões definitivas.  

O papel da β-catenina na tumorigênese adrenocortical de brasileiros e a 

sua relação com a mutação p.R337H do p53 não foram ainda completamente 

esclarecidos e necessitam de confirmação em outros estudos. 

 

 

 



 

 

2  Objetivos 
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2  Objetivos 

 

1.  Determinar a imunoexpressão da β-catenina em um grupo de tumores 

adrenocorticais benignos e malignos diagnosticados em adultos e 

crianças. 

 

2. Evidenciar a presença e a frequência de mutações no exon 3 do gene 

CTNNB1. 

 

3.  Determinar a imunoexpressão do p53 e a presença da mutação 

germinativa p.R337H e correlacionar com o acúmulo 

citoplasmático/nuclear de β-catenina e com a presença de mutações do 

gene CTNNB1. 

 

4.  Correlacionar o acúmulo citoplasmático/nuclear de β-catenina com as 

características hormonais, o diagnóstico histológico, os dados evolutivos e 

o perfil molecular dos tumores adrenocorticais. 

 



 

 

3  Pacientes e Métodos 
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3 Pacientes e Métodos 

 

3.1 Considerações éticas 

 

Este projeto foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise de 

Projetos de Pesquisa – CAPPesq, da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (processo nº 

0329/10). Após consentimento informado escrito, obtivemos amostra de tecido 

tumoral dos pacientes. As avaliações hormonais e os estudos moleculares 

foram realizados no Laboratório de Hormônios e Genética Molecular/LIM 42, 

Divisão de Endocrinologia e Metabologia do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HCFMUSP). A 

construção da micromatriz tecidual (TMA) e a avaliação imunohistoquímica das 

amostras tumorais foram realizadas no Laboratório de Patologia Hepática/LIM 

14 da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. 

 

3.2  Pacientes  

 

Os pacientes incluídos neste estudo foram submetidos à avaliação 

hormonal e radiológica (ultrassonografia, tomografia computadorizada e/ou 

ressonância magnética) para o diagnóstico e estadiamento de tumor 

adrenocortical. A avaliação hormonal constou da determinação do cortisol 

urinário em amostras de 24 horas, da avaliação da supressão do cortisol sérico 

após 1 mg de dexametasona, da mensuração das concentrações plasmáticas 
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de ACTH, andrógenos (testosterona, androstenediona, DHEA e sulfato de 

DHEA), precursores esteroidais (17-hidroxiprogesterona e 11-deoxicortisol), 

estradiol, aldosterona e da atividade plasmática de renina para classificação do 

tumor adrenocortical.  

As variáveis clínicas: sexo, idade ao diagnóstico, assim como o tamanho 

do tumor adrenocortical, o estadiamento e a evolução clínica pós-cirúrgica 

foram avaliadas. Os tumores adrenocorticais de pacientes adultos foram 

classificados segundo os critérios histopatológicos de Weiss em adenomas 

(escore de Weiss < 3) e em carcinomas (escore de Weiss ≥ 3), entretanto no 

grupo pediátrico classificamos os tumores em benignos e malignos segundo o 

estadiamento ao diagnóstico (III ou IV) e/ou segundo a evolução clínica, uma 

vez que os critérios histopatológicos de Weiss não são preditivos de 

malignidade neste grupo etário (44). 

A avaliação imunohistoquímica em TMA para as proteínas β-catenina e 

p53 foi realizada no Laboratório de Patologia Hepática/LIM 14 da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (campus São Paulo). Cento e três 

casos de tumores adrenocorticais (40 crianças e 63 adultos) acompanhados no 

HCFMUSP foram selecionados retrospectivamente, no período de 1979 a 

2007. As características demográficas e clínicas dos pacientes encontram-se 

nas Tabelas 6 e 7. As distribuições dos pacientes do grupo pediátrico e do 

grupo adulto segundo a síndrome endócrina estão representadas nas Figuras 5 

e 6, respectivamente. 
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Tabela 6 -  Características dos pacientes portadores de tumores 
adrenocorticais do grupo pediátrico 

 

Crianças  

(n: 40) 

Clinicamente 
benignos  

(n: 32) 

Clinicamente  
malignos  

(n: 8) 

Idade (anos, mediana) 2,2 (0,5 - 17) 4,5 (0,5 - 15) 

Sexo (feminino: masculino) 2,1: 1 1,6: 1 

Síndrome endócrina (número de casos/frequência %)   

Síndrome de Cushing 3/9,4 - 

Síndrome virilizante 25/78,1 4/50 

Síndrome mista 3/9,4 4/50 

Síndrome feminilizante 1/3,1 - 

Estadiamento – MacFarlane (frequência %)   

I 62,5 - 

II 37,5 12,5 

III - 62,5 

IV - 25 

Tamanho tumoral (cm, média) 5,2 (1,5 - 15) 11,3 (6 - 21) 

Tempo de seguimento (meses, mediana) 117,5 (18 - 264) 48,3 (15,3 - 127,9) 

n: número de casos. 

 

 

 

Figura 5 -  Distribuição global dos tumores adrenocorticais pediátricos de 
acordo com o perfil de secreção hormonal 
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Tabela 7 -  Características dos pacientes portadores de tumores 
adrenocorticais do grupo de pacientes adultos 

 

Adultos (n: 63) 
Adenomas  

(n: 35) 
Carcinomas  

(n: 28) 

Idade (anos, mediana) 37,6 (21 - 77) 37,4 (19 - 66) 

Sexo (feminino: masculino) 8,25: 1 5,3: 1 

Síndrome endócrina (número de casos/frequência %)   

Síndrome de Cushing 24/68,5 8/28,5 

Síndrome virilizante 1/2,9 7/25 

Síndrome mista 1/2,9 10/35,7 

Não funcionante 9/25,7 3/10,8 

Estadiamento – MacFarlane (frequência %)   

I 71,4 14,3 

II 28,60 42,8 

III  3,6 

IV  39,3 

Tamanho tumoral (cm, média) 4,3 (0,7 - 8) 11,2 (3 - 22,5) 

Tempo de seguimento (meses, mediana) 73,4 (1 - 192) 58,1 (4 - 336) 

n: número de casos. 

 

 

 

Figura 6 -  Distribuição global dos tumores adrenocorticais de pacientes 
adultos de acordo com o perfil de secreção hormonal 
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Como controles, 6 amostras de tecido de córtex de suprarrenal obtidas 

de indivíduos sem antecedentes de doenças crônicas (1 criança e 5 adultos) 

foram cedidas pelo Instituto Médico Legal do HCFMUSP. 

Para a avaliação da sequência de nucleotídeos do gene CTNNB1, 

amostras de tecidos tumorais de sessenta e quatro pacientes não relacionados, 

adultos (42 pacientes, 35 do sexo feminino e 7 do sexo masculino) ou crianças 

(22 pacientes, 15 do sexo feminino e 7 do sexo masculino) foram obtidas por 

ressecção cirúrgica e armazenadas em nitrogênio líquido no Laboratório de 

Hormônios e Biologia Molecular/LIM 42 do HCFMUSP. Os dados destes 

pacientes estudados estão resumidos nas Tabelas 8 e 9. 
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Tabela 8 -  Características clínicas dos pacientes pediátricos portadores de tumores adrenocorticais 

Sexo 
Idade  
(anos) 

Escore de  
Weiss 

Estadiamento 
MacFarlane 

Tamanho  
tumoral  

(cm) 

Presença de  
mutação p53 p.R337H

Síndrome 
endócrina 

Seguimento 
(meses) 

Evolução 

F 2,3 5 I 3,8 Sim V 74,6 Clinicamente benigno 

F 2,1 3 I 4 Sim V 48 Clinicamente benigno 

M 2,2 4 I 4,5 Sim V 123 Clinicamente benigno 

F 2,1 1 I 3 Sim V 84 Clinicamente benigno 

F 1,25 5 I 3,7 Não V 24,8 Clinicamente benigno 

F 1 2 I 5 Não V 26 Clinicamente benigno 

M 1,3 1 I 5 Sim V 144 Clinicamente benigno 

F 2,44 0 I 2,5 Sim V 72,4 Clinicamente benigno 

F 1,6 1 I ND Sim V 1 Clinicamente benigno 

F 1,7 0 I 2 ND V 96 Clinicamente benigno 

F 2,87 3 I 5 Sim V 167,17 Clinicamente benigno 

M 2,6 4 I 2,5 Sim V 155,8 Clinicamente benigno 

M 17 7 II 9 Não F 66 Clinicamente benigno 

F 0,9 3 II 6 Sim CV 99 Clinicamente benigno 

F 2,5 7 II 5,2 Sim V 100,7 Clinicamente benigno 

M 2,1 5 II 6 Sim V 70,92 Clinicamente benigno 

F 2,2 2 II 7 Não V 48 Clinicamente benigno 

M 4,88 6 III 8,5 Sim V 127,97 Clinicamente maligno 

F 15 7 IV 20 Sim V 21,5† Clinicamente maligno 

M 2,6 7 III 6 Sim CV 6† Clinicamente maligno 

F 9,32 7 III 6 Não CV 15,3† Clinicamente maligno 

F 17 8 IV 10 ND CV 128† Clinicamente maligno 

ND: dado não disponível. V: síndrome endócrina virilizante, F: síndrome feminilizante, CV: síndrome endócrina mista (síndrome de Cushing e síndrome virilizante,  †: óbito. 
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Tabela 9 -  Características clínicas dos pacientes adultos portadores de tumores adrenocorticais  

Sexo Idade (anos) 
Escore de 

Weiss 
Estadiamento 
MacFarlane 

Tamanho 
tumoral (cm) 

Presença de mutação 
p53. p.R337H  

Síndrome 
endócrina 

Seguimento 
(meses) 

Diagnóstico 

F 35 1 II 6 Sim CV 121,43 Adenoma 

F 26 2 I 2,5 ND C 90,97 Adenoma 

F 38 2 I 3,5 Não C 158 Adenoma 

F 37 1 I 5 Não C 54 Adenoma 

F 47 1 I 4 Não C 50 Adenoma 

F 41 1 I 1,8 Não C 57 Adenoma 

F 27 0 I 0,7 Não C 14 Adenoma 

F 39 0 I 2,5 ND C 127 Adenoma 

F 24 2 I 3 Não C 72 Adenoma 

F 39 1 I 3,5 Não C 36 Adenoma 

F 18 2 I 3,2 ND C 43 Adenoma 

F 26 1 II 5,5 ND C 20 Adenoma 

F 42 2 I 3,5 ND ND ND Adenoma 

F 32 2 II 13 ND V 96 Adenoma 

M 45 2 II ND ND ND ND Adenoma 

M 74 1 I 1,7 ND ND ND Adenoma 

F 70 2 I ND ND C ND Adenoma 

F 33 0 I 2,5 ND ND ND Adenoma 

F 64 1 I 3,5 Não NF 6 Adenoma 
continua 

ND: dado não disponível. V: síndrome endócrina virilizante, C: síndrome de Cushing, CV: síndrome endócrina mista (síndrome de Cushing e síndrome virilizante), NF: não 
funcionante.  †: óbito. 
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Tabela 9 -  Características clínicas dos pacientes adultos portadores de tumores adrenocorticais (conclusão) 

Sexo Idade 
Escore de 

Weiss 
Estadiamento 
MacFarlane 

Tamanho 
tumoral (cm) 

Presença de mutação 
p53 p.R337H  

Síndrome 
endócrina 

Seguimento 
(meses) 

Diagnóstico 

F 27 0 I 3,7 ND ND 1 Adenoma 

M 48 0 I 1,8 Sim NF 36 Adenoma 

F 45 0 I NA Não NF 1 Adenoma 

F 42 1 I 2,8 ND C 132 Adenoma 

M 34 2 I 5 ND ND ND Adenoma 

F 52 6 IV 12 ND NF 12† Carcinoma 

F 35 3 I 2,2 Não CV 102 Carcinoma 

M 30 4 III 11 Não NF 12† Carcinoma 

F 66 4 II 6 Não NF 5 Carcinoma 

F 35 6 II 8 Não CV 24† Carcinoma 

F 45 3 II ND ND C ND Carcinoma 

F 45 4 II 18 ND ND 12 Carcinoma 

F 26 7 IV 16,3 ND CV 7 Carcinoma 

F 36 7 III 12 ND CV 13† Carcinoma 

F 22 8 II 14,5 ND C 15† Carcinoma 

M 33 5 III ND Não NF 16 Carcinoma 

F 70 4 II ND ND ND ND Carcinoma 

F 22 5 III 5 ND CV 14 Carcinoma 

M 29 8 IV 19 Não C 12† Carcinoma 

F 23 6 IV 14 Sim CV 12† Carcinoma 

F 29 4 IV 12 Não CV 24† Carcinoma 

F 29 4 II 17,5 ND V 36 Carcinoma 

F 39 3 IV 4 Não C 36† Carcinoma 

ND: dado não disponível. V: síndrome endócrina virilizante, C: síndrome de Cushing, CV: síndrome endócrina mista (síndrome de Cushing e síndrome virilizante), NF: não 
funcionante.  †: óbito.
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O exon 10 do gene supressor tumoral TP53 foi estudado previamente 

em 57 pacientes, 30 crianças e 27 adultos portadores de tumores 

adrenocorticais. A mutação germinativa p.R337H do p53 foi encontrada em 

70% e 11% de crianças e de adultos, respectivamente. 

 

3.3 Imunohistoquímica 

 

Cortes histológicos representativos de cento e três casos de tumores 

adrenocorticais corados pela hematoxilina e eosina foram revisados e as áreas 

de interesse foram selecionadas nas lâminas. As mesmas áreas foram 

marcadas nos respectivos blocos de parafina. Cilindros de 1,0 mm de diâmetro 

das áreas marcadas nos blocos de parafina foram transportados para um bloco 

de parafina receptor por meio de um sistema mecanizado de precisão (Beecher 

Instruments, Sun Praire, WI, USA), com um intervalo de 0,3 mm entre os 

cilindros. Cada cilindro foi alocado numa posição no bloco receptor definida em 

um sistema cartesiano de coordenadas, com o conjunto das amostras 

constituindo uma micromatriz tecidual (TMA) com 12 linhas e 10 colunas. No 

total, o TMA construído contém 120 posições. Duas amostras de tecido 

adrenocortical normal e um espaço branco foram usados para determinar o 

posicionamento do TMA. O bloco de TMA foi então cortado em secções 

histológicas numeradas e consecutivas de 3 µm (Leica Instruments, 

Singapura). Outros dois blocos de TMA semelhantes foram construídos, 

obtendo-se uma triplicata (blocos de TMA número T0113, T0114 e T0115) 
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(Figura 7). A perda de representação das amostras tumorais nos blocos de 

TMA foi de 9,4% restando para a avaliação 103 pacientes. 

 

 

Figura 7 -  Foto panorâmica de lâminas com corte histológico dos blocos de 
micromatriz tecidual (TAM T0113, T0114 e T0115), coradas com 
Hematoxilina e Eosina 

 

Para imunohistoquímica, um conjunto de três lâminas (uma lâmina de 

cada bloco de TMA da triplicata) para cada um dos marcadores examinados foi 

escolhido. O método de imunohistoquímica realizado foi imunoperoxidase com 

recuperação antigênica pelo calor úmido. A técnica consistiu em 

desparafinização dos cortes de 3µ de espessura do material incluído em 

parafina: incubação com xilol a 60o C por 15 minutos, sendo seguido de outra 

incubação com xilol à temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente, 

foi realizada hidratação dos cortes em concentrações de Etanol a 100% com 3 

banhos de 30 segundos com Etanol a 95%, 80% e 70% por 30 segundos e 

lavagem em água corrente e água destilada. 
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A recuperação antigênica foi então realizada mediante incubação das 

lâminas em solução de ácido cítrico 10 mM pH 6,0 (Merck, E.U.A.) em panela a 

vapor. Após a fervura da água, a cuba com as lâminas foi mantida em solução 

de recuperação por 40 minutos. Após as lavagens, seguiu-se a etapa de 

bloqueio da peroxidase endógena com água oxigenada (H2O2) a 6% diluída em 

metanol, 1:1, repetida três vezes. Após as lavagens, em PBS pH 7,4, realizou-

se o bloqueio de proteínas com Cas Block (Zymed) por 10 minutos a 37o C, 

seguida por incubação com um dos anticorpos primários, em títulos 

previamente definidos (Tabela 10). 

A incubação das lâminas foi realizada com anticorpos primários 

(específicos para os antígenos) diluídos em solução de albumina bovina (BSA) 

(SIGMA, USA) a 1,0% e azida sódica NaN3 (Inlab, São Paulo) 0,1% em PBS, 

em câmara úmida: 30 min. a 37 oC e, em seguida, 18 horas (overnight) a 4 oC. 

Lavagens em tampão PBS com 3 trocas de 5 minutos com posterior nova 

incubação foram então realizadas com Novo Link (Post Primary Block) por 30 

minutos a 37 oC. Novas etapas de lavagens com tampão PBS foram realizadas 

com 3 trocas de 3 a 5 minutos e posterior incubação com NovoLink (Polimer) 

por 30 minutos a 37 oC. A revelação foi realizada com solução de substrato 

cromogênico, contendo diaminobenzidina (Sigma, E.U.A.) a 0,10%, peróxido de 

hidrogênio a 0,06% e dimetil sulfóxido (Labsynth) a 1% em PBS, em banho de 

5 minutos, a 37 oC. Após lavagens, foi realizada a contra coloração com 

Hematoxilina de Harris por 1 minuto, seguido de lavagens em água corrente e 

água destilada e imersão rápida em água amoniacal (solução de hidróxido de 

amônia 0,5%). 
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Após as lavagens, seguiu-se a desidratação dos cortes em banhos de 

etanol a 50%, 80%, 95% e etanol absoluto (3 trocas de 1 minuto cada), 

diafanização em banhos de xilol e montagem em meio permanente (Entellan 

Merck) com lamínula.  

Os controles utilizados na reação imunohistoquímica compreenderam: 

um controle sabidamente positivo para o anticorpo em estudo e um controle 

negativo com incubação em PBS, objetivando a eliminação do anticorpo 

primário. 

Em cada cilindro das amostras tumorais, foram avaliados os 

compartimentos celulares relevantes para cada anticorpo, utilizando-se para a 

avaliação de imunorreatividade de β-catenina faixas percentuais. Para cada 

amostra, foi atribuído um escore de acordo com a porcentagem de células 

coradas: negativo (sem coloração), + (<25%), ++ (25-50%), +++ (50-75%) e 

++++ (75-100%). Como a reação foi analisada em triplicata, a média dos três 

valores obtidos representa a imunorreatividade de cada amostra do tumor 

analisado. O acúmulo anormal de β-catenina foi caracterizado quando a 

marcação nuclear e/ou citoplasmática foi observada. 

O acúmulo nuclear da proteína p53 tem sido utilizado para identificação 

de possíveis anormalidades no gene TP53. A proteína p53 mutada não 

possuiria capacidade de ativação transcricional do gene MDM2, resultando em 

última análise na diminuição da degradação proteica e o consequente acúmulo 

desta proteína. Assim, o compartimento considerado relevante para a avaliação 

imunohistoquímica de p53 foi o nuclear. 

 



Pacientes e Métodos 48

Tabela 10 -  Anticorpos utilizados para a análise imunohistoquímica 
 

Anticorpo Clone Fornecedor Título 
Compartimento  
celular relevante 

β-catenina M3539 (monoclonal) DakoCytomation 1:200 Núcleo, citoplasma, membrana 

p53 DO7 (monoclonal) DakoCytomation 1:1000 Núcleo 

 

 

3.4 Estudo molecular 

 

3.4.1 Extração de DNA 

Os tecidos tumorais de sessenta e quatro pacientes não relacionados 

foram obtidos durante procedimento cirúrgico habitual e armazenados em 

nitrogênio líquido até a realização da extração do DNA. Aproximadamente 50-

100 mg de tecido foram separados e transferidos para um tubo previamente 

colocado em gelo, sendo adicionado cell lysis solution (Genomic DNA Isolation 

Kit – Gentra Systems) e posteriormente Proteinase K solution. Os tubos foram 

incubados overnight a 55º até a completa dissolução dos tecidos. A solução foi 

posteriormente submetida a tratamento com RNAse (RNase Solution) com 

subsequente precipitação da proteína (Precipitation Protein Solution) para a 

consequente precipitação e hidratação do DNA. 

 

3.4.2 Reação de polimerase em cadeia (PCR) 

A sequência nucleotidea do exon 3 do gene CTNNB1 

(ENSG00000168036) foi amplificada, utilizando oligonucleotídeos intrônicos a 

partir de 50 ng de DNA. Cada reação de PCR foi realizada em um volume final 
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de 25 µl completada com água destilada, que continha 5 µl de solução tampão 

(KCl 50 mmol, MgCl2 1,5 mmol e Tris-HCl pH 9,0 10 mmol), 200 µmol de 

desoxirribonucleotídeos trifosfatados (dNTP), 20 pmol de oligonucleotídeo 

sense (5’-TGGGTCATATCACAGATTCTTTTTTT-3’) e de oligonucleotídeo 

antisense (5’-TCAAAACTGCATTCTGACTTTCA-3’) e 1,5 U de polimerase de 

DNA GoTaq® (Promega, Madison, WI, USA). Esta solução foi então submetida 

por 5 minutos à temperatura de 94º C para a desnaturação e posteriormente 

submetida a 35 ciclos de temperaturas (94 ºC por 45 segundos, 50 ºC por 45 

segundos, 72 ºC por 60 segundos), seguidos por uma extensão de 10 minutos 

a 72 ºC. Os fragmentos amplificados possuíam 218 pb e foram submetidos a 

eletroforese em gel de agarose 1,5% corados com SYBR®Safe (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) e vizualizados sob luz ultravioleta para a confirmação dos 

produtos de PCR. 

Os produtos de PCR foram pré-tratados com exonuclease I e fosfatase 

alcalina de camarão (United States Biochemical Corp., Cleveland, OH, USA) e 

diretamente sequenciados, utilizando o kit BigDye para sequenciamento (PE 

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) em um sequenciador automático 

(ABI 7000 sequencer detection system - Applied Biosystems). A presença de 

mutações foi confirmada em ambas as direções (sense e antisense) e por uma 

nova reação de PCR. 
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3.5 Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada utilizando o programa Medcalc 12.0.4 

(MedCalc Software, Mariakerke, Bélgica). Variáveis categóricas foram 

comparadas utilizando teste de chi-quadrado (X2) ou teste exato de Fisher. 

Variáveis contínuas foram expressas como média ou mediana ± DP. O tempo 

do evento (metástases) foi definido como o tempo entre o diagnóstico do tumor 

primário e a ocorrência da primeira metástase. As análises de sobrevida foram 

avaliadas utilizando curvas de Kaplan-Meier curves (log-rank test). Os valores 

de p menores que 0,05 foram considerados significantes. 

 

 



 

 

4  Resultados 
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4 Resultados 

 

4.1 Imunoexpressão de β-catenina em tumores adrenocorticais  

 

A imunorreatividade em membrana celular para β-catenina foi 

evidenciada em 92 (89,3%) dos 103 tumores adrenocorticais benignos e 

malignos de crianças e de adultos estudados, bem como nas seis glândulas 

suprarrenais normais (Figura 8).  

 

Figura 8 -  Imunohistoquímica para β-catenina em células de córtex de 
suprarrenal normal de adulto – imunorreatividade em membrana 
celular (400x) 

 

Em crianças, a imunorreatividade para β-catenina em citoplasma e/ou 

núcleo foi observada em 6 (15%) das 40 amostras de tumores adrenocorticais 

estudadas (Tabela 11). Duas das 6 amostras histológicas (33,3%) com 

acúmulo anormal β-catenina eram procedentes de tumores produtores de 
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síndrome endócrina mista (síndrome de Cushing e síndrome virilizante) e 

quatro síndrome virilizante (66,7%) (Tabela 11). Não foi observada diferença 

estatística significante entre as diferentes síndromes endócrinas e a presença 

ou ausência de acúmulo anormal de β-catenina nos pacientes pediátricos. 

Ao avaliarmos os critérios histopatológicos de Weiss nas amostras 

histológicas do grupo pediátrico (Figura 9), observamos que a presença de três 

ou mais critérios de Weiss não demonstrou correlação estatística entre 

recorrência (X2: p=0,14) e/ou desfecho fatal (X2: p=0,25), confirmando que os 

critérios histopatológicos de Weiss não são preditivos de malignidade em 

crianças (44). Consequentemente, o diagnóstico definitivo de malignidade neste 

grupo de pacientes, foi estabelecido a partir de um estadiamento clínico 

avançado (Figura 10) e/ou desfecho clínico desfavorável, classificando as 

amostras tumorais em clinicamente benignos ou malignos. 

 

 

Figura 9 - Critérios histopatológicos de Weiss nas amostras histológicas de 
tumores adrenocorticais do grupo pediátrico segundo o 
estadiamento e a evolução clínica. Clinicamente maligno: 
estadiamento MacFarlane III ou IV e/ou má evolução clínica 
(metástases e/ou óbito) 
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Figura 10 -  Sobrevida geral em crianças portadoras de tumor adrenocortical 
de acordo com o estágio tumoral (MacFarlane) (Log-rank 
p<0,0001) 

 

Dentre as amostras tumorais do grupo pediátrico que demonstraram 

acúmulo anormal de β-catenina, uma (6,7%) procedia de um tumor 

adrenocortical de uma criança que apresentou desfecho fatal e 5 (83,3%)  

provinham de tumores adrenocorticais clinicamente benignos (Tabela 11). A 

presença de imunorreatividade para β-catenina em citoplasma e/ou núcleo foi 

estatisticamente similar entre os grupos de tumores adrenocorticais 

clinicamente benignos (5 de 32; 15,6%) e clinicamente malignos (1 de 8; 

12,5%) (X2: p=0,93). 
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Tabela 11 - Características clínicas dos pacientes pediátricos portadores de acúmulo anômalo de β-catenina nas amostras 
histológicas de tumor adrenocortical 

 

M: masculino, F: feminino, CV: síndrome endócrina mista (síndrome de Cushing e síndrome virilizante), V: síndrome virilizante , †: evolução fatal. -: sem 
coloração; +(<25% células imunorreativas), ++ (25-50% células imunorreativas), +++ (50-75% células imunorreativas) e ++++ (75-100% células 
imunorreativas). 
 

 
Idade  
(anos) 

Sexo
Síndrome  
endócrina 

Estadiamento 
MacFarlane 

Escore 
de Weiss

Sobrevida livre  
de doença (meses)

Seguimento 
(meses) 

Evolução 
β-catenina 

núcleo 
β-catenina 
citoplasma 

β-catenina  
membrana 

1 1,3 M CV I 1 144 144 
Clinicamente 

benigno 
++ +++ +++ 

2 2,6 F V I 4 18 18 
Clinicamente 

benigno 
+ - +++ 

3 3,1 F V I 6 264 264 
Clinicamente 

benigno 
+ - + 

4 2,87 F V I 3 167 167 
Clinicamente 

benigno 
+ - + 

5 2,2 F V II 2 48 48 
Clinicamente 

benigno 
++++ ++++ + 

6 9,32 F CV III 7 9 15† 
Clinicamente 

maligno 
+ - +++ 



Resultados 56

A imunorreatividade para β-catenina em citoplasma e/ou núcleo de 

células de tumores adrenocorticais obtidos de pacientes adultos foi 

demonstrada 15 de um total de 63 amostras tumorais (23,8%), mais 

detalhadamente em 10 de 35 adenomas (28,5%) e em 5 de 28 carcinomas 

(17,8%) (Tabela 12), não sendo observada diferença estatística entre a 

classificação histológica do tumor e a presença de acúmulo anormal de β-

catenina. 

Dentre os tumores adrenocorticais do grupo de pacientes adultos que 

demonstraram imunorreatividade para β-catenina em citoplasma e/ou núcleo, 

observamos uma predomínio de tumores relacionados à síndrome de Cushing 

(7 de 15; 46,7%) seguidos por tumores não funcionantes (5 de 12; 41,6%), 

tumores associados à síndrome endócrina mista (2 de 15; 13,3%) e associados 

à síndrome virilizante (1 de 15; 6,7%) (Tabela 12). Não houve diferença 

significativa entre os diversos tipos de síndromes endócrinas e a presença ou 

ausência de acúmulo anormal de β-catenina, entretanto observamos que 

41,6% (5 de 12) das amostras histológicas de tumores de córtex de suprarrenal 

não funcionantes presentes no TMA demonstraram acúmulo anômalo de β-

catenina (Figura 11). 
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Figura 11 -  Imunorreatividade para β-catenina em citoplasma e/ou núcleo 
(acúmulo anormal β-catenina) em tumores adrenocorticais de 
pacientes adultos segundo o padrão de secreção hormonal. C: 
síndrome de Cushing; CV: síndrome endócrina mista (síndrome 
de Cushing e síndrome virilizante); NF: não funcionante; V: 
síndrome virilizante 
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Tabela 12 -  Características clínicas dos pacientes adultos portadores de acúmulo anômalo de β-catenina nas amostras 
histológicas de tumor adrenocortical 

 Sexo 
Idade 
(anos) 

Síndrome  
endócrina 

Estadiamento 
MacFarlane 

Escore de 
Weiss 

Sobrevida livre  
de doença (meses)

Seguimento  
(meses) 

β-catenina 
nuclear 

β-catenina  
citoplasma 

β-catenina  
membrana 

1 F 63 NF I 0 114 114 ++ + +++ 

2 F 51 NF II 0 1 1 + - ++ 

3 F 36 C II 2 1 1 + - +++ 

4 F 40 NF II 0 180 180 + - ++ 

5 F 41 C I 1 57 57 + - +++ 

6 F 27 C II 1 108 108 - + ++ 

7 F 27 C I 0 14 14 - + ++ 

8 F 39 C I 0 127 127 - ++ +++ 

9 F 77 NF I 2 84 84 ++ - +++ 

10 F 47 C I 1 192 192 ++ + ++ 

11 F 35 CV II 6 21 24† ++ +++ - 

12 F 44 V IV 8 0 45† ++ + ++ 

13 F 23 CV IV 6 0 12† + ++ +++ 

14 F 39 C IV 3 0 36† ++++ ++ +++ 

15 F 66 NF II 4 5 5 ++ - ++++ 

M: masculino, F: feminino, CV: síndrome endócrina mista (síndrome de Cushing e síndrome virilizante), V: síndrome virilizante , †: evolução fatal. -: sem 
coloração; +(<25% células imunorreativas), ++ (25-50% células imunorreativas), +++ (50-75% células imunorreativas) e ++++ (75-100% células 
imunorreativas). 
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Figura 12 -  Imunohistoquímica para β-catenina em tumores adrenocorticais. 
A e B: Tumor adrenocortical clinicamente benigno (Weiss 2, 
MacFarlane II) diagnosticado em criança (2,2 anos) com 
síndrome endócrina virilizante portador de mutação 
p.H36G_S37K CTNNB1 – imunorreatividade em citoplasma e 
núcleo (100 e 200x, respectivamente); C. Adenoma adrenocortical 
(Weiss 0; Macfarlane I) diagnosticado em adulto (27 anos) 
portador de síndrome de Cushing e subtipo selvagem do gene 
CTNNB1– Imunorreatividade em membrana (200x); D: Tumor 
adrenocortical clinicamente benigno (Weiss 1, MacFarlane I) 
diagnosticado em criança (1,3 anos) com síndrome endócrina 
mista (síndrome de Cushing e síndrome virilizante) portador de 
mutação p.S45F CTNNB1 e p.R337H TP53 – imunorreatividade 
em citoplasma e núcleo (400x) 
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A presença de imunorreatividade para β-catenina em citoplasma e/ou 

núcleo (Figura 12) foi estatisticamente similar entre os grupos de pacientes 

pediátricos e adultos (Teste exato de Fisher: p=0,32), do mesmo modo, o 

acúmulo anormal de β-catenina não se associou ao estágio tumoral, bem como 

ao tamanho do tumor (Teste de Mann-Whitney: p=0,85) em ambos os grupos 

de pacientes portadores de tumores de córtex de suprarrenal.  

Quando avaliamos a associação entre acúmulo anormal de β-catenina e 

diminuição de sobrevida nos pacientes adultos portadores de carcinomas 

adrenocorticais (≥ 3 critérios de Weiss) isoladamente (n=25), observamos na 

curva de Kaplan-Meier uma tendência de significância (log-rank p=0,07)  

(Figura 13). 
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Figura 13 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier de pacientes adultos 
portadores de carcinomas adrenocorticais (≥ 3 critérios de Weiss) 
e imunoexpressão anômala de β-catenina (log-rank p=0,07) 

Acúmulo anormal de β-catenina ausente 

Acúmulo anormal de β-catenina presente 
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4.2 Ausência de imunorreatividade da β-catenina em 

membrana celular 

 

Das 103 amostras tumorais estudadas, a ausência de imunorreatividade 

em membrana celular para β-catenina foi observada em 11 (10,7%) amostras 

(3 crianças e 8 adultos) de um total de 103. Dentre estas, dez também não 

demonstraram imunorreatividade para β-catenina em nenhum dos demais 

compartimentos celulares avaliados (citoplasma e/ou núcleo), porém uma 

amostra de carcinoma adrenocortical (Weiss 6) de um paciente adulto 

demonstrou ausência de imunorreatividade para β-catenina em membrana 

celular e presença no citoplasma e no núcleo. 

Considerando que a β-catenina é uma proteína que participa da adesão 

celular por meio de interações com as caderinas, hipotetizamos que a perda 

desta proteína de membrana poderia estar associada à ocorrência de 

metástases à distância (X2: p=0,56) (Figura 14), bem como à redução de 

sobrevida (log-rank p=0,54) (Figura 15), porém não confirmamos esta 

suposição nos carcinomas adrenocorticais de pacientes adultos. 
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Figura 14 -  Imunorreatividade de β-catenina em membrana celular em 
carcinomas adrenocorticais de pacientes adultos segundo a 
ocorrência de metástases (X2: p=0,56) 
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Figura 15 ‐  Curva de sobrevida de Kaplan-Meier de pacientes adultos 
portadores de carcinomas adrenocortical (≥ 3 critérios de Weiss) 
e ausência de imunorreatividade para β-catenina em membrana 
celular (log-rank p=0,54) 
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4.3 Sequenciamento do gene CTNNB1 

 

A análise do exon 3 do gene CTNNB1 revelou mutações somáticas em 

heterozigose em 10 tumores adrenocorticais (4 crianças e 6 adultos) (Tabela 

13). As mutações encontradas no gene CTNNB1 são, sobretudo do tipo 

missense (p.Ser45Pro, p.Ser45Phe, p.Asp32Asn), afetando principalmente o 

códon 45 da região aminoterminal da proteína. Outros tipos de mutações 

encontradas compreenderam: a inserção de um único nucleotídeo 

(p.E9GfsX14), dando origem a um desvio de leitura (frameshift) do exon 3 e 

consequente parada prematura de leitura; além da deleção dos três 

nucleotídeos do códon 45 (p.Ser45del) e de mutações duplas 

(p.Pro44Ala_Ser45Pro; p.His36Gln_Ser37Lys) que foram identificadas em dois 

pacientes diferentes. Os tumores com mutações somáticas no gene CTNNB1 

mostraram acúmulo anormal de β-catenina, com exceção de um caso. De fato, 

no presente estudo, observamos correlação global significativa entre a 

presença de alterações no gene CTNNB1 e a presença de imunorreatividade 

anormal de β-catenina (X2: p=0,005). 

A presença de alterações no gene CTNNB1 não se associou ao 

tamanho do tumor (Teste de Mann-Whitney: p=0,75), desfecho desfavorável 

tanto no grupo pediátrico (log-rank p=0,29) como no grupo de pacientes adultos 

(log-rank p=0,77).  
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Tabela 13 -  Análise molecular do gene CTNNB1 e imunohistoquímica em 
pacientes portadores de tumor adrenocortical 

 

    CTNNB1 
β-catenina  

citoplasma/núcleo 
β-catenina  
membrana 

 p.Ser45Phe +++ / ++ ++ 
Clinicamente  

benignos p.His36Gln 
_Ser37Lyn 

++++ / ++++ + 

p.Asp32Asn ++ / + ++ 

Crianças 

Clinicamente  
malignos p.E9GfsX14 - / - +++ 

p.S45del  +++/ + ++ 

p.Ser45Pro - / + +++ 

p.Pro44Ala_Ser45Pro +++/ + ++ 
Adenomas 

p.Ser45pro +++/ ++ ++ 

p.Ser45Pro +++/ ++ - 

Adultos 

Carcinomas 
p.Ser45Pro ++/++++ +++ 

-: sem imunocoloração; +(<25% células imunorreativas), ++ (25-50% células imunorreativas), 
+++ (50-75% células imunorreativas) e ++++ (75-100% células imunorreativas). 
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4.4 Imunoexpressão de p53 em tumores adrenocorticais 

 

Imunorreatividade nuclear de p53 foi identificada em 39 de 40 (97,5%) 

tumores pediátricos (Figura 16). No grupo de pacientes adultos, 

imunorreatividade nuclear de p53 foi observada em 38 de 63 pacientes 

(60,3%). 

Todos os pacientes portadores da mutação germinativa do gene TP53 

(p.R337H) demonstraram acúmulo nuclear de p53 em ambos os grupos de 

pacientes. 

Neste estudo não demonstramos correlação entre a presença de 

acúmulo aberrante de β-catenina e a imunorreatividade nuclear de p53, 

considerando todos os casos de tumores adrenocorticais diagnosticados em 

adultos e crianças (X2: p=0,91). Semelhantemente, não observamos correlação 

entre a identificação de mutações no gene CTNNB1 associada ou não a 

imunohistoquímica anômala de β-catenina com o acúmulo nuclear de p53 no 

grupo de tumores adrenocorticais de pacientes adultos (X2: p=0,54), porém, 

avaliando isoladamente o grupo pediátrico, essa relação foi estatisticamente 

significante (X2: p=0,009) (Figura 17). 
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Figura 16 -  Imunohistoquímica para p53 em células de tumor adrenocortical. 
A e B: Tumor adrenocortical clinicamente benigno (Weiss 4, 
MacFarlane I) diagnosticado em criança (2,6 anos) com síndrome 
endócrina virilizante portador de mutação p.R337H no gene TP53 
(100 e 400x, respectivamente) 
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Figura 17 -  Imunorreatividade nuclear de p53 em tumores adrenocorticais 
pediátricos segundo mutação somática no gene CTNNB1 (X2: 
p=0,009)  

 



 

 

5  Discussão 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 



Discussão 69

5  Discussão 

 

A incidência de tumores adrenocorticais em crianças é particularmente 

elevada nas regiões sudeste e sul do Brasil, correlacionando-se com a 

ocorrência da mutação germinativa p.R337H do supressor tumoral (14, 15), 

entretanto, o carcinoma adrenocortical é uma neoplasia endócrina maligna rara 

em todo o mundo com uma incidência aproximada de 0,5 – 2 casos por milhão 

por ano (8, 56). Esta condição é uma doença heterogênea, apresentando 

frequentemente comportamento clínico agressivo e letal (109). A ressecção 

cirúrgica completa representa o tratamento com maior impacto na sobrevida (24-

26), todavia a recorrência locorregional ou o surgimento de metástases à 

distância é comum durante o seguimento clínico (26). 

Nos últimos anos, o conhecimento das alterações genéticas 

relacionadas ao desenvolvimento e à progressão dos carcinomas 

adrenocorticais tornou possível a identificação de potenciais alvos terapêuticos, 

contudo, apesar deste avanço, a base genética do carcinoma adrenocortical 

não é completamente conhecida. 

As alterações genéticas que participam da formação tumoral podem 

estar envolvidas em qualquer fase do crescimento, da proliferação e da 

diferenciação celular (65, 66). As vias de sinalização que participam do 

desenvolvimento embrionário e, de modo similar, que promovem a manutenção 

e a ativação de células progenitoras estão frequentemente desordenadas no 

câncer, culminando nas características desta patologia como: a imortalização, a 

perda da adesividade e a capacidade de migração celular (65). 
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A cascata de sinalização da proteína Wnt é uma via implicada no 

desenvolvimento embrionário, regulando processos de crescimento celular (92, 

103) e de formação tumoral (110). Diversos cânceres humanos estão associados à 

ativação da via Wnt, inclusive por meio da presença de mutações somáticas no 

gene CTNNB1 (90).  

 

5.1 Avaliação da via Wnt/β-catenina nos tumores 

adrenocorticais pediátricos 

 

Anormalidades na via de sinalização Wnt/β-catenina em adenomas e em 

carcinomas foram previamente demonstradas em pacientes pediátricos e 

adultos (47, 102-104, 111). Em 2011, Leal e colaboradores (105) avaliaram 24 

amostras de tumores adrenocorticais de crianças brasileiras por meio de 

imunohistoquímica clássica para β-catenina e demonstraram a presença de 

acúmulo anormal desta proteína em 17 (71%) amostras tumorais. 

Curiosamente, a imunorreatividade nuclear foi observada em apenas 3 dos 24 

tumores adrenocorticais estudados (12%), não sendo realizada comparação da 

frequência de acúmulo anormal de β-catenina entre adenomas e carcinomas. 

Em função da ausência de critérios bem estabelecidos para classificação 

histopatológica dos tumores adrenocorticais pediátricos (42, 44), optamos no 

presente estudo pela classificação destes tumores segundo o estadiamento 

e/ou a evolução clínica. A análise da nossa casuística mostrou 

imunorreatividade para β-catenina em citoplasma e/ou núcleo similarmente em 

5 de 32 (15,6%) e em 1 de 8 (12,5%) amostras de tumores adrenocorticais 



Discussão 71

pediátricos clinicamente benignos e malignos, respectivamente por meio da 

avaliação em TMA.  

Apesar de evidenciarmos uma menor frequência global de acúmulo 

anormal de β-catenina nos tumores adrenocorticais pediátricos da nossa 

casuística, a presença de imunorreatividade nuclear foi similar à previamente 

relatada (105), sendo observada em todas as amostras histológicas que 

demonstraram imunocoloração para β-catenina em citoplasma, somando um 

total de 15% (6 de 40) das nossas amostras estudadas. 

No presente estudo, confirmamos a ativação da via Wnt/β-catenina em 

tumores adrenocorticais pediátricos. Adicionalmente, a presença de acúmulo 

anormal para β-catenina foi similar entre os tumores adrenocorticais pediátricos 

clinicamente benignos e clinicamente malignos, não sendo possível a sua 

utilização como marcador prognóstico no presente trabalho. 

No nosso estudo, avaliamos o gene CTNNB1 e identificamos a presença 

de mutações somáticas no exon 3 deste gene em 4 (2 clinicamente benignos e 

2 clinicamente malignos) de 22 tumores adrenocorticais pediátricos (18,2%), 

contrastando com uma frequência de 6% relatada previamente (105). As 

mutações foram encontradas nos códons 37 e 45 (p.Ser45Phe e 

p.His36Gln_Ser37Lyn), afetando diretamente os sítios de fosforilação da β-

catenina, resultando em última análise na estabilização desta proteína por 

diminuição da degradação. Igualmente, foi encontrada alteração genética no 

códon 32 (p.Asp32Asn). Este códon flanqueia um sítio de fosforilação (Ser33) e 

provavelmente impede a ação de serina-treonina quinases e posterior 

degradação proteossômica da β-catenina. 
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Todos os tumores adrenocorticais pediátricos que apresentaram 

mutações no gene CTNNB1 demonstraram na avaliação imunohistoquímica 

acúmulo anormal de β-catenina, excetuando um tumor adrenocortical 

clinicamente maligno que apresentou uma mutação somática em heterozigose 

com desvio de leitura (p.E9GFsX14). Esta observação provavelmente 

correlaciona-se à degradação do RNA mensageiro (RNAm) mediada pela 

existência de codons que determinam o término prematuro da tradução 

(nonsense-mediated mRNA decay – NMD). Participam deste mecanismo a 

verificação do RNAm após a transcrição e a eliminação dos transcritos 

portadores de mutações nonsense, impedindo a produção de proteínas 

truncadas (112). Curiosamente, foi observada imunorreatividade para β-catenina 

na membrana celular na amostra histológica deste tumor. É necessário 

destacar, que não podemos definir o impacto desta mutação no processo de 

oncogênese deste tumor em particular. 

Poucos marcadores moleculares são capazes de predizer má evolução 

clínica em crianças portadoras de tumor adrenocortical. Almeida e 

colaboradores (59) demonstraram hiperexpressão do gene do receptor do fator 

de crescimento semelhante à insulina (IGF1R) em tumores adrenocorticais de 

crianças com mau prognóstico. Adicionalmente, um estudo demonstrou que a 

presença de mutações somáticas ativadoras no gene CTNNB1 associou-se ao 

prognóstico desfavorável de crianças brasileiras portadoras de tumores 

adrenocorticais (105). Contudo, a pequena frequência de mutações nos tumores 

adrenocorticais pediátricos da casuística atenua o poder estatístico da análise 
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realizada e dificulta conclusões definitivas. Em nosso estudo, não observamos 

correlação entre a presença de mutações no gene CTNNB1 e mau prognóstico. 

Em contraposição às observações que sugerem uma correlação entre 

acúmulo anormal de β-catenina e tumores adrenocorticais não funcionantes em 

pacientes adultos (102, 111). Não observamos relação entre os diferentes perfis 

de secreção hormonal e a presença de alterações no gene CTNNB1, assim 

como entre a presença de acúmulo anormal de β-catenina e a produção 

hormonal dos tumores adrenocorticais pediátricos.  

 

5.2 Relação entre a ativação da via Wnt/β-catenina e o TP53 

nos tumores adrenocorticais pediátricos 

 

Estudos demonstraram a existência de uma alça auto regulatória entre 

β-catenina e p53: o excesso de β-catenina promove o acúmulo da proteína p53 

ativa, e esta por sua vez causa a diminuição da concentração e da atividade da 

β-catenina (106-108). A perda desta alça auto regulatória pode iniciar o processo 

de formação tumoral (108). Em outras palavras, em situações de mutações 

inativadores ou de deleções do gene TP53, a β-catenina é permitida a exercer 

os seus efeitos oncogênicos livremente (67). 

Entretanto, Ragazzon e colaboradores (47) sugeriram que mutações 

somáticas nos genes TP53 e CTNNB1 em um grupo de carcinomas 

adrenocorticais de pacientes adultos com má evolução clínica são 

aparentemente mutuamente independentes. Adicionalmente, a avaliação do 

perfil de expressão gênica demonstrou diferenças entre os carcinomas 
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adrenocorticais portadores de mutações somáticas nos genes TP53 e 

CTNNB1, demonstrando assinatura genética distinta entre estes dois 

subgrupos de carcinomas. 

É importante ressaltar que crianças das regiões sul e sudeste do Brasil 

portadoras de tumores adrenocorticais apresentam uma alta prevalência da 

mutação germinativa p.R337H do p53 (14, 15). Contudo, o papel da β-catenina e 

de sua relação com esta mutação na tumorigênese adrenocortical não foram 

completamente esclarecidos até o momento. 

Observamos uma elevada frequência (70%) da mutação germinativa 

p.R337H dentre os portadores de tumores adrenocorticais pediátricos da nossa 

casuística em concordância com estudos anteriores (14, 15). Entretanto, não 

verificamos correlação significativa entre a presença da mutação germinativa 

do gene TP53 e imunorreatividade nuclear de p53 nas células de tumores 

adrenocorticais pediátricos. 

Demonstramos a presença concomitante da mutação germinativa 

p.R337H e de mutações ativadoras no gene CTNNB1 de tumores 

adrenocorticais pediátricos, assim como previamente identificado por Leal e 

colaboradores (105). Estas alterações genéticas podem exercer ação sinérgica 

no processo de tumorigênese adrenocortical pediátrica, entretanto não foi 

possível a avaliação do impacto prognóstico da ocorrência simultânea de 

alterações no gene TP53 e CTNNB1 em virtude do tamanho da casuística. 

Interessantemente, em nosso estudo, observamos uma correlação 

positiva entre a presença de mutações somáticas no gene CTNNB1 e de 

acúmulo nuclear de p53 no grupo de tumores adrenocorticais pediátricos 
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(p=0,009), confirmando uma possível relação destas duas vias na 

tumorigênese adrenocortical pediátrica.  

 

5.3 Avaliação da via Wnt/β-catenina nos tumores 

adrenocorticais de pacientes adultos 

 

A ativação da via de sinalização Wnt/β-catenina em tumores 

adrenocorticais de pacientes adultos foi demonstrada inicialmente em 2005 por 

Tissier e colaboradores (102) por meio da avaliação imunohistoquímica da β-

catenina, demonstrando acúmulo anormal desta proteína em uma elevada 

frequência em adenomas (38%) e carcinomas (85%) adrenocorticais de 

pacientes adultos. 

Confirmamos a participação da via Wnt/β-catenina na tumorigênese 

adrenocortical de pacientes adultos por meio da observação de acúmulo 

anormal de β-catenina em 28,5% (10 de 35) adenomas e em 17,8% (5 de 28) 

carcinomas da casuística do presente estudo. Entretanto, verificamos uma 

disparidade entre a prevalência de acúmulo anormal de β-catenina em tumores 

de adrenocorticais deste estudo em relação a estudos anteriores (102, 103). Esta 

discrepância pode estar relacionada ao número reduzido de amostras 

histológicas avaliadas nos estudos prévios, assim como à metodologia utilizada 

(Tabela 14). 

Em nosso estudo, avaliamos dois produtos protéicos (β-catenina e p53) 

utilizando a técnica de micromatriz tecidual, que é amplamente aceita pela 

literatura mundial. Neste método, todas as amostras alocadas no TMA são 
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submetidas simultaneamente às mesmas condições de recuperação antigênica 

e ao mesmo título de anticorpos, promovendo desta maneira uma 

uniformização das reações. Adicionalmente, esta metodologia facilita a 

interpretação comparativa dos casos e possibilita a repetição das reações em 

múltiplos níveis do bloco de TMA (113). Neste estudo, realizamos a avaliação 

imunohistoquímica em TMA em triplicata, garantindo representatividade 

eficiente dos tumores avaliados, uma vez que utilizamos diferentes áreas de 

um determinado tumor e realizamos distintos níveis de corte nos blocos de 

TMA. 

Vale salientar que estudos mais recentes ratificaram que a via Wnt/β-

catenina está implicada no processo de tumorigênese do adrenocortical de 

pacientes adultos, porém sua prevalência é menor do que a relatada 

previamente em estudos iniciais (47, 102, 104, 111, 114), estando atualmente de 

acordo com os dados obtidos do presente estudo (Tabela 14). 
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Tabela 14 -   Frequência de mutações no exon 3 do gene CTNNB1 e de 
acúmulo anômalo de β-catenina em tumores adrenocorticais em 
diversos estudos 

 
 Mutação CTNNB1 β-catenina: acúmulo anormal

Crianças   

Tumores   

Leal et al. JCEM 2011 4/62 (6%) 17/24 (71%)* 

Adultos   

Adenomas   

Tissier et al. Can Res 2005 7/26 (27%) 10/26 (38%)* 

Bonnet et al. JCEM 2011 36/100 (36%) 51/100 (51%)* 

Heaton et al. Am J Pathol 2012 10/46(22%)‡ 14/58 (24%)§‡ 

Carcinomas   

Tissier et al. Can Res 2005 4/13 (31%) 11/13 (85%)* 

Ragazon et al. Can Res 2010 8/51 (16%) 12/51 (21%)* 

Gaujoux et al. Clin Can Res 2011 8/49 (16%) 31/79 (39%)§ 

Heaton et al. Am J Pathol 2012 7/31(23%)‡ 18/60 (30%)§‡ 

Acúmulo anormal β-catenina: imunorreatividade em citoplasma e/ou núcleo. *: avaliação 
imunohistoquímica clássica, §: avaliação imunohistoquímica em TMA, ‡: coorte combinada com 
Universidade de Michigan, Ann Harbor – MI, USA. 
 

 

Estudos anteriores demonstraram uma provável correlação entre a 

ativação da via Wnt/β-catenina e a ausência de produção hormonal por 

tumores adrenocorticais (102, 111). No presente estudo, não observamos 

diferença significativa entre o perfil de secreção hormonal e acúmulo anormal 

de β-catenina. Todavia, devemos salientar que a maioria dos tumores incluídos 

no estudo eram secretores de hormônios (51% associados à síndrome de 

Cushing) (Figura 6). Adicionalmente, apenas 12 tumores adrenocorticais eram 

não funcionantes, e a prevalência de acúmulo anômalo de β-catenina nesta 

população de tumores foi 41,6% (Figura 11), demonstrando que a ativação da 

via Wnt/β-catenina participa de maneira importante da tumorigênese 
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adrenocortical não funcionante e que a ausência de diferenças significativas 

entre o perfil de secreção hormonal e o acúmulo anormal de β-catenina nas 

células tumorais talvez esteja relacionado a um bias de seleção. 

A frequência da expressão proteica da β-catenina em citoplasma e/ou 

núcleo celular foi similar entre adenomas e carcinomas no grupo de pacientes 

adultos deste estudo. Este informação é concordante com os dados obtidos da 

coorte da Universidade de Michigan (114), porém contesta estudos menores 

iniciais que descreveram uma evidente predominância de ativação da via Wnt/ 

β-catenina em carcinomas adrenocorticais (102). 

Ao avaliamos isoladamente os pacientes adultos portadores de 

carcinomas adrenocorticais da nossa casuística (n=25), observamos uma 

tendência (p=0,07) a menor sobrevida dos portadores de carcinomas que 

apresentam acúmulo anormal de β-catenina. A ausência de correlação 

significativa provavelmente relaciona-se ao número de pacientes, uma vez que 

avaliação combinada com uma coorte da Universidade de Michigan (n=60) 

confirmou a associação entre acúmulo anormal de β-catenina e mau 

prognóstico (114). Estes resultados estão em concordância à observação 

previamente relatada por Gaujoux e colaboradores (104), fortalecendo a hipótese 

de que a β-catenina poderia ser utilizada como marcador prognóstico, inclusive 

na seleção de pacientes candidatos à terapia adjuvante após o tratamento 

cirúrgico. 

As mutações no gene CTNNB1 relacionadas ao desenvolvimento de 

câncer foram encontradas principalmente no exon 3. Esta região codifica a 

porção amino-terminal da β-catenina, que possui os sítios de fosforilação 



Discussão 79

relacionados à destruição desta proteína (Ser45, Thr41, Ser37, Ser33) (90, 115). 

Estudos do perfil de expressão gênica em carcinomas adrenocorticais de 

pacientes adultos demonstraram aumento na expressão de genes relacionados 

à via de sinalização Wnt/β-catenina (116). Adicionalmente, mutações no gene 

CTNNB1 desempenham um papel importante na tumorigênese relacionada à 

ativação desta via (102, 103). 

Estudos anteriores demonstraram que as mutações no gene CTNNB1 

são os defeitos genéticos mais frequentemente encontrados em adenomas, 

principalmente nos tumores não funcionantes, e em carcinomas adrenocorticais 

de pacientes adultos (102, 111). 

No presente estudo, identificamos mutações no exon 3 do gene 

CTNNB1 em 6 das 42 amostras estudadas (14,2%). Tais mutações foram 

encontradas no códon 45, afetando diretamente este sítio de fosforilação. Esta 

análise demonstrou que a mutação missense do códon 45 é a alteração 

genética mais frequentemente encontrada nos tumores adrenocorticais neste 

estudo. Curiosamente, o modelo celular de carcinoma adrenocortical, H295R 

apresenta mutação nesta mesma região gênica (102, 103).  

Observamos uma discrepância entre a presença de acúmulo anormal de 

β-catenina e mutação no gene CTNNB1 nos tumores adrenocorticais (23,8% e 

14,2%, respectivamente), estando em concordância com evidências prévias 

(102, 103). A partir destas observações, foi sugerido que mutações em genes que 

codificam proteínas que participam do complexo de destruição da β-catenina 

poderiam estar relacionadas à ativação da via Wnt/ β-catenina (102, 103). De fato, 



Discussão 80

Chapman e colaboradores (117) descreveram mutações no gene AXIN2 em 

tumores adrenocorticais com acúmulo anormal de β-catenina. 

Em nosso estudo, observamos correlação entre presença de mutações 

no gene CTNNB1 e ativação da via Wnt/β-catenina. Entretanto é interessante 

destacar que uma amostra histológica de carcinoma adrenocortical (Weiss 6) 

de um paciente adulto demonstrou ausência de imunorreatividade para β-

catenina em membrana celular e presença de acúmulo anormal de β-catenina. 

A β-catenina participa do mecanismo de adesão celular por meio de 

interações com a porção intracitoplasmática da caderina e com o citoesqueleto 

(94-96). Observamos que a maioria das células tumorais da nossa casuística 

(89,3%) mostrou imunorreatividade para β-catenina em membrana celular. A 

redução ou a perda de expressão da β-catenina em membrana celular e o 

acúmulo anormal desta proteína em citoplasma e/ou núcleo foram descritos em 

diversas neoplasias humanas (118, 119) e adicionalmente, a perda da expressão 

de β-catenina em membrana celular correlacionou-se com o estadiamento e o 

potencial metastático em câncer esofágico (120) e gástrico (121). Em contraste, a 

presença de β-catenina em membrana nas células tumorais de portadoras de 

carcinoma de mama com metástase ganglionar mostrou ser um forte preditor 

de sobrevida em uma análise univariada (122). Entretanto, até o momento não é 

conhecido o mecanismo pelo qual a perda da β-catenina em membrana celular 

relaciona-se à progressão tumoral. 

No presente estudo, não observamos correlação entre a ausência de 

imunoexpressão de β-catenina em membrana celular de carcinomas de córtex 

de suprarrenal e má evolução clínica (ocorrência de metástases ou óbito).  
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5.4 Relação entre a ativação da via Wnt/β-catenina e o TP53 

nos tumores adrenocorticais de pacientes adultos 

 

A mutação germinativa p.R337H do p53 foi evidenciada em 11% dos 

adultos portadores de tumores adrenocorticais da nossa casuística, estando 

em concordância com evidências anteriores (15). Apesar da mutação 

germinativa p.R337H do p53 apresentar uma frequência menor em adultos em 

relação às crianças brasileiras portadoras de tumores adrenocorticais (14, 15), 

mutações somáticas do gene TP53 em carcinomas adrenocorticais de 

pacientes adultos são mais comuns, sendo descritas frequências em 25-70% 

de tumores adrenocorticais de pacientes adultos (87, 89, 123). Aparentemente, 

mutações somáticas do TP53 são eventos tardios na tumorigênese do córtex 

de suprarrenal e estão relacionadas à má evolução clínica (47, 89). 

A utilização da técnica de imunohistoquímica para identificação da 

proteína p53 nuclear estável decorrente de mutações no gene TP53 é 

controversa (124). Entretanto, existem evidências de correlação significativa 

entre a presença de alterações genéticas no TP53 e imunorreatividade nuclear 

em carcinomas de ovário (125) e em carcinomas adrenocorticais (89). Entretanto, 

não observamos correlação em nosso estudo entre a presença da mutação 

p.R337H do p53 nos tumores adrenocorticais de pacientes adultos. 

A frequência de imunorreatividade nuclear de p53 em amostras 

histológicas de tumores adrenocorticais de pacientes adultos foi 60,3% (38 de 

63) no presente estudo. Na avaliação do grupo de tumores adrenocorticais 

pediátricos, observamos uma correlação entre as mutações somáticas no gene 
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CTNNB1 e imunorreatividade nuclear de p53 no grupo de tumores 

adrenocorticais pediátricos (p=0,009). Entretanto, esta observação não foi 

confirmada no grupo de tumores adrenocorticais de pacientes adultos. 

Recentemente, foi demostrado por meio de expressão gênica a ativação 

das vias Wnt/β-catenina e p53 são aparentemente independentes em um grupo 

de carcinomas adrenocorticais de pacientes adultos com mau prognóstico (47), 

porém mais estudos são necessários para conclusões definitivas. 

Em síntese, no presente estudo demonstramos que a via de sinalização 

Wnt/β-catenina está envolvida no processo de tumorigênese adrenocortical 

tanto em pacientes pediátricos como em adultos em uma frequência similar.  

Aparentemente, a presença de acúmulo anormal de β-catenina em 

citoplasma e/ou núcleo, bem como a presença de mutações no gene CTNNB1 

não se relacionam com a síndrome endócrina produzida pelo tumor, bem como 

com o tamanho tumoral e o estadiamento. Entretanto, em pacientes adultos, a 

presença de acúmulo de β-catenina em citoplasma e/ou núcleo está 

aparentemente relacionada a um pior prognóstico. Adicionalmente, 

observamos evidências de uma correlação positiva entre mutações no gene 

CTNNB1 e acúmulo nuclear de p53 em tumores adrenocorticais pediátricos, 

confirmando uma possível relação destas duas vias nesta patologia. 

É importante ressaltar, todavia, que os dados do presente estudo não 

provam de maneira conclusiva a importância da alça auto regulatória entre p53 

e β-catenina na oncogênese adrenocortical pediátrica. Desta maneira, mais 

estudos são necessários para confirmar o envolvimento da via Wnt na 
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tumorigênese adrenocortical, bem como a importância da relação desta com o 

p53. 

 

 

 



 

 

6  Conclusões 
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6   CONCLUSÕES  

 

1. A evidência de mutações ativadoras no gene CTNNB1 em tumores 

adrenocorticais benignos e malignos de crianças e adultos, sugere que 

a via de sinalização Wnt/β-catenina participa da tumorigênese 

adrenocortical. 

 

2. Observamos imunorreatividade anormal de β-catenina em citoplasma 

e/ou núcleo, bem como acúmulo nuclear de p53 em uma parcela dos 

tumores benignos e malignos adrenocorticais de crianças e adultos. 

Houve associação entre a presença de mutações no gene CTNNB1 e 

acúmulo nuclear de p53 no grupo de tumores pediátricos, porém tal 

achado não se confirmou no grupo de tumores adrenocorticais de 

adultos. 

 

3. Mutações no gene CTNNB1 associaram-se com a ocorrência de 

acúmulo anormal de β-catenina. Do mesmo modo, a mutação p.R337H 

do p53 correlacionou-se com a ocorrência de acúmulo nuclear de p53. 

Entretanto, não observamos relação destas alterações com as 

características hormonais, o diagnóstico histológico e a evolução dos 

tumores adrenocorticais. Vale ressaltar, porém, a tendência de pior 

prognóstico dos carcinomas adrenocorticais de adultos com acúmulo 

anormal de β-catenina. 
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