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Resumo

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

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

Introdugdo: A incidéncia de tumores adrenocorticais em criangas €
particularmente elevada nas regides sudeste e sul do Brasil, correlacionando-
se com a ocorréncia da mutagdo germinativa p.R337H do supressor tumoral
p53, entretanto, o carcinoma adrenocortical € uma neoplasia endocrina maligna
rara em todo o mundo com uma incidéncia aproximada de 0,5 — 2 casos por
milhdo por ano. Esta condicdo é uma doenca heterogénea, apresentando
frequentemente comportamento clinico agressivo e letal. A cascata de
sinalizagdo Wnt € uma via importante de transducdo de sinal em cénceres
humanos e tem sido implicada na tumorigénese adrenocortical. A atividade
desta via de sinalizagdo € dependente da quantidade de [-catenina
citoplasmatica e nuclear. Mutagbes ativadoras no gene da [-catenina
(CTNNB1) foram relatadas em diversas neoplasias humanas. Estudos
demonstraram que mutag¢des no gene CTNNB1 sao os defeitos genéticos mais
frequentemente encontrados em adenomas e em carcinomas adrenocorticais.
O estudo destas mutacbes demonstrou que as alteracbes no gene CTNNB1
localizam-se principalmente exon 3, que codifica a por¢ao amino terminal da 3-
catenina. Objetivos: determinar a ocorréncia e a frequéncia das mutagdes
somaticas no exon 3 do gene CTNNB1. Adicionalmente, determinar a
imunorreatividade de B-catenina e de p53 em tumores adrenocorticais benignos
e malignos de criangas e adultos. Correlacionar os resultados da analise de
mutagcbes génicas e os dados de imunorreatividade com as caracteristicas
hormonais, a mutagcédo p.R337H do p53, o diagndstico histolégico e a evolugao
dos tumores adrenocorticais de criancas e adultos. Métodos: Neste estudo, a
analise de imunohistoquimica para B-catenina e p53 foi realizada em 103
tumores adrenocorticais benignos e malignos (40 criancas e 63 adultos),
estando as amostras histologicas alocadas em micromatriz tecidual (TMA). A
pesquisa de mutagbes no exon 3 do gene CTNNB1 foi determinada por
sequenciamento automatico em 64 tumores adrenocorticais. Resultados: a
imunorreatividade para B-catenina em citoplasma e/ou nucleo foi evidenciada
de maneira similar nos tumores adrenocorticais benignos e malignos de
criancas e de adultos (15% e 23,8%, respectivamente). O percentual das
células neoplasicas imunorreativas para -catenina em citoplasma e/ou nucleo



ndo foi significativamente diferente entre os tumores clinicamente benignos e
malignos pediatricos (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 sindrome enddécrina causada pelo perfil de
secre¢ao hormonal foi similar entre os tumores adrenocorticais com presenca
ou auséncia de acumulo citoplasmatico e/ou nuclear de 3-catenina em criangas
e adultos. A associacao entre acumulo anormal de B-catenina e diminuicdo de
sobrevida foi avaliada nos pacientes adultos portadores de carcinomas
adrenocorticais isoladamente (n=25), sendo observada na curva de Kaplan-
Meier uma tendéncia de significancia (log-rank p=0,07). A analise do gene
CTNNB1 revelou mutacbes somaticas em heterozigose em 10 tumores
adrenocorticais (4 criangas e 6 adultos). As muta¢gdes encontradas no gene
CTNNB1 foram, sobretudo do tipo missense (p.Serd45Pro, p.Ser45Phe,
p.Asp32Asn, p.Prod44Ala_Ser45Pro; p.His36GIn_Ser37Lys). Outras mutagdes
encontradas compreenderam: a insercdo de um Unico nucleotideo
(p.E9GfsX14), dando origem a uma desvio de leitura do exon 3; além da
delecdo dos trés nucleotideos do cdédon 45 (p.Serd45del). Todos os tumores
com mutagdes somaticas no gene CTNNB1 mostraram acumulo anormal para
B-catenina, com excegcdo de um caso. A presenga de alteragbes no gene
CTNNB1 nao se associou ao tamanho do tumor (Teste de Mann-Whitney:
p=0,75), desfecho desfavoravel tanto no grupo pediatrico (log-rank p=0,29)
como no grupo de pacientes adultos (log-rank p=0,77). Todos os pacientes
portadores da mutagdo germinativa do gene TP53 apresentaram
imunorreatividade nuclear de p53 nas células tumorais. Nao foi encontrada
correlacdo entre a presenca de acumulo anormal de [(-catenina e
imunorreatividade nuclear de p53, considerando os grupos de criangas e de
adultos portadores de tumores adrenocorticais. Adicionalmente, nao foi
observada correlagéo entre mutagdes no gene CTNNB1, bem como acumulo
anormal de B-catenina, com a imunorreatividade nuclear de p53 no grupo de
tumores adrenocorticais de pacientes adultos, porém, interessantemente,
avaliando isoladamente o grupo de tumores adrenocorticais pediatricos, foi
observada relacdo entre a presenga de mutagdes no gene CTNNB1 e a
presenca de actumulo nuclear de p53 (X% p=0,009). Conclusdes: Estes dados
confirmam a participagdo da via Wnt na tumorigénese adrenocortical de
criangas e de adultos, que apresenta uma prevaléncia de ativacdo semelhante
entre criancas e adultos. O acumulo citoplasmatico e/ou nuclear de B-catenina
provavelmente € um marcador biolégico de mau progndstico do carcinoma de
adrenocortical de adultos. Adicionalmente, observamos evidéncias de uma
correlagdo positiva entre mutagdes no gene CTNNB1 e acumulo nuclear de
p53 em tumores adrenocorticais pediatricos, confirmando uma possivel relagao
destas duas vias na tumorigénese do cortex da glandula suprarrenal.
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Summary

Lima LO. Study of B-catenin in human adrenocortical tumors [thesis]. Sao
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao 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 B-catenin. Activating
mutations of B-catenin (CTNNB1T) gene have been reported in several human
malignancies. Studies have shown that CTNNB7 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 [3-
catenin. Objectives: to determine the occurrence and frequency of CTNNB1
somatic mutations and the abnormal 3-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 -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 B-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 B-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 B-catenin abnormal accumulation both in pediatric and
adult patients. The association between B-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.His36GIn_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 3 -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 B-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 B-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 B-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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Introducéo 2

1 Introdugao

1.1 Neoplasias adrenocorticais

Os tumores adrenocorticais sao neoplasias comuns, que se apresentam
clinicamente por sindromes relacionadas a secrecdo autbnoma de hormoénios
ou a achados incidentais em exames de imagem abdominal (1-3) A prevaléncia
dos tumores adrenocorticais benignos, que estao entre as neoplasias humanas
mais frequentes, é superior a 4% * 9. A incidéncia destes tumores apresenta
uma distribuicdo bimodal de acordo com a idade 8 Em adultos, a incidéncia
€ maxima por volta da 42 e 52 décadas de vida e em criangas, antes dos cinco
anos de idade . Em todas as faixas etarias estes tumores sdo mais
frequentes no sexo feminino ®'%. O carcinoma adrenocortical, no entanto, é
uma entidade rara. Estima-se que a sua incidéncia seja de 2 casos por milhao
de habitantes por ano em adultos "8 1112,

Em criangas, os tumores adrenocorticais constituem aproximadamente
0,2% de todos os tumores malignos, entretanto sua incidéncia varia de acordo
com a regido geografica © '3, Em nosso meio, existe um particular interesse no
estudo desta neoplasia, uma vez que nas regides Sudeste e Sul do Brasil a
ocorréncia de tumores adrenocorticais em criangas é significativamente mais
elevada do que no restante do mundo. A razdo da incidéncia mais elevada no
Brasil estd associada a presenga de uma unica mutagdo germinativa no gene
TP53 (p.R337H) encontrada na maioria das criancas afetadas " '°. Esta

mutagéo génica altera o dominio de tetramerizagdo da proteina p53, que esta
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localizado entre os aminoacidos 336 e 353, prejudicando a estabilidade do
tetramero ("9,

Registros internacionais para coleta de informagdes sobre tumores
adrenocorticais foram criados ao redor de todo o mundo: o Banco Bioldgico
Europeu de Tumor Adrenal (European Network for the Study of Adrenal -
ENSAT) ¥ e o Registro Internacional de Tumor Adrenocortical Pediatrico (The
International Pediatric Adrenocortical Tumor Registry - IPATCR) ('"). Os dados
destes registros podem ser utilizados para a obtengdo de uma visao global da
doenca e para futuros estudos de vias moleculares e de alteragdes genéticas
relacionadas a tumorigénese com potencial de promover o enriquecimento de
ferramentas diagndsticas com impacto na racionalizagao e na uniformizacao do

tratamento.

1.2 Apresentacgao clinica

A maioria dos tumores adrenocorticais sao produtores de hormdnios em
criangas e a sindrome virilizante é a principal apresentagdo clinica ao
diagnostico neste grupo etario ('8 Em adultos, a suspeita diagndstica também
decorre principalmente de sindromes clinicas relacionadas ao excesso
hormonal. O excesso de glicocorticoide responsavel pela sindrome de Cushing
€ a principal manifestacao e esta presente em 30-40% dos pacientes. Diferente
de adultos, o excesso de glicocorticoide isolado € pouco comum em pacientes

(18, 19

pediatricos ). Uma parcela dos casos de carcinomas € clinicamente nao-

funcionante e a apresentacgao clinica consiste em massa abdominal palpavel e
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em sintomas relacionados ao efeito de massa. O diagndstico tende a ser mais
tardio nestas situacdes. Tumores adrenocorticais nao-funcionantes sao raros
em criancas © 20,

Clinicamente, a presenca de sindromes mistas €& sugestiva de
malignidade 1) Este fato, do ponto de vista hormonal, € caracterizado pelo
acumulo de precursores androgénicos da biossintese do cortisol, sobretudo
sulfato de deidroepiandrosterona (DHEAS) e androstenediona decorrente dos
diversos defeitos enzimaticos relacionados a esteroidogénese em carcinomas.
Classicamente, os portadores de adenomas nao apresentam concentragdes
elevadas de precursores, podendo inclusive apresentar concentragdes

by

reduzidas devido a supressdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH)
hipofisario e a atrofia da glandula suprarrenal contralateral 2,

Raramente tumores adrenocorticais apresentam secre¢ao de estrégeno
ou de aldosterona ®®. Outras manifestacdes incomuns incluem hipoglicemia,

resisténcia insulinica ndo relacionada a secrecdo de glicocorticoides e

policitemia °).

1.3 Diagnéstico

1.3.1 Avaliagao hormonal

A avaliagdo hormonal € imperativa nos pacientes portadores de massa
em topografia da glandula suprarrenal e consiste na investigacdao de
concentracdes elevadas de cortisol, de andrégenos e de seus precursores ou

de estrégeno, além de aldosterona e de catecolaminas (Tabela 1). Esta
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avaliagao é imprescindivel porque por meio dela é possivel confirmar a origem
cortical de um tumor de suprarrenal, bem como sugerir malignidade de acordo
com o perfil de secrecdo hormonal, além disso, a avaliacdo hormonal pré-
operatoria estabelece uma identidade do perfil de secre¢cao tumoral que pode
ser util no seguimento clinico e na identificacdo de recidivas dos pacientes
portadores de carcinoma adrenocortical ?* 2%,

A avaliagdo da excrecao urinaria de metanefrinas € mandatéria para a
exclusao de feocromocitoma visto que uma crise hipertensiva potencialmente
letal pode ser desencadeada pela indugdo anestésica ou pela manipulagao
cirargica do tumor 23 Do mesmo modo, a investigacao da secregao autbnoma
de glicocorticoide, que leva consequentemente a uma atrofia do coértex da
glandula suprarrenal contralateral devido a supresséao hipofisaria do ACTH pelo
hipercortisolismo € indispensavel uma vez que, se ignorada previamente a
resseccao cirurgica podera desencadear insuficiéncia suprarrenal no pos-
operatdrio imediato.

O diagnodstico do hipercortisolismo € confirmado pela elevagao da
concentracdo de cortisol livre em amostra de urina em 24 horas. A
concentracdo do ACTH sérico encontra-se reduzida nesta situagao pelo
mecanismo de retroalimentagdo negativa do cortisol sobre a hipdéfise. Uma
prova mais sensivel para o diagndstico de hipercortisolismo é o teste de
supressao do cortisol plasmatico apos 1 mg de dexametasona > 20,

A avaliacdo laboratorial de sindrome adrenogenital em pacientes
portadores de massa em topografia da glandula suprarrenal inclui medida das

concentragbes de DHEAS, 17-hidroxiprogesterona, androstenediona e
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testosterona total. A avaliagdo da concentracéo sérica de estradiol € reservada
para casos de sindrome feminilizante em pacientes do sexo masculino (25).
Pacientes hipertensos devem ser investigados para hiperaldosteronismo por
meio da medida da concentracdo sérica de aldosterona, além do calculo da

relacdo aldosterona/renina °.

Tabela 1 - Avaliagao laboratorial de massas suprarrenais

Avaliagdao Hormonal

1. Glicocorticoide
1.1. Teste de supressdo com dexametasona (1 mg as 23 horas)
1.2. Excrecgéao urinaria de cortisol livre (urina 24 horas)
1.3. Cortisol salivar (meia-noite)
1.4. Cortisol basal
1.5. ACTH basal
2. Esterdides sexuais e precursores
2.1. DHEAS
2.2. 17-OH-progesterona
2.3. Androstenediona
2.4, Testosterona total
2.5. Estradiol
3. Mineralocorticoide
3.1. Potassio
3.2. Relagao aldosterona/renina
4. Catecolaminas

4.1. Metanefrinas urinarias (urina 24 horas)

DHEAS: sulfato de deidroepiandrosterona
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1.3.2 Alteragoes radiolégicas sugestivas de malignidade

Algumas caracteristicas da imagem radiolégica podem sugerir o
diagnostico de carcinoma adrenocortical. De maneira geral, quanto maior o
tamanho da lesao, maior a possibilidade de um tumor ser maligno. O tamanho
da massa adrenal medido pela tomografia computadorizada (TC) ou pela
ressonancia magnética (RM) é um indicador de malignidade @3 Lesdes
maiores do que 5 cm de diametro tendem a ser carcinomas de suprarrenais ou
lesGes metastaticas 7).

Os carcinomas tendem a apresentar bordas irregulares, contornos
grosseiros e conteudo heterogéneo. Além disso, 30% podem apresentar
calcificagcbes em seu interior, bem como areas cisticas correspondentes a
hemorragia. Qualquer evidéncia de invasao local, bem como a presenga de
metastases linfonodais refor¢ca o diagndstico de carcinoma. Os adenomas, por
sua vez, sao estruturas arredondadas, com bordas lisas e conteudo
homogéneo ?8) Estas lesdes apresentam em geral uma atenuagao radioldgica
menos intensa do que as demais lesbes suprarrenais, sendo inversamente
proporcional ao teor de lipideos intracitoplasmatico @9 Um ponto de corte de
densidade de 10 unidades Hounsfield (HU) foi estabelecido na TC sem
contraste intravenoso para o diagnostico de adenoma adrenocortical com uma
sensibilidade de 71% e especificidade de 98% ©7 %932 Entretanto, até 30% dos
adenomas apresentam densidade superior a 10 HU, caracterizando o adenoma
pobre em lipideos, o que dificulta a diferenciacdo entre estas lesbes e os
tumores suprarrenais malignos ") Nestas situacdes, o diagndstico diferencial

pode ser realizado avaliando-se a densidade apés 60 segundos e 15-30
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minutos da injegcdo de meio de contraste iodado. Tanto as lesdes malignas
quanto os adenomas captam rapidamente o contraste, porém, a queda do sinal
dos adenomas é mais rapida ®3) Portanto, uma reducao no sinal apds 15-30
minutos superior a 40% € altamente sugestiva de adenoma @,

Nao existem evidéncias de superioridade da RM em relacédo a TC na
distincdo de massas suprarrenais benignas e malignas (%) entretanto, a RM é
de grande utilidade para a programacgao cirurgica, uma vez que esta técnica
possui capacidade de avaliacdo multiplanar, permitindo a demonstragado de
invasdo de estruturas vizinhas pelo carcinoma, particularmente da veia cava
inferior %),

A tomografia por emissdo de pdsitrons (PET) com 18-fluodeoxiglicose
(®FDG) é uma ferramenta diagndstica com capacidade de distingdo entre
lesdes potencialmente malignas e benignas dentre os tumores suprarrenais
com caracteristicas radiolégicas indeterminadas. O PET '®FDG possui um
elevado valor preditivo negativo ®4) Todos os carcinomas adrenocorticais
apresentam potencialmente uma captacdo elevada de '®FDG, entretanto a
maioria das metastases para as suprarrenais, feocromocitomas e inclusive
algumas lesdes benignas também demonstram esta caracteristica 5 31 35 36)
O PET "®FDG poderia ajudar a evitar a abordagem cirtirgica desnecessaria de
tumores adrenocorticais ndo produtores de sindromes hormonais em casos
selecionados, porém, € um exame caro e pouco disponivel, dificultando sua
realizacdo na pratica clinica 39

A diferenciagcdo entre adenomas e carcinomas baseado em critérios

radiolégicos € complexa em criangas. Nao ha estudos comparando as técnicas
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de imagem no diagndstico diferencial de massas em topografia das glandulas
suprarrenais na populacéo pediatrica, entretanto, imagens radiolégicas podem
ser uteis em prover informacdes possivelmente relacionadas ao progndstico

como: o tamanho do tumor, invasdo adjacente ou presenga de metastases (19,

37)

1.3.3 Histopatologia

O diagnéstico diferencial das neoplasias adrenocorticais em adenomas e
em carcinomas ainda €& baseado em critérios histologicos. A classificacado
histolégica de Weiss é a mais utilizada e baseia-se em parametros
relacionados & estrutura do tumor, a citologia e a evidéncia de invasdo 4. A
presenca de pelo menos trés de nove achados histolégicos classifica uma
neoplasia de cortex de suprarrenal como carcinoma (Tabela 2) ©% 40
Entretanto, esta classificagado € sujeita a limitagdes relacionadas a dependéncia
de um patologista experiente, a nao reprodutibilidade entre observadores
diferentes ¥ e a imprevisibilidade em casos limitrofes “V. A presenca de
alguns critérios histolégicos (arquitetura difusa, necrose, atipia nuclear, além de
invasao vascular, sinusoidal e capsular) é sujeita a interpretacdes subijetivas,
em termos de presenca e de quantificacado; e eventualmente equivocadas por

inadequacdo da amostra histologica “?).
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Tabela 2 - Critérios histopatoldgicos propostos por Weiss para classificacéo
de tumores adrenocorticais

cers . .. Nota do critério histologico
Critérios histolégicos

0 1

Grau nuclear 1e2 3ed

Mitoses < 5 por 50 campos 400x 2 6 por 50 campos 400x
Mitoses atipicas Ausente Presente
Células claras > 25% < 25%
Arquitetura difusa <33% > 33%
Necrose confluente Ausente Presente
Invasado venosa Ausente Presente
Invasédo sinusoidal Ausente Presente
Invasao capsular Ausente Presente

A presenca de 3 ou mais critérios classifica um tumor adrenocortical como carcinoma. Grau
nuclear & baseado na classificacdo nuclear de Fuhrman. 400x: campo de grande aumento a
microscopia oOptica.

Modificagbes no sistema de Weiss para classificagcdo dos tumores
adrenocorticais foram sugeridas com o objetivo de simplificar e de reduzir a
subjetividade e a variabilidade entre patologistas na interpretagdao de alguns
critérios “?. Aubert e colaboradores % propuseram a eliminagdo dos critérios
de interpretagcao mais dificeis e a utilizagao de cinco critérios para um sistema
de pontuacdo denominado sistema modificado de Weiss: 2 x mitoses + 2 x
presenca de células claras + mitoses atipicas + necrose + invasao capsular.
Cada critério pode apresentar pontuacio zero, se ausente ou um, se presente,
de modo que a pontuagdo de um tumor pode variar de zero a sete (Tabela 3).
Uma pontuacéo igual ou superior a trés classifica um tumor adrenocortical
como carcinoma, assim como na classificagdo histoléogica de Weiss. O valor

diagndstico deste sistema de classificagdo histolégica foi validado por um
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segundo estudo, porém o sistema de Weiss classico continua sendo o mais

utilizado na pratica clinica 2.

Tabela 3 - Critérios histologicos do sistema modificado de Weiss para
classificagao de tumores adrenocorticais

Nota do critério histolégico

Critérios histolégicos

0 1
Mitoses < 5 por 50 campos 400x 2 6 por 50 campos 400x
Células claras > 25% <25%
Mitoses atipicas Ausente Presente
Necrose confluente Ausente Presente
Invasao capsular Ausente Presente

A férmula: 2 x mitoses + 2 x presenca de células claras + mitoses atipicas + necrose + invasao
capsular fornece a pontuagdo de um tumor adrenocortical que podera variar de zero a sete.
Carcinomas adrenocorticais possuem pontuagdo maior ou igual a 3. 400x: campo de grande
aumento a microscopia Optica.

A presengca de trés ou mais critérios histologicos de Weiss nao é
necessariamente preditor de ma evolugdo em criancas “* *°). O diagndstico
definitivo de carcinoma nesta populacéo € estabelecido de maneira inequivoca
apenas quando ha sinais clinicos ou radiolégicos de disseminagdo da doenga,
ou seja, presenga de invasao de estruturas adjacentes ou de metastases.
Deste modo, optou-se por classificar as massas adrenocorticais de pacientes
pediatricos em clinicamente benignos e malignos. Wieneke e colaboradores “*
observaram que dentre os classicos critérios avaliados pelo sistema de Weiss
apenas necrose, invasao capsular ou vascular, presenca de mitoses atipicas e

contagem de mitoses superior a 15/20 campos de grande aumento est&o

significantemente relacionados a mau progndstico. Além disso, outros
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parametros demonstraram impacto relevante no prognostico: peso do tumor
superior a 400g, tamanho do tumor superior a 10,5 cm, invasao de veia cava e

invasao do tecido adjacente a glandula suprarrenal (Tabela 4).

Tabela 4 - Critérios anatomopatolégicos de mau prognostico de tumores
adrenocorticais pediatricos propostos por Wieneke e colaboradores

Critérios microscépicos e macroscoépicos de malignidade

Peso do tumor > 400 g

Tamanho do tumor > 10,5 cm

Extensao para tecidos ou 6rgaos adjacentes a suprarrenal
Invasao de veia cava

Invasao capsular

Necrose

> 15 mitoses por 20 campos 400x

Mitoses atipicas

400x: campo de grande aumento a microscopia Optica.

Um sistema de classificagdo mais precisa seria de grande utilidade
clinica. Com este objetivo, nos ultimos anos, foram estudados diversos
marcadores imunohistoquimicos, como Ki67 que auxiliam na definicdo de
malignidade, mas até o momento, nenhum deles mostrou-se melhor do que os

48 Marcadores moleculares sdo

parametros anatomopatologicos
ferramentas promissoras para definir diagndstico de malignidade, bem como

para predizer evolucio.
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1.4 Estadiamento

Os carcinomas adrenocorticais possuem um alto risco de recorréncia
apos resseccdo radical. A sobrevida em cinco anos esta entre 15-47% 2.
Apesar do mau prognostico geral dos pacientes portadores de carcinomas
adrenocorticais, existem diferengas na evolugdo clinica destes pacientes,
provavelmente relacionadas ao mecanismo de tumorigénese ¢’ %),

O fator progndstico mais importante € o estadiamento, conforme
proposto por MacFarlane “® e modificado por Sullivan ®?. Estes sistemas de
categorizagao foram revisados pela Unido Internacional Contra o Céancer
(UICC) em conjunto com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), sendo
proposto um novo sistema de classificagcdo dos carcinomas adrenocorticais
baseado no principio: tumor, linfonodo e metastase (TNM) ©V. Nos estadios |
(tumor < 5 cm — TINOMO) e Il (tumor > 5 cm — T2NOMOQ), o tumor esta
confinado aos limites da capsula da glandula suprarrenal. Nos estadios lI
(infiltracdo do tumor de tecido adiposo adjacente a glandula — T3 ou pelo
menos um linfonodo comprometido — N1) e IV (infiltragcdo de tecidos adjacentes
a glandula e linfonodos comprometidos - T3N1, invasdo de 6rgaos — T4 ou
metastases a distancia — M1), a doenca apresenta disseminagao para além dos
limites da glandula, fato que limita as possibilidades de cura cirurgica. Este
modelo de estadiamento foi revisado pelo ENSAT, propondo modificagées na
caracterizagcao do estagio Ill, que passou a ser definido pela presenca de
infiltracdo da neoplasia nos tecidos adjacentes a glandula suprarrenal ou em

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

metastases a distancia (Tabela 5) ©".

Tabela 5 - Estadiamento clinico de carcinomas adrenocoticais

Estagio Macfarlane Sullivan ENSAT
I T1, NO, MO T1, NO, MO T1, NO, MO
Il T2, NO, MO T2, NO, MO T2, NO, MO
" T3, NO, MO ou T3,NO, MOou  T3-4, NO, MO ou
T1-3, N1, MO (Linfonodos méveis) T1-3, N1, MO T1-4, N1, MO
v M?lzi::?oer:o-lc-j’ozl li)?gjs) c;r:aquJerl\{ll'o I\O/Iu1 Qualquer T, M1

T1: tumor < 5 cm; T2: tumor > 5 cm; T3: infiltracdo de tecidos adjacentes; T4: invasao tumoral
de 6rgaos adjacentes ou trombose venosa tumoral; NO: auséncia de infiltragao linfonodal; N1:
presenca de infiltragcdo linfonodal; MO: auséncia de metastase a distancia; M1: presenca de
metastase a distancia.

A deteccao precoce de metastases € realizada a partir de investigagao
pré-operatoria cuidadosa com métodos de imagem. Os locais mais frequentes
de metastase do carcinoma adrenocortical sdo figado e pulmdes an,
Infelizmente, cerca de 40%-70% dos casos encontram-se nos estadios lll e IV
ao diagnostico, embora séries mais recentes tenham mostrado tendéncia a um
diagndstico em estadios mais precoces, provavelmente pela maior

disponibilidade e melhor qualidade técnica dos exames de imagem (" 1252.53),
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1.5 Tratamento

O tratamento cirdrgico € a unica modalidade terapéutica que
inequivocamente possui impacto positivo na sobrevida ©. A abordagem
cirurgica transabdominal ou toracoabdominal é recomendada para os tumores
suspeitos de malignidade. Carcinomas invasivos ou aderentes a estruturas
vizinhas requerem excisdo cirurgica em bloco de rim, bago, além de realizagao
conjunta de hepatectomia ou de pancreatectomia parcial em alguns casos ",
A resseccgao cirurgica completa é possivel para a maioria dos pacientes nos
estagios |[-lll, porém uma proporgdo expressiva dos casos apresentara
metastases. Em 202 pacientes portadores de carcinoma adrenocortical, 40%
desenvolveram metastases em dois anos (27% dos pacientes em estagio |,
46% dos pacientes em estagio Il e 63% dos pacientes no estagio I11) 2. A
reabordagem cirurgica de recorréncias locais ou de doenga metastatica inicial €
uma opc¢ao terapéutica aceitavel, estando associada ao aumento de sobrevida
em estudos retrospectivos ©% %%,

O agente adrenolitico mitotane (o0,p’DDD) é capaz de promover controle
do excesso de producado hormonal em cerca de 75% dos pacientes adultos
submetidos ao tratamento com esta droga, porém a regressdo tumoral foi
observada em uma parcela significativamente menor dos casos % %0 A
concentracdo sérica de mitotane de pelo menos 14 mg/L parece estar
relacionada a maior resposta do tumor a terapia, entretanto os efeitos
colaterais desta droga, principalmente gastrointestinais e neuroldgicos,

dificultam a aderéncia e a continuidade do tratamento % 29,
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O mitotane exerce efeito citotoxico especifico nas células
adrenocorticais, resultando em degeneracado focal das zonas fasciculada e
reticular, sendo necessaria, deste modo, a associagdo terapéutica com

glicocorticoide © 5.

Em pacientes portadores de carcinoma adrenocortical
residual, apresentando hiperproducgao de cortisol, a reposi¢ao de glicocorticoide
€ iniciada apenas quando o hipercortisolismo € controlado com o uso de
mitotane associado ou n&o a drogas inibidoras da esteroidogénese 4 26:57),

Em pacientes que apresentam recorréncia ou progressao tumoral em
uso da terapia adjuvante com mitotane em nivel sérico de 14 mg/L ou que
apresentem efeitos colaterais severos desta droga, um regime de quimioterapia
citotéxica pode ser proposto como tratamento ®8)- o protocolo proposto por
Berruti (cisplatina, etoposide e doxorrubucina) associado ao mitotane, ou
estreptozocina associado ao mitotane (.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 quimioterapico
com cisplatina, etoposide e doxorrubucina em associacdo ao mitotane
apresentaram um maior indice de resposta. Entretanto, a sobrevida foi

g (24-26

semelhante entre os dois grupo ). demonstrando carater apenas paliativo

do tratamento ©.
Nos ultimos anos, o conhecimento das alteragcbes genéticas
relacionadas ao desenvolvimento e a progressdao dos carcinomas

adrenocorticais tornou possivel a identificacdo de potenciais alvos terapéuticos.

A hiper-regulacéo da via dos fatores de crescimento semelhantes a insulina
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(IGF) é um dos principais eventos relacionados ao carcinoma adrenocortical (5°-

63) Antagonistas do receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo
1 (IGF1R) causam inibicdo dose-dependente significante do crescimento em
linhagens celulares de carcinomas adrenocorticais, além disso, quando
empregados em conjunto com o mitotane, promovem inibicdo mais importante

r 64, Recentemente, estudos fase | demonstraram a

do crescimento celula
eficacia do figitumumab, um anticorpo monoclonal, e do linsitinib (OSI-906), um
inibidor de tirosina quinase, ambos direcionados contra o IGF1R, na indugao de
resposta tumoral parcial em 57% e 33% dos pacientes, respectivamente * 29,
O estudo fase lll, placebo-controlado, duplo-cego randomizado GALACCTIC
selecionou 138 pacientes para a avaliagcdo da eficacia do linsitinib em
portadores de carcinoma adrenocortical localmente avangado ou metastatico e
a publicacdo dos resultados & prevista para 2014 9.

O carcinoma adrenocortical € uma doenga complexa associada a
multiplos defeitos genéticos que culminam em alteragdes em diversas vias de
sinalizagcdo. Estudos recentes de transcriptoma identificaram marcadores
moleculares capazes de discriminar subtipos agressivos de carcinoma
adrenocortical, entretanto a identificacdo de marcadores progndsticos e de
potenciais alvos terapéuticos ainda sédo objetos de estudo. Neste cenario,
considerando a heterogeneidade e a agressividade desta patologia, o
conhecimento do papel de vias de sinalizagdo no processo de tumorigénese

adrenocortical, bem como o desenvolvimento de terapéutica relacionada a

estas vias acende discussdes a respeito do uso combinado destas terapéuticas
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com inibidores do IGF1R e uma provavel maior eficacia desta modalidade de

tratamento em comparagao ao bloqueio isolado de uma via.

1.6 Fisiopatologia e alteragc6es genéticas

O fenotipo tumoral é determinado pela combinagao de varias alteragdes
moleculares. Estas alteracdes conferem as células neoplasicas habilidades que
as tornam capazes de se desvencilhar de mecanismos antitumorais inatos do
organismo como: autossuficiéncia de sinais proliferativos, insensibilidade aos
sinais anti-proliferativos, escape dos mecanismos pré-apoptoticos, potencial
replicativo ilimitado, angiogénese sustentada e capacidade de invasédo e
disseminaco a distancia ©% ).

A compreensao do mecanismo geral de tumorigénese adrenocortical é
importante para promover avangos no diagnostico, na avaliagdo progndstica e
no tratamento. Embora o processo de tumorigénese adrenocortical ainda nao
esteja completamente esclarecido, na ultima década diversos estudos
importantes ajudaram a elucidar parcialmente os fendbmenos moleculares
envolvidos no processo de formagao tumoral adrenocortical. Uma parcela
destes avangos provém do estudo de sindromes genéticas raras em que o
carcinoma adrenocortical € uma das manifestagdes (14 1% 67-70)

A ocorréncia do carcinoma adrenocortical em individuos portadores das
sindromes de Li-Fraumeni e de Beckwith-Wiedemann motivou o interesse no

papel de mutagdes inativadoras do gene supressor tumoral TP53 e de

alteragdes genéticas e epigenéticas na regido cromossémica 11p15,
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culminando na hiperexpressao de IGF2, na patogénese dos carcinomas
adrenocorticais, respectivamente. Os genes implicados na etiologia destas
sindromes genéticas estdo bem caracterizados e s&o potenciais alvos para o
desenvolvimento de novas armas terapéuticas. Mais recentemente, estudos do
perfil de expressdao génica de carcinomas adrenocorticais trouxeram

progressos na compreensao desta doenga agressiva e muitas vezes letal.

1.6.1 TP53

Mutagdes no gene supressor tumoral TP53, localizado no locus 17p13,
relacionam-se a tumorigénese adrenocortical. Este gene codifica a proteina
p53, que possui papel central e bem estabelecido de interromper o ciclo celular

2 Este € um dos

e induzir apoptose em situagdes de dano ao DNA "
mecanismos moleculares mais importantes na defesa contra alteragcbes
genéticas que possam desencadear tumores.

A sindrome de Li-Fraumeni (LFS - OMIM #151623) € uma sindrome
familial que apresenta heranga autossémica dominante e os portadores da
sindrome apresentam predisposicdo a diversos tumores incluindo sarcoma
0sseo e de tecidos moles, cancer de mama, tumor cerebral, leucemia e
carcinoma adrenocortical. Esta sindrome parece estar associada

principalmente a mutagdes germinativas no gene TP53 3 74)

Mutacdes
germinativas do TP53 sido também frequentemente associadas a tumores
adrenocorticais pediatricos em individuos nido portadores da sindrome de Li-

Fraumeni. Dados americanos e europeus indicam que 50%-80% das criangas
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com diagnédstico de tumores adrenocorticais sdo portadoras de mutagdes
germinativas do TP53 (5 76).

Nas regides Sudeste e Sul do Brasil, foi identificada uma mutagao
especifica do TP53 (p.R337H) em 70%-90% dos casos de tumores

(1415 Esta mutagdo encontra-se no dominio de

adrenocorticais pediatricos
tetramerizacdo da p53, que esta localizada fora da regido de hot spot
classicamente relacionada a sindrome de Li-Fraumeni e ao desenvolvimento
de neoplasias malignas ("4 1% 7778,

Estudos funcionais demonstraram que o alelo mutante possui agao
semelhante a do subtipo selvagem em condicdes fisioldgicas (") Entretanto, o
residuo de arginina da posicdo 337 da proteina p53 participa da estabilizagao
da estrutura quaternaria da proteina. A substituicdo deste residuo de arginina
pela histidina na posi¢cao 337 (p.R337H) impede a estabilizacdo de maneira pH
dependente "® &) Em pH elevado, a formac&o de tetrameros é prejudicada e a
atividade supressora tumoral € diminuida.

Sabe-se que apds o nascimento a zona fetal da glandula suprarrenal
involui rapidamente, demandando uma intensa atividade apoptotica. Estas
células apoptoéticas apresentam um aumento de pH (pH~7,9) e durante o
desenvolvimento desta glandula, esta alteragdo de pH podera contribuir para a
desestabilizacdo do dominio de tetramerizacdo do p53 mutante p.R337H com
consequente perda da atividade supressora de tumor desta proteina. Desta

maneira, hipotetizou-se que os tumores adrenocorticais pediatricos sao

derivados da zona fetal em decorréncia de um processo de apoptose
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defeituoso, justificando o primeiro pico de incidéncia dos tumores
adrenocorticais nos primeiros anos de vida (1880,

Classicamente, o modelo de inativacdo 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 presenca de mutagdes
inativadoras germinativas ou somaticas, um segundo evento molecular devera
ser responsavel pela inativagcdo do segundo alelo. Esta segunda alteragao
podera ser uma nova mutacgao inativadora, alteragdes epigenéticas ou perda de
heterozigozidade. Assim, a perda do alelo selvagem representaria o segundo
dano ®" e é crucial para o desenvolvimento deste tipo de tumor ©% &) Em
criancas, onde a mutacado p.R337H foi mais frequente, ndo houve associagao

direta com grau de malignidade ou com o prognéstico destes pacientes (4 1*

84)
A perda de heterozigozidade (LOH) da regidao 17p13 correlaciona-se
com a classificagao histologica de Weiss e parece ser preditor de recorréncia

| 85

apods ressecgao tumora ). Esta alteracdo molecular € encontrada em cerca

de 85% de carcinomas adrenocorticais, apresentando uma prevaléncia

significativamente menor em adenomas ©” %)

Esta discrepancia entre a
frequéncia de mutagdes somaticas do gene TP53 e de LOH da regido 17p13
pode estar relacionada a existéncia de outro gene supressor tumoral nesta
regiao.

Mutagbes somaticas do gene TP53 estdo presentes em cerca de 50%
dos canceres humanos ®®. Estudos mostram que 20-70% dos carcinomas

adrenocorticais esporadicos apresentam mutacdes somaticas do TP53 ©789)
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Estas mutagdes sdo comumente observadas em tumores maiores e com
estadios mais avangados ®) A analise imunohistoquimica mostra acumulo

nuclear da proteina p53 em tumores portadores de mutagdes (89),

1.6.2 A via de sinalizagao Wnt

A via de sinalizagdo da glicoproteina Wnt (wingless-type mouse
mammary tumor virus integration site member) é conservada entre as espécies
e participa da regulagdo da proliferacdo e do desenvolvimento celular no

®0-92) 'O nome desta glicoproteina ativadora deriva do

periodo embrionario
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 embrionario de uma forma

mutante de Drosophila_melanogaster com auséncia 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 ortdlogos. A
nomenclatura Wnt deriva da formagao de um acrénimo entre wg e int 1 (°0),

A atividade desta via de sinalizacdo € dependente da quantidade
citoplasmatica e nuclear de B-catenina ©® ! %) A cascata de sinalizagdo Wnt
participa do desenvolvimento embrionario e da manutengcao da homeostase de

g (38,90, 91)

tecidos maduro , regulando processos celulares importantes como:

proliferacdo, diferenciacdo, adesao, motilidade, sobrevivéncia e apoptose
celular V.

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

ativacao transcricional e, além disso, possui acdo de proteina adaptadora
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estrutural, ligando as caderinas presentes na membrana citoplasmatica a actina

o (9497

do citoesquelet ). Deste modo, a B-catenina é uma proteina que participa

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

(65)

Membrana citoplasmatica

h—

a-catenina

__/“T;/’I |
~ / I|
/ \

|

/|

|

Citoesqueleto

GSK3p

Ciloplasima

Transcricdo

Nucleo

Figura 1 - Localizacdo subcelular da B-catenina. Membrana celular: a B-
catenina participa da adesao intercelular por meio da interacdo com
a porgao intracitoplasmatica da caderina. Citoplasma e/ou nucleo: a
ativagdo da via Wnt inibe a degradacédo proteossébmica da -
catenina, que se acumula no citoplasma, podendo migrar para o
nucleo celular onde atua como coativador transcricional. Fz,
Frizzeled; LRP5/6; receptor relacionado a lipoproteina de baixa
densidade; Dvl, Disheveled; APC, adenomatous polyposis coli;
GSK-3pB; quinase glicogénio sintase 3B; CK-1a, quinase caseina
1a); TCF, fator de células T
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O papel de sinalizador da B-catenina € desempenhado por meio da
ativacao de genes especificos no nucleo celular 8 A quantidade de 3-catenina
citoplasmatica € mantida em concentragdes reduzidas por meio da sua
continua degradagdo, que € regulada por um complexo com multiplas
proteinas, contendo axis inhibition protein (AXIN), adenomatous poliposis coli
(APC), quinase glicogénio sintase-3B (GSK-3B) e caseina quinase-1a (CK-1a)
(Figura 2A). Na auséncia da ativacdo da sinalizacdo Wnt, a B-catenina
citoplasmatica forma um complexo com as proteinas de ancoragem APC e
Axin, facilitando a fosforilacdo de residuos de serina/treonina localizados na
porcdo amino-terminal da [B-catenina, causando sua consequente destruicao
proteossémica. A ativacdo da via Wnt estabiliza a B-catenina citoplasmatica.
Esta via de sinalizagédo € iniciada pela ligagdo da proteina Wnt ao complexo
formado por um receptor com sete dominios transmembrana denominado
Frizzled (Fz) e um co-receptor, o receptor relacionado a proteina de baixa
densidade (LRP 5 ou 6). A dimerizagao do receptor ativa a proteina Disheveled
(Dvl) que promove a inativacdo da GSK-3B e, em ultima analise, impede a
degradacao da [(B-catenina que migra para o nucleo celular, onde desempenha
a fungao de ativador transcricional (Figura 2B) ©".

A cascata de sinalizagao do Wnt € uma via importante de transducgao de

sinal em canceres humanos % 92

). A atividade desta via de sinalizagao é
dependente da quantidade de B-catenina citoplasmatica e nuclear 8 91 92
Mutacbes ativadoras no gene da B-catenina (CTNNB1) foram relatadas em

diversos canceres humanos como cancer de colon, carcinoma hepatocelular,

cancer gastrico, melanoma e carcinoma adrenocortical " % V. O estudo
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destas mutagdes génicas demonstrou que as neoplasias malignas associadas
a alteragdes no gene CTNNB1 decorrem de alteragdes localizadas na porgao
amino terminal da B-catenina, especificamente nos residuos de serina e de
treonina dos codons 33, 37, 41 e 45, responsaveis pela fosforilagdo e
degradacéao proteossdémica da proteina ®0) 0 exon 3 do gene CTNNB1 codifica
a porcao amino-terminal da B-catenina e os cédons 33, 37, 41 e 45, que

representam areas de alta frequéncia de mutagdes em diversos canceres (%0)

A LRP5/6 Fz B @
[ =

| — Sz —

|
Citoplasma %

/ B-catenina

o
050 i .
000 Degradacéo da -catenina /
=
groucho I Represséo @ Alivacéio

— —
CCIT T

T T

Genes alvo da via Wnt Genes alvo da via Wnt
Nicleo Groucho

Figura 2 - A cascata de sinalizagcdo Wnt. A) Na auséncia da proteina Wnt, a
B-catenina ira ligar-se ao complexo protéico formado pela Axin,
APC, GSK-3B e CK-1a e sera fosforilada pela GSK-33 e CK-1a na
sua porgao amino-terminal, resultando em destruigdo. B) A proteina
Wnt liga-se ao receptor Fz e ao co-receptor LRP5/6 e estes
receptores medeiam a sinalizagcdo intracelular. GSK-3B ¢é inibida
pela Dvl ativada, impedindo a fosforilagdo da [B-catenina. A (-
catenina acumula-se no citoplasma, migrando para o nucleo. No
nucleo celular a B-catenina ira liberar o fator repressor Groucho,
liberando a transcricdo de genes alvo. Fz, Frizzeled; LRPS/6;
receptor relacionado a lipoproteina de baixa densidade; Duvl,
Disheveled; APC, adenomatous polyposis coli; GSK-3[3; quinase
glicogénio sintase 33; CK-1a, quinase caseina 1a); TCF, fator de
células T (J Pharmacol Sci 2007;104: 293-302.)
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1.6.3 Alteracao da via Wnt em tumores adrenocorticais

A expressao génica ativada pela B-catenina € normalmente observada
nos processos de desenvolvimento e metabolismo celular. Entretanto, o
acumulo aberrante da B-catenina em citoplasma e nucleo celular precipitara
uma hiperativacdo da via Wnt, gerando alteragcdes fenotipicas celulares. Estas
acdes caracterizam a B-catenina como produto de um oncogene, que participa
da iniciagcao e progressao neoplasica N A hiperatividade da via Wnt promove
a expressdo de genes como o oncogene da mielocitomatose (MYC) ®D um
proto-oncogene que participa de diversos processos celulares como divisao,
crescimento, apoptose, além da proliferacdo e da renovagao de células
progenitoras; e do gene Cyclin D1 que age como regulador positivo do ciclo
celular. Nas células tumorais, os genes que codificam proteinas que alteram
diretamente o ciclo celular estdao frequentemente alterados e dentre estes, o
gene Cyclin D1 é fortemente implicado na tumorigénese ©8) A caracterizagao
de outros alvos transcricionais que estdo sob o controle da via Wnt/p3-catenina
€ importante para uma melhor compreensao desta via e, consequentemente,
para a pesquisa e o desenvolvimento de terapéuticas eficazes.

Uma maior prevaléncia de massas suprarrenais foi demonstrada em

individuos portadores de polipose adenomatosa familial em comparacdo a

| (99 (100

populagdo gera ). Smith e colaboradores ) estimaram uma prevaléncia
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 € uma

condicdo autossbmica dominante caracterizada pelo desenvolvimento
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progressivo de pdlipos adenomatosos no coélon e no reto com potencial
capacidade de transformagdo maligna em 100% dos casos ainda em idade
jovem (190 Os pacientes portadores de polipose adenomatosa coldnica familial
apresentam alteragdes no gene adenomatous polyposis coli (APC) localizado

q (22,23

Nno cromossomo 5q2 ) Este gene participa da cascata de sinalizagado da

proteina Wnt, uma glicoproteina responsavel pela regulacéo da proliferagao e
do desenvolvimento celular no periodo embrionario %92 101

Alguns estudos mostraram mutacgdes ativadoras da B-catenina tanto em
adenomas como em carcinomas adrenocorticais, inclusive no modelo de
linhagem celular de carcinoma adrenocortical H295R (192 199 Estas mutacoes
envolvem os residuos de serina e treonina relacionados ao sitio de fosforilagéo
e a destruicdo da proteina (192103,

Na analise de uma série de 39 tumores adrenocorticais de pacientes
adultos, Tissier e colaboradores (102) Jemonstraram a ocorréncia de mutacgdes
no gene CTNNB1 em 7 de 26 adenomas (27%) e em 4 de 13 carcinomas
(31%). Neste estudo, mutacdes do CTNNB1 foram identificadas mais
frequentemente nos tumores adrenocorticais ndo funcionantes. Além disso,
estas mutacbes foram consideradas como um evento comum inicial da
tumorigénese adrenocortical. Entretanto, um estudo posterior envolvendo 37
pacientes adultos portadores de tumores adrenocorticais (33 adenomas e 4
carcinomas) investigou mutagdes nos exons 3 e 5 do gene da B-catenina (29),
Foram identificadas alteragbes apenas no exon 3 do gene CTNNB1 em 5 dos

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

e 1 ndo funcionante, sugerindo que mutacdées neste gene poderiam também



Introducéo 28

estar implicadas na tumorigénese dos adenomas funcionantes. Nao foram
evidenciadas mutagbes no gene CTNNB1l em carcinomas adrenocorticais
neste estudo, entretanto o numero de tumores malignos estudados foi
reduzido, ndo permitindo conclusdes definitivas (1%%.

Estudos mais recentes em pacientes adultos apresentaram uma
prevaléncia de acumulo anormal de B-catenina, bem como de mutagcdes no
gene CTNNB1 menor do que a anteriormente relatada em carcinomas

adrenocorticais #7194

, além disso, o acumulo nuclear de [(-catenina foi
relacionado a uma pior evoluggo (1%,

A avaliagdo de uma série de pacientes pediatricos demonstrou a
ocorréncia de mutagdes somaticas no gene CTNNB1 em quatro de 62 tecidos
tumorais adrenocorticais (6%) '°). Entretanto, a avaliagdo imunohistoquimica
de 24 amostras histolégicas demonstrou acumulo de 3-catenina em citoplasma
e/ou nucleo em 17 amostras de tumores adrenocorticais. (71%). Neste estudo,

nao houve associacado entre a presenga de acumulo anormal de B-catenina e

pior evolugao clinica como previamente relatado na populacéo adulta (104),

1.6.4 A sinalizagao Wnt e o TP53

Em situacgdes fisioldgicas, a concentragdo da proteina p53 é reduzida
devido a sua continua degradacao A inativacdo e a destruicdo da proteina
p53 é dependente, principalmente, do produto protéico do gene Murine double
minute 2 (MDM2). A ligagdo desta oncoproteina ao dominio de transativagao
na por¢cao amino terminal da p53 interfere na sua atividade transcricional e

facilita a destruicdo proteossémica desta proteina. Em paralelo, 0 MDM2 é um
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alvo transcricional do gene TP53, promovendo, deste modo, a formagao de

uma alga auto regulatéria (Figura 3) 7.

/ Transcricic .
Doeminio
[d. Iigack] e ]
op do p53
T ! -

Proteina Mdm2
D Gsne MOMZ (I

Figura 3 - Alga auto regulatoria p53 - Mdm2. A proteina Mdm2 liga-se ao p53
e o inativa por dois mecanismos distintos: bloqueio fisiolégico da
atividade transcricional do p53 e promocdo da ubiquitinagcdo e
posterior degradacédo proteossémica. O p53 por sua vez, regula
positivamente a expressao do gene MDM2. Mdm2: murine double
minute 2 (Cell Death and Differentiation 10:431-442, 2003)

Diversas situagbes de estresse celular promovem a ativagcdo do p53,
levando ao acumulo nuclear de moléculas estaveis e biologicamente ativas
capazes de promover o reparo ao DNA ou eliminar a célula afetada da
populacdo de replicagao (108) A B-catenina, aparentemente, promove o
bloqueio da destruicdo da proteina p53 mediada pela Mdm2. Desta maneira,
em situagdes de acumulo anormal de B-catenina, uma maior concentracédo da

proteina p53 sera observada, pela consequente inibicdo da sua degradagao.
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Adicionalmente, a proteina p53 dispara um mecanismo protetor provavelmente
relacionado ao aumento da degradacéo [B-catenina e inibicdo do ciclo celular

(Figura 4) (196107,

Mo )
l
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Ativo / Inativo
Inativo

Ativo

Alteracdo genémica \

Supressao fumoral

Figura 4 - Acumulo nuclear de p53 mediado pela B-catenina e a alga auto-
regulatoria B-catenina — p53. O estimulo mitogénico da B-catenina
ira promover o aumento da expressdo do gene ARF. A proteina
ARF inibe a degradacdo do p53. A proteina p53 reduz a
concentracao de B-catenina transcricionalmente ativa
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A ativacao aberrante de um oncogene constitui uma ameaga de
iniciacao tumoral iminente. A habilidade do p53 em promover uma resposta
inibitéria a esta ameaca é a chave da sua acao supressora tumoral ("2) Sadot e
colaboradores '°® demonstraram que o aumento da expressao da proteina p53
selvagem reduz a concentragdo de [(-catenina ativa. Por outro lado, em
situagbes de mutagdes inativadoras ou de delegbes do gene TP53, a f-
catenina é permitida a exercer os seus efeitos oncogénicos livremente. Desta
maneira, poderiamos hipotetizar que a ocorréncia simultdnea de alteracdes
genéticas no proto-oncogene CTNNB1, bem como no gene supressor tumoral

TP53 seriam sinérgicas no processo de tumorigénese.

Entretanto, Ragazzon e colaboradores “”) estudaram uma coorte de 51
carcinomas adrenocorticais e demonstraram que mutagbes somaticas nos
genes CTNNB1, bem como no TP53 sdo mutuamente independentes, sendo
encontradas exclusivamente no grupo de carcinomas com comportamento
agressivo, sendo possivel uma subclassificagdo deste grupo baseado na
ocorréncia destas alteragbes génicas. A avaliagdo do perfil de expresséo
génica do subgrupo de carcinomas com mutagdes nos genes TP53 e CTNNB1
demonstrou alteragdes de expressado de genes relacionados as vias do p53 e
da B-catenina, respectivamente, demonstrando um mecanismo de
tumorigénese diferente nestes subgrupos de carcinomas adrenocorticais com
pior evoluc&o clinica ©°.

Na avaliagdo de uma série de 62 tumores adrenocorticais de pacientes
pediatricos, Leal e colaboradores ('° relataram a ocorréncia de mutagdes no

gene CTNNB1 em apenas quatro destes tumores (6%). Todas as mutagdes no
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gene CTNNB1 foram encontradas em tecidos tumorais de pacientes portadores
da mutagdo germinativa p.R337H do p53. Neste estudo, trés dos pacientes
portadores de mutacdées no gene CTNNB1 evoluiram com desfecho fatal,
porém a amostra reduzida do grupo de pacientes portadores de mutagdées no
gene CTNNB1 impede conclusdes definitivas.

O papel da B-catenina na tumorigénese adrenocortical de brasileiros e a
sua relacdo com a mutagao p.R337H do p53 nao foram ainda completamente

esclarecidos e necessitam de confirmacgao em outros estudos.
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2

Objetivos

Determinar a imunoexpressdo da [(-catenina em um grupo de tumores
adrenocorticais benignos e malignos diagnosticados em adultos e

criangas.

Evidenciar a presenca e a frequéncia de mutagdes no exon 3 do gene

CTNNB1.

Determinar a imunoexpressdao do p53 e a presenga da mutagao
germinativa p.R337H e correlacionar com o acumulo
citoplasmatico/nuclear de B-catenina e com a presenca de mutagdes do

gene CTNNB1.

Correlacionar o acumulo citoplasmatico/nuclear de B-catenina com as
caracteristicas hormonais, o diagndstico histolégico, os dados evolutivos e

o perfil molecular dos tumores adrenocorticais.



3 Pacientes e Métodos
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3 Pacientes e Métodos

3.1 Consideracoes éticas

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa — CAPPesq, da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (processo n°
0329/10). Apos consentimento informado escrito, obtivemos amostra de tecido
tumoral dos pacientes. As avaliagbes hormonais e os estudos moleculares
foram realizados no Laboratorio de Horménios e Genética Molecular/LIM 42,
Divisdo de Endocrinologia e Metabologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP). A
construgdo da micromatriz tecidual (TMA) e a avaliagdo imunohistoquimica das
amostras tumorais foram realizadas no Laboratorio de Patologia Hepatica/LIM

14 da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

3.2 Pacientes

Os pacientes incluidos neste estudo foram submetidos a avaliagéo
hormonal e radioldgica (ultrassonografia, tomografia computadorizada e/ou
ressonancia magnética) para o diagndstico e estadiamento de tumor
adrenocortical. A avaliagdo hormonal constou da determinagdo do cortisol
urinario em amostras de 24 horas, da avaliagdo da supressao do cortisol sérico

apos 1 mg de dexametasona, da mensuragado das concentragcdes plasmaticas
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de ACTH, androgenos (testosterona, androstenediona, DHEA e sulfato de
DHEA), precursores esteroidais (17-hidroxiprogesterona e 11-deoxicortisol),
estradiol, aldosterona e da atividade plasmatica de renina para classificagao do
tumor adrenocortical.

As variaveis clinicas: sexo, idade ao diagndstico, assim como o tamanho
do tumor adrenocortical, o estadiamento e a evolugdo clinica pds-cirurgica
foram avaliadas. Os tumores adrenocorticais de pacientes adultos foram
classificados segundo os critérios histopatolégicos de Weiss em adenomas
(escore de Weiss < 3) e em carcinomas (escore de Weiss = 3), entretanto no
grupo pediatrico classificamos os tumores em benignos e malignos segundo o
estadiamento ao diagndstico (lll ou 1V) e/ou segundo a evolugao clinica, uma
vez que os critérios histopatologicos de Weiss ndo sao preditivos de
malignidade neste grupo etario 4.

A avaliagao imunohistoquimica em TMA para as proteinas B-catenina e
p53 foi realizada no Laboratério de Patologia Hepatica/LIM 14 da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (campus Sao Paulo). Cento e trés
casos de tumores adrenocorticais (40 criangas e 63 adultos) acompanhados no
HCFMUSP foram selecionados retrospectivamente, no periodo de 1979 a
2007. As caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes encontram-se
nas Tabelas 6 e 7. As distribuicbes dos pacientes do grupo pediatrico e do
grupo adulto segundo a sindrome enddcrina estao representadas nas Figuras 5

e 6, respectivamente.
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Tabela 6 - Caracteristicas dos  pacientes portadores de tumores

adrenocorticais do grupo pediatrico

Clinicamente

Clinicamente

Criangas benignos malignos
(n: 40) (n: 32) (n: 8)
Idade (anos, mediana) 2,2(0,5-17) 4,5 (0,5 -15)
Sexo (feminino: masculino) 2,1:1 1,6: 1
Sindrome enddcrina (numero de casos/frequéncia %)

Sindrome de Cushing 3/9,4 -

Sindrome virilizante 25/78,1 4/50

Sindrome mista 3/9,4 4/50

Sindrome feminilizante 1/3,1 -
Estadiamento — MacFarlane (frequéncia %)

I 62,5 -

Il 37,5 12,5

1] - 62,5

\Y - 25
Tamanho tumoral (cm, média) 52(1,5-15) 11,3 (6 - 21)

Tempo de seguimento (meses, mediana)

117,5 (18 - 264)

48,3 (15,3 - 127,9)

n: numero de casos.

Sindrome
feminilizante
3%

Sindrome
mista
17%

Sindrome de
Cushing
8%

Sindrome

virilizante
2%

Figura 5 - Distribuicdo global dos tumores adrenocorticais pediatricos de
acordo com o perfil de secre¢do hormonal
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Tabela 7 - Caracteristicas dos  pacientes  portadores
adrenocorticais do grupo de pacientes adultos

de tumores

Adultos (n: 63) Aiﬁ’:‘grsr;as Ca;ﬁi:"z"s’;‘as
Idade (anos, mediana) 37,6 (21-77) 37,4 (19 - 66)
Sexo (feminino: masculino) 8,25: 1 5,3: 1
Sindrome enddcrina (numero de casos/frequéncia %)
Sindrome de Cushing 24/68,5 8/28,5
Sindrome virilizante 1/2,9 7/25
Sindrome mista 1/2,9 10/35,7
Nao funcionante 9/25,7 3/10,8
Estadiamento — MacFarlane (frequéncia %)
I 71,4 14,3
Il 28,60 42,8
1] 3,6
v 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: nimero de casos.
Sindrome
virilizante
13%

N&o funcionante

19%

Sindrome mista
17%

Figura 6 - Distribuicdo global dos tumores adrenocorticais de pacientes

adultos de acordo com o perfil de secre¢cao hormonal
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Como controles, 6 amostras de tecido de cértex de suprarrenal obtidas
de individuos sem antecedentes de doencas crénicas (1 crianga e 5 adultos)
foram cedidas pelo Instituto Médico Legal do HCFMUSP.

Para a avaliacdo da sequéncia de nucleotideos do gene CTNNBI,
amostras de tecidos tumorais de sessenta e quatro pacientes nao relacionados,
adultos (42 pacientes, 35 do sexo feminino e 7 do sexo masculino) ou criangas
(22 pacientes, 15 do sexo feminino e 7 do sexo masculino) foram obtidas por
ressecgao cirurgica e armazenadas em nitrogénio liquido no Laboratoério de
Horménios e Biologia Molecular/LIM 42 do HCFMUSP. Os dados destes

pacientes estudados estdo resumidos nas Tabelas 8 e 9.
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Tabela 8 - Caracteristicas clinicas dos pacientes pediatricos portadores de tumores adrenocorticais
Sexo Idade Esco:_'e de Estadiamento 1;?:;22;) P[esenga de Sind’rome Seguimento Evolugéo
(anos) Weiss MacFarlane (cm) mutagdo p53 p.R337H  endodcrina (meses)
F 2,3 5 | 3,8 Sim \Y, 74,6 Clinicamente benigno
F 2,1 3 I 4 Sim \% 48 Clinicamente benigno
M 2,2 4 | 4,5 Sim \Y, 123 Clinicamente benigno
F 2,1 1 I 3 Sim \% 84 Clinicamente benigno
F 1,25 5 | 3,7 Nao \Y, 24,8 Clinicamente benigno
F 1 2 I 5 Nao V 26 Clinicamente benigno
M 1,3 1 | 5 Sim \ 144 Clinicamente benigno
F 2,44 0 | 2,5 Sim \ 72,4 Clinicamente benigno
F 1,6 1 | ND Sim \ 1 Clinicamente benigno
F 1,7 0 | 2 ND \Y 96 Clinicamente benigno
F 2,87 3 | 5 Sim \ 167,17 Clinicamente benigno
M 2,6 4 I 2,5 Sim \% 155,8 Clinicamente benigno
M 17 7 Il 9 Nao F 66 Clinicamente benigno
F 0,9 3 Il 6 Sim cv 99 Clinicamente benigno
F 2,5 7 Il 5,2 Sim \ 100,7 Clinicamente benigno
M 2,1 5 Il 6 Sim \% 70,92 Clinicamente benigno
F 2,2 2 Il 7 Nao \ 48 Clinicamente benigno
M 4,88 6 1] 8,5 Sim V 127,97 Clinicamente maligno
F 15 7 v 20 Sim \ 21,5" Clinicamente maligno
M 2,6 7 1] 6 Sim cv 6 Clinicamente maligno
F 9,32 7 [ 6 Nao CVv 15,31 Clinicamente maligno
F 17 8 v 10 ND Ccv 128" Clinicamente maligno
D:

N

dado né&o disponivel. V: sindrome enddcrina virilizante, F: sindrome feminilizante, CV: sindrome enddcrina mista (sindrome de Cushing e sindrome virilizante, T 6bito.
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Tabela 9 - Caracteristicas clinicas dos pacientes adultos portadores de tumores adrenocorticais

Escore de Estadiamento Tamanho Presenc¢a de mutagao Sindrome Seguimento

Sexo  ldade (anos) Weiss MacFarlane tumoral (cm) p53. p.R337H enddcrina (meses) Diagnostico
F 35 1 Il 6 Sim CVv 121,43 Adenoma
F 26 2 I 2,5 ND C 90,97 Adenoma
F 38 2 I 3,5 Nao C 158 Adenoma
F 37 1 I 5 Nao C 54 Adenoma
F 47 1 I 4 Nao C 50 Adenoma
F 41 1 I 1,8 Nao C 57 Adenoma
F 27 0 I 0,7 Nao C 14 Adenoma
F 39 0 I 2,5 ND C 127 Adenoma
F 24 2 I 3 Nao C 72 Adenoma
F 39 1 I 3,5 Nao C 36 Adenoma
F 18 2 I 3,2 ND C 43 Adenoma
F 26 1 Il 55 ND C 20 Adenoma
F 42 2 I 3,5 ND ND ND Adenoma
F 32 2 1l 13 ND V 96 Adenoma
M 45 2 Il 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 25 ND ND ND Adenoma
F 64 1 I 3,5 Nao NF 6 Adenoma

continua

ND: dado n&o disponivel. V: sindrome enddcrina virilizante, C: sindrome de Cushing, CV: sindrome endécrina mista (sindrome de Cushing e sindrome virilizante), NF: ndo
funcionante. T ébito.
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Tabela 9 - Caracteristicas clinicas dos pacientes adultos portadores de tumores adrenocorticais (conclusao)

Escore de Estadiamento Tamanho Presencga de mutagao Sindrome Seguimento

Sexo Idade Weiss MacFarlane tumoral (cm) p53 p.R337H endécrina (meses) Diagnostico
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 Nao 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 v 12 ND NF 121 Carcinoma
F 35 3 I 2,2 Nao CVv 102 Carcinoma
M 30 4 1] 11 Nao NF 121 Carcinoma
F 66 4 Il 6 Nao NF 5 Carcinoma
F 35 6 ] 8 Nao cv 247 Carcinoma
F 45 3 Il ND ND C ND Carcinoma
F 45 4 ] 18 ND ND 12 Carcinoma
F 26 7 IV 16,3 ND CVv 7 Carcinoma
F 36 7 [ 12 ND Ccv 13t Carcinoma
F 22 8 Il 14,5 ND C 157 Carcinoma
M 33 5 [ ND Nao NF 16 Carcinoma
F 70 4 Il ND ND ND ND Carcinoma
F 22 5 [ 5 ND cv 14 Carcinoma
M 29 8 IV 19 Nao C 127 Carcinoma
F 23 6 v 14 Sim cv 121 Carcinoma
F 29 4 IV 12 Nao CVv 24" Carcinoma
F 29 4 ] 17,5 ND \% 36 Carcinoma
F 39 3 IV 4 Nao C 36" Carcinoma

ND: dado n&o disponivel. V: sindrome enddcrina virilizante, C: sindrome de Cushing, CV: sindrome endécrina mista (sindrome de Cushing e sindrome virilizante), NF: ndo
funcionante. T ébito.
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O exon 10 do gene supressor tumoral TP53 foi estudado previamente
em 57 pacientes, 30 criangcas e 27 adultos portadores de tumores
adrenocorticais. A mutagcao germinativa p.R337H do p53 foi encontrada em

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

3.3 Imunohistoquimica

Cortes histolégicos representativos de cento e trés casos de tumores
adrenocorticais corados pela hematoxilina e eosina foram revisados e as areas
de interesse foram selecionadas nas laminas. As mesmas areas foram
marcadas nos respectivos blocos de parafina. Cilindros de 1,0 mm de didmetro
das areas marcadas nos blocos de parafina foram transportados para um bloco
de parafina receptor por meio de um sistema mecanizado de precisao (Beecher
Instruments, Sun Praire, WI, USA), com um intervalo de 0,3 mm entre os
cilindros. Cada cilindro foi alocado numa posi¢céo 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 construido contém 120 posigcbes. Duas amostras de tecido
adrenocortical normal € um espago branco foram usados para determinar o
posicionamento do TMA. O bloco de TMA foi entdo cortado em seccbes
histolégicas numeradas e consecutivas de 3 pum (Leica Instruments,
Singapura). Outros dois blocos de TMA semelhantes foram construidos,

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

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

L ]

Figura 7 - Foto panoramica de laminas com corte histologico dos blocos de
micromatriz tecidual (TAM T0113, TO114 e T0115), coradas com
Hematoxilina e Eosina

Para imunohistoquimica, um conjunto de trés laminas (uma lamina de
cada bloco de TMA da triplicata) para cada um dos marcadores examinados foi
escolhido. O método de imunohistoquimica realizado foi imunoperoxidase com
recuperacao antigénica pelo calor umido. A técnica consistiu em
desparafinizagdo dos cortes de 3y de espessura do material incluido em
parafina: incubagéo com xilol a 60° C por 15 minutos, sendo seguido de outra
incubacao com xilol a temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente,
foi realizada hidratagao dos cortes em concentragcbées de Etanol a 100% com 3
banhos de 30 segundos com Etanol a 95%, 80% e 70% por 30 segundos e

lavagem em agua corrente e agua destilada.
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A recuperacao antigénica foi entdo realizada mediante incubagao das
laminas em solugao de acido citrico 10 mM pH 6,0 (Merck, E.U.A.) em panela a
vapor. Apoés a fervura da agua, a cuba com as laminas foi mantida em solugao
de recuperagcdo por 40 minutos. Apos as lavagens, seguiu-se a etapa de
bloqueio da peroxidase enddgena com agua oxigenada (H20;) a 6% diluida em
metanol, 1:1, repetida trés vezes. Apds as lavagens, em PBS pH 7,4, realizou-
se o bloqueio de proteinas com Cas Block (Zymed) por 10 minutos a 372 C,
seguida por incubagdo com um dos anticorpos primarios, em titulos
previamente definidos (Tabela 10).

A incubacdo das laminas foi realizada com anticorpos primarios
(especificos para os antigenos) diluidos em solucado de albumina bovina (BSA)
(SIGMA, USA) a 1,0% e azida sodica NaN3 (Inlab, Sao Paulo) 0,1% em PBS,
em camara umida: 30 min. a 37 °C e, em seguida, 18 horas (overnight) a 4 °C.
Lavagens em tampado PBS com 3 trocas de 5 minutos com posterior nova
incubacao foram entao realizadas com Novo Link (Post Primary Block) por 30
minutos a 37 °C. Novas etapas de lavagens com tampdo PBS foram realizadas
com 3 trocas de 3 a 5 minutos e posterior incubagao com NovoLink (Polimer)
por 30 minutos a 37 °C. A revelagao foi realizada com solugdo de substrato
cromogénico, contendo diaminobenzidina (Sigma, E.U.A.) a 0,10%, peroxido de
hidrogénio a 0,06% e dimetil sulféxido (Labsynth) a 1% em PBS, em banho de
5 minutos, a 37 °C. Apos lavagens, foi realizada a contra coloragdo com
Hematoxilina de Harris por 1 minuto, seguido de lavagens em agua corrente e
agua destilada e imersao rapida em agua amoniacal (solugao de hidréxido de

amonia 0,5%).
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Apos as lavagens, seguiu-se a desidratagdo dos cortes em banhos de
etanol a 50%, 80%, 95% e etanol absoluto (3 trocas de 1 minuto cada),
diafanizacdo em banhos de xilol e montagem em meio permanente (Entellan
Merck) com laminula.

Os controles utilizados na reagao imunohistoquimica compreenderam:
um controle sabidamente positivo para o anticorpo em estudo e um controle
negativo com incubacdo em PBS, objetivando a eliminagdo do anticorpo
primario.

Em cada cilindro das amostras tumorais, foram avaliados os
compartimentos celulares relevantes para cada anticorpo, utilizando-se para a
avaliacao de imunorreatividade de B-catenina faixas percentuais. Para cada
amostra, foi atribuido um escore de acordo com a porcentagem de células
coradas: negativo (sem coloragao), + (<25%), ++ (25-50%), +++ (50-75%) e
++++ (75-100%). Como a reagao foi analisada em triplicata, a média dos trés
valores obtidos representa a imunorreatividade de cada amostra do tumor
analisado. O acumulo anormal de B-catenina foi caracterizado quando a
marcacao nuclear e/ou citoplasmatica foi observada.

O acumulo nuclear da proteina p53 tem sido utilizado para identificagao
de possiveis anormalidades no gene TP53. A proteina p53 mutada néo
possuiria capacidade de ativagao transcricional do gene MDM2, resultando em
ultima analise na diminuigdo da degradacéao proteica e o consequente acumulo
desta proteina. Assim, o compartimento considerado relevante para a avaliacao

imunohistoquimica de p53 foi o nuclear.
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Tabela 10 - Anticorpos utilizados para a analise imunohistoquimica

Compartimento

Anticorpo Clone Fornecedor  Titulo
celular relevante

B-catenina M3539 (monoclonal) DakoCytomation 1:200  Nucleo, citoplasma, membrana
p53 DO7 (monoclonal) DakoCytomation 1:1000 Nucleo

3.4 Estudo molecular

3.4.1 Extracado de DNA

Os tecidos tumorais de sessenta e quatro pacientes nao relacionados
foram obtidos durante procedimento cirargico habitual e armazenados em
nitrogénio liquido até a realizagdo da extracao 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 55° até a completa dissolugao dos tecidos. A solugao foi
posteriormente submetida a tratamento com RNAse (RNase Solution) com
subsequente precipitacdo da proteina (Precipitation Protein Solution) para a

consequente precipitagcédo e hidratacdo do DNA.

3.4.2 Reacao de polimerase em cadeia (PCR)

A sequéncia nucleotidea do exon 3 do gene CTNNB1
(ENSG00000168036) foi amplificada, utilizando oligonucleotideos intrénicos a

partir de 50 ng de DNA. Cada reacao de PCR foi realizada em um volume final
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de 25 yl completada com agua destilada, que continha 5 pl de solugao tampao
(KCI 50 mmol, MgCl, 1,5 mmol e Tris-HCI pH 9,0 10 mmol), 200 pmol de
desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTP), 20 pmol de oligonucleotideo
sense (5-TGGGTCATATCACAGATTCTTTTTTT-3’) e de oligonucleotideo
antisense (5-TCAAAACTGCATTCTGACTTTCA-3’) e 1,5 U de polimerase de
DNA GoTag® (Promega, Madison, WI, USA). Esta solugao foi entdo submetida
por 5 minutos a temperatura de 94° C para a desnaturacado e posteriormente
submetida a 35 ciclos de temperaturas (94 °C por 45 segundos, 50 °C por 45
segundos, 72 °C por 60 segundos), seguidos por uma extensao de 10 minutos
a 72 °C. Os fragmentos amplificados possuiam 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 confirmagao dos
produtos de PCR.

Os produtos de PCR foram pré-tratados com exonuclease | e fosfatase
alcalina de camarao (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 automatico
(ABI 7000 sequencer detection system - Applied Biosystems). A presenca de
mutacdes foi confirmada em ambas as dire¢des (sense e antisense) e por uma

nova reacao de PCR.
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3.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa Medcalc 12.0.4
(MedCalc Software, Mariakerke, Bélgica). Variaveis categdricas foram
comparadas utilizando teste de chi-quadrado (X?) ou teste exato de Fisher.
Variaveis continuas foram expressas como média ou mediana £ DP. O tempo
do evento (metastases) foi definido como o tempo entre o diagnéstico do tumor
primario e a ocorréncia da primeira metastase. As analises de sobrevida foram
avaliadas utilizando curvas de Kaplan-Meier curves (log-rank test). Os valores

de p menores que 0,05 foram considerados significantes.
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4 Resultados

4.1 Imunoexpressao de B-catenina em tumores adrenocorticais

A imunorreatividade em membrana celular para [(-catenina foi
evidenciada em 92 (89,3%) dos 103 tumores adrenocorticais benignos e
malignos de criangas e de adultos estudados, bem como nas seis glandulas

suprarrenais normais (Figura 8).

Figura 8 - Imunohistoquimica para [B-catenina em células de cortex de
suprarrenal normal de adulto — imunorreatividade em membrana
celular (400x)

Em criangas, a imunorreatividade para -catenina em citoplasma e/ou
nucleo foi observada em 6 (15%) das 40 amostras de tumores adrenocorticais
estudadas (Tabela 11). Duas das 6 amostras histolégicas (33,3%) com

acumulo anormal [-catenina eram procedentes de tumores produtores de



Resultados 53

sindrome enddécrina mista (sindrome de Cushing e sindrome virilizante) e
quatro sindrome virilizante (66,7%) (Tabela 11). Nao foi observada diferenca
estatistica significante entre as diferentes sindromes enddcrinas e a presenca
ou auséncia de acumulo anormal de -catenina nos pacientes pediatricos.

Ao avaliarmos os critérios histopatolégicos de Weiss nas amostras
histolégicas do grupo pediatrico (Figura 9), observamos que a presenca de trés
ou mais critérios de Weiss ndao demonstrou correlagao estatistica entre
recorréncia (X% p=0,14) e/ou desfecho fatal (X% p=0,25), confirmando que os
critérios histopatoldgicos de Weiss nédo sao preditivos de malignidade em
criangas (“4), Consequentemente, o diagndstico definitivo de malignidade neste
grupo de pacientes, foi estabelecido a partir de um estadiamento clinico
avancado (Figura 10) e/ou desfecho clinico desfavoravel, classificando as

amostras tumorais em clinicamente benignos ou malignos.

25

20
15
10
5
| Clinicamente benigno . Clinicamente maligno
_lWeiss <3 11 | 1
B\Veiss =3 21 7

Figura 9 - Critérios histopatolégicos de Weiss nas amostras histolégicas de
tumores adrenocorticais do grupo pediatrico segundo o
estadiamento e a evolugdo clinica. Clinicamente maligno:
estadiamento MacFarlane Il ou IV e/ou ma evolugdo clinica
(metastases e/ou 6bito)
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Figura 10 - Sobrevida geral em criangas portadoras de tumor adrenocortical
de acordo com o estagio tumoral (MacFarlane) (Log-rank
p<0,0001)

Dentre as amostras tumorais do grupo pediatrico que demonstraram
acumulo anormal de [-catenina, uma (6,7%) procedia de um tumor
adrenocortical de uma crianga que apresentou desfecho fatal e 5 (83,3%)
provinham de tumores adrenocorticais clinicamente benignos (Tabela 11). A
presenca de imunorreatividade para -catenina em citoplasma e/ou nucleo foi
estatisticamente similar entre os grupos de tumores adrenocorticais
clinicamente benignos (5 de 32; 15,6%) e clinicamente malignos (1 de 8§;

12,5%) (X% p=0,93).
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Tabela 11 - Caracteristicas clinicas dos pacientes pediatricos portadores de acumulo andmalo de B-catenina nas amostras
histolégicas de tumor adrenocortical

Idade Sexo Sindrome Estadiamento Escore Sobrevida livre  Seguimento Evolucio B-catenina  B-catenina B-catenina
(anos) enddécrina MacFarlane de Weiss de doenga (meses) (meses) ¢ nucleo citoplasma membrana
1 13 M cv | 1 144 o ClilEEmEE ,+ -t -t
benigno
2 26 F Y, | 4 18 18 Clinicamente . ] rt
benigno
3 31 F v ! 6 264 264 ~ Clinicamente i +
benigno
4 287 F Y I 3 167 167 C|lnICa_mente N ) .
benigno
5 22 F Y, I 2 48 48 Clinicamente | e N
benigno
+ Clinicamente )
6 932 F Ccv 11 7 9 15 maligno + +4++

M: masculino, F: feminino, CV: sindrome endécrina mista (sindrome de Cushing e sindrome virilizante), V: sindrome virilizante , ™ evolugao fatal. -1 sem
coloragédo; +(<25% células imunorreativas), ++ (25-50% células imunorreativas), +++ (50-75% células imunorreativas) e ++++ (75-100% células
imunorreativas).
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A imunorreatividade para B-catenina em citoplasma e/ou nucleo 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), ndo sendo observada diferenca estatistica entre a
classificagao histolégica do tumor e a presenga de acumulo anormal de [-
catenina.

Dentre os tumores adrenocorticais do grupo de pacientes adultos que
demonstraram imunorreatividade para -catenina em citoplasma e/ou nucleo,
observamos uma predominio de tumores relacionados a sindrome de Cushing
(7 de 15; 46,7%) seguidos por tumores nao funcionantes (5 de 12; 41,6%),
tumores associados a sindrome endécrina mista (2 de 15; 13,3%) e associados
a sindrome virilizante (1 de 15; 6,7%) (Tabela 12). Nao houve diferenga
significativa entre os diversos tipos de sindromes enddcrinas e a presenca ou
auséncia de acumulo anormal de [-catenina, entretanto observamos que
41,6% (5 de 12) das amostras histolégicas de tumores de cortex de suprarrenal
nao funcionantes presentes no TMA demonstraram acumulo anémalo de [3-

catenina (Figura 11).
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Figura 11 -

100 H
90-.
80-.
70-

60

B-catenina anormal
B Presente
B Ausente

50

%

40
30+
20+

104

C CcVv NF \Y
Perfil hormonal

Imunorreatividade para [(-catenina em citoplasma e/ou nucleo
(acumulo anormal B-catenina) em tumores adrenocorticais de
pacientes adultos segundo o padrdo de secregao hormonal. C:
sindrome de Cushing; CV: sindrome enddcrina mista (sindrome
de Cushing e sindrome virilizante); NF: n&o funcionante; V:
sindrome virilizante
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Tabela 12 - Caracteristicas clinicas dos pacientes adultos portadores de acumulo andmalo
histologicas de tumor adrenocortical

de B-catenina

nas amostras

Sexo Idade Sind,ror_ne Estadiamento Esco['e de Sobrevida livre Seguimento B-catenina B_-catenina B-catenina
(anos) endocrina MacFarlane Weiss de doencga (meses) (meses) nuclear citoplasma membrana
1 F 63 NF I 0 114 114 ++ + +4++
2 F 51 NF Il 0 1 1 + - ++
3 F 36 C Il 2 1 1 + - Es
4 F 40 NF Il 0 180 180 + - ++
5 F 41 C I 1 57 57 + = +++
6 F 27 C Il 1 108 108 - + ++
7 F 27 C I 0 14 14 - + ++
8 F 39 C I 0 127 127 - ++ +4++
9 F 77 NF I 2 84 84 ++ - +++
10 F 47 C I 1 192 192 ++ + ++
1 F 35 CcVv Il 6 21 247 ++ +++ -
12 F 44 \Y \Y, 8 0 45" ++ + ++
13 F 23 cv v 6 0 120 + ++ o+
14 F 39 C v 3 0 36" +HHt ++ 4+
15 F 66 NF Il 4 5 5 ++ = e+

M: masculino, F: feminino, CV: sindrome enddcrina mista (sindrome de Cushing e sindrome virilizante), V: sindrome virilizante , ™ evolugdo fatal. - sem
coloragdo; +(<25% células imunorreativas), ++ (25-50% células imunorreativas), +++ (50-75% células imunorreativas) e ++++ (75-100% células
imunorreativas).
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Figura 12 -

Imunohistoquimica para B-catenina em tumores adrenocorticais.
A e B: Tumor adrenocortical clinicamente benigno (Weiss 2,
MacFarlane 1l) diagnosticado em crianga (2,2 anos) com
sindrome  enddcrina  virilizante  portador de  mutagao
p.H36G_S37K CTNNB1 — imunorreatividade em citoplasma e
nucleo (100 e 200x, respectivamente); C. Adenoma adrenocortical
(Weiss 0; Macfarlane 1) diagnosticado em adulto (27 anos)
portador de sindrome de Cushing e subtipo selvagem do gene
CTNNB1- Imunorreatividade em membrana (200x); D: Tumor
adrenocortical clinicamente benigno (Weiss 1, MacFarlane I)
diagnosticado em crianga (1,3 anos) com sindrome enddcrina
mista (sindrome de Cushing e sindrome virilizante) portador de
mutacédo p.S45F CTNNB1 e p.R337H TP53 — imunorreatividade
em citoplasma e nucleo (400x)
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A presencga de imunorreatividade para [(-catenina em citoplasma e/ou
nucleo (Figura 12) foi estatisticamente similar entre os grupos de pacientes
pediatricos e adultos (Teste exato de Fisher: p=0,32), do mesmo modo, o
acumulo anormal de B-catenina ndo se associou ao estagio tumoral, bem como
ao tamanho do tumor (Teste de Mann-Whitney: p=0,85) em ambos os grupos
de pacientes portadores de tumores de cortex de suprarrenal.

Quando avaliamos a associagao entre acumulo anormal de B-catenina e
diminuicdo de sobrevida nos pacientes adultos portadores de carcinomas
adrenocorticais (= 3 critérios de Weiss) isoladamente (n=25), observamos na
curva de Kaplan-Meier uma tendéncia de significancia (log-rank p=0,07)
(Figura 13).

Obito
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80 |

Acumulo anormal de 3-catenina ausente
60 -

40

Probabilidade de sobrevida (%)

20 -

Acumulo anormal de [3-catenina presente

0 El ! ! ! ! ! !

0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo de sobrevida (meses)

Figura13 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier de pacientes adultos
portadores de carcinomas adrenocorticais (= 3 critérios de Weiss)
e imunoexpressao anémala de (B-catenina (log-rank p=0,07)
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4.2 Auséncia de imunorreatividade da f-catenina em

membrana celular

Das 103 amostras tumorais estudadas, a auséncia de imunorreatividade
em membrana celular para -catenina foi observada em 11 (10,7%) amostras
(3 criangcas e 8 adultos) de um total de 103. Dentre estas, dez também nao
demonstraram imunorreatividade para B-catenina em nenhum dos demais
compartimentos celulares avaliados (citoplasma e/ou nucleo), porém uma
amostra de carcinoma adrenocortical (Weiss 6) de um paciente adulto
demonstrou auséncia de imunorreatividade para B-catenina em membrana
celular e presenca no citoplasma e no nucleo.

Considerando que a B-catenina € uma proteina que participa da adesao
celular por meio de interagcbes com as caderinas, hipotetizamos que a perda
desta proteina de membrana poderia estar associada a ocorréncia de
metastases & distancia (X% p=0,56) (Figura 14), bem como a redugdo de
sobrevida (log-rank p=0,54) (Figura 15), porém nao confirmamos esta

suposig¢ao nos carcinomas adrenocorticais de pacientes adultos.
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Imunorreatividade de [B-catenina em membrana celular em
carcinomas adrenocorticais de pacientes adultos segundo a

ocorréncia de metastases (X p=0,56)
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Figura 15 -
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Curva de sobrevida de Kaplan-Meier de pacientes adultos
portadores de carcinomas adrenocortical (= 3 critérios de Weiss)
e auséncia de imunorreatividade para -catenina em membrana
celular (log-rank p=0,54)
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4.3 Sequenciamento do gene CTNNB1

A analise do exon 3 do gene CTNNB1 revelou mutagbes somaticas em
heterozigose em 10 tumores adrenocorticais (4 criangas e 6 adultos) (Tabela
13). As mutagcbes encontradas no gene CTNNB1 sao, sobretudo do tipo
missense (p.Serd45Pro, p.Ser45Phe, p.Asp32Asn), afetando principalmente o
cdédon 45 da regido aminoterminal da proteina. Outros tipos de mutagdes
encontradas compreenderam: a insercdo de um unico nucleotideo
(p.E9GfsX14), dando origem a um desvio de leitura (frameshift) do exon 3 e
consequente parada prematura de leitura; além da delegcdo dos trés
nucleotideos do cbédon 45 (p.Ser45del) e de mutagbes duplas
(p.Prod44Ala_Ser45Pro; p.His36GIn_Ser37Lys) que foram identificadas em dois
pacientes diferentes. Os tumores com mutagcdes somaticas no gene CTNNB1
mostraram acumulo anormal de B-catenina, com excecao de um caso. De fato,
no presente estudo, observamos correlagdo global significativa entre a
presenca de alteragdes no gene CTNNB1 e a presenga de imunorreatividade
anormal de B-catenina (X% p=0,005).

A presenca de alteracbes no gene CTNNB1 n&o se associou ao
tamanho do tumor (Teste de Mann-Whitney: p=0,75), desfecho desfavoravel
tanto no grupo pediatrico (log-rank p=0,29) como no grupo de pacientes adultos

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

CTNNB1 B-catenina B-catenina
citoplasma/nucleo membrana
. p.Ser45Phe +4++ [ ++ ++
Clinicamente His36GI
benignos p-HIS n F+++ [+ +
Criancas _Ser37Lyn
Clinicamente p.Asp32Asn ++ [+ ++
malignos p.E9GfsX14 - /- ++
p.S45del +++/ + ++
p.Ser45Pro -+ 4+
Adenomas
p.Pro44Ala_Ser45Pro ++4/ + ++
Adultos
p.Ser45pro +++/ ++ ++
. p.Ser45Pro +++/ ++ _
Carcinomas
p.Ser45Pro ++/++++ 4+

-2 sem imunocoloragao; +(<25% células imunorreativas), ++ (25-50% células imunorreativas),
+++ (50-75% células imunorreativas) e ++++ (75-100% células imunorreativas).
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4.4 Imunoexpressao de p53 em tumores adrenocorticais

Imunorreatividade nuclear de p53 foi identificada em 39 de 40 (97,5%)
tumores pediatricos (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 mutagdo germinativa do gene TP53
(p.R337H) demonstraram acumulo nuclear de p53 em ambos os grupos de
pacientes.

Neste estudo ndo demonstramos correlacdo entre a presenga de
acumulo aberrante de B-catenina e a imunorreatividade nuclear de p53,
considerando todos os casos de tumores adrenocorticais diagnosticados em
adultos e criangas (X*: p=0,91). Semelhantemente, ndo observamos correlagao
entre a identificacdo de mutagdes no gene CTNNB1 associada ou nao a
imunohistoquimica anémala de B-catenina com o acumulo nuclear de p53 no
grupo de tumores adrenocorticais de pacientes adultos (X% p=0,54), porém,
avaliando isoladamente o grupo pediatrico, essa relagdo foi estatisticamente

significante (X% p=0,009) (Figura 17).
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Figura 16 - Imunohistoquimica para p53 em células de tumor adrenocortical.
A e B: Tumor adrenocortical clinicamente benigno (Weiss 4,
MacFarlane I) diagnosticado em crianga (2,6 anos) com sindrome
enddcrina virilizante portador de mutacao p.R337H no gene TP53
(100 e 400x, respectivamente)

35 4

Imunorreatividade nuclear para p53
B Presente
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Frequéncia

Ausente Presente
Mutacdo CTNNB1

Figura 17 - Imunorreatividade nuclear de p53 em tumores adrenocorticais
pediatricos segundo mutagdo somatica no gene CTNNB1 (X%
p=0,009)
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5 Discussao

A incidéncia de tumores adrenocorticais em criangas € particularmente
elevada nas regides sudeste e sul do Brasil, correlacionando-se com a
ocorréncia da mutagdo germinativa p.R337H do supressor tumoral (% 19,
entretanto, o carcinoma adrenocortical € uma neoplasia enddcrina maligna rara
em todo o mundo com uma incidéncia aproximada de 0,5 — 2 casos por milhdo
por ano ® %0 Esta condicdo ¢ uma doenca heterogénea, apresentando

(109)

frequentemente comportamento clinico agressivo e letal . A ressecgao

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

%) todavia a recorréncia locorregional ou o surgimento de metastases a

distancia ¢ comum durante o seguimento clinico .

Nos dUltimos anos, o conhecimento das alteragbes genéticas
relacionadas ao desenvolvimento e a progressdao dos carcinomas
adrenocorticais tornou possivel a identificacdo de potenciais alvos terapéuticos,
contudo, apesar deste avanco, a base genética do carcinoma adrenocortical
nao é completamente conhecida.

As alteracbes genéticas que participam da formagao tumoral podem
estar envolvidas em qualquer fase do crescimento, da proliferacdo e da

diferenciacdo celular © €.

As vias de sinalizagcdo que participam do
desenvolvimento embrionario e, de modo similar, que promovem a manutencao
e a ativacado de células progenitoras estdo frequentemente desordenadas no

cancer, culminando nas caracteristicas desta patologia como: a imortalizagao, a

perda da adesividade e a capacidade de migragao celular (65),
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A cascata de sinalizagdo da proteina Wnt € uma via implicada no
desenvolvimento embrionario, regulando processos de crescimento celular (02,
103) & de formacao tumoral ("%, Diversos canceres humanos estdo associados &
ativagao da via Wnt, inclusive por meio da presenga de mutagdes somaticas no

gene CTNNB1 ©9,

51 Avaliagdo da via Wnt/B-catenina nos tumores

adrenocorticais pediatricos

Anormalidades na via de sinalizagdo Wnt/B-catenina em adenomas e em
carcinomas foram previamente demonstradas em pacientes pediatricos e

47, 102104 M) Em 2011, Leal e colaboradores (%) avaliaram 24

adultos
amostras de tumores adrenocorticais de criangas brasileiras por meio de
imunohistoquimica classica para [B-catenina e demonstraram a presenca de
acumulo anormal desta proteina em 17 (71%) amostras tumorais.
Curiosamente, a imunorreatividade nuclear foi observada em apenas 3 dos 24
tumores adrenocorticais estudados (12%), ndo sendo realizada comparagéo da
frequéncia de acumulo anormal de B-catenina entre adenomas e carcinomas.
Em fungao da auséncia de critérios bem estabelecidos para classificagao

histopatolégica dos tumores adrenocorticais pediatricos “% *

, optamos no
presente estudo pela classificacdo destes tumores segundo o estadiamento
e/ou a evolugdo clinica. A analise da nossa casuistica mostrou

imunorreatividade para p-catenina em citoplasma e/ou nucleo similarmente em

5 de 32 (15,6%) e em 1 de 8 (12,5%) amostras de tumores adrenocorticais
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pediatricos clinicamente benignos e malignos, respectivamente por meio da
avaliagao em TMA.

Apesar de evidenciarmos uma menor frequéncia global de acumulo
anormal de [(-catenina nos tumores adrenocorticais pediatricos da nossa
casuistica, a presenca de imunorreatividade nuclear foi similar a previamente
relatada '®, sendo observada em todas as amostras histoldgicas que
demonstraram imunocoloragdo para B-catenina em citoplasma, somando um
total de 15% (6 de 40) das nossas amostras estudadas.

No presente estudo, confirmamos a ativagao da via Wnt/B-catenina em
tumores adrenocorticais pediatricos. Adicionalmente, a presengca de acumulo
anormal para B-catenina foi similar entre os tumores adrenocorticais pediatricos
clinicamente benignos e clinicamente malignos, ndo sendo possivel a sua
utilizagdo como marcador progndstico no presente trabalho.

No nosso estudo, avaliamos o gene CTNNBL e identificamos a presenga
de mutagdes somaticas no exon 3 deste gene em 4 (2 clinicamente benignos e
2 clinicamente malignos) de 22 tumores adrenocorticais pediatricos (18,2%),
contrastando com uma frequéncia de 6% relatada previamente (%) As
mutacbes foram encontradas nos codons 37 e 45 (p.Serd5Phe e
p.His36GIn_Ser37Lyn), afetando diretamente os sitios de fosforilagdo da [-
catenina, resultando em ultima analise na estabilizagcdo desta proteina por
diminuicdo da degradacgao. Igualmente, foi encontrada alteragdo genética no
cddon 32 (p.Asp32Asn). Este codon flanqueia um sitio de fosforilagdo (Ser33) e
provavelmente impede a acdo de serina-treonina quinases e posterior

degradacéao proteossémica da B-catenina.
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Todos os tumores adrenocorticais pediatricos que apresentaram
mutagdes no gene CTNNB1 demonstraram na avaliagdo imunohistoquimica
acumulo anormal de [-catenina, excetuando um tumor adrenocortical
clinicamente maligno que apresentou uma mutagdo somatica em heterozigose
com desvio de leitura (p.E9GFsX14). Esta observagao provavelmente
correlaciona-se a degradacdo do RNA mensageiro (RNAmM) mediada pela
existéncia de codons que determinam o término prematuro da tradugao
(nonsense-mediated mMRNA decay — NMD). Participam deste mecanismo a
verificaggo do RNAm apds a transcricdo e a eliminagdo dos transcritos
portadores de mutagdes nonsense, impedindo a produgdo de proteinas

"2) Curiosamente, foi observada imunorreatividade para B-catenina

truncadas
na membrana celular na amostra histolégica deste tumor. E necessario
destacar, que nao podemos definir o impacto desta mutagdo no processo de
oncogénese deste tumor em particular.

Poucos marcadores moleculares sdo capazes de predizer ma evolugao
clinica em criangas portadoras de tumor adrenocortical. Almeida e
colaboradores ®® demonstraram hiperexpressao do gene do receptor do fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF1R) em tumores adrenocorticais de
criangas com mau prognostico. Adicionalmente, um estudo demonstrou que a
presenca de mutagdes somaticas ativadoras no gene CTNNB1 associou-se ao
prognéstico desfavoravel de criangas brasileiras portadoras de tumores

adrenocorticais ("%, Contudo, a pequena frequéncia de mutacdes nos tumores

adrenocorticais pediatricos da casuistica atenua o poder estatistico da analise
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realizada e dificulta conclusdes definitivas. Em nosso estudo, ndo observamos
correlagcao entre a presenca de mutagdes no gene CTNNB1 e mau progndéstico.

Em contraposi¢cao as observagdes que sugerem uma correlagado entre
acumulo anormal de B-catenina e tumores adrenocorticais nao funcionantes em
pacientes adultos (%> "V, N&o observamos relacéo entre os diferentes perfis
de secrecao hormonal e a presenca de alteracbes no gene CTNNB1, assim
como entre a presenga de acumulo anormal de B-catenina e a produgéo

hormonal dos tumores adrenocorticais pediatricos.

5.2 Relacao entre a ativacao da via Wnt/B-catenina e o TP53

nos tumores adrenocorticais pediatricos

Estudos demonstraram a existéncia de uma alga auto regulatéria entre
B-catenina e p53: 0 excesso de B-catenina promove o acumulo da proteina p53
ativa, e esta por sua vez causa a diminuicido da concentracao e da atividade da

g (106-108

B-catenin ) A perda desta alga auto regulatéria pode iniciar o processo

| %) Em outras palavras, em situacdes de mutacoes

de formagao tumora
inativadores ou de delegdes do gene TP53, a B-catenina é permitida a exercer
os seus efeitos oncogénicos liviemente ©7).

Entretanto, Ragazzon e colaboradores “7) sugeriram que mutagdes
somaticas nos genes TP53 e CTNNB1 em um grupo de carcinomas
adrenocorticais de pacientes adultos com ma evolugdo clinica séao

aparentemente mutuamente independentes. Adicionalmente, a avaliagdao do

perfil de expressdo génica demonstrou diferengas entre os carcinomas
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adrenocorticais portadores de mutagdes somaticas nos genes TP53 e
CTNNB1, demonstrando assinatura genética distinta entre estes dois
subgrupos de carcinomas.

E importante ressaltar que criangas das regides sul e sudeste do Brasil
portadoras de tumores adrenocorticais apresentam uma alta prevaléncia da
mutacdo germinativa p.R337H do p53 " '®. Contudo, o papel da B-catenina e
de sua relacdo com esta mutagcdo na tumorigénese adrenocortical ndo foram
completamente esclarecidos até 0 momento.

Observamos uma elevada frequéncia (70%) da mutagdo germinativa
p.R337H dentre os portadores de tumores adrenocorticais pediatricos da nossa
casuistica em concordancia com estudos anteriores ('“ '®. Entretanto, ndo
verificamos correlagao significativa entre a presenca da mutagdo germinativa
do gene TP53 e imunorreatividade nuclear de p53 nas células de tumores
adrenocorticais pediatricos.

Demonstramos a presenga concomitante da mutagcdo germinativa
p.R337H e de mutagdes ativadoras no gene CTNNB1 de tumores
adrenocorticais pediatricos, assim como previamente identificado por Leal e
colaboradores ('), Estas alteragcbes genéticas podem exercer agao sinérgica
no processo de tumorigénese adrenocortical pediatrica, entretanto nao foi
possivel a avaliagdo do impacto progndstico da ocorréncia simultdnea de
alteragdes no gene TP53 e CTNNB1 em virtude do tamanho da casuistica.

Interessantemente, em nosso estudo, observamos uma correlacao
positiva entre a presenca de mutagdes somaticas no gene CTNNB1 e de

acumulo nuclear de p53 no grupo de tumores adrenocorticais pediatricos
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(p=0,009), confirmando uma possivel relagdo destas duas vias na

tumorigénese adrenocortical pediatrica.

5.3 Avaliagdo da via Wnt/B-catenina nos tumores

adrenocorticais de pacientes adultos

A ativagcdo da via de sinalizacdo Wnt/B-catenina em tumores
adrenocorticais de pacientes adultos foi demonstrada inicialmente em 2005 por

Tissier e colaboradores ('%?

por meio da avaliagdao imunohistoquimica da [3-
catenina, demonstrando acumulo anormal desta proteina em uma elevada
frequéncia em adenomas (38%) e carcinomas (85%) adrenocorticais de
pacientes adultos.

Confirmamos a participagdo da via Wnt/B-catenina na tumorigénese
adrenocortical de pacientes adultos por meio da observagcdo de acumulo
anormal de B-catenina em 28,5% (10 de 35) adenomas e em 17,8% (5 de 28)
carcinomas da casuistica do presente estudo. Entretanto, verificamos uma
disparidade entre a prevaléncia de acumulo anormal de (-catenina em tumores
de adrenocorticais deste estudo em relacdo a estudos anteriores 1% 1) Esta
discrepancia pode estar relacionada ao numero reduzido de amostras
histolégicas avaliadas nos estudos prévios, assim como a metodologia utilizada
(Tabela 14).

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

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

literatura mundial. Neste método, todas as amostras alocadas no TMA sao
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submetidas simultaneamente as mesmas condi¢des de recuperagao antigénica
e ao mesmo titulo de anticorpos, promovendo desta maneira uma
uniformizacdo das reacgdes. Adicionalmente, esta metodologia facilita a
interpretacédo comparativa dos casos e possibilita a repeticdo das reagdes em
multiplos niveis do bloco de TMA ("®. Neste estudo, realizamos a avaliagdo
imunohistoquimica em TMA em triplicata, garantindo representatividade
eficiente dos tumores avaliados, uma vez que utilizamos diferentes areas de
um determinado tumor e realizamos distintos niveis de corte nos blocos de
TMA.

Vale salientar que estudos mais recentes ratificaram que a via Wnt/B-
catenina esta implicada no processo de tumorigénese do adrenocortical de
pacientes adultos, porém sua prevaléncia é menor do que a relatada

(47, 102, 104, 111, 114

previamente em estudos iniciais ), estando atualmente de

acordo com os dados obtidos do presente estudo (Tabela 14).
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Tabela 14 - Frequéncia de mutagdes no exon 3 do gene CTNNB1l e de
acumulo andmalo de B-catenina em tumores adrenocorticais em
diversos estudos

Mutagao CTNNB1 B-catenina: acumulo anormal

Criancas
Tumores
Leal et al. JCEM 2011 4162 (6%) 17124 (71%)*
Adultos
Adenomas
Tissier et al. Can Res 2005 7126 (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%)%*

Acumulo anormal B-catenina: imunorreatividade em citoplasma e/ou nucleo. *: avaliagdo
imunohistoquimica classica, §: avaliagdo imunohistoquimica em TMA, %: coorte combinada com
Universidade de Michigan, Ann Harbor — MI, USA.

Estudos anteriores demonstraram uma provavel correlagcdo entre a
ativacdo da via Wnt/B-catenina e a auséncia de produgdo hormonal por

tumores adrenocorticais (1% 1),

No presente estudo, ndo observamos
diferencga significativa entre o perfil de secrecdo hormonal e acumulo anormal
de B-catenina. Todavia, devemos salientar que a maioria dos tumores incluidos
no estudo eram secretores de horménios (51% associados a sindrome de
Cushing) (Figura 6). Adicionalmente, apenas 12 tumores adrenocorticais eram
nao funcionantes, e a prevaléncia de acumulo anémalo de [B-catenina nesta

populagao de tumores foi 41,6% (Figura 11), demonstrando que a ativagédo da

via Wnt/B-catenina participa de maneira importante da tumorigénese
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adrenocortical ndo funcionante e que a auséncia de diferengas significativas
entre o perfil de secregdao hormonal e o acumulo anormal de B-catenina nas
células tumorais talvez esteja relacionado a um bias de selecéo.

A frequéncia da expressao proteica da B-catenina em citoplasma e/ou
nucleo celular foi similar entre adenomas e carcinomas no grupo de pacientes
adultos deste estudo. Este informagao é concordante com os dados obtidos da

coorte da Universidade de Michigan ("%

, porém contesta estudos menores
iniciais que descreveram uma evidente predominancia de ativacado da via Wnt/
B-catenina em carcinomas adrenocorticais '%?.

Ao avaliamos isoladamente os pacientes adultos portadores de
carcinomas adrenocorticais da nossa casuistica (n=25), observamos uma
tendéncia (p=0,07) a menor sobrevida dos portadores de carcinomas que
apresentam acumulo anormal de [(-catenina. A auséncia de correlagéao
significativa provavelmente relaciona-se ao numero de pacientes, uma vez que
avaliagdo combinada com uma coorte da Universidade de Michigan (n=60)
confirmou a associagdo entre acumulo anormal de [-catenina e mau
prognostico (%) Estes resultados estdo em concordancia a observagao
previamente relatada por Gaujoux e colaboradores (1% fortalecendo a hipotese
de que a B-catenina poderia ser utilizada como marcador progndstico, inclusive
na selecdo de pacientes candidatos a terapia adjuvante apds o tratamento
cirurgico.

As mutagbes no gene CTNNBL1 relacionadas ao desenvolvimento de

cancer foram encontradas principalmente no exon 3. Esta regido codifica a

porcdo amino-terminal da B-catenina, que possui os sitios de fosforilacdo
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relacionados a destruigdo desta proteina (Ser45, Thr41, Ser37, Ser33) 0 119,

Estudos do perfil de expressdao génica em carcinomas adrenocorticais de
pacientes adultos demonstraram aumento na expressao de genes relacionados
a via de sinalizacdo Wnt/B-catenina ''®. Adicionalmente, mutagdes no gene
CTNNB1 desempenham um papel importante na tumorigénese relacionada a
ativagao desta via (102103,

Estudos anteriores demonstraram que as mutagdes no gene CTNNB1
sdo os defeitos genéticos mais frequentemente encontrados em adenomas,
principalmente nos tumores nao funcionantes, e em carcinomas adrenocorticais
de pacientes adultos (192117,

No presente estudo, identificamos mutagcbes no exon 3 do gene
CTNNB1 em 6 das 42 amostras estudadas (14,2%). Tais mutagdes foram
encontradas no codon 45, afetando diretamente este sitio de fosforilagao. Esta
analise demonstrou que a mutacdo missense do cdédon 45 é a alteragao
genética mais frequentemente encontrada nos tumores adrenocorticais neste
estudo. Curiosamente, o modelo celular de carcinoma adrenocortical, H295R
apresenta mutagdo nesta mesma regido génica (1% 193,

Observamos uma discrepancia entre a presenga de acumulo anormal de
B-catenina e mutacdo no gene CTNNB1 nos tumores adrenocorticais (23,8% e
14,2%, respectivamente), estando em concordancia com evidéncias prévias
(102.103) ' A partir destas observagdes, foi sugerido que mutacdes em genes que

codificam proteinas que participam do complexo de destruicdo da B-catenina

poderiam estar relacionadas a ativagdo da via Wnt/ B-catenina (1% 1%, De fato,
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(17 descreveram mutacdes no gene AXIN2 em

Chapman e colaboradores
tumores adrenocorticais com acumulo anormal de B-catenina.

Em nosso estudo, observamos correlagdo entre presenga de mutagcdes
no gene CTNNBL1 e ativagao da via Wnt/B-catenina. Entretanto € interessante
destacar que uma amostra histolégica de carcinoma adrenocortical (Weiss 6)
de um paciente adulto demonstrou auséncia de imunorreatividade para -
catenina em membrana celular e presenga de acumulo anormal de B-catenina.

A B-catenina participa do mecanismo de adesao celular por meio de
interagcdes com a porgao intracitoplasmatica da caderina e com o citoesqueleto
(94-%) - Opservamos que a maioria das células tumorais da nossa casuistica
(89,3%) mostrou imunorreatividade para B-catenina em membrana celular. A
reducdo ou a perda de expressao da [-catenina em membrana celular e o
acumulo anormal desta proteina em citoplasma e/ou nucleo foram descritos em

g (118,119

diversas neoplasias humana ) e adicionalmente, a perda da expressao

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

o 120 ¢ gastrico Y. Em contraste, a

potencial metastatico em cancer esofagic
presenca de -catenina em membrana nas células tumorais de portadoras de
carcinoma de mama com metastase ganglionar mostrou ser um forte preditor

122) Entretanto, até o momento n3o é

de sobrevida em uma analise univariada |
conhecido o mecanismo pelo qual a perda da B-catenina em membrana celular
relaciona-se a progressao tumoral.

No presente estudo, ndo observamos correlacdo entre a auséncia de

imunoexpressao de (B-catenina em membrana celular de carcinomas de cértex

de suprarrenal e ma evolugéo clinica (ocorréncia de metastases ou 6bito).



Discussao 81

5.4 Relacao entre a ativacao da via Wnt/B-catenina e o TP53

nos tumores adrenocorticais de pacientes adultos

A mutacdo germinativa p.R337H do p53 foi evidenciada em 11% dos
adultos portadores de tumores adrenocorticais da nossa casuistica, estando

(15)

em concordancia com evidéncias anteriores Apesar da mutagao

germinativa p.R337H do p53 apresentar uma frequéncia menor em adultos em
relacdo as criancas brasileiras portadoras de tumores adrenocorticais ('* ¥,
mutagdes somaticas do gene TP53 em carcinomas adrenocorticais de
pacientes adultos sdo mais comuns, sendo descritas frequéncias em 25-70%
de tumores adrenocorticais de pacientes adultos ®” 8 123 Aparentemente,
mutagcbes somaticas do TP53 sdo eventos tardios na tumorigénese do cortex
de suprarrenal e est&o relacionadas & ma evolugao clinica “789,

A utilizagcdo da técnica de imunohistoquimica para identificacdo da
proteina p53 nuclear estavel decorrente de mutagdes no gene TP53 é
controversa 'Y, Entretanto, existem evidéncias de correlacdo significativa
entre a presenga de alteragdes genéticas no TP53 e imunorreatividade nuclear
em carcinomas de ovario '® e em carcinomas adrenocorticais ®%. Entretanto,
nao observamos correlacdo em nosso estudo entre a presenca da mutacao
p.R337H do p53 nos tumores adrenocorticais de pacientes adultos.

A frequéncia de imunorreatividade nuclear de p53 em amostras
histolégicas de tumores adrenocorticais de pacientes adultos foi 60,3% (38 de

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

pediatricos, observamos uma correlagao entre as mutagées somaticas no gene
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CTNNB1 e imunorreatividade nuclear de p53 no grupo de tumores
adrenocorticais pediatricos (p=0,009). Entretanto, esta observagdao nao foi
confirmada no grupo de tumores adrenocorticais de pacientes adultos.

Recentemente, foi demostrado por meio de expressao génica a ativacao
das vias Wnt/B-catenina e p53 sao aparentemente independentes em um grupo
de carcinomas adrenocorticais de pacientes adultos com mau progndstico “n,
porém mais estudos sdo necessarios para conclusées definitivas.

Em sintese, no presente estudo demonstramos que a via de sinalizagao
Wnt/B-catenina esta envolvida no processo de tumorigénese adrenocortical
tanto em pacientes pediatricos como em adultos em uma frequéncia similar.

Aparentemente, a presenca de acumulo anormal de B-catenina em
citoplasma e/ou nucleo, bem como a presenga de mutagdes no gene CTNNB1
nao se relacionam com a sindrome enddcrina produzida pelo tumor, bem como
com o tamanho tumoral e o estadiamento. Entretanto, em pacientes adultos, a
presenca de acumulo de [-catenina em citoplasma e/ou nucleo esta
aparentemente relacionada a um pior prognostico. Adicionalmente,
observamos evidéncias de uma correlagdo positiva entre mutagdes no gene
CTNNB1 e acumulo nuclear de p53 em tumores adrenocorticais pediatricos,
confirmando uma possivel relagao destas duas vias nesta patologia.

E importante ressaltar, todavia, que os dados do presente estudo ndo
provam de maneira conclusiva a importancia da alga auto regulatéria entre p53
e B-catenina na oncogénese adrenocortical pediatrica. Desta maneira, mais

estudos sdo necessarios para confirmar o envolvimento da via Wnt na
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tumorigénese adrenocortical, bem como a importancia da relagdo desta com o

p53.
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6 CONCLUSOES

1. A evidéncia de mutagdes ativadoras no gene CTNNB1 em tumores
adrenocorticais benignos e malignos de criangas e adultos, sugere que
a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina participa da tumorigénese

adrenocortical.

2. Observamos imunorreatividade anormal de [-catenina em citoplasma
e/ou nucleo, bem como acumulo nuclear de p53 em uma parcela dos
tumores benignos e malignos adrenocorticais de criangas e adultos.
Houve associagdo entre a presenca de mutagdes no gene CTNNBL1 e
acumulo nuclear de p53 no grupo de tumores pediatricos, porém tal
achado nao se confirmou no grupo de tumores adrenocorticais de

adultos.

3. Mutagdes no gene CTNNB1 associaram-se com a ocorréncia de
acumulo anormal de B-catenina. Do mesmo modo, a mutacéo p.R337H
do p53 correlacionou-se com a ocorréncia de acumulo nuclear de p53.
Entretanto, n&o observamos relagdo destas alteragcbes com as
caracteristicas hormonais, o diagnostico histolégico e a evolugédo dos
tumores adrenocorticais. Vale ressaltar, porém, a tendéncia de pior
prognostico dos carcinomas adrenocorticais de adultos com acumulo

anormal de B-catenina.
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SUMMARY

' Endocrinalogy Davelopment The occurrence of metachronous adrenocortical carcinoma has rarely been described. We re-
on of Endacrinology. port a case of a child with virilizing adrenocortical metachronous tumors that, despite several
nent of Internal Medicine, . . .
Clinicas, Facubdads metastases, presented long-term survival (15 years). We analyzed in this tumor IGF2, IGF1R
zing da Universidads and FGFR4 gene expression, and evaluated the presence of p.R237H germline p53 mutation
de S0 Paulo HC-FMUSF), and somatic CTNNBT mutation. /GF2 gene was over-expressed in both left {Weiss score 5) and
580 Paulo, 5P Brazil . N . . . . .
right {Weiss 7) adrenocortical tumors. IGF1R expression levels were higher in the right adre-
nocortical tumor. FGFR4 over-expression was also detected in the right adrenocortical tumer.
In addition, this patient harbors the germline p.R337H p53 mutation and loss of heterozygosity
(LOH) was detected in the tumors, Mo somatic CTNNBT mutations were found in both tumors.
In conclusion, we demonstrated in this unusual case the over-expression of growth signaling
pathways, which are molecular mechanisms previously related to adrenocortical tumorigene-
sis. Furthermare, the absence of somatic CTNNBT mutations, which is a molecular marker of
poor prognosis in adults, might be related to the long-term survival of this patient. A Bras Endo
crinol Metab, 2011,55(1):72-7

SUMARIO
Correspondence to:
Lerena de Olveirs Lima A ocorréncia de carcinemas adrenocorticais metacrénicos € raramente relatada. Descrevemos
=cplina de . - - s

D.égU;'; iﬂl;‘a;logna o caso de uma crianga portadora de tumor adrenocortical virilizante metacrnico que, apesar
Laboraténo de Harmdnios @ das indmeras metastases, apresentou uma longa sobrevida (15 anos), Analisamos nesse tumor
G s b Ykl o P " o . .
Genétics Mol LIMa; a expressao génica de IGF2, IGFTR e FGFR4 & avaliamos a presenca da mutacdo germinativa

I'.m-.\'m:lef valho Aguer, 156 ) s
2* andar, Bloc R337H no p53 e mutagdo somatica no gene CTNINET. O gene IGF2 foi hiperexpresso nos tumo-

':'5"5'3I‘303@3"‘° ;’5""‘- SR Brazil res adrenocorticais esquerdo (Weiss 5) e direito (Weiss 7). Os niveis de expressao de /GF1R fo-
oranallma@usp or

ram maiores no tumor direito. Hiperexpressao do gene FGFR4 também foi observada no tumor
adrenocortical direito. Esse paciente € portador da mutagao germinativa R337H no p53, ¢ perda
de heterozigose {LOH) foi observada em ambos os tumores. Nao foram encontradas mutagdes
no gene CTNNET nos tumores. Em conclusdo, demonstramos neste caso a hiperexpressio de
vias moleculares de crescimento, que sdo mecanismos previamente relacionados a tumorigé-
nese adrenocortical. Além disso, ndo encontramos mutagdes somaticas no gene CTNNBT, que
& um marcader molecular de mau prognéstico em adultos e pederia estar relacionado a longa
sobrevida desse paciente. Ao Eras Endocrinol Metah, 2011.55(1)72-7

INTRODUCTION

Q_ drenocortical carcinoma is a rare tumor in child-  proximately 10 times greater than the worldwide inci
wod. However, the incidence of adrenocortical  dence that ranges from only 0.3-0.38 million per year

diagnosed betore the age of 4) in Southeast Brazil is ap

phie ABERM Sorkos o6 diedcs mesnandos

& wmors in children under the age of 15 years (mostly {1). A unique germline mutation of TP53 (R337H)

i2 Arg Bras Endocrinel Metat:. 2011;55/1
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underlies the genetic predisposition in this population
{1-3). Pediatric adrenocortical tumors appear to behave
differently than histologically similar tumors in the adult
population (4). Unlike the dismal survival stadstics in
adult adrenocortical carcinoma series, pediatric adreno-
cortical tumors with apparent poor prognosis on the ba-
sis of histopathological features may often have a better
outcome {5 ). Unfortunately, there are no histological or
molecular markers so far that can reliably distinguish be-
nign from malignant adrenocortical tumors and define
the prognosis. Clearly, the extent of surgical resection is
the most important factorin patient outcome (6).

The mechanisms of adrenocortcal tumorigenesis
are stll not fully understood, but several data suggest
that malignant transformation is a multistep process (7).
Molecular studies of sporadic adrenocortical tumors in
the pediatric age group are limited due to the rarity of
this condition, however, since children seem to have a
better prognosis, it is important to determine whether
the same molecular alterations described in adults are
also present in children, and whether this is related 1o
the outcome. We report the case of adrenocortical me-
tachronous tumors presenting in a child with long-term
survival, emphasizing different molecular pathways that
could be involved in the adrenocortical tumorigenesis
and related to the benign evolution of this patent.

CASE REPORT

This study was approved by the Ethics Committee of
Hospital das Clinicas (Sio Paulo, Brazil). The parents
of this child provided informed consent, including for
the use of the photographs, images and the report that
follows. The patient was born full term after an uncom-
plicated pregnancy and delivery. At 2 years and 2 mon-
ths of age, the child presented with signs of virilization
(pubic hair, penis enlargement, growth acceleration and
aggressiveness) (Figure 1). At that ime, his weight and
height were 18.0 kg and 100.0 cm respectively (hei-
ght SD + 3.74). At physical examination he was found
to have virilization described as prepubertal testis and
more recent facial acne, deepening of the voice, and in-
creased muscle mass, but no abdominal mass was palpa-
ble. The family history was unremarkable. Laboratory
evaluation demonstrated undetectable gonadotropins
and abnormally elevated adrenal steroid levels: DHEA-
-S, 1790 ng/mL [normal range < 194 ng/mL]; an-
drostenedione, 2.0 ng/mL [normal range < 0.3-2.9
ng/mL], and testosterone, 395 ng/dL [normal ran-
ge < 19 ng/dL], characterizing isosexual precocious

Arg Bras Endocrinel Metat. 2011:55/1
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puberty independent of gonadotropins. Abdominal
computerized tomography (CT) showed a 2.0 em mass
in the left adrenal gland (Figure 2). The patient un-
derwent surgical procedure and an adrenal mass with
3.0 g of weight and 2.5 em of diameter was resected.

The adrenocortical tumor had a histological Weiss
score of 5 (8) and the MacFarlane modified by Sullivan
staging was I (9) (Table 1). Postoperatively, the signs of
virilization disappeared and all tumor markers returned
to their normal ranges. At that time, the patient recei-
ved no further treatment.

Two years after surgery the patient presented signs
of virilizadon all over again and, in addidon, frequent
erections. Hormonal studies revealed elevated androgen
levels (DHEA-S, 6,905 ng/mL [normal range, < 194
ng/mL]; androstenedione, 8.1 ng/mL [normal range,
0.3-2.9 ng/mL], and testosterone, 403 ng/dL [ normal
range < 19 ng/dL]). A novel right adrenal mass was dis-
covered by an abdominal CT (Figure 3). No secondary
lesions were detected by radiological studies at this ime.
The patient underwent surgical resection and intraopera-
tive findings revealed a large (8.5 em) tamor in the right
adrenal gland. The mass was apparently adherent to the
kidney and a freezing biopsy showed invasion of the cap-
sule of the liver. The tumor was removed together with
the right kidney and with a small portion of the right
lobe of the liver. The weight of the tumor was 30.0 g and
histological analysis revealed a Weiss score 7. Although
no signs of invasion of the liver itself or the kidney were
observed the tumor was classified as a carcinoma (Ma-
cFarlane modified by Sullivan staging IIT) {Table 1}.
Duc to the poor prognosis associated with this diagno-
sis by the observation of invasion of the liver capsule by
freezing biopsy, the patent was immediately started on
mitotane. The dose was gradually increased wo 1 g/d.
The patient was also treated with replacement doses of
cortisone acetate and fludrocordsone. Five months af-
ter tumeor resection, the patient developed gynecomastia
and severe neurologic side effects, and mitotane was dis-
continued. He continued to receive steroid replacement,
and his adrenal markers remained undetectable.

At 7 years and 8 months of age, his DHEA-S levels
increased to 272 ng/mL. This relapse was secondary o
a pulmonary metastasis, which was weated by surgery. «
Histology confirmed metastatic nodule of adrenocort
cal carcinoma. Seven months after this surgery, a novel §
elevation of DHEA-S levels was observed. A Positron §
emission tomography-fludeoxyglucose (PET-FDG) scan 3
anda chest CT showed aleft hilar pulmonary metastasis, %
which was suceessfully removed by surgical procedure.  §
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Figure 1. Independent gonadatropins precocious puberty. Enlargement of
the penis with prepubertal testis.

Figure 2. Abdominal computerized tomography showing a 2.0 emmass in
the left adrenal gland.

Figure 3. Abdominal computerized tomography showing a 8.0 cmmass in
theright adrenal gland.

T4

Table 1. Microscopic pathological assessment according to Weiss system

First adrenal tumor
Left adrenal tumor with 2.5 em of
diameter and 3.0 g of weight

Cytological alterations

1) Nuelear grade 4 according to
Fuhrman's criteria

2) Mitotic rate 13 per 50 high-power
fields

3) Atypical mitosis
Structural alterations

4) Clear cells comprising 25% or less
of the tumar {predominance of
eosinophilic cells)

5) Diffuse architecture > 1/3 of umor

Second adrenal tumor

Right adrenal tumnor with 8.5 em of
diameter and 30.0 g of weight (tumor
+right kidney = 175.0 g}

1) Nuclear grade 4 according to
Fuhrman's criteria

21 Mitotic rate 51 per 50 high-power
figlds

3) Atypical mitosis

4 Clear cells comprising 25% or less
of the tumer {predominance of
ecsinophilic cells)

5) Diffuse architecture > 1/3 of the

turnor

6 Necrosis invalving aconfluent area
of cells

Invasion type
71 Invasion of capsule of umor™

Weiss score 5 Weiss score 7

*: There was turnor capsule imvasion but hepatic tissue biopsy was normal.

In childhood adrenocortical tumars the criteria of Weiss classically used in the adult papulation
have no correlation with biological behawicr, [0 this context the first tumor was diagnosed as a
turmor of the adreral corex with questionable prognosis. In contrast, the sscond tumor was
clearly an adrenocortical carcinoma

Nowadays, the padent is 17 years old with no evi-
dence of new metastasis based on radiological imaging
follow-up.

METHODS AND RESULTS

Molecular analysis

We have studied different molecular pathways rela-
ted o the pathophysiology in a male pediatric case of
metastatic adrenocortical carcinoma with long-term
follow-up and insidious evolution. In trying to clari-
fy the atypical tumor behavior in this case we investi-
gated the expression of different genes in the tumor’s
tssue: insulin growth factor 2 (IGF2, Taqman assay
Hs01005963_m,, Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) and its receptor (IGFIR, assay Hs00181385_m, )
and fibroblast growth factor receptor 4 {FGFR4, assay
Hs00242558 m,). Quantitative real-time PCR. was
performed as previously described {10,11}. IGF2 gene
was over-expressed in both left (Weiss score 5) and ri-
ght (Weiss 7) adrenocortical tumors. IGFIR expression
levels were higher in the right adrenocordcal tumor
(fold change, 7 4 ws. 3.32).

We also analyzed the presence of mutations in a
particular region of genes coding for p53, a tumor su-

Argp Bras Endocrinal Metak. 20115571
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ppresser, and for bera-catenin (CTNNEI), 2 key com-
penent of Wnt pathway,

Tumor DMNA was excracted according to standard
procedures, Mutational analysis involving exon 3 of the
CTWNNBI gene, which encodes bera-catenin, was per-
formed using flalking inwronic sequences of this exen.
The primers used were 5 TGGGTCATATCACA-
GATTCTTTTTTT 2° and 3" TCAAAACTGCATTCT-
GACTTTCAS™. PCR was paformed employing TAQ
DMNA pelymerase (Promega). The amplified product
was submitted to direct sequencing on an automated
sequencer (ABI 7000 sequencer detection system -
Applied Biosystems). Mutations were vearified in both
sense and anti-sense directions, The entire exon 10 of
the TP53F gene was amplified and sequenced. In addi-
tion loss of heterczygosity ( LOH) was studied in both
mrnors as previously described (1,2), The patient was
found to bea carrier of the TP53 R337H gaminal mu-
tation in a heterozygoss pattern, which seems to be as-
sociated with a predisposition to adrenocortical tumeors
without prognostic implications (2). In addiden, LOH
was detected in the lefr and right mmoers, Analysis of
CTWMNBI exen 3 showed no alteratiens in both left
and right tumersin comparison to wild type gene.

Immunchistochemical analysis

To investigate the role of Wnt/beta-catenin signaling
in mmeorigenesis, bera-catenin expressien was smdied
by immunchistochemistry using a menodenal mou-
s¢ anti-human bera-catenin antibody 2t the dilution
of 1200 (code: M353% - Dralocyremation). In addi-
tion, we performed immunchistochemistry of pa3, by
P53 antibody ar the dilution of 1:1000 {Clone DO7
- Dakocytomation).

The usual distributicn of bera-carenin at the plasma
membrane was demonsarated with ne nudens/eyroplas-
mic staining, which is the normal partern, since bera-
-catenin playsa rolein the cell-cell adhesion with cadhe-
rin {12}, P53 immunchisochemisry analyzes diowed
abnormal nudear staining as expected, as the parient is
acarrier of B337H mutation in TP53(1,13) (Figure 4).

DISCUSSION

The diagnoss of adrenocortical tumeors in children is
sugpected mainly based on dinical signs and symptoms
of androgen hormones in excess, causing precocious
pubarche. The occurrence of isolated Cushing’s Syn-

Ancy Bross Enciocrinol Mefob, 2011,881

Fedlictric meiochonous ocrenoco fical tumaor

Imrnunc histochern ical Muclear

RAgure 4
immuncexpression for psd in e nghtadenocorical tumar, 400 x.

skining of o3

drome due to the production of glucocorticoid by an
adrenocortical tumor is infrequent (3). Foutine evalu-
ation for suspected adrenocortical tumors consists in
the measurament of: DHEA-S, tastosterons, astradiol,
LH, FSH, ACTEH, wndrostenedione, 17-hydroxypro-
gesterons, aldosterons, renin activity, 11-deoxycorti-
sol, and cortisel afrer low dose of overnight dexame-
thasone (5). To date, adrenocortical tumorsin children
ar eunequivocally established as cardnomas dueto local
recurrence or metastasis development, However, dis-
tinetion berwesn adencma and cardnoma can be very
difficult to accomplish when adrenocertical necplasms
are diagnesed in the early stages, since there is ver no
reliable marlcer to predice tumeor recurr ence or dissemi-
nation. Pediatric adrenocortical mmors dassified as car-
dnomas based solely on histopatholoical Weiss eriteria
often hawe favorable prognosis (14, Wienele and cols.
(4) described some factors that when identified in the
ageregats appear to accurately predicr a mers agpres-
sive biologic behavier, which indudes: mmor weight =
400 g, tumor size > 10,5 om, extension into periadrenal
soft tissues and/or adjacent organs, invasion into the
Ve CA¥a, VENOUS invasion, capsular nvasion, presen-
ce of tumor necresis, = 15 mitoses per 20 HPE, and
presence of arypical mitosis figures (4), Of note is the
presence of some of these histopathological criteria in
both tumaors presented by the child (Table 1), however,
the tumers” weights and sizes are beneath these ranges,
Ameng various dinical parameters that have been sho-
wm to impact adrenccortical cardinema prognosis, -
mot staging has been demenstrated as one of the most
impertant (13). The staging system for adrenocortical &

cardnomas depends upon tumeor size, nodal invelve- F
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ment, invasion of adjacent organs, and presence of dis-
tant metastasis (9). However, it is important to know
that is not uncommon for patients with small tumors to
experience relapses.

The pathophysiological study of the adrenocortical
carcinoma is important to improve diagnosis, prognos-
tic evaluation, and weatment. Analysis of exon 10 of
the TP53 gene revealed that our patent is a carrier of
TP53 R337H germinal mutation as is the majority of
pediatric Brazilian patients with adrenocortical tumors.
This mutation is not related to a dismal behavior of
this disease (2). IGF2 overexpression has been consis-
tently demonstrated in adult sporadic adrenocortical
carcinomas. IGF2 exerts its mitogenic effects through
interacion with IGFIR (15). Almeida and cols. (10)
reported overexpression of IGF2 in both pediatric
adrenocortical adenomas and carcinomas; on the other
hand, IGFIR m RNA levels were significantly higher
in childhood adrenocortical carcinomas. Both adreno-
cortical tumors reported here had a high expression of
IGFZand IGFIR, but IGFIR expression was higher in
the right tumor. Studies have demonstrated that an-
tagonizing the IGF signaling pathway with pharmaco-
logical agents results in the inhibidon of in vitre and
in pive tumor cell growth. This raises the prospect of
using target disruption of the IGFIR signaling pathway
as a therapeutic agent since this targeted inhibion was
apparently more potent than the use of mitotane in xe-
nograft growth (10,15).

Tissier and cols. (16) reported beta-catenin ano-
malous staining at the nuclens and/or cytoplasm in a
high frequency of adult adrenocortical tumors, mainly
in carcinomas. However, the pattern differed between
these tumors. The abnormal beta-catenin immunostai-
ning was focal in most adrenocortical adenomas and
diffuse in adrenocortical carcinomas. Undl now, the-
re is little information in medical literature about the
participation of the Wnt pathway in pediatric adreno-
cortical tumorigenesis. Pusantisampan T and cols. (17)
reported a case of a child with metastatic adrenocort-
cal carcinoma presenting a somatic mutation of beta-
-catenin. Recently, somatic activating mutations of the
s CTNNBI gene were associated as a poor prognostic
§ factor in adult adrenocortical carcinomas {18). In the
f present case, neither abnormal beta-catenin swining,
nor mutation in the exon 3 beta catenin gene was ob-
served. The absence of this somatic molecular altera-
tion might be related to the indolent behavior of the
patient’s tumors.

76

A previous microarray analysis of pediatric adre-
nocortical tumors demonstrated high of expression of
FGFR4(19). In fact, an overexpression of FGFR4 was
observed in the tumors of the patient reported.

Surgical resection is the wreatment of choice for pa-
tients with resectable primary and even metastatic le-
sions (6). In addition, adjuvant mitotane therapy may
be given to padents in MacFarlane stage 111 and IV to
increase the length of ime between recurrences. Mito-
tane has a cytotoxic effect on adrenocortical cells and it
is cffective in controlling steroid excess in patients with
secreting adrenocortical carcinoma; but patdents often
present symptoms due to the toxicity of this drug, whi
ch is largely related to mitotane blood levels. Mitotane
has been extensively used in adults, but there is linde
knowledge of its efficacy and long-term effects in chil-
dren. The role of chemotherapy in the management of
adrenocortical carcinoma in children is not clear.

After surgical procedures the patdent presented
good evolution and to date he is receiving glycocor-
ticoid and mineralocorticaid replacement. Puberty has
developed at the expected age and the patient achieved
the target high. It is important to emphasize that the
cure achieved for this particular patient may be related
to total resection of the tumors and also of the metas-
tasis. Of note, there is a risk for recurrence even afier
10-12 years and complete resection of both adrenocor-
tical tumors and metastasis. Continued surveillance is
still required. Also, we do not recommend this patient,
bciug a carrier of the TP53 mutaﬁcm, to smoke or have
contact with substances that might damage his DNA.

Disclosure: no potential conflict of interest relevant to this article
was reported.
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Dysregulation of the WNT and insulin-like growth fac-
wr 2 (IGF2) signaling pathways has been implicated
in sporadic and syndromic forms of adrenocortical
carcinoma (ACC). Abnormal f-catenin stining and
CINNB! mutations are reported 10 be common in
both adrenocortical adenoma and ACC, whereas ele-
vated IGF2 expression is associated primarily with
ACC. To beuer undersiand the comtribution of these
pathways in the wmorigenesis of ACC, we exam-
ined clinicopathological and molecular data and

used mouse models. Evaluation of adrenal tumors
from 118 adult patients demonstrated an increase
in CTNVNBI mutations and abnormal g-catenin accu-
mulation in both adrenocortical adenoma and ACC.
In ACC, these feawres were adversely associaved
with survival, Mice with stabilized f-catenin exhib-
ited a temporal progression of increased adreno-
cortical hyperplasia, with subsequent microscopic
and macroscopic adenoma formation. Elevared Igf2
expression alone did not cause hyperplasia. With
the combination of stabilized B-catenin and ele-
vated Igf2 expression, adrenal glands were larger,
displayed earlier onset of hyperplasia, and devel-
oped more frequent macroscopic adenomas (as
well as one carcinoma). Our results are consistent

with a model in which dysregulation of one path-
way may result in adrenal hy perplasia, but accumu-
lation of a second or multiple alterations is neces-
sary for wumorigenesis. (dm J Pathol 2012, 181:1017-
1033 bt pe de.doi.org 101016/ L ajpath. 201 2.05.026)
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significance of this correlation has been called into ques-
tion.® APC is a component of the cadherin-associated
protein B 1 (CTNNB1; commonly known as S-catenin)
destruction complex, which, in the absence of WNT
(wingless-type MMTV integration) signaling, helps facili-
tate the phosphorylation of g-catenin, targeting it for deg-
radation. The presence of WNT signaling or decreased
expression/mutation of APC results in stabilization and nu-
clear translocation of active B-zatenin. In the nucleus,
B-catenin acts as a transcrptional cofactor with members of
the T-cell factor/lymphoid enhancer factor (TCF/LEF) family
10 regulate target gene expression.”

WNT signaling has been shown to play an important role
in organ development and has been implicated as a caus-
alive factor in avariety of cancers.” In the adrenal gland, the
Wnt pathway is required for normal gland formation, and
adrenccortical cell-specific knook ocut of ClhinbT In mice
results in adrenal gland aplasia® A number of tumor profil-
ing studies have revealed abnormalities in -catenin in both
ACA and ACC ®-' Here, we present data from a cohort of
118 adult patients with ACA or ACC, of whom 24% and
309, respectively, displayed cytoplasmic andfor nuclear
freatenin staining, compared with the membranous stain-
ing found in the normal adrenal cortex, Appraximately 20%
of the patients in the cohort had exon 3 CTANMBT mutations,
which alter the consensus site for glycogen synthase kinase
3B (GSK3B)-mediated phosphonylation and thus abrogate
B-catenin degradation.'*"®

Insulir-ike growth factor 2 (IGF2) is a critical growth
factor in the development of many organ systems, including
the adrenal corex. Reciprocal imprinting defects of the
11p155 locus result in either Silver-Bussell syndrome or
Beckwith-Wiedemann syndrome (EWS), Silver-Russell syn-
drome is characterized by elevated expression of H19, de-
creased expression of IGF2, hypomethylation of the imprint-
ing control region, and growth retardation.'® BWS is
characterized by elevated expression of IGF2, hypermeth-
ylation of the imprinting control region, and organ over-
growth. " BWS patients have, among other manifestations,
an increasad rate of ACC." IGF2 is a mitogen that acts by
binding the cell surface receptor, IGF-1R, resulting in its
aulophosphonytation and a downstream signaling cascade
that engages a number of cellular processes, including
celleycle progression and proliferation.™®  Large-scale
gene expression studies from our research group and from
others have revealed that IGF2 expression is dramatically
up-regulated in at least 80% of sporadic ACCs, compared
with sither ACA or normal adrenal fissue "9

To examine the potential interaction of Wnt and Igf2
signaling pathways in ACC, we developed mutant mouse
models in which these pathways are perturbed. Mice
lacking Ape specifically in the adrenal cortex displayed
age-dependent adrenocortical hyperplasia as micro-
scopic 1o macroscopic adenomas. Adrenal corex-spe-
cific loss of imprinting at the igf2/H18 region in mice
results in elevated Igf2 expression and minar adrenocor-
tical dysplasia, but no actual hyperplasia, When the Ape
and Ig/H19 alerations are combined in the adrenal
cortex, mice exhibited earlier signs of adrenocortical hy-
perplasia, earlier and more severe microscopic and mac-
roscopic adenomas, and cancer formation. Our present

results, along with data from other genetic profiling stud-
ies, as discussed below, suggest that multiple genetic
aberrations are required for ACC development.

Materials and Methods

Frozen Human Tissues, Histopathology, and
RNA isolation

Frozen tumor samples from the 55 parients in the University
of Michigan Health System (UMHS) cohort were either cb-
tained from the Cooperative Human Tissue Network (CHTN)
or derived from UMHS surgical specimens procured by the
Tissue Procurement Service of the University of Michigan
Comprehensive Cancer Center. Histopathology and clinical
and pathological features of the tissues (including stage,
grade, and mitolic rate) were as described previously.™®
Samples from the University of S&o Paulo (USP) cohort
included frozen tissues from 63 adrenocortical tumors that
were used tor mBMNA isclation. In the USP cohort, 27 of the
63 wmors were classified as carcinomas according to
Weiss scoring criteria®~2® (score =2), All human data that
contributed to analysis of pafient prognosis (including mi-
totic rate, stage, grade, hormone secretion, and p-catenin
status) are available as part of our Gene Expression Omini-
bus (GEO) series deposited with the MNatioral Center for
Biotechnology Information (accession no, GSE33371 at
hitp/Avww.nebinim.nih.gov).

Analysis of Human RNA Samples

Microarray data have been described previously ' The
raw array data ((CEL files) and the data set with the
statistical tests used to select for differentially expressed
genes have been deposited in the GEO database
(GSE43371).#7 Probe-set annotations were updated from
the Attymetrix website (version na32, June 2011 edition).
Quantitative real-time PCR (gPCR) of samples from the
USP cohort was performed as described previously.®®
Gene expression was analyzed using Taghan expres-
sion arrays: Hs01005963_m1 for detection of IGF2 and
4326315E for ACTB (B-actin) as a contral.

Tissue Microarray of Human Samples and
Analysis
UMHS Cohort

An adrenal lissue array of samples, designated Adren-
alTMAZ, was constructed as described previcusly.'® Im-
munchistochemistry for B-catenin was performed using
this AdrenalTMA3 as described previously *® Because
staining patterns were consistent throughout the ACC
tissue sections, B-catenin immunoreactivity was scored
in & simple dichotomous manner by evaluating the tumor
cells for membranous staining versus cytoplasmic andfor
nuclear immunolocalization.
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USP Cohort

TMA blocks were prepared from representative tumor
areas as described previously,®® and were evaluated by
IHC with mouse anti-human g-catenin antibody (1:200;
M3539; DakoCytomation, Carpinteria, CA). Two investi-
gators without knowledge of the clinical data indepen-
dently evaluated g-catenin staining. Immunoreactivity for
B-catenin was evaluated in both nucleus and cytoplasm.
Each sample was scored as described previously '

Genomic Mutational Analysis of the
CTNNB1 Gene

Somatic mutations of exon 3 of the CTNNBT gene were
soreenad in UMHS turnor samples by DMNA sequencing of
exon 3, as described previously 2 USP wmor samples of
from adult patients (24 adenomas and 18 carcinomas)
were also screened for somatic mutations of exon 3 of the
CTNNET gene by automatic sequencing. Briefly, primers
were designed to amplify exon 3 and the flanking intronic
saquences of the g-catenin gene (CTNNBT): 5'-TGGGT-
CATATCACAGATTCTTTTTIT-3" and 5-TCAAAACTG-
CATTCTGACTTTCA-3", PCRamplification used Tag DNA
polymerase (Fromega, Madison, W). The amplified prod-
ucts were directly sequenced on an ABI 7000 sequence
detaction system (Lite Technologies-Applied Biosys-
terns, Foster City, CA). Mutations were venfied in both
sense and anti-sense directions.

Mouse Models

Stercidogenic factor 1 (Sf1)-Cre transgenic mice were
obtained from Keith Parker (University of Texas-South-
western, Dallas, TX).* $f1 is also known as nuclear re-
ceplor sublamily 5, group A member 1 (encoded by
Nr5at). The 5f1-Cre single-copy transgene largets low
levels of expression of Cre recombinase 1o the urogenital
ridge by E10.0 and activates a Cre-dependent reporter
gene stochastically throughout the adrenal cortex 2 Mice
carrying floxed exon 14 of the Apc allele® (Apc™™™F)
were obtained from Bant Williams (Van Andel Institute,
Grand Rapids, MI). In mice harbering two floxed Ape
dlleles and the Sf1-Cre transgenes, Cre recombination
results in a frameshift mutation generating a null product
in SH-expressing tissues, including the adrenal cortex
[APC knock-out (KO)] (see Supplemental Figure S1A at
hitp://ap.amipatholorg). Mice carrying the lloxed Cinnb?

Table 1. Genotyping of Mouse Models
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gene (Ctnnb1™™#*™) were purchased from the Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME). This cistron contains loxP
sites flanking exons 2 to 6 and produces an inactive
p-catenin product on Cre-mediated excision®* (BCAT
KO) (see Supplemental Figure S1B at hilp/ajp.
amjpatholorg). Some studies involved rice that were the
result of crossing APC KO mice with BCAT KO mice
(APC-BCAT KO) (see Supplemental Figure S1C at htipa/
gp.amjpathol.org). Mice with joxP sites flanking the Igf2/
H19 imprinting control region (differentially methylated
domain, or DMD; H1¢ ) were & kind gift from
Marisa Bartolornei (University of Pennsylvania, Philadel-
phia, PA}.3® On crossing a female HIQ@OMEBOMD o se
with a male Sf1-Cre mouse, Cre recombination in Si1-
expressing tissues results in loss of imprinting at the
maternal igf2/H19 locus and expression of igf2 from both
maternal and paternal alleles (H19%°Y9) (sse Supple-
mental Figure S2A at htfp:/ajp.amjpathol.org). Combined
Ioss of Ape and Igf2/H19 imprinting was achieved by
breeding Apc!iexeditioxed ipica with HgWOMOMOMD micg
(APC KO-H192°ME) (see Supplemental Figure S2B at
http://ajp.amjpatholorg). Genotyping profocals tor the
mouse models are given in Table 1. After harvest of
tissues from the animals, both adrenals were weighed;
the left adrenal was processed for immunchistochemistry
and the right adrenal was flash-frozen for biochemical
analysis. In some instances in which macroadenomas
were present, tumors were cut in half to allow for immu-
nohistochemical and biochemical analyses of the same
lissue.

Immunoblot Analysis of Mouse Adrenal Lysates

Protein lysates were prepared from mouse adrenal
glands and analyzed by immunoblotting as described
previously ** We used the following primary antibodies
directed aganst specific proteins: total B-catenin
(610154; BD Biosciences, San Joss, CA), proliterating
cellular nuclear antigen (PCNA, scBB, Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA), Dax1 [dosage-sensitive sex
reversal, adrenal hypoplasia critical region on chromo-
some X, gene 1; also known as nuclear receplor sublam-
ily O group B member 1; encoded by NrOb1); kindly
provided by Enzo Lalli, Institute of Molecular and Cellular
Pharmacology, Valbonne, France], total Akt (thymoma
viral proto-oncogene 1; 8272, Cell Signaling Technology,
Darwvers, MA), phosphorylated Akt at Ser473 (40518, Cell
Signaling Technology), and f-actin (A5441; Sigma-Al-

Trarsgene Prirner Ta (*C) Product size (bp)
Sf1-Cra Fwd 5'-CAATTTACTGACCGTACAC-3' &1 WT: no band
Rev 5'-AGCTGEUCCAAATCTTCOTG-3' Cra: 280
Apcherme Fwd 5'-GTTCTGTATCATSGAARAGATAGGTGG-3" 55 WT:320
Rev 5'-CACTCAAAACGCTTTTGAGGGTTEAT-3' floxed: 370
Cinrt ] i Fwd 5'-ANGCTAGACTGATCRAACTTGTT-3' B0 WT: 300
Rev 5'-CACCATGTCCTCTSTCTATTC-3 floxad: 400
e s Fwd 5'-CACACARAAGGATTCTTTGCAGAGAG-3' 58 WT: 297
Rev 5'-TGCAAGGAGACCATGCCTATTCTTG-3 flowed: 347

Ta, annealing temperature; WT, wild type.
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drich, $t. Louis, MO), Secondary antibodies used were
horseradish peroxidase-conjugated (Roche, Indianapo-
lis, IN) or IRdye conjugated (LI-COR Biosciences, Lin-
coln, NE); for detection, we ussd West Dura enhanced
chemiluminescence reagent (Pierce; Thermo Fisher Sci-
entific, Rockford, IL) and autoradiography or a LI-COR
Odyssey infrared system.

Analysis of Mouse Adrenal Gland Histology and
Immunohistochemistry

Adrenal glands were collected at 8, 15, 30, 45, and =45
weeks of age and were fixed, processed, and sectioned
as described previously ® The following antibodies were
used: Dax1 (gererously provided by Ken Morchashi,
Kyushu University, Japan®), 20a-Hsd (20e-hydroxy-
steroid dehydrogenase; generously provided by Yacob
Weinstein, Ben Gurion University, Israel), A-catenin
(610154 from BD Biosciences, or 507182 from Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), tyrosine hydroxy-
lase (TH; MAB318; Millipore, Billerica, MA) and S (cus-
torn anti-Si1 prepared by Proteintech Group, Ine, Chi-
cago, IL). IHC was performed using a Vectastain ABC
(avidinfbiotinylated enzyme complex) kit or & Mouse on
Mouse (M.O.M.) kit according to the manufacturer's pro-
tocel (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Tissue sec-
tions were incubated at 4°C overnight with primary anti-
body, washed, and incubaled with secondary antibodies
provided with the Vectastain ABC kit or M.OM kit. Anti-
gen was detected through the use of SIGMAFAST 3,3'-
diaminobenzidine tablets (D4188, Sigma-Aldrich). Ssc-
ondary antibodies used for immunofluorescence were
Dylight dyes 488 and 549, goat anti-mouse or goat anti-
rabhbit from Jackson ImmuncBessarch (West Grove, PA).
Sections were analyzed by normal light or fluorescent
microscopy. Ki-67 detection (ab16667; Abcam) in mouse
adrenals was conducted by the Pathology Cores for An-
imal Research at the University of Michigan, Unit for Lab-
oratory Animal Medicine,

Analysis of Mouse RNA Samples

Total adrenal gland mRMNA was prepared and analyzed by
qPCR as described praviously.® Primer sequences were as
follows: Axin2: 5'-GCAGGAGCCTCACCCTTC-3'10 6'-TGC-
CAGTTTCTTTIGGCTCTT-3", @actin: 5-ACCCGCCAC-
CAGTTCGCCAT-3' to 5'-TACAGCCCGGGAGCATCGT-3,
igf2: 5'-CGCTTCAGTTTGTCTGTTCG-3" to &-GCAG-
CACTCTTCCACGATG-3; and Leff (ymphoid enhancer
binding factor 1) 5-CTGAAATCCCCACCTTCTACC-2' 1o
5’-TG(’_—;§ATAAAOAGGCTGAOCT-3’. All primers were vali-
dated.

Human and Animal Research Statements

The Endocrine Database of the University of Michigan
Endocrine Bank securely joins clinical data about a pa-
tient's course of disease, pathology data, and outcome of
treatment. The database is Institutional Review Board-
approved as a repository of retrospectively gathered pa-

tient data behind the UMHS firewall and under control of
a small research team. Each research project that in-
tends to query these data to address a research hypoth-
esis undergoes a ssparale Institutional Review Board
approval process based on its own merits and risks, as
did the present study. Studies from the University of Sao
Paulo were approved by the ethics committee of Clinical
Hospital, S30 Paulo, Brazil, and informed consent was
obtained from all patients andfor responsible represen-
tatives.

All experiments involving mice were performed in ac-
cordance with an institutionally approved protocol under
the auspices of the University of Michigan Committee on
Use and Care of Animals. Veterinary care was provided
by the Unit for Laboratory Animal Medicine staff at the
University of Michigan based on standards in the current
Guide for Care and Use of Laboratory Animals, the Animal
Welfare Act Regulations, and the Public Health Service
Policy on Humane Care and Use of Laboratory Animals.

Resuits

Abnormal 3-Catenin Staining and CTNNB1
Mutations Correlate with Poor Prognosis in
Human ACCs

The present study population comprises a combined co-
hort of 118 adult adrenal tumor samples from the UMHS
and the USP. Of these samples, 58 were classified as
adenomas (22 UMHS and 36 USP; Weiss score = 02)
and 60 as carcinomas (33 UMHS and 27 USP. Weiss
score = 2). Previous studies have demonstrated abnor-
mal cytoplasmic and nuclear accumulation of B-catenin
in ACAs and ACCs*'?% We therefore evaluated the
status of WNT pathway activation by IHC for B-catenin in
turmors from this cohort, using tissue arays. Representa-
tive images from IHC analysis for membranous B-catenin
and abnormal nuclear g-catenin staining are presented in
Figure 1A. Abnormal cytoplasmic andfor nuclear f-catenin
immuncoreactivity was observed in 24.1% (14/58) of the
ACAs and 30% (18/80) of the ACCs.

DMA sequencing of exon 3 of the CTNNGT gene was
performed for 46 ACAs and 31 ACCs, revealing muta-
tions in 21.7% and 226% of the cases, respectively.
Mutations observed included those previously found in
ACG, which result in sering to prolineg (S45P) and proline
to glanine (P44A), and a change at aspartic acid
325'2% |n addition, we found missense mutations re-
sponsible for amino acid changes, including serine to
oysteine (S37C), glycine to glutamine (G34E), leucine to
proline (L46P), or asparlic acid 1o glycine (D32G). Dele-
tions within exon 3 were also observed (S46del, 41dsl 5,
43del 8, and 44del1).

In & recent study of both French and German patients,
Gaujoux et al'? found that WNT pathway activation as
assessed by B-catenin immunohistochemistry was asso-
ciated with survival. To confirm and exiend those results,
we performed Kaplan-Meier analysis using data from a
total of 50 patients with follow-up data available (23
UMHS and 27 USP), and found that ACC patients with
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1. Abn | B-catenin localizati rrelates with poor prognosisin
humans. A: Immunchistechemistry in ACC showing typical membranous
Peatenin or nuclear #-caenin, B: Kaplan-Meier analysis of the UMHS cohert
indicated that patients with membranous S-catenin staining (n = 15 had a
better survival rate than those with nuclear f-catenin staining (n = 8, P =
0.06 log-rank tes®), C: Kaplan-Meier analysis of the USP cohont indicated that
patients with membrancus f-catenin staining (n = 22) had a bester survival
rsm:)l.han those with nuclear §-catenin staining (n = % P = 009 log-rank
test),

mors displaying cyloplasmic/nuclear B-catenin had
poorer survival than patients with wmors  displaying
membranous p-catenin (P = 0.006 log-rank test, UMHS
and USP combined; Figurs 1, B and C). Moreaver, al-
though B-catenin status in ACCs was not associated with
McFarlane stage, it was associated with high-grade dis-
ease as assessed by mitotic rate >20 and analyzed as
log,-transformed data (Table 2). In the UMHS cohort, 8/8
tumors with nuclear B-catenin staining were high grade,
compared with only 9/15 hours withoul abnormal
p-catenin (P = 0.058 two-sided Fisher's exact test); inthe
USP eohort, only 1/5 tumors with nuclear B-catenin stain-
ing were high grads, whereas none of the 22 umors
without abnormal B-catenin were high grade (Table 3).
The B-catenin status of the tumors was significantly as-
sociated with prognosis in ACC in univariable models, as
others have reported. '2 In multivariate Cox madels, how-
ever, using stage and grade (mitolic rate), we found
including B-catenin status did not significantly improve
survival prediction (Table 2), The Gaujoux et al*? group
that reported independent predictive power for g-catenin
did examine mitotic rate, but did not incorporate it as cne
of the clinical measures in their models. Because abnor-
mal B-catenin status is preferentially present in ACC with
high mitotic rates (high-grade ACC), it is not surprising
that the predictive power of g-catenin is diminished when
wmor grade is considered ®® Thus, our results confirm
that CTNNGT mutations and abnormal g-catenin localiza-
tion are found with similar frequency in ACA and ACCs.
Furthermore in ACC, abnormal B-catenin is associated
with increased mitofic rates and poor prognosis.
Studies in mice and humans have suggested an asso-
ciation between abnormal f-catenin expression and hy-
peraldosteronism *%4' Other studies, however, have not
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found a clear correlation between tumor hormene pro-
duction and g-catenin status. "3 |n the UMHS cohort, of
the 22 ACAs with hormone data available, 8 tumors dis-
played abnormal g-catenin staining, and 5 of these were
found to be non-hormone sacreting (P = 0.01 Fisher's
exact test; Table 4). In contrast, 12 of 20 ACCs in the
UMHS cohaort displayed abnormal B-catenin staining,
and 11 of these were hormone-producing (P = 0.02).
These associations were not found to be significant in the
ISP cohort. Of 36 ACAs in the USP cohert with hormone
data available, 10 had abnormal g-catenin, and 6 of
these 10 were hormone-producing (P = 0.23; Table 4). Of
the 27 ACCs in the USP cohort, 4 of 5 tumors with abnor-
mal g-catenin were hormone-producing (P = 0.47),
These data suggest variability in the UMHS versus USP
patient cohorts or in the clinical diagnosis of hormane
excess in each population. It is intriguing that B-catenin
mutations and hormone production have been shown
independently to predict worse prognosis in ACC.*?

Abnormal p-Catenin Status Correlates with
Changes in Gene Expression and an
Enfichment of Up-Regulated LEFT Target
Genes

To examine global changes in gene expression, we used
our previous array data from the GEQ series (GSE33371;
formerly GSE10927) consisting of mRMNA abundance as-
says of the 33 ACCs, 22 ACAs, and 10 normal adrenal
corlex samples from the UMHS cohort run on HG-
U133_Plus_2 arrays, which hold 54,675 probe sels.'®
Both ACA and ACC samples were divided into two
groups, based on B-catenin status: one group with cyto-
plasmic/nuclear staining or CTNMST mutations (Bear™)
and the other with normal membranous staining and no
CTNMBT mutations (Beat™). Thus, including normal ad-
renal cortex samples, we had five groups (normal,

Table 2. Multivariable Cox Properional Hazard Models for
Patient Survival

P value Rslative Risk
Cohort and effect (Wald test) (95% Cl)
UMHS cohort
B-catenin, nuclear 0.220 1.89 (0.89-5.21)
vs mambranous
Mitotic rate, loga- 0.020 184 (1.10-3.07)
trarsformed”
Stage II+1V vs 1+11 0.049 296 (1.00-8.70)
USP cohart
B-catenin, nuclear 0.92 1.07(0.30-3.79)
ve membranous
Mitotic rate, loga- 0.21 1.36 (0.84-2.20)
trarsformed”
Stage I+IV ve 1411 0.0033 B.08& (2.00-32.38)
Combined
B-catenin, nuclear 0.29 154 (0.70-3.41)
v membranous
Mitotic: rate, log,- 0.0018 155(1.18-2.03)
transformed”
Stage I1I+IV vs 1+l 0.00085 4.14 (1.80-9.52)

*Mitolic rates of <5 set equal o 5.
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Table 3. Association of §-Catenin status with Stage and Grade

MNuclear g-catenin with high

Membranous g-catenin with high

Cohort stage or grade (V) stage or grade (V) P value™

Azsociation of p-catenin and stage

UMHS cohort 48 715 1.0

USP cohort 36 822 0.37

Combinad T3 18/37 052
Association of g-catenin and grade

UMHS cohort a8 915 0.058

USP cohon 115 ofz2 0.19

Combined 913 9137 0.007

*Two-sided Fisher's exact test.

n = 10; ACC Beat™, n = 13, ACC Beat™ n = 19; ACA
Beat*, n = 8, and ACA Beat™ n = 14) to which we fit
analysis of variance models with separate means for
each group. One ACC, for which no B-catenin analysis
was performed, was excluded. Using pairwise contrasts
between Beat* versus Beat™ ACCs, we obtained 4559
probe sets corresponding to transcripts that differed sig-
nificantly (P < 0.01). A similar comparison in ACAs re-
vealed that signal from only 763 probe sets diftered sig-
nificantly (P < 0.01). In both cases, we axpected
approximately 547 (ie, 54,675 x 0.01) Pvalues this small
by chance, indicating that only approximately 12% of the
probe sets representing transcripts whose expression
levels appear significantly up or down in ACC Beat™ are
false positives. Of the probe sets with P < 0.01, we further
selected only those in the ACC comparison with average
differences of at least 1.5-fold and thereby obtained a list
of probe sets representing 1230 increased and 1087 de-
creased transcripts (see Supplemental Table 51 at hilps/
aip.amjpathol org). Compared with ACC, B-catenin status
in our ACA samples corresponded 1o fewer transeripls
that were changed more that 1.5-fold and with £ < 0.01
(278 increased and 211 decreased). In addition, there
was minimal overlap in similarly affected transcripts in
ACC and ACA (2 total of 14 probe sets). In fact, the probe
sets were significantly negatively associated, there were
mare transcripts for which abnormal g-catenin correlated
with an increase in ACC and a decrease in ACA and vice
versa (a tolal of 16 and 21 probe sets, respeclively),
compared with ranscripts that were regulated in the

same direction in both ACC and ACA (see Supplemental
Table $1 at hiip:/ajp.amjpatholorg). The full array daia
and results for this and other statistical tests are available
in the GEQ database (GSE33371).

A subset of the most profound differences (fold
change = 2.5, P < 0.0001) is presented in Figure 2.
Transcripts for the B-catenin target genes LEFT, axin 2
(AXINZ), and isthmin 1 homolog (JSMT) are increased in
ACC with abnormal f-catenin status. Surprisingly,
these targets are not increased in Beat™ ACA. Certain
other transcripts are decreased in Beat® ACC, includ-
ing the met proto-oncogene (MET). which has been
reported 1o be associated with B-catenin in a variety of
cancers. ¥4 This evaluation also revealed genes
whose expression levels differ (generally as a de-
crease) specilically in ACC with normal -catenin sta-
1us (Beat™). This group includes nephroblastoma over-
expressed (MOV), also known as connective tissue
growth factor 3 (CCN3), an apoplotic factor that is also
decreased in pediatric ACC. %%

Altered gene expression in Beat® ACC may be ex-
pected to reflect changes in specific cellular processes.
To examine this possibility, we performed enrnchment
testing using several publicly available sets of gene lists,
After removing redundancy in the 1230 up and 1087
down probe sets, we obtained lisis of 678 up and 742
down distinct transcripts (see Supplemential Table $2 at
hitp://aip.amipathol.org). Genes with Gene Ontology (GO)
terms for cell division and cell adhesion were significantly
aver-representad in the list of genss whose exprassion

Table 4. Correlatien of -catenin status to Hormone Seeretion in ACAs and ACCs

UMHS cohort (no.) USP gohaort (no.)
Membranous MNuclearfeytoplasmic Membranous Nuclear/eytoplasmic
B-catenin B-catenin B-catenin B-catenin

Adrenocortical adenomas

MNonfunctional 1 &5 5 4

Functional 13 3 21 6t

Total 14 8 26 10
Adrenocortical carcinomas

MNonfunctional 9 1 2 1

Functional 8 11% 20 48

Total 1 12 22 5

*Abnarmal g-calenin stalus is comelated with nonsecretion; P = 0.01, Fisher's exact fest,
*Abnormal g-catenin status is not comrelated with secretion; P = (.23, Fisher's exact test.
*abnomal g-calsnin stalus is correlatad with secration; P = 0.02, Fisher's axact last.

Sabnormal p-catenin status is not correlated with secretion; P = 0.47, Fisher's axact test.



Apéndices

IGF2 and g-Catenin in ACC 1023
AJP September 2012, Vol 181, No. 3

P- Fold- Probe
wvalue change Set
SEDS 264 220512 at
LJE-DS 286 20995575 at
1E-05 378 225641 af
BE.D5 251 221730 at
2ED5 292 306114 at
DE-DS 277 228171 s at
9E-06 B3 233504af
TELE 321 22027173 at
4E-D5 387 2268135 at
SED6 341 204720 = ot
BE-DS  2.77 230109 at
E-D5 268 20960275 at
DE-08 367 209382 5 at
.2E-08 289 223848 at
(3E-06 283 205138°E at
BE08 156 235182 af
TE-D5 ZBB 228377 at
JE-D5 258 243432 at
(3E-D5  5ED 1553602
3E.05 2BY 232083 at
UE-D6 431 226892.at
(9E-D5 251 39549 at
4E-DE 335 213308 at
{E-D5 351 238246 at
(BE-D7 738 204134at
BE-05 400 235209 at
(TE-D5 435 221558 % at
2EDE 304 2048317 at
BEDE 2057 222685 aF
DE-DS 273 228676 at
1E-D8 318 240873 7% at
1E.D] 252 2363TB_af
BE.D7 924 2078187s at
2E-DE 374 2074267s at
ZED5 BB1 202455 af
E-07 204597 at
SE-D5 298 213831 at
SE-D7 298 205032 at
3E-05 37 212793 at
1E-D7 408 212094 at
UE-0§ 3.07 235108 at
DE-DS 34D 220823 at
3E-D7 758 214321 at
LIE-0S  3.28 227782 at
BE-D8 594 225016 at
(JEDS 364 2011885 at
1E-06 295 218704 af
(BE.DE 35D 248407 s at
IED5 304 21BEII a0
ZE-D5 250 20334875 at
AED5  2E1 227247 af
BEDS 2EE 225575 at
BE.DE 304 2i5E85 at
TELS D28 205768 s
4E-DE D19 226789af
BEDS D3B 227285 at
(SEDE 039 223B74 at
BE-D5 D39 2119907t
BE-DS [.33 208306 x at
DE-D5 D20 2233445 at
3E-D7 D36 22933 af
BE-DS 032 204343 at
LSE-05 D34 20480375 at
5E.05 D30 226474 -af
BE-DS D36 224516 at
JELA D23 229435 x at
AE-DE D27 206082 af
4E-D5 D36 219247 5 at
AE-0S 18 205428 s at
EE-DE D25 212314 a¥
AEDS D34 203510 at
0.84 112 210831 5 at
n.41 147 224546 % at
0.2 146 2131827 at

Ratio to the median of ACCs, except the last 3, where it is median of all samples.
a4 172 1 2 4

Figore 2. Gene expression differences between ACH
} ariance > the five groups (normal

t5 that and an average fol

llest Pvalue for a gene |

Lo 1o th

by

catenin staining
spare Beat™ versus
Entrez gene
lea or mutation
| samples. Red indicates

cak”

the LEF1 transcriptic
ificant (P < 1079;

hitp:/ajp.amipathol.org)

dentified (those

were un
in Beat™
5 -of BT

IMMmune

rp

for patt

sentatior

ormal accumu-

few changes in

Jlar Signatures
fiiute.org/gsea/

motifs
or LEF1 §
ding rrark

hitp//w/broadins
dex.jsp) curat

tenin is fran
the

enes, sug W
ally active and potentiall

edly worse p




Apéndices

1024 Heaton st al
AJP September 2012, Vol. 181, No. 3

Conditional Knock-Out of Apc Causes
Stabilization of 3-Catenin and Aberrant
Expression of Adrenocortical Markers

in Mice

To achieve B-catenin stabilization in the adrenal cortex,
we modeled adrenccortical turmors that oceur in FAP
patients and in some sporadic ACCs through the use of
conditional knock out of the Ape gene.'®*! Pravious
studies have evaluated mouse models with mutations
in exon 3 of Cinnb1 in the adrenal conex.*® Both ap-
proaches result in stabilization of g-catenin and mimic
overactivation of Wnt signaling. Te knock out Ape in
only the steroidogenic tlissues (adrenal cortex and
gonads), our studies used the Sf1-Cre stochastic
driver 2% This Cre driver, which has only one copy of
the Cre transgene, has been shown fo lead to incom-
plete recombination in the adrenal cortex; in contrast,
the Sf7-Cre complete driver has five copies of the Cre
transgene and leads to recombination throughout the
entire adrenal cortex.®3° We opted to use the stochas-
tic driver, because it more clossly resembles the spo-
radic nature of ACC formation in humans. Indeed, use
of the Sf1-Cre complete driver to eliminate Apc expres-
sion leads to improper development of the adrenal
gland, resulting in seversly hypoplastic adrenals,
which would confound any studies looking at tumor
formation (see Supplemental Figure S4 al hilps/
gp.amjpathol.org)

Conditional knock out of exon 14 of the Apc gene was
achieved by crossing Sf7-Cre stochastic transgenic mice
with mice harboring floxed Ape to produce progeny with
the SH-Cre/Apc™™™* genotype,*°*' here termed APC
KO (see Supplemental Figure S1A at hilp//ajp.amjpathol
org). APC KO mice have elevaled levels of g-catenin, as
confirmed by immunoblot analysis (Figure 34). In addi-
tion, examination of mRMNA levels revealed an approsd-
mately twolold increase in the B-catenin terget genes
Axin2 and Lef! (P = 0.018 and P = 0.042, respectively) in
APC KO adrenal glands (n = 4), compared with the mean
of Gre™ wild-type (WT) controls (n = 4) (Figure 3B). The
APC KO adrenal glands also exhibited increased levels
of PCNA, suggesiing that there are more cells undergo-
ing S-phase (Figure 3A),

Histological analysis of adrenal glands from 15-
week-old APC KO mice was compared with Cre~ WT
adrenal glands of the same age (Figure 3C). Organi-
zation of the cortex and the medulla is preserved, but
aberrant cortical cells are found intermingled with cells
of the adrenal medulla in the inner region of the gland
(H&E staining in Figure 3C). These aberrant cells in the
inner region express the essential nuclear receptor Si1
and lack expression of TH. Rather, the TH-positive
medullary cells, which normally fill the entire central
portion of the adrenal gland, appear as palches sur-
rounded by Sf1-positive cells (Figure 3C). At higher
magnification, the immuncfluorescent costaining
clearly distinguishes the aberrant cells from the med-
ullary cells (Figure 3D). In the WT adrenal, TH-express-
ing cells with membranous B-catenin fill the medullary
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Figure 3. Conditional knock owt of Ape in mice results in an increase in
activated g-catenin and aberant expression of conical markers. As Immuncblot
analysis of whale adrenal pratein lysates from 15-week-old WT (Cre™ controls)
ar APG KO mice. Whele adrenal lysates were prepared from individual mice,
and i blot analysis was perft  using 10 pg protein. Membranes were
probed with antibodies against B-catenin, PCNA, and Dax], with S-actin 35
Ioading control. Blots shown are representative of four replicates (four different
mice of each genotype) with similar results. B: Analysis of mENA expression
from 15-weelc-old WT and APC KO mice. Total ENA from whele adrenal glande
was evalusted by qFCR for expression of the B-catenin downstream tasgets
Axin2and Lafl in both WT (n = 4) and APC KO mice (n = §). Individual data
points reprezent sxprassion in individual adrenal glands; dashed lines repre-
sent the mean of all adrenal glands evaluated for a given genotype. The mean
WT lesvels were set equal to 1, and expression was normalized to B-actin. Levels
of both Axin2 and Lef] were elevated appromimately tvofold in APC KO maes
(P = 0018 and P = 0.042, respectively, one-tailed rtest on AACT). G Histolog-
ical comparizon of adrenal glands from 15-week-old WT or APC KO mice. Tissue
sactions were suhen:d w H&E .Lammg or to [HC. Representative sections are
shown Dz I with g in (red) and TH (gresn)
or freatenin (red) and 5F1 (green). Cells staining red with green nuclei are
5f1 ing cells with cytopl. Frcatenin, and those with yellow nuclei
are 5fl-expressing cells with nuclear §-catenin. Original magnification: %100
(), %200 (D)
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space. In stark contrast, the APC KO adrenal displays
an inner region that is invaded with cells expressing
cytoplasmic/nuclear B-catenin but not TH. TH-express-
ing cells of the medulla are distinet and clustered in
small islands. The B-catenin-expressing aberrant cells
also expressed 511, in the presence of either nuclear or
cytoplasmic f-catenin (Figure 3D).

Both B-catenin and Dax1 have been implicated in
adrenocortical progenitor cell maintenance and are
normally expressed only in cells of the subcapsular
zone 54959 |n the APC KO mouse adrenal, however,
both p-catenin and Dax1 are expressed in the aberrant
cells (Figure 3C), suggesting that these cells have a
phenotype similar to subcapsular cells. 5-%* Addition-
ally, cells positive for g-catenin immunoreactivity are
found sporadically and centripetally throughout the
cortex. The Xfletal zone, marked by the expression of
20a-hydroxystercid dehydrogenase (20a-Hsd), lies at
the corticomedullary boundary,®® In female mice, IHC
revealed no difference in the expression pattern of
20a-Hsd, suggesting that the X-zone is not affected
(Figure 3C). These data show that knock out of Ape in
mouse adrenocortical cells results in stabilized active
B-catenin and the appearance of aberrant cells primar-
ity in the inner region of the gland.

A APCKO

WT 6 Weeks

APC-BCAT KO

15 Weeks
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Conditional Knock-Out of Apc Leads to Adrenal
Hyperplasia and Adenomas

Because stabilized -catenin correlates with a poor clinical
cutcame in ACC patients and because data from APC KO
mice revesl that increased f-catenin activity leads to aber-
rant adrenal cells as early as 15 weeks alter birth, it was
impertant to determine whether these APC KO mice would
glso develop adrenal twmors. To this end, we analyzed
adrenal glands from APC KO mice at 6, 15, 30, 45, and =45
weeks of age. As early as 6 weeks, the adrenal glands from
APC KO mice began to display aberrant g-catenin staining
and cortical hyperplasia identifiable on histological analysis
(Figure 4A); however, no adrenocortical tumaors were found
in rnice younger than 30 weaks of age. In some mice, by 45
weeks and later hyperplasia had progressed to the forma-
tion of microscopic adenomas, visible only on histdlogical
examination (Figure 44), and macroscopic adenomas visi-
ble 1o the naked eye. Quantitation of this progression is
discussed in more detail below.

Adrenocortical Dysplasia in APC KO Mice Is
Dependent on 3-Catenin Expression

Apc has biological functions independent of Wnt-medi-
ated @-catenin degradation,® To confirm that the pheno-

30 Weeks 45 Weeks

p-catenin

Figure 4. Conditional knock out of 4pe in mice leads to ﬂd:ar.enlrrdepen:lent adrenal hyperp!asna and adenomas. A: Histolagical analysis and
immunchistochemical staining for g-catenin in adrenal glands from a 30-week-old WT mouse and from APC KO mice at 6 15, 30, 45, and =45 weeks of
age. APC KO mice exhibit adrenal hyperplasia that increases with age and some develop ad atlater ages. Al | f-catenin ex ion is evident
primarily in the inner region of the gland, altt h a few ab cells appear tt b the cortex. B: Rescue of AFC KO phenotype. Adrenal glands
were harvested from é-week-cld WT, APC KO, and APC-BCAT KO mice. H&E staining and THC for 5f1, TH, and p-catenin were performed. Adrenals from
APC-BCAT KO mice display staining characteristics similar to those of WT mice and unlike those of APC KO mice. Original magnification: <40 (A,
H&E), ®100 (A, B-catenin; B).
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Figare 5. [GF2and [g2expression is elevated in human ACCs and in mice with conditional kneck cut of the Jgf2/HI0DMD. IGF2|evels were evaluated in human
samples from ACA and ACC using microarray data from the UMHS cohort (GEO series GSE33371; individual tumor samples assessed relative to an average of 10
normal samples) (A) and by gPCR of individual human samples from the USP cohort (individual tumor samples assessed relative to 61 normal samples) (B). IGF2
levels were dramatically elevated in ACCs in both echorts. Mo asseciation of B-catenin status with IGF2 levels was detected in either ACAs or ACCs. C: gPCE

determination of Igf2levels in adrenals from one Cre™ ’\onlm] tnouse (WT), one APC KO with hyperplasia, and ene APC KO with a large macroscopic adenoma

Tafz mENA was elevated d ically in the 1

D: qPCR A

of [gf2levels in Cre™ control mice (n = 3 and in H19*™"® mice (Crs™;

7= &) Igfa levels were elevated approximately twofold in HISA9%E mice (2 = 0,005, one-tailed #lest on AAC,) Horizontal bars represent the mean value
of 2ach group. E: Whele adren gggndlysa[s were analyzed by immuneblating fer phespherylated Akt at S2ed73 and total Ake, with B-actin as a leading contrel

Hevatad levals of p-Akt in HI
replicates (four difterent mica of 2ach genotype) with similar results

type we observed in our mouse model is mediated by
activated B-catenin, we generated mice harboring sto-
chastic mutations of both Ape and Ctnnb? in Sf1-express-
ing adrenccortical cells (APC-BCAT KQ). The breeding
scheme is preserted in Supplemental Figure $1C (avail-
able at hfp:Vafp.amjpatholorg). If adrenocortical dyspla-
sia is f-catenin-dependent, loss of Cinnb1 would be ex-
pected to lead to genstic rescue of the phenctype
described in the APC KO mouse. When we examined
the adrenal glands from the adult APC-BCAT KO mice,
we observed a complete absence of the aberrant cells in
the inner space (Figure 4B), Evaluation of S and TH
expression by IHC revealed a clear delineation between
the adrenal cortex and the medulla in the APC-BCAT KO
mice (Figure 48). Moreover, cytoplasmic/nuclear g-catenin
accumulation was not detected in either the adrenal cortex
or the medulla (Figure 4B). These results confirm that loss of
B-catenin prevents the tormation of the aberrant cells and
adrenocortical dysplasia seen in APC KO mice, demon-

2 (Cre”) mics, relative to that in O™ mice, indicate activation of Igf2 signaling. Blots shown are represantative of four

strating that the phenctype of APC KO mice is mediated by
activated g-catenin.

Elevated |GF2 Expression in Human ACCs and
Mouse Tumors

Alterations in the 11p15.5 locus have been reported in
many studies of ACC and, as we and others have re-
ported, 1GF2 is the most highly up-regulated gene ob-
served in human ACC samples.'92'2557.58 Quantitation
of the microarray data from the UMHS cohort demon-
strated that |GF2 levels were elevated 7- to 200-fold,
relative 1o normal adrenal gland |GF2 levels, in 85% (28/
33) of the ACCs (Figures 2 and 5A). In that cohort, only 1
of 22 ACAs (4.5%) exhibited similarly elevated IGF2 lev-
els (7.8-fold greater than normal). Comparison of IGF2
mRNA levels between groups defined by g-catenin sta-
tus (Beat* versus Beat ™) failed to demonstrate an associ-
alion between IGF2 expression and S-catenin staining in
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either ACA or ACC. The USP cohort showed a similar pat-
tern; qPCR analysis revealed 9/11 (82%) ACCs tested have
IGF2 levels 25 to 300-fold above normal adrenal gland
IGF2 levels. Interestingly, 112 (8%) ACAs exhibited
an IGF2 level 200-fold greater than normal (Figure 5B).
Similar to the UMHS cohort, g-catenin staus was inde-
pendent of {GF2 levels. In light of these data, we exam-
ined igf2 mAMNA levels in the largest macroscopic adrenal
adenoma observed in the APC KO mice (Weiss score =
2). This macroscopic adenoma had approximately 10-fold
higher Igf? expression, compared with & nomal (Cre~/d4p-
S *) or with an APC KO (Cre™*/Apc™®F) that displayed
hyperplasia but no gross tumor formation (Figure 5C).

Loss of Imprinting at the IGF2/H19 Differentially
Methylated Domain by Itself Does Not Induce
Tumor Formation in Mice

Transactivation of endogenous mouse igf? results in 2 BWS-
like syndrome, and postnatal overexpression of mouse fgf2
results in adrenocortical hyperplasia =" Inaddition, given
that most human ACCs and the large macroscopic ade-
noma from the APC KO mouse displayed elevated IGF2 and
Igf2 expression, we set out o determine whether Igf? over-
expression alone could induce adrenal tumor formation, as
occasionally ocours in BWS. To test this hypothesis, we
used the conditional lgf2H19 loss-olimprinting mouse
strain ** The criginal characterization of this mutant strain
demonsirated that the DMD is necessary for matermal allele
silencing, allowing igf2 expression only from the paternal
allele ** Maternally inherited deletion of the DMD leads o
additional expression of igf2 from the maternal allele, result-
ing in approximately twofold greater expression ** To char-
acterize the effects of loss of imprinting of the igf2/H19
region in the adrenal cortex, we bred female H1g-eMaMDMD
mice with male Sf1-Cre mice o obtain progeny with ex-
cision of the maternally inherited DMD stochastically in
St1-expressing cells (HT19P) A breeding scheme is
presented in Supplemental Figure S$2A (avalable at
hitp://ajp.amjpathol.org). Analysis by gPCR of mRNA from
WT (n = 3) and H193°MP (7 = 4) mouse adrenal glands
confirmed /g2 expression to be twofold greater in
H192PME mijce than in control animals (P = 0.005; Figure
£D). Active Igi2 signaling through its membrane-bound
receptor (lgiir) can lead to phosphorylation and
thereby activation of Akt, a kinase involved in cell
growth and proliferation (among other downstream ef-
fects).”® Immunablotting of whole adrenal gland lysates
from H19*™™P mice (n = 5, WT: n = 4, H19*°MP) dem-
onstrated the expected increase in p-AktS*¥2 (Figure
5E). This result, in the absence of an increase in overall
Akt levels, confirms elevated 1gf2 signaling.

Having established that we could achieve the loss of
genetic imprinting, we set out 1o characterize the effects
of lgf? overexpression in the adrenal cortex. The histo-
logical architecture of adrenal glands from 15-week-old
H194EME mice shows minor differences from littermate
controls, as determined by H&E staining (see Supple-
mental Figure S& at htlp:/Vaip.amjpatholorg). We allowed
mice lo age, and evaluated adrenal gland histology at 30,
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Figure 6. Total adrenal mass increases more rapidly in APC KO-HIgAP®
mice, compared with APC KO mice. Adrenal glands were harvested from
mice of the indicated ages and weighed individisally. The sum of the wo
adrenal gland masses for each mouse was measured and fit to an analysis of
variance model with separate means for 32 groups of mice, defined by four
age groups (15, 30, 45, and =45 waeks), the two sexes, and four genetic
classes: HI19°™2 (green), APC KO (blue), AFC KO-H19°°M® (red), and
cantral (yellow). Fairs of groups ware oompale\i with Ftests for pairwise
contrasts. Femnale mice (A in male mice
(B), significant differences appeamd. from 20 weeks of age. Data are ex-
préssed as means * SD.*P =57 X 107%, " F =79 % 107% and " P = 0.012
APC KO versus H19*7*%, 1p = 00023, "P= 4.5 X 107, and WP =67 x
1075 APC KO-HIABME yapeiys HIQABME. ynd 4P = 0.040 APC KO wersus
APC KO- HIgaows,

45, and =45 weeks with similar results. Furthermore,
even at >45 weeks of age the H1922¥0 mice exhibited
no evidence of hyparplasia or tumor formation. These
data suggest that loss of imprinting through the Igf2/H19
DMD is not sufficient for tumor formation,

Loss of Apc and Overexpression of 1gf2 in
Combination Accelerate Tumor Formation

in Mice

To model the dual-hit phenomenon of Ape loss and ele-
vated lgf2 expression, we crossed the APC KO mice with
the HIZ*™™C mice to obtain APC KO-HI@ME The
breeding schemes were as detaled under Materials and
Methods and presented in Supplemental Figure SZB
(available at htip://ajp.amjpatholorg). APC KO-H1gAMO
mice were evaluated on the basis of total adrenal mass,
histolagy, and tumor formation &t 15, 30, 45, and >45
weeks of age and were compared with the APC KO and
H19%°M0 single-mutation mouse models.

For each mouse, the sum of the mass of both adrenal
glands was measured, and fit to an analysis of variance
model with separate means for 32 groups of mice defined
by four age groups (15, 30, 48, and =45 weeks, respec-
tively), the two sexes, and four genetic classes (APC KO,
HIQAPME APC KO-H185PMP and Cre™ littermates), and
parwise contrasts were performed. Two adrenal glands
displayed extracrdinarnily large umors (one male APC KO
and one female APC KO-H1939MC mouse). Adrenal
masses of each mouse, including these two outliers, are
presented in Supplemental Figure S6 (available a1 hitps/
ap.amjpathol.org). While keeping these exceptional tu-
mars in mind, we examined differences in the adrena
mass data even when these samples were excluded, In
female mice, adrenal mass did not significantly increase
between 15 and =45 weeks of age and did not differ
between mouse models (Figure 84). In males, H1g2oMP
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Table 5. Ki-67 Staining in Mouse Models of Adrenal Tumors

Turnors with given percentage of Ki67T cells (no.)

Total adrenals
Mouse modal™ <1% 19%-5% 5%—10% 10-20% avaluated
Contral {Cra™) 4 2 0 0 &
HIQ“WS‘ 6 2 0 0 8
APC KO 5 6 3 1 185
APC KO-H1geomot 0 10 2 2 14

*Mantel-Haenszel chi-square analysis of linsar association between all models: P = 0.0008.
Comparison of APC KO and APC KO-H79%°M7 by Mantel-Haenszal chi-square: P = 0,18,

mice did not differ significantly from Cre™ controls; how-
ever, in male APC KO and APC KO-H19*M2 mice the
adrenal masses increased between 15 and =45 weeks of
age (Figure €B). Total adrenal masses of mals APC KO
mice were larger, relative to those of H19%PMP male mice,
by 30 weeks (P = 5.7 » 1075 and remained larger at 45
waeks (P = 7.8 x 107%) and beyond 45 weeks (P =
0012). In male APC KO-H19%™Y mice, total adrenal
mass was significantly greater than for H1922M° mice by
30 weeks (P = 0.002) and remained greater at 45 weeks
(P = 445 X 1077) and beyond 45 weeks (P = 6.7 X
1078}, In addition, the male APC KO-H194942 mice ex-
hibited significantly larger total adrenal masses than the
APC KO male mice at =45 weeks of age (P = 0.04; Figure
6B). In summary, statistically significant increases in total
adrenal masses were observed in male mice with the ge-
netic loss of both Ape and the igf2/HT9 DMD region.

To supplement the adrenal mass data, we measured
cell proliferation in adrenals from >45-week-old mice.
Most adrenals from H19**® and control mice displayed
a basal level of proliferation (<19% of cells per adrenal)
(Table 5). All adrenals from APC KO-H19*°M2 mice dis-
played an increased number of proliferating cells, com-
pared with control adrenals, whereas 67% of APC KO
mice had adrenals with Ki-67 staning in =1% of cells.
Furthermore, adrenals from multiple APC KO and APC
KO-HIQPME mice presented with accelerated organ
growth (=5% of Ki-67-positive cells per adrenal, P =
0.0002 Mantel-Haensze! ¥? test of linear association be-
tween all models; Table 5). However, the difference in
Ki-67 staining between APC KO and APC KO-H1gaoMe
mice did not reach statistical significance (P = 0.18).

As adrenal glands were harvested, it became appar-
ent that adrenal tumors were presant in the older APC KO
and APC KO-H1GAME mice. Furthermore, in approxi-
mately 40% (4 of 10) of mice with umors, both adrenals
were visibly enlarged. Therefore, a single pathologist not
directly involved in the animal studies (T.J.G.) did a blind-
study of sections from each of these adrenal glands and
classified them according to guidelines similar o those
used for hurnans (Figure 7, A-C). The histology of the ad-
renal gland was classified as normal, hyperplastic, micro-
scopic adenoma, macroscopic adenoms, or carcinoma (iu-
mors with mitotic figures). By these criteria, H192MC mice
displayed normal adrenal glands at all ages examined
(Table €), as did Ce~ controls (data not shown). All
adrenal glands from APC KO mice evaluated at 15 weeks
were hyperplastic, and a shift toward microscopic ade-
nomas was detected by 45 weeks, although adrenals

lacking histological changes were still found (Figure 8A
and Table 6). Macroscopic adenomas were not detected
in APC KO mice until afier 45 weeks of age, and no
carcinomas were detected. Using the Mantel-Hasnszel
¥ test of linear association, we found significantly worse
histological findings for APC KO mice, compared with
HI19APMP mice (P = 0.004, two-sided test). Like the APC
KO mice, all APC KO-H19%M7 mice displayed adreno-
cortical hyperplasia by 15 weeks of age. In contrast, at45
weeks of age, microscopic andfor macroscopic adeno-
mas were present in adrenal glands from 33.3% (4 of 12)
of APC KO-H19%°M2 mice, with a single carcinoms evi-
dent after 45 weeks (Figure 8B and Table 6). APC KO-
H194PMO mice also fared worse, compared with H1gAaMe
mice (P = 0.0005, ¥ test of linear association); however,
statistical significance between tumor formation in APC
KO and APC KO-H1922M2 mice reached only a value of
P = 0.047, which may reflect too small a sample.
Under Weiss parameters, a single macroscopic ade-
noma from an APC KO mouse was scored as high as 2,
consistent with a benign lesion, whereas a tumor from

A Normal

B HyperplasiafMicroscopic adenoma
———

C Macroscopic adenoma

Figure 7. Combined loss of Ape and loss of imprinting at the DMD of the
TefaH19 region results in wmer formation in mice. Images (H&E) shown ane
representative of normal adrenal glands from a 45-week-old normal mouse
(A} and a &0-week-ald APC KO mouse demonstrating hyperplasia w ade-
noma formation (B), C: Macroscopic adenamas were also found in APC KO
and APC KO-HISAME mice. Gross anatomy of adrenal glands from 45
week-ald WT (Cre™) and APC KO- H194°MP (Cre*) mice are shown. For
scale (€), black lines are spaced 1 mm apant. Original magnification: x40 (A,
upper row), *100 (A, lower row).
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Table 6. Prevalence of Hyperplasia and Tumors in Mouse Models
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Age, sampls size, and findings HIg88ME [ng (%]

APC KO [no. (%)) APC KO-HIGSM2 [no. (%))

15 waaks
Total examined
MNormal
Hyperplasia
Microscopic adanoma
Macroscopic adenoma
Carcinoma

30 weeks
Total examined
Morrmal
Hyperplasia
Microscopic adenoma
Macroscopic adenoma
Carcinoma

45 weaks
Total exarmined
Mormal
Hyperplasia
Microgscopic adanoma
Macroscopic adenoma
Carcinoma

=45 Weeks
Total examined
Maormal
Hyperplasia
Microscopic adenoma
Macroscopic adenoma
Carcinoma

]
3(100)
4]

™ [}
=M COoOO0OOoO W [=Z+Ral
g 8

[+:]
OOCO_S‘(D ocooo

10 7

0 0
10(100) 7(100)

0 0

0 0

0 0

; o
8(100) 9(100)

0 0

0 0

o 0

] 12

0 1{8.3)
5(83.3) 7(58.3)
1(18.7) 1(83)

o 23(25)

0 0

15 14
3(20) 0
8(53.3) 8(57.1)
2(123) 1(7.1)
2(133) 4(28.8)

Q 1(7.1)

one APC KO-HTOAPM® meuse received a score of 3,
indicative of carcinoma (Figure 8, C and D). Given our
human data and the gPCR data from APC KO mice, we
measured the B-catenin activity and fgf? mBMNA expres-
sion levels in these two tumors. Both tumors displayed
elevated g-catenin signaling, including up-regulation of
the downstream target gene Axin2 (Figure 3B). Com-
pared with adrenals from control (Cre™) mice, the Weiss
2 tumnor from an APC KO mouse showed dramatically
increased lgf2 mAMNA levels (Figure 5C). Surprisingly, fgf2
mRMNA expression in the Weiss 3 tumor harvested froman
APC KO-H1QA™MP was actually decreased, compared
with Cre™ controls (data not shown). This unexplained
result may indicate thatl as yet unidentified additional
mutations or alterations in gene regulation are involved in
this unique tumor. Nevertheless, in total, our data indicate
that the combination of activated g-catenin and loss of
imprinting of the Igf2H19 locus (loss of Ape and the
Igf2/H19 DMD) shifts the tumor spectrum in the adrenal
cortex 1o earlier and more aggressive neoplasia,

Discussion

Adrenocorlical carcinoma is an aggressive and often le-
thal diseass, largely because it typically sscapes diag-
nosis until it has already progressed 1o a late stage and
because its inherent chemoresistance renders most cy-
totoxic therapies ineffective. The relative rarity of ACC
hinders efforts to understand its eticlogy; few clinical
samples are available for laboratory studies, and ACC
cell lines are notoriously difficult to establish. These facts
provide impetus for the generation of better mouse mod-

els of ACC, to further understanding of underlying mech-
anisms and 1o develop effective targeted therapies. Inthe
present study, we modeled adrenocortical carcinoma
through stabilization of f-catenin (via loss of Ape) and
elevation of igf? levels (via loss of igf2H19 DMD) in mice,
providing a teol to study the contribution of multiple on-
cogenic mutations to ACC development.

Although adrenocortical tumors may manifest in the
context of a familial cancer syndrome, such as FAF or
BWS, the majority of ACCs arise sporadically 5#%* Ap-
proximately 13% of FAP patients, characterized by mu-
tations in APC and elevated Wnt/g-catenin signaling, de-
velop adrenocortical tumors; however, these tumors
rarely progress to ACC.®#%% Similarly, BWS patients,
with genetic mutations in the 11p16.5 locus and a resul-
tant increase in {GF2 expression, develop adrenocortical
hyperplasia but rarsly ACC, which accounts for only 7%
of the malignancies found in this syndrome ® In contrast,
in sporadic ACC, IGFZ is up-regulated in B0% to 90% of
cases but is increased in only approximately 5% of
ACAs 19-212347.67 Dagpite anecdotal clinical reports, it
rernains unclear how frequently carcinomas of the adre-
nal cortex arise from pre-existing benign neoplasms.*®
Recent molecular and clinical studies, however, increas-
ingly support a multistep model whereby normeal adrenal
glands become hyperplastic and progress to ACC 555¢
Differences in size between ACA and ACC tumors and
the presence of aggressive ACCs embedded within ACA
tissue also support a multistep progression,”®~"2 consis-
tent with our understanding of most carcinoma types.

Previous studies of large human cohorts have revealed
that the WNT/B-catenin signaling pathway is up-regu-
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B apc ko-H192M0

A apc ko

Figure 8. APC KO and APC KO- HIgASE develop tumars of i d
saventy. A and B: Tumer resent in APC KO mice and APC KO-
HIGADMD mice an 45 and 245 weeks of age. C: Adrenal (HEE) of 2 48-week-
old APC KO mouse. The APC KO mice exhibit some micrescopic and
macroscopic adenomas but no tumers with a Weiss score of =2 D Adrenal
(H&E) of a 55-week-old APC KO-H19°™® mouse with adrenccortical car-
cinoma. H&E staining was performed on adrenal glands harvested from mice
at 15, 30, 45, and =45 weeks of age. H&E-stained sections of all available
adrenal glands from WT (Cre™ controls), HIAP¥2, APC KO, and APC
KO-HISPMP mice were evaluated by a single pathologist (TJ.G.) and
categorized as nomal or as having hyperplasia, mi pic ad mac-
roscopic adenoma, or carcinoma. Representative images are shown in Figure
7, and the data are summarized in Table 6. Original magnification, X200.
NTF, ne tumers found.

lated in many adrenocartical tumors #1222 The combined
UMHS and USP data in the present study revealed exon
3 mutations in 21.7% (10 of 46 tested) of ACAs and
226% (7 of 31 tested) of ACCs, similar to previously
reported frequency of CTNINBT mutations in ACAs (27%)
and ACCs (16% to 319%).%'2 A missense mutation in one
of the phosphorylation sites, codon 45 of exon 3, was the
most frequent genetic alleration of CTNNBT. CTNNBT
mutations have been correlated with abnormal
B-catenin localization by classical IHC, and as many as
39% of ACAs and 77% of ACCs have abnormal cylo-
plasmic and nuclear accumulation of g-catenin 31237
The present study revealed that abnormal cytoplasmic or
nuclear B-catenin staining was observed in 24.1% of the
adenomas and 30% of the carcinomas. As expected,
most tumaors with CTANNBT mutations also had abnormal
B-catenin staining. Interestingly, four ACA samples with
mutations did not exhibit cbvious abnormal staining, an
observation consistent with the array results discussed
below. Nuclear staining is not always accompanied by
CTNNBT mutations, indicating that other mutations not
examined here may also confribute to tumorigenesis.
Consistent with previous reports, we observed that
abnormal or nuclear B-catenin accumulation in ACC is
associated with a dismal prognosis. ™" In the present
study, however, when we combined stage and grade
with B-catenin status to evaluate prognosis, we found that

B-catenin status does not improve predictive power. This
is not surprising, given that abnormal B-catenin is prev-
alent in high-grade ACC. Thus, measuring cell prolifera-
tion directly can capture much of the influence of
B-catenin on survival, as well as increases in proliferation
due to some other mutations, and might therefore be a
better predictor of outcome than B-calenin status
alone.® |n addition, we attempted to correlate g-catenin
status with tumor functionality. Significantly, in the UMHS
cohort, ACAs with abniormal B-catenin are less likely to be
hormone secreting (37.5%; 3 of 8 tested), whereas in
ACC with abnormal B-catenin status are more likely to be
hormone secreting (92% or 11 of 12 samples). Similar
results were not found for the USP cohort. More studies
are required fo determine the relationships among
B-catenin, functionality, and malignancy.

Using our published array data, we compared gene
expression in adrenocortical tumors with membrancus
B-catenin staining with the gene expression of adreno-
cortical wmors with cytoplasmic/nuclear g-catenin stain-
ing. This approach revealad that the presence of abnor-
mal f-catenin staining in ACC (and not so evident in
ACA) corresponded to differential expression of a signif-
icant number of genes. ACCs with nuclear or cytoplasmic
B-catenin staining had increased transcripts for genes
involved in cell division, p53 function, and Wnt signaling,
consistent with the finding here and elsewhere'® that
Beat* ACCs have a higher mitotic rate and may confer an
advantage for growth in these tumors. The genes that
had increased expression in Beat™ ACC contained an
abundance of TCF/LEF transeription factar binding sites
in their promaoters, suggesting that nuclear S-catenin is
stabilized, transcriptionally active, and contributing to tu-
morigenesis. However, our array data demonstrate that
WNT pathway activation has transcriptionally distinct
consequences in ACA and ACC, suggesting that WNT
activation in benign and malignant ssttings is not func-
tionally equivalent. It is possible that this reflects differ-
ences in their genetic milisu, such as the dramatically
up-requlated expression of GF2 observed in most human
ACCs but not ACAs. Alernatively, it is possible that
B-catenin mutation in ACA is subclonal, manifesting as
nuclear B-catenin in only a small percentage of cells,
which is consistent with our observation that nuclear
P-catenin immunoreactivity is less intense in these tumors
and present in scattered isolated cells (personal abser-
vation, T.J.G.).

In & separate study, Berthon et al*® found that consti-
tutively active S-catenin can act as an adrenocortical
oncogene to induce adrenal hyperplasia and tumor for-
mation. In their mouse model, exon 3 was mutated in cells
in which Ark1b7 is expressad (in the zona lasciculata) but
not in cells in which g-catenin is normally exprassed (in
the subcapsular region, including the adrenocortical
stermn/progenitor cells and zona glomerulosa), making the
physiclogical interpretation difficult. In the Berthon et al*®
study, although samples from mice up to 10 maonths of
age displayed abnormalities in adrenal gland architec-
ture, the adenomas present were graded with a Waiss
score of =2, However, after 17 months of age (~68
weeks), adrenal glands from 2 of 17 animals analyzed
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were thought to have carcinoma-like characteristics.*® In
the present study, we have attempted to demonstrate the
imporiance of B-catenin stabilization in adrenal tumori-
genesis through the loss of Ape in SH-expressing cells,
including those cells in which B-catenin is normally ex-
pressed, In our model, we detected hyperplasia that pro-
gressed to microscopic adenomas and macroscopic ad-
enomas as early as 15 weeks of age. Loss of Apc led 1o
the biochemical activation of B-catenin and the presence
of $f1-positive, p-catenin-positive cells primarily in the
inner region of the gland. Because loss of Apc might be
predicted o lead to other effects unrelated to B-catenin,
we attempted 1o rescus the APC KO phenctype by deleting
Cinnb. Loss of both CtnnbT and Ape led 1o formation of
adrenal glands that resembled WT glands, confirming
that tumnor tormation was dependent on stabilization of
B-catenin.

Having established a functional model of adrenoccorti-
cal tumorigenesis, we wanted to explore the combinato-
rigl effect of two mutations known to participate in this
process IGF2 expression is dramatically elevated in most
human ACCs. We therefore chose to model the com-
bined loss of Ape and up-regulation of fgf2. The H1g3oME
model led 1o an approximate twofold increase in Igf2
levels and activation of Igf signaling. This is in accord
with expression of igf2 from both maternal and paternal
alleles and the modest two- to threefold increase in most
hurman tumers displaying loss of imprinting, but less than
seen in most patients with ACC 72 Consistent with reports
from previous models of igf2 overexpression,**%!"* we
did not observe tumers in aged HI9APME mice.

QOur main objective was to defermine how this loss of
imprinting could cooperate with loss of Ape to contribute
1o carcinogenesis, Interaction between Ape and Igf2 in
tumor formation is supported by mouse modeling studies
of intestinal tumorigenesis in which Min mice (harboring a
mutation In Ape and a mouse model for FAP) were
crossed with mice exhibiting & loss of imprinting at the
igf2/H19 DMD. Compared with Min mice, mice harboring
baoth mutations exhibited more intestinal adenomas (2.2-
fold increase in turnor number) of larger size (2.5-fold
increass in tumor surface area).”  In our mouse modals,
combined loss of Ape and loss of imprinting at the fgf2
locus resulted in increased adrenal masses and earlier
onset of wmor formation. The explanation for the differ-
ence in effects of these mutations on adrenal masses of
males versus females is unclear, although sex difter-
ences in adrenal development as well as hormonal miliew
may contribute. As in APC KO mice, hyperplasia in APC
KO-H192"MP mice was detected as early as 15 weeks of
age. In contrast to APC KO mice, however, both micro-
scopic and macroscopic adenomas were present in APC
KO-HI192ME by 45 weeks, and one carcinoma was
found after 45 weeks (at 56 weeks of age).

We were somewhat surprised that the percentage of
carcinomas in our model was not higher. We chose the
model of sporadic loss of Ape and the kgf2/H19 DMD
regicn in adrenocortical cells, because it is a more ac-
curate representation of umor progression in humans.
Our results could be due in part to the use of the Sff-Cre
stochastic driver, which results in recombination in only &
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subset of adrenocortical cells and potentially at different
times in SH-expressing cells. In addition, the low pen-
etrance of ACC in patients with germline mutations in the
APC gene in FAP and loss of imprinting in the IGF2 locus
in BWS indicates that additional mutations contribute to
the ultimate manifestation of cancer ® Indeed, it has been
proposed that human ACCs may harbor as many as 30
mutations or genetic aberrations.® The largest tumor
found in the APC KO mice was graded Weiss 2 and had
elevated g-caterin signaling and distinctly elevated igf2
expression, whereas the unique Weiss 3 tumor from the
APC KO-H1922ME nouse had elevated B-catenin and
Wit signaling but decreased lgf2 expression. This could
suggest that the enhanced stability of p-catenin (or sorme
other mutated gene product) may preclude expression
from the floxed maternal igf2/H19 gene locus.

Elimination of the DMD region in the presence of sta-
bilized B-catenin may have unintended conseguences on
the expression of other transeripts in this complex locus,
including H19, Cdinte, and miR-483. Of these tran-
scripts, miR-483 has been shown to be highly expressed
in ACC® Indeed, recent studies have shown that
B-catenin can transcriptionally activate miR-483 expres-
sion separate from Igf2""™® A few human hepatocarci-
nomas and colorectal cancer samples have displayed
elevated miR-483 levels associated with decreased g2
expression.”” MNevertheless, it remains clear that mice
with stabilized B-catenin and loss of imprinting at the
Igf2/H19 locus develop more tumors at an earlier age.
Additional studies are required 1o determine the precise
mechanism by which transcripts from the igf2/H19 locus,
the expression of igf?, and stabilization of f-catenin in-
teract to accelerate wmor formation.

In summary, we have integrated human clinicopatho-
logic and DNA microarray data with mouse models 1o
show that, although abnormal activation of either the WINT
or the IGF2 pathway is not sufficient to drive the devel-
opment of carcinomas, the combined dysregulation of
both is a major contributor 10 ACC. These results provide
a model in which dysregulation of one pathway may
resultin adrenal hyperplasia, but accumulation of a sec-
ond or multiple allerations is necessary for tumorigenesis.
Further studies will be required to uncover the additional
genetic and epigenetic events that contribute to this
highly aggressive and deadly disease.
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