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RESUMO/ABSTRACT



RESUMO

Gouvea MN. Analise comparativa dos transcritomas do cortex adrenal
normal e adenocarcinoma do cortex adrenal [tese] Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2007. 115 p.

A carcinogénese do cértex da supra-renal € um processo complexo que
envolve alteracbes genéticas multiplas e seqlenciais. Embora algumas
dessas alteragdes ja tenham sido caracterizadas, de modo geral estes
mecanismos permanecem pouco compreendidos. Um conhecimento mais
aprofundado dos mesmos nao so levaria a descoberta de novos marcadores
de prognostico como também a alvos terapéuticos em potencial. A fim de
melhor caracterizarmos os mecanismos envolvidos na progressdao maligna
do tumor e selecionarmos genes candidatos a serem marcadores de
malignidade e alvos terapéuticos, nés estudamos os RNAs de uma linhagem
celular derivada de um tumor adrenocortical maligno (NCI-H295A) e um
espécime de tumor do coértex da supra-renal por “Differential Display”
(DDRT-PCR).

Foi selecionado um total de 317 transcritos unicos diferencialmente
expressos, com base na analise densitométrica digital dos géis de DDRT-
PCR. A anotacéo funcional dos genes hiper-expressos mostrou relacado com
motilidade celular e proliferagdo. Entre os hipo-expressos foram identificados
genes envolvidos na regulagdo de transcricao, sintese e processamento de
RNA e remodelamento da cromatina. A expressado de dois genes entre os
transcritos selecionados foi verificada por RT-PCR semi-quantitativa em 19
tumores adrenocorticais adultos e pediatricos, metastaticos e néao
metastaticos. Os genes da fucosiltransferase-11 e do supressor tumoral
BCSC-1 (hiper- e hipo-regulado, respectivamente) encontraram-se
diferencialmente expressos nos subgrupos especificos das 19 amostras
tumorais.

Em suma, o DDRT-PCR revelou-se uma ferramenta valiosa para uma
analise global dos transcritomas do cortex da supra-renal e para selecionar
genes com possivel envolvimento na tumorigénese adrenocortical. Novos
aspectos da biologia, progressao e possiveis alvos terapéuticos moleculares
puderam ser vislumbrados.
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ABSTRACT

Gouvea MN. Comparative analysis of normal adrenal cortice and
adrenocortical carcinoma transcriptomes [thesis]. Faculty of Medicine,
University of Sao Paulo, SP (Brazil); 2007. 115 p.

The adrenocortical carcinogenesis is a complex process that involves
multiple and sequential genetic alterations. Although some of these changes
have been characterized, in general these mechanisms remain poorly
understood. A better knowledge of such mechanisms would not only lead to
the discovery of new prognostic markers but also to potential therapeutic
targets. In order to better characterize the mechanisms involved in tumor
progression toward a malignant phenotype and select genes that are
candidate markers for malignancy and therapeutic targets, we studied the
RNAs from a malignant tumor-derived adrencortical cell line (NCI-H295A
cells) and a metastatic adrenocortical tumor specimen by DD-PCR.

Differentially expressed transcripts were selected based on densitometric
digital analysis of the DD-gel. A total of 317 unique transcripts were found to
be differentially expressed. The functional annotations of the up-regulated
genes were found to be related to cell motility and proliferation. Among the
down-regulated genes, those involved in regulation of transcription, RNA
synthesis and processing and chromatin remodeling were identified. The
expression levels of two of the selected transcripts were assessed in 19
pediatric and adult metastatic and non-metastatic adrenocortical tumors by
semi-quantitative RT-PCR. The fucosyltransferase-11 and the BCSC-1 tumor
suppressor genes (up and down regulated, respectively) were found to be
differentially expressed in specific subsets of the 19 adrenocortical samples.

In conclusion, the DD-PCR is a valuable tool for a global analysis of the
adrenocortical transcriptomes and for selecting candidate genes involved in
adrenocortical tumorigenesis. Novel aspects of biology, progression and
possible molecular therapeutic targets were pointed out.
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INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

1.1 Carcinoma do co6rtex da supra-renal

As massas adrenais sao relativamente comuns. Sua prevaléncia,
estimada a partir de estudos de autdpsias, varia de 1,4% a 2,9%. Em
individuos de meia-idade a prevaléncia de massa adrenal incidental é de 3%
e chega até 10% em idosos!". Estas massas, na sua maioria, se originam
das células do cértex ou da medula da supra-renal® mas podem ter outras
origens teciduais!®..

A grande maioria dos tumores do cértex adrenal é benigna. Em
contraste, a neoplasia maligna do cértex de supra-renal é bem mais rara. A
incidéncia estimada deste carcinoma é de 0,5 a 2 x 10° pacientes por ano'*
1161 1718 yespondendo por 0,02% a 0,2% de todas as mortes relacionadas
por cancer®. A distribuicdo etaria do carcinoma de cértex adrenal segue um
padrdo bimodal e os picos de incidéncia ocorrem na primeira e na quinta
décadas de vida®* 1'%,

Em relacdo as caracteristicas clinicas e a capacidade de sintese
hormonal, o carcinoma adrenocortical pode ser funcionante ou nao
funcionante. A proporcdo de cada uma dessas categorias varia de acordo
com o critério adotado (presenca de manifestacdes clinicas de
hipersecrecdo hormonal ou documentacdo laboratorial de hiperproducao).

Quando esses dois critérios sdo combinados, 62% dos carcinomas do cortex



adrenal sdo funcionantes e 38% sdo nao funcionantes!'". H4 uma diferenca
entre os pacientes adultos e pediatricos quanto ao tipo mais prevalente de
producdo hormonal excessiva. Nas criancas a virilizagdo € a sindrome
hormonal mais comum (72%)!'?, contrastando com a freqiiéncia de
sindrome virilizante pura de apenas 3 a 5% no grupo de pacientes adultos''®"
[’ Quando as casuisticas de adultos e criangas portadores de carcinoma de
cértex supra-renal sado analisadas conjuntamente, a sindrome de
hiperprodugcdo hormonal mais comum (39,5%) é a do excesso de cortisol
(sindrome de Cushing), seguida da combinacao de sindrome de Cushing e
virilizagdo (24%)!"". A virilizagdo pura ocorre em 20% dos pacientes!''.
Feminizacdo ocorre raramente (6%), assim como a hiperproducdo de
aldosterona (2,5%)!'"). Dessa maneira, as manifestagdes clinicas mais
comuns do carcinoma de cértex da supra-renal sao aquelas relacionadas ao
hipercortisolismo: ganho de peso ou obesidade centripeta, perda da massa
muscular, hipertensdo. Oligomenorréia, hirsutismo, acne, aumento da massa
muscular, engrossamento de voz, calvicie temporal, aumento da libido e
clitoromegalia podem ocorrer como manifestacbes da virilizagcdo em
mulheres adultas. Em meninas a virilizagdo pode se manifestar como
puberdade precoce heterossexual. Um fato a ser lembrado é a possibilidade
de um tumor do cortex adrenal ndo ter manifestacées patentes de
hipersecrecao hormonal por produzir em excesso um esterdide concordante

com o sexo do paciente.



1.2 Achados patologicos

Ao exame macroscépico, os carcinomas do cortex da supra-renal sao
tumores encapsulados, lobulados e volumosos!'™®. A superficie de corte
possui coloracdo rosada variegada, marrom ou amarelal’®. Sao frequentes
os achados como necrose, hemorragia e alteragdes cisticas!'™. Na
microscopia, este tipo de tumor consiste de células empobrecidas de lipides
com citoplasma granular, bem como nudcleos e nucléolos grandes e
multiplos.

A utilizacao de critérios morfolégicos na distingdo entre o carcinoma e
o adenoma do cortex da supra-renal nao é trivial. Um tumor de cortex
adrenal é inequivocamente maligno se apresentar invasao local/regional ou
se apresentar metastase!'®. Para as lesdes puramente localizadas varios
critérios morfolégicos sao utilizados na definicio da malignidade. Peso
tumoral maior do que 500 g, superficie de corte grosseiramente lobulada,
areas de necrose e areas de calcificacdes ou hemorragias sao critérios que
indicam possivel lesdo maligna®.

Os critérios microscopicos mais utilizados para o diagnéstico de
carcinoma de cértex adrenal sdo aqueles propostos por Weiss!'”! e incluem:
grau nuclear Ill ou IV, indice mitético maior do que 5 em 50 campos de
grande aumento, mitoses atipicas, células claras ocupando 25% ou menos
do tumor, arquitetura difusa, necrose, invasao de estruturas venosas,
invasdo de sinusoide e invasao de capsula tumoral'”!. No trabalho inicial de

Weiss, nenhum dos 24 tumores que apresentavam 2 ou menos desses



critérios desenvolveu metastase ou recorréncia. Em contrapartida, 18 dos 19
tumores que apresentavam 4 ou mais critérios recorreram ou desenvolveram

metastases!'”.

Em um estudo posterior, este mesmo autor e seus
colaboradores passaram a considerar a presenca de 3 ou mais critérios
histoldgicos como diagnéstico de carcinoma de cértex adrenall™®. O indice
mitotico foi o critério que apresentou a mais forte correlacéo (negativa) com
a sobrevida. Os pacientes cujos tumores apresentavam mais que 20 figuras
de mitose em 50 campos de grande aumento tiveram a sobrevida média de
14 meses ao passo que 0s pacientes com tumores contendo até 20 figuras
de mitose tiveram sobrevida média de 58 meses!'®. Além do indice mitético,
a presenca de mitose atipica, invasao capsular, peso tumoral maior do que
250 g e dimametro maior do que 10 cm também se correlacionaram
negativamente com o prognésticol'®. Nenhum critério morfolégico, incluindo
o indice mitético, apresentou alguma associacdo com intervalo livre de
doencas!™. Em um estudo que envolveu 49 pacientes adultos (24
portadores de carcinoma e 25 portadores de adenoma de cortex adrenal) a
presenca de 3 ou mais critérios histopatoldgicos de Weiss foi capaz de
estabelecer o diagnostico com especificidade de 96% e sensibilidade de
100%"%. Os autores deste estudo também verificaram que a especificidade
e a sensibilidade de peso tumoral (> 50 g), diametro tumoral (= 6,5 cm) e
indice mitético foram respectivamente de 90,9% e 100%, 91,7% e 100% e
100% e 96%""°.

Apesar de ser amplamente utilizado no diagndstico de carcinoma de

cértex adrenal, o sistema de Weiss apresenta algumas restricbes. Sao



necessarios patologistas experientes para examinar as amostras de tecido e
identificar os critérios presentes - condicdo nem sempre preenchida para
carcinoma de cértex adrenal em se tratando de uma doencga extremamente
rara'®. Em segundo lugar, alguns critérios (invasdo sinusoidal e venosa,
grau nuclear e arquitetura difusa) sao dificeis de se avaliar, apresentando
baixa confiabilidade e pouca concordancia entre observadores!'®. Terceiro,
os critérios de Weiss sado inadequados para identificar carcinoma de coértex
adrenal e prever o prognéstico entre os pacientes pediatricos!'?. Finalmente,
dada a raridade do carcinoma adrenocortical, o0 emprego dos critérios de
Weiss ndo sera capaz de eliminar a incerteza diagnéstica em uma boa
parcela dos tumores avaliados. Utilizando-se, por exemplo, a sensibilidade

(100%) e a especificidade (96%) apresentadas por Aubert et al.'®

e
assumindo que o carcinoma de cértex esteja presente em 5% dos tumores
incidentais de adrenal®, a presenca de trés ou mais critérios de Weiss
positivos tera um valor preditivo positivo de 56,82%. Mesmo adotando uma
prevaléncia bem mais alta (19,18%), observada nos tumores do subgrupo de
pacientes que foram tratados cirurgicamente no estudo de Mantero et al.,

ainda teriamos um taxa significativa de falso positivos - neste caso o valor

preditivo positivo dos critérios de Weiss seria de 85,45%.

1.3 Evolugao e Prognostico

O prognéstico de adultos portadores de carcinoma de cortex da

supra-renal € geralmente sombrio. Os pacientes pediatricos apresentam um



prognéstico melhor!'?. Os pacientes sobrevivem em média 18 meses!'" e a
sobrevida global de 5 anos dos pacientes portadores de carcinoma de cortex
adrenal é de 15% a 47%!"1. Em um estudo retrospectivo (pacientes de 17 a
79 anos de idade), ndo se observou influéncia da idade ou sexo do paciente,
tamanho, funcionalidade ou lateralidade do tumor na sobrevida®?". A
extensdo da doenca, no entanto, parece ser um fator importante. O sistema
atualmente utilizado para classificar a extensdao do tumor do cértex adrenal
foi proposto por Macfarlane®?. Neste sistema, os tumores adrenocorticais
que nao apresentam infiltragdo de tecido vizinho ou invaséo linfonodal sao
classificados como estagio | (didmetro tumoral < 5 cm) ou estagio Il
(didmetro > 5 cm). Os tumores avancados sdo aqueles que apresentam
infiltracdo local ou invasao de linfonodos (estagio Ill) ou invasao de 6rgaos
adjacentes, de linfonodos ou disseminacdo metastatica (estagio V)2 123,
Na apresentacao, 20% e 39% dos paciente se encontram nos estagios Il e
IV, respectivamente!'l. Portanto, a maioria dos pacientes ja chega aos
cuidados médicos com doenca avancada. Os pacientes com melhor
sobrevida sdo aqueles que apresentam doenca significativamente menos
extensa, ao contrario dos que morrem precocemente®'!. De fato, a sobrevida
aproximada dos pacientes de cada estagio é de: 30% a 45% (estagio I),
12,5% a 57% (estagio 1), 5% a 18% (estagio Il) e 0% (estagio V)",

Os principais locais de disseminagcdao metastatica do carcinoma de
supra-renal sao figado (48%), pulmao (45%), linfonodo (29%) e 0sso
(13%)["1. H4 também relatos de metastase em pancreas, sistema nervoso

central, diafragma, intestino delgado e tiredide!'". Os locais mais comumente



envolvidos por infiltrag&o local de carcinoma adrencortical s&o os rins (26%)
e veia cava inferior (9% a 19%)!"". A resseccao cirGirgica do tumor é o Unico
tratamento que prolonga significativamente a sobrevida dos pacientes
portadores de carcinoma de cértex da supra-renal. A sobrevida média de
pacientes com tumor irressecavel é de 3 a 9 meses ao passo que a
sobrevida média apds a resseccdo completa é de 13 a 28 meses!'l. Em
casos de recorréncia tumoral a resseccao cirurgica parece também ser
benéfical®’. Quando a cirurgia ndo é bem sucedida ou suficiente, mitotane
(o,p’-DDD) - um agente adrenolitico - apresenta um resultado apenas
modesto®". A quimioterapia citotoxica tem sido testada em grupos pequenos
de pacientes® e ndo traz beneficio no tratamento do carcinoma do cértex
de supra-renal. Os regimes com resultados mais promissores sao a
combinacdo de etoposide, doxorrubicina cisplatina e mitotane ou a
combinacdo de estreptozotocina com mitotane!®! 6. Esta em andamento,
atualmente, o primeiro estudo clinico fase Illl que compara estes dois

regimes®’.,

1.4 Tumorigénese e marcadores de carcinoma do cortex da supra-renal

Embora seja amplamente adotado no diagnéstico de carcinoma de
cértex adrenal, o sistema de pontuacdo de Weiss apresenta algumas
importantes limitacoes, ja apresentadas anteriormente (item “1.2 Achados
patol6gicos”). Além disso, alguns dos critérios de Weiss (ex. porcentagem de

células claras e invasao capsular) impéem a necessidade de se representar



de maneira abrangente regides diferentes do tumor e impossibilita a
realizacdo do diagnéstico do carcinoma de cortex adrenal com analise de
poucos fragmentos pequenos de tecidos tumorais. Por causa destas
restricbes tem havido uma busca por marcadores de mais facil deteccao e
que permitam identificar com seguranca o tecido tumoral maligno do cértex
da supra-renal.

E possivel reunir os marcadores celulares e moleculares de
malignidade do cortex da supra-renal em algumas grandes categorias. Os
genes que ocupam posicdes chaves na regulacdo do crescimento e da
proliferacdo celulares sdo utilizados como marcadores de malignidade de
varios tecidos, por causa da sua importancia tanto na génese como no
estabelecimento do comportamento biolégico de neoplasias, ndo sendo
diferentes para a neoplasia do cértex da supra-renal. Da mesma maneira,
moléculas que participam da transducdo de estimulos proliferativos das
células do cértex da supra-renal e genes envolvidos nas sindromes familiais
de hiperplasia e neoplasias enddcrinas deste tecido também tém sido
testados como marcadores. Finalmente, alteracdes citogenéticas e das
caracteristicas funcionais das células do cortex adrenal também tém sido

propostas como possiveis marcadores de comportamento maligno.

1.5 Ploidia, instabilidade cromoss6mica e tumorigénese do cortex adrenal

A economia normal das células de um organismo é mantida gracas ao

controle rigido de crescimento, proliferacdo e eliminacdo das células dos



diferentes tecidos. Em decorréncia de necessidades especificas (ex.
estagios especificos do desenvolvimento organico) ou em resposta a
estimulos fisioldgicos e/ou patoldgicos (reacdes de adaptacido ou de reparo)
as células do organismo alteram a velocidade de crescimento e proliferacao
ou tém modificada sua taxa de remocado. O resultado das alteragdes destes
parametros é o ajuste da populacao celular em funcao das necessidades do
momento. A multiplicacdo das células de um tecido, a despeito das
restricbes impostas por mecanismos de controle, ou o acumulo das células
como resultado do escape dos mecanismos da sua eliminagdo sao o0s
eventos basicos que levam a formagado de neoplasias!?®.

As doencas neoplasicas, mesmo as esporadicas, podem ser
consideradas doencas genéticas pois, em ultima analise, danos genéticos
(mutagbes) nao letais sdo a base dos mecanismos de violagdo do controle
do crescimento e da proliferacdo das células tumorais bem como da
resisténcia das células neoplasicas ao processo de eliminacao celular. Visto
que nenhuma mutacédo sozinha é capaz de conferir todas as alteracoes
fenotipicas apresentadas pelas células neoplasicas malignas pode-se inferir
que essas células apresentarao cada vez mais caracteristicas que compdem
o comportamento bioldgico maligno a medida que mutacées em genes
criticos sejam acumuladas, num processo conhecido como “carcinogénese

2% Em consonancia com

de multiplas etapas” (“multi-step cacinogenesis”)
esta inferéncia, andlises de clonalidade das lesdes do cortex da supra-renal
mostram que as hiperplasias sdo de natureza policlonal. Em comparacéao, os

adenomas de cortex adrenal podem ser policlonais ou monoclonais ao passo



que os carcinomas sdo monoclonais®® ' Os adenomas monoclonais sdo
maiores e apresentam maior prevaléncia de pleomorfismo nuclear do que os
adenomas policlonais®®. Estes achados sustentam a nocdo de que, no
coértex da supra-renal, o acimulo de mutacdes confere vantagem adaptativa
e maior potencial de crescimento a célula tumoral.

Um suporte adicional ao modelo de carcinogénese em varias etapas
do cortex adrenal vem de estudos citogenéticos. A hibridacdo genbémica
comparativa (“Comparative Genomic Hybridization” - CGH) é um método de
analise citogenética capaz analisar o genoma inteiro em busca de alteragdes
como ganhos e perdas cromossdmicos. Consiste na co-hibridacdo de DNA
genémico tumoral e DNA referéncia a sondas (cromossomos metafésicos
intactos ou fragmentos cromossémicos menores propagados em “bacterial
artificial cromosome” - BAC) imobilizadas em uma superficie. Os DNAs
referéncia e do tumor competem pelas sondas durante a hibridacao e, como
sdo previamente marcados com fluorocromos diferentes, o sinal resultante
capturado em cada segmento da sonda indicara se a regidao do cromossomo
correspondente manteve-se intacta ou se sofreu ganho ou perda durante a
tumorigénese. Em todos os estudos envolvendo CGH e tumores de cértex
adrenal foram utilizados cromossomos metafasicos como sondas. Por meio
desta técnica, constatou-se que, em adultos, o nimero de aberracoes
cromossémicas dos adenomas €& menor do que as alteracoes
cromossOmicas apresentadas pelos carcinomas de cortex supra-renalt®?: 133
341. 3% & que o nimero de alteragdes cromossomicas se correlaciona com o

tamanho do tumor®® B3 B4 35 ym desses trabalhos também analisou o
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conteludo de DNA das células tumorais e demonstrou que os adenomas
apresentam padrdo diploide ao passo que 0s carcinomas Sao
aneupléides®®. Ja os tumores de cortex adrenal pediatricos diferem dos
tumores de adultos em relacdo as alteragdes cromossOmicas. O Unico
estudo que examinou os tumores do cértex da supra-renal de criancast®®,
em uma casuistica pequena (6 carcinomas e 3 adenomas), ndo demonstrou
diferenga no numero de aberracdes cromossémicas entre adenomas e
carcinomas. Nao ha também variacdo da quantidade de aberragdes
cromossémicas quanto a idade ou sexo dos pacientes nem em relacao ao
tamanho ou estagio tumoralf®®!,

Embora seja patente a diferenca na ocorréncia de alteragbes
cromossdmicas entre os adenomas e 0s carcinomas do coOrtex adrenal,
nenhuma dessas alteragdes detectadas pelo CGH ¢é exclusiva de
carcinomas, nem esta amplamente distribuida entre estas lesdes, para que a
mesma possa ser usada na previsdo de comportamento biolégico dos
tumores adrenocorticais. Isso decorre provavelmente tanto da limitacdo da
resolucdo do método analitico utilizado (> 10Mb), como do pequeno ndimero
de pacientes avaliados (em virtude da raridade deste tipo de neoplasia), da
heterogeneidade das caracteristicas clinicas e da composicao étnica das
casuisticas estudadas. A despeito disso, foi possivel identificar as regides
que mais freqientemente apresentam aberragcdes em tumores do cértex da

supra-renal (Tabela 1). O ganho de cromossomos 5p!®*! 32} 1331 5 [32]. 341, [39]

e 12¢3% 331391 ¢ perda de cromossomos 1pi°h 331 1132 133 3% g 4 7[39) [32]
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Tabela 1 - Comparagdo das aberracoes genéticas mais comuns em
diferentes populagées de carcinomas do cortex da supra-renal detectadas
por CGH

aLI?grL{aSggg Sidhu®® Kjellman®? Zhao'®? Dohnal®

genética (n=13) (n=8) (n=12) (n=14)
1p- 8 (62%) 1 (13%) 8 (67%) 2 (13%)
2q- 4 (31%) 3 (38%) 5 (42%) 0
4p+ 4 (31%) 3 (38%) 3 (25%) 3 (21%)
o 4 (31%) 4 (50%) 0 1(7%)
Bp+ 6 (46%) 4 (50%) 3 (25%) 8 (50%)
5+ 5 (38%) 4 (50%) 5 (429%) 7 (47%)
7o+ 3 (23%) 2 (26%) 3 (25%) 8 (50%)
7q+ 2 (15%) 2 (26%) 4 (33%) 7 (47%)
9q+ 2 (15%) 1 (13%) 5 (42%) 8 (50%)
11g- 4 (31%) 4 (50%) 5 (42%) 0
12p+ 5 (38%) 3 (38%) 2 (17%) 6 (40%)
12q+ 5 (38%) 3 (38%) 6 (50%) 12 (80%)
14g+ 2 (15%) 2 (26%) 0 7 (47%)
16+ 0 3 (38%) 3 (25%) 9 (60%)
17p- 7 (54%) 4 (50%) 1(8%) 0
20q+ 0 2 (26%) 5 (42%) 7 (47%)
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sdo as aberracbes mais comumente relatadas. Estas regides
cromossbémicas aberrantes detectadas em estudos de CGH podem fornecer
pistas a respeito de genes relevantes na formacdo da neoplasia maligna.
Enquanto as regides de ganho cromossémico sao possiveis loci de genes
envolvidos na promoc¢ao de crescimento e proliferacao celular, as regides de
perda podem abrigar genes que suprimem o crescimento tumoral. Esse
conceito € sustentado em duas linhagens de células derivadas de carcinoma
de supra-renal (SW13 e NCI-H295) nas quais foram detectadas
amplificacdes das regides 3q28-qter e de 13g34, respectivamentel®*. Nestes
segmentos encontram-se os loci dos fatores de crescimento de fibroblasto
(FGF) 12 e 14, respectivamente®. As células SW13 produzem
autocrinamente FGFs que conferem o crescimento independente de
ancoragem (capacidade de proliferar, formar colénias em agar)®”. Especula-
se que a amplificacdo do 39g28-gter seja responsavel pela producao
autocrina do FGF12 por essas células e, consequentemente, pelo
crescimento independente de ancoragem*. Analogamente, a amplificagdo
do 13934 nas células da linhagem NCI-H295 poderia ter um impacto
semelhante®*. Um outro exemplo é o gene TP53 cujo produto - p53 - exerce
um importante papel na manutencado da integridade do genoma. O TP53
esta localizado no 17p, uma das regides mais freqiientemente perdidas em
carcinoma de supra-renal. Dessa maneira, a medida que a anotacao das
seqliéncias dos genes da nossa espécie progride, com 0s avancos da

gendmica e da bioinformatica, novos candidatos poderdo ser apontados,
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cuja participacdo na génese de tumores de supra-renal precisa ser

confirmada ou descartada.

1.6 Patobiologia tumoral, genotipagem de marcador Unico e tumores do

cortex adrenal

Em contraste a varredura ampla, porém de baixo limite de resolucao,
da CGH, outras estratégias genéticas vem sendo aplicadas para identificar
marcadores de malignidade e elucidar as vias bioquimicas envolvidas na
transformacao de células do cortex adrenal. O refinamento do mapeamento
de delecodes (obtido por CGH ou outros estudos) com analise de perda de
heterozigose (“Loss of Heterozygosity” - LOH), assim como a exclusao de
genes candidatos, arrolados por deducédo a partir de vias de sinalizacao
celular conhecidas ou por envolvimento confirmado em neoplasias (do cértex
adrenal ou de outros tecidos), tem possibilitado o acumulo de informacgdes
bastante especificas sobre a formacao de tumores nas supra-renais.

O gene supressor tumoral MENT1, responsavel pela neoplasia
endocrina multipla tipo 1, foi submetido a escrutinio para averiguar sua
participacao na tumorigénese adrenal por causa do acometimento de supra-

(38]

renal em portadores desta sindrome (cerca de 40%)“", bem como pela

freqiiente perda do cromossomo 11q, que alberga o gene MEN1 (11q13)%2,
Verificou-se uma freqiente LOH do 11913 em carcinomas esporadicos de

cértex adrenal, bem mais prevalente entre os carcinomas do que entre os

adenomast® 0 1 Entretanto, mutagdo na regido codificadora do MENT
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ocorre muito raramente em tumores esporadicos de cortex adrenall® 140 [41]

e nao foi observada variagao do acumulo de RNA mensageiro (mMRNA) ou de
proteina do MENT1 que possa ser correlacionada com o comportamento
biolégico do tumort4?: (431,

O exemplo acima ilustra como estudo das sindromes familiais as
quais estdo associadas a hiperplasias ou tumores adrenocorticais pode
fornecer candidatos potenciais (nem sempre bem sucedidos) para uso na
previsdo do comportamento biolégico das neoplasias do cértex adrenal. De
fato, esta estratégia € a abordagem mais bem sucedida para identificar

genes relacionados a cancer em geral*¥

. Duas sindromes, nas quais o
carcinoma de cortex supra-renal € uma manifestacao relativamente comum,
merecem mencdo: a sindrome de Li-Fraumeni (OMIM #151623)% e a
sindrome de Beckwith-Wiedman (OMIM #130650)"!,

A sindrome de Li-Fraumeni (“Li-Fraumeni syndrome” - LFS) é uma
doenca de heranca autossbmica dominante que confere propensdo a
canceres, sendo caracterizada pelo inicio precoce e multiplicidade de
tumores. Os tumores mais comuns sdo sarcomas de partes moles e
osteosarcomas, tumores encefalicos, cancer de mama, leucemia e
carcinoma de cortex adrenal*?’. A definicdo formal de LFS e a sindrome
semelhante a Li-Fraumeni (“Li-Fraumeni-Like syndrome” - LFL) requer que
pelo menos trés individuos portadores de céncer sejam identificados na
familia afetadal*. Na LFS classica a familia apresenta um individuo indice

que desenvolve sarcoma antes da idade de 45 anos, um parente de primeiro

grau que apresenta qualquer cancer antes dos 45 anos e um outro parente
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da mesma linhagem (primeiro ou segundo grau) portador de qualquer cancer
antes dos 45 anos ou de sarcoma em qualquer idade!*. A LFL, por sua vez,
€ definida pela presenca do paciente indice que desenvolveu qualquer
cancer infantil ou sarcoma, tumor de sistema nervoso central ou tumor
adrenocortical antes dos 45 anos, de um parente da mesma linhagem
(primeiro ou segundo grau) que apresenta(ou) um tumor tipico da LFS em
qualquer idade e um outro parente da mesma linhagem (primeiro ou
segundo grau) que desenvolve(eu) qualquer cancer antes dos 60 anos!*.
Foram encontradas mutacées germinativas no gene do p53 (TP53, locus
17p13.1) em 70% dos portadores de LFS e 40% dos LFL?.. Em 9 individuos
de um grupo de 14 criancas portadoras de tumores de cértex da supra-renal
(12 carcinomas e 2 adenomas), sem histéria familiar tipica de LFS ou de
LFL, mutagdes germinativas do TP53 estavam presentes!*’l. Além disso, em
regides Sul e Sudeste do Brasil, onde a incidéncia de carcinoma de cortex
adrenal é 10 vezes mais alta do que no resto do mundo, uma Unica mutacao
(R337H) foi identificada na imensa maioria das criancas estudadas!“®! 9,
Estes achados sugerem que, ao menos no grupo pediatrico, tumores de
cértex adrenal possam ser uma das faces mais visiveis de mutagdes
herdadas do TP53.

Mutagdes do TP53 sdao encontradas em 20% a 67% dos carcinomas
de C(')rtex adrenal[5°]’ [51], [49, 52], [53], [54], [55], [56], [57], [58], [59], [60], [61], [47], [62]. Esta
frequéncia de mutagdes nao é suficiente para que a genotipagem de TP53
seja utilizada no diagnostico diferencial entre adenoma e carcinoma de

cértex adrenal. Em comparacgéo, a perda alélica (LOH) no 17p13 (locus do
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TP53) € muito mais capaz de predizer a agressividade da evolugao do tumor
de cértex da supra-renal. Em 76 pacientes portadores desses tumores e
cujos alelos do cromossomo 17p13 sdo informativos, a LOH do 17p13
(documentada por hibridacdo “Sourthern” e por “reacdo em cadeia da
polimerase” (PCR) do polimorfismo de sitio Accll do exon 4 do TP53) prediz
fortemente a recorréncia tumoral e diminuicdo da sobrevida apés completa

remocdo cirlrgica do tumor!'®l.

Mas, apesar da forte correlacdo com
evolucao agressiva, o desempenho da LOH do 17p13 como marcador
genético foi semelhante ao marcador histolégico (sistema de Weiss)!'®.. Em
30 amostras de tumor de cértex adrenal obtidas de 29 pacientes brasileiros
(15 criancas e 14 adultos) a delecdo completa do cromossomo 17 foi
detectada em 18 delas (10 adenomas e 8 carcinomas) ao passo que nos 12
tumores restantes (8 adenomas e 4 carcinomas) foi documentada apenas a
perda de um Unico locus do cromossomo 17 Dos 17 pacientes com perda
do cromossomo 17 nos tumores, 13 apresentavam a mutacdo R337H do
TP53°%. Pelos dados apresentados a delecdo do cromossomo 17
(abrangendo o TP53) confere um aumento de risco de malignidade (OR: 2,5)
ndo alcancando, contudo, sensibilidade e especificidade suficientes para
diagnéstico de malignidade do cértex adrenal neste grupo de pacientes
brasileiros.

As caracteristicas cardinais da sindrome de Beckwith-Wiedman séao
exonfalia, macroglossia e gigantismo em neonato!*?.. Além de macrossomia

os pacientes portadores de BWS apresentam freqliéncia aumentada de

carcinoma de supra-renal, nefroblastoma e rabdomiosarcoma*®. Esta
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sindrome é causada por varios defeitos genéticos e epigenéticos que podem
ocorrer no locus 11p15. Esta regido cromossémica abriga genes como
CDKN1C (também conhecido como P57 ou KIP2, que codifica o inibidor 1C
da quinase dependente da ciclina), KCNQ10T1 e H19°4. Em individuos
normais, o gene do fator semelhante a insulina (“insulin like growth factor”) -

4. Por

IGF2 - localizado nesse mesmo /locus, sofre “imprinting” materno
causa deste controle epigenético, apenas o alelo paterno do IGF2 é
expresso. Os diversos defeitos genéticos e epigenéticos deste locus
resultam na perda do “imprinting” e hiper-expressao do IGF2. Os receptores

8% fornecendo a

do IGF1 e do IGF2 sao expressos no cértex adrena
conexao fisiopatoldgica entre o efeito mitogénico do /GF2 hiper-expresso e a
génese de tumor nesta sindrome.

A relacdo entre o rearranjo do 11p15 e a conseqlente hiper-
expressao de IGF2 com carcinomas esporadicos do cortex da supra-renal
esta bem estabelecida na literatura. As células NCI-H295R produzem
abundantemente tanto mRNA quanto peptideo de IGF2!°®. Além disso, em
um grupo pequeno de amostras, foi detectada a expressao elevada de IGF2
em carcinomas hormonalmente ativos de cértex adrenal®”, em correlacdo
negativa com a expressao de H79° [l Ficou também demonstrado que o
promotor do H19 esta hipermetilado em carcinoma mas ndo em adenoma de
cortex adrenal ou adrenal normall’®. Perda do alelo materno acompanhado
de duplicacao do alelo paterno (dissomia uniparental) do 11p15 é um evento

que ocorre freqientemente em carcinomas, mas nao em adenomas, de

cortex da supra-renal’’ "2 Em lesdes neoplasicas adrenocorticais
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localizadas a ocorréncia de LOH de 11p15 ou a hiper-expressado de IGF2
também se correlacionam com maior risco de recorréncia e uma recorréncia
mais precoce!'®.

Citamos acima os principais marcadores selecionados com base em
informacdes genéticas para distingdo de carcinoma das demais lesdes do
cortex adrenal. Outros marcadores, selecionados por outros critérios,
também tém sido testados. Por exemplo, o antigeno reconhecido pelo
anticorpo monoclonal Ki-67 é detectavel apenas em nucleos de células que
estdo em proliferacéo ativa, sendo considerado um marcador de proliferagao
celular'”™. Por causa do seu aparecimento seletivo em células proliferantes o
valor do Ki-67 na previsao progndéstica de neoplasias tem sido investigado.
Alto indice de coloragao por Ki-67 e baixa imunorreatividade do inibidor da
quinase dependente de ciclinas p27KIP1 ocorrem com maior freqiéncia em
grupos de pior progndstico de carcinoma de tiredide (carcinomas papilares e
foliculares com caracteristicas desfavoraveis ou carcinomas anaplasicos)”*.
Os carcinomas do cortex da supra-renal apresentam indice de coloracao
bem mais alto do que o apresentado pelos adenomas e pelo tecido normal
(185,8 = 60,3 nucleos/1000 células, 11,3 £ 16,0 nucleos/1000 células e 2,0 £
1,2 nlcleos/1000 células, respectivamente)”™. Pelo menos um grupo
confirmou o achado de que a imunorreatividade ao Ki-67 em carcinoma de
supra-renal é mais alta do que em adenomas deste tecido!'®. Nao esta claro
se a freqUéncia de ndcleos imunorreativos a Ki-67 se correlaciona ao indice
mitético definido para pontuacdo de Weiss (o critério do sistema de Weiss

que apresentou mais forte correlacdo negativa com sobrevida). A utilidade
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da imunorreatividade do Ki-67 no diagnostico de carcinoma de cortex
adrenal e seu desempenho frente a outros marcadores ainda requerem
validacdo em estudos prospectivos com casuisticas maiores do que os ja
apresentados.

A familia de fatores de transcricaio GATA é formada por proteinas
“dedo de zinco” (“zinc finger proteins”) que se ligam a seqliéncia regulatoéria
(A/T)GATA(A/C). Existem seis membros conhecidos desta familia, que
podem ser divididos nos grupos hematopoiético e cardiaco. Os fatores
GATA de 1 a 3 pertencem ao primeiro grupo e sao expressos principalmente
nas células tronco do sistema hematopoiético. Do segundo grupo participam
os GATAs de 4 a 6 que sao expressos no coragao, pulmao, epitélio
intestinal, figado, endoderme de saco vitelino, gbnadas, cértex adrenal,
hipotalamo e pituitaria”® ’”. Os fatores GATA exercem um papel essencial
no controle do destino das células no desenvolvimento, proliferacao e
diferenciacao celular, morfogénese organica e expressao tecido-especifica
de genes!”® "9} Em ovarios humanos e de camundongos, o aumento de
expressdo do GATA-4 promove a proliferacdo de células da granulosa’® e a
atresia folicular por apoptose ocorre em decorréncia da reducdo da
expressdo do GATA-48Y, Expressdo aumentada de GATA-4 foi associada a
neoplasias como tumores de células da teca e da granulosal’”, tumor do
seio endodérmico®", adenocarcinoma esofagico e gastrico®, tumores de

B3 'O coértex adrenal normal de camundongo

céulas de Sertoli e Leydig
expressa normalmente apenas o0 GATA-6 e ndo o GATA-4. Em um modelo

de tumorigénese utilizando camundongo que recebeu o transgene formado
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por promotor de inibina a. e Tag do SV40®* foi demonstrado que ocorria uma

81 Em um estudo

inversdo desse padrdo de expressdo dos fatores GATA!
envolvendo supra-renal humana, o mRNA do GATA-6 foi detectado tanto em
adenomas como em carcinomas, embora o acumulo do GATA-6 fosse
menos intenso no segundo grupo®. A expressdo do GATA-4, por sua vez,
era maior nos carcinomas do que nos adenomas e se correlacionava com
agressividade biolégica. Uma expresséao relativa de GATA-4 maior do que
1,77 (normalizada pela expressdo de ciclofilina) associou-se a mau
progndstico (OR 4,25)!. N&o foi possivel utilizar a expressdo de GATA-6 na

(85]

previsdo de prognédstico de tumores adrenocorticais'™. O receptor de LH,

que medeia a hiper-regulacdo do GATA-4 em células gonadais/®® 8%
também foi examinado neste mesmo trabalho e verificou-se que a hipo-
expressao relativa do mesmo também se correlacionava com evolugéo
agressiva (OR 5,33)1®,

As extremidades teloméricas dos cromossomos de células
eucariéticas sofrem encurtamento a cada ciclo replicativo. Este
encurtamento, em ultima analise, contribui para o estabelecimento de um
limite para a replicagéo celular e da entrada das células em senescéncia em
vista da importdncia fundamental dos teldbmeros na estabilidade dos
cromossomos®”. A telomerase (cuja expressdo esta presente em células
germinativas e em algumas formas de cancer mas ndo na maioria das
células somaticas adultas) alonga as extremidades dos cromossomos,

evitando o encurtamento critico de telémero e perda da viabilidade celular®”.

Foi observado que a atividade da telomerase pode ser encontrada tanto em
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carcinoma (2/2 amostras estudadas) quanto em adenoma (4/45 amostras
analisadas) de cértex adrenal, mas nao no cértex normal adjacente aos
tumores!®®. A atividade da telomerase detectada em carcinomas de supra-
renal (7 amostras) era maior do que aquela encontrada em adenomas (11
amostras) e ndo ha sobreposicdo na atividade desses dois grupos®®. Em
carcinomas, mas nao em adenomas, a atividade da telomerase se
correlacionava com o diametro tumoral®®.

Virtualmente todas as células do organismo se comunicam com seus
vizinhos através de poros que provéem comunicacao direta citoplasma-a-

citoplasma - “gap junctions”®®.

As “gap junctions” sado formadas pela
associacao de proteinas conhecidas como conexinas. Ha evidéncias de que
sinais inibitérios de crescimento sejam transmitidos através dos “gap
junctions” durante a regulacdo da homeostase celular®. Por isso as
conexinas sdo consideradas como genes supressores tumorais'®”. Apenas a
ol conexina 43 é detectada em cértex adrenal, seja ele tumoral ou

normall®?.

A zona fasciculata apresenta a mais alta expressao de of
conexina e os tumores malignos do cortex adrenal a mais baixa®?. A
expressao da ol conexina nos adenomas € intermediaria entre aquela

encontrada no cértex normal e nos carcinomas!®?.

1.7 Andlise comparativa de transcritomas

Os exemplos de marcadores moleculares acima citados resultam de

analises focadas em um ou poucos candidatos e ilustram claramente a
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limitacdo das estratégias pontuais. Embora estes estudos tenham
aprofundado o conhecimento sobre a biologia destas lesbes neoplasicas
eles representam uma abordagem concentrada em “detalhes” da biologia
tumoral e ndo fornecem um quadro completo do comportamento dos
tumores. Uma vez que a transformacdo maligna resulta do acumulo de
multiplas alteracées genéticas, faz-se necessaria a adogao de estratégias
que permitam detectar de forma mais abrangente as alteracées moleculares
presentes nas lesbes malignas adrenocorticais.

Nos Ultimos 25 anos diversas técnicas que permitem analisar
simultaneamente a expressdo de centenas a milhares de genes foram
desenvolvidas o que possibilitou a comparacdo do conjunto de transcritos
(transcritomas) de duas ou mais amostras. Em ultima analise, o objetivo final
destas técnicas é a deteccdo de genes diferencialmente expressos na
condicao estudada e a aplicacado das mesmas revolucionou varias areas de
Biologia, incluindo a carcinogénese. Entre as técnicas deste grupo podemos
citar “Comparative Expressed Sequence Tag”, “Subtractive Hybridization”
(SH), “Serial Analysis of Gene Expression” (SAGE), cDNA “microarrays” e

“Differential Display”®®.

Todas estas técnicas apresentam vantagens e
desvantagens quanto a quantidade inicial de RNA necessaria para
realizacdo do experimento, qualidade da informagéo fornecida, capacidade
de quantificacdo relativa dos transcritos estudados e investimentos

necessarios em infra-estrutura, mao de obra e tempo para obtencido de

resultado desejado.

23



Na “Comparative Expressed Sequence Tag” a comparacdo de
transcritoma é feita pela selecéo de clones aleatérios de cDNAs (fita de DNA
complementar) de duas bibliotecas, em geral, que representam o conjunto
de RNAs mensageiros obtidos de células/tecidos em diferentes estados. As
extremidades 5’ e 3’ de cada clone de cDNA s&o seqlenciadas parcialmente
de modo a gerar etiquetas (“tags”) de seqliéncias expressas (“Expressed
Sequence Tag” - EST) e a diferenca dos transcritomas é detectada pela
comparacdo dos resultados de seqlenciamento. Este método tem a
vantagem de prover informagdo sobre a complexidade dos transcritomas
(ver préximo paragrafo) estudados, bem como os clones diferencialmente
expressos ja isolados para experimentos adicionais de caracterizagdo. No
entanto, € um procedimento que consome bastante tempo e mao de obra e
necessita de grandes quantidades de RNA de alta qualidade para a
construcao das bibliotecas de cDNA.

O ndmero total de espécies diferentes de RNA mensageiro
apresentado por células de mamiferos se situa na ordem de 10* por célula.
Estes RNAs podem ser classificados em altamente abundantes (10 espécies
distintas que apresentam 10.000 copias/célula cada), moderadamente
abundantes (500 - 1000 RNAs unicas a 100 - 400 copias/célula cada) e raros
(8000 - 10.000 espécies Unicas a 5 - 10 copias/célula cada)®. Esta
distribuicao relativa da quantidade de espécies unicas de RNAs mensageiros
€ conhecida como complexidade do transcritoma. Visto que a complexidade
de transcritoma é reproduzida nos clones de cDNA durante a construcao das

bibliotecas poder-se-ia prever a redundancia na deteccdo dos clones
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altamente representados (isto é, espécies muito e moderadamente
abundantes), preco que se paga para o isolamento daqueles realmente
interessantes do ponto de vista funcional, o que reduz a sensibilidade do
procedimento. Para contornar este problema existem as estratégias
baseadas em hibridacdo subtrativa (“Subtractive Hybridization” - SH)!*! que
visam construir bibliotecas enriquecidas com espécies diferencialmente
expressas de RNA. Nesta estratégia, mRNAs derivados de uma das
amostras de um par de tecidos a ser comparado é usado como molde na
producdo de cDNAs de fita simples, por meio de transcricao reversa. Os
cDNAs produzidos sao submetidos a hibridacdo em solu¢cao com os mRNAs
da segunda amostra do mesmo par. Nesta etapa as espécies de RNA que
existem em comum nas duas amostras comparadas produzirdo hibridos
RNA/cDNA e poderdo ser removidas (subtraidas). As espécies que nao
formarem hibridos sdo aquelas diferencialmente expressas. Embora esta
estratégia aumente a sensibilidade de deteccao dos genes que expliguem as
particularidades fenotipicas das amostras estudadas ela também é uma
técnica que requer uma quantidade inicial grande de RNA dos espécimes
estudados e investimento macico em mao de obra.

A expressao diferencial de genes ndo é um fendbmeno de tudo ou
nada: variagdes no acumulo do transcrito de um gene como resultado de
alteracoes fisiol6gicas ou patolégicas sao informacdes importantes. Por esta
razdo foram desenvolvidas estratégias de analise de genomas funcionais
que fornecem dados quantitativos (absolutos ou relativos) para contornar

esta limitagao das técnicas de caracterizacao de EST e de SH.
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A técnica “Serial Analysis of Gene Expression” (SAGE)"®® 7! consiste
na geracao de fragmentos pequenos (“tags” de cDNAs, em geral de 12
pares de bases), representando a extremidade 3’ dos mRNAs, que séo
posteriormente concatenados. Os fragmentos resultantes sdo entdo
amplificados por PCR, inseridos em vetor de clonagem e sequenciados. As
seqUéncias obtidas servem para identificar as espécies de transcritos
expressos no tecido estudado: a freqiéncia relativa de cada espécie de
transcrito € a medida da intensidade de expressdo de cada um deles no
tecido de interesse. Além de informacao quantitativa, o SAGE tem como
vantagem adicional o fato de ndo precisar de nenhuma informagéo a priori
do transcritoma estudado. Por outro lado, a construcdo das bibliotecas de
etiquetas de SAGE consome uma quantidade consideravel de tempo e usa
intensivamente mao de obra, inviabilizando desta forma a comparacédo de
multiplos transcritomas.

O “microarray”™® 99 ¢ uma técnica de andlise de transcritomas
baseadas na hibridacao reversa em fase soélida. Nesta técnica cada um dos
fragmentos de acido nucléico (cDNA ou oligonucleitideo) que representa
uma espécie Unica de RNA mensageiro é imobilizado em uma superficie
sélida (“array”). Os transcritos do material biol6gico estudado sdo marcados
(com radioatividade, nucleotideos quimicamente modificados ou
fluorocromos) e colocados para hibridar com cDNAs ou oligonucleotideos
presentes na superficie sélida. Dessa maneira, é possivel associar a
identidade de uma espécie de transcrito informacdes relativas a intensidade

da sua expressao (proporcional ao sinal de hibridacao). Uma das principais
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vantagens do “microarray” é a velocidade com que os dados de expressao
génica sao produzidos, o que possibilita a comparacdo de multiplas
amostras. Esta ultima caracteristica gerou um novo paradigma - analise da
Biologia do Sistema - aos estudos de problemas bioldgicos, pois a
multiplicidade de amostras cuja expressao do conjunto de seus genes é
passivel de estudo num Unico experimento permite derivar conclusées mais
gerais a respeito do comportamento de células/tecidos e observar como
distarbios em uma via perturba o comportamento de outras.

A andlise de expressao génica por “microarrays” foi aplicada a alguns
estudos de carcinomas do cértex adrenall'% 1011102 [103] 'Eqteg confirmaram
aspectos moleculares ja conhecidos da tumorigénese de tecidos
adrenocorticais e reforcam o potencial de algumas moléculas previamente
pouco apreciadas como marcadores de prognéstico. Em um grupo pequeno
de amostras de cortex adrenal - tecido normal, adenomas e carcinomas -
estudados com “microarray” de oligonucleotideo, foi possivel separar os
carcinomas dos demais tecidos utilizando um conjunto de genes
selecionados, sem fazer referéncia ao diagnéstico histopatoldgico!'®,
Verificou-se também que a expressdao de IGF2 nos carcinomas,
acompanhada pela expressdao de outros genes ligados a promocao da
proliferacdo celular, estava consideravelmente aumentada em comparacéao
aos outros tecidos adrenocorticais!'®”. Adicionalmente também foi relatado o
aumento da expressao da osteopontina e da quinase de serina e treonina 15
(“serin threonin kinase” - STK 15), fato até entdo ndao observado em

carcinoma de supra-renall'®.
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Dois grupamentos (“cluster”) de genes, detectados pela analise
supervisionada do perfil de expressdo de 230 genes em 57 tumores de
cértex adrenal (33 adenomas e 24 carcinomas, de acordo com critérios de
Weiss), mostraram-se capazes de distinguir os adenomas dos
carcinomas!'®. O primeiro “cluster” - IGF2 - formado por 8 genes, incluia
fatores de crescimento, receptores de fatores de crescimento, o gene
KCNQ10OTT1 (localizado no 11p15, assim como o IGF2) e gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), um gene cuja expressao era normalmente
considerada constitutiva (“housekeeping gene”) ['°". O segundo “cluster” -
esteroidogénese - era composto de 14 genes, seis dos quais diretamente
envolvidos em vias de biossintese de esterdides. Além desses, este “cluster”
também continha genes para fosfatase de proteinas 1A, cadeia [ da
proteina ligadora de calcio S100 (“S100 calcium-binding protein, B-chain”),
glipican 3, cadeia o da inibina, modulador de elemento de resposta a AMP
ciclico (“cAMP response element modulator”), retinoblastoma 1, proteina nao
metastatica 23 (“nonmetastatic protein 23”) e receptor tipo 3 do TGFpI'®". A
expressao alta do “cluster” de IGF2 correlacionava-se com malignidade. Em
contraste, a baixa expressdo do “cluster” de esteroidogénese estava
envolvida com o fenétipo maligno dos tumores!'®"!. O valor preditivo positivo
dos “clusters” (IGF2 e esteroidogénese) foi de 75% e 81%,
respectivamente!’®!. Além desses 2 “clusters” foram identificados 14 genes
nao associados a nenhum grupamento especifico, que permitem separar 0s

tumores recorrentes dos nao recorrentes!'®",

28



Um achado que tem sido consistentemente reproduzido nos estudos
de tumores adrenocorticais por “microarrays” € a hiper-expressao de IGF2.
Além dos estudos citados acima dois outros trabalhos publicados que
utilizaram “microarray” demonstraram a associacdo do aumento do acumulo

de IGF2 com o carcinoma de cortex adrenall'l [102]

. Outros genes como o
do ligante 10 de quimiocina (“chemokin ligand 10”) e da caderina 2, tipo 1,
ambos hipo-expressos em carcinoma de adrenal'®, e o da cromogranina B
(“chromogranin  B” - CgB)"®! também foram correlacionados com
carcinomas de adrenal.

Apesar da sua indiscutivel contribuicdo ao conhecimento da biologia
do carcinoma adrenocortical, a prépria natureza da interrogacdo da
expressao génica por “microarrays” impde uma severa limitacdo. Embora,
talvez no futuro, possam ser representados transcritos de todos os genes do
organismo em estudo, atualmente é possivel avaliar apenas a expressao de
genes cujos transcritos estejam representados no “array”. Este fato implica a
necessidade de conhecimento prévio do transcritoma que se pretende
estudar - um requisito ndo satisfeito na maioria dos estudos de oncologia por
“‘microarray” - o que dificulta (quando n&do impede) a descoberta de genes
cuja participagdo nos processos tumorigénicos ainda seja desconhecida.

Frente ao estado atual do conhecimento a respeito do carcinoma do
cértex adrenal decidimos utilizar uma abordagem global para estudar este
problema. Considerando-se as limitacdes acima citadas, do “microarray” e
de outras técnicas de comparagdo de transcritomas, entendemos que a

técnica adotada deve apresentar as seguintes caracteristicas: 1) ter
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capacidade de detectar tanto transcritos abundantes quanto raros;
2) conseguir fazer uma varredura sistematica do transcritoma, tornando
possivel a busca por todos os genes expressos na amostra estudada;
3) permitir que os estudos sejam realizados com pequenas quantidades de
RNA, uma vez que freqientemente o material disponivel pode ser escasso;
4) dispensar qualquer conhecimento prévio ou hipéteses a respeito do
transcritoma examinado; 5) oferecer possibilidade de detectar transcritos

(104 Em esséncia,

novos. Por estas razdes escolhemos o Differential Display
o Differential Display funciona por amplificar sistematicamente a porcéo 3’
terminal dos mRNAs eucariéticos de diferentes amostras, com a utilizacao
de um dos “primers” oligo-dT ancorados (isto €, aqueles que tém uma base
C, G ou A depois da seqiéncia de Ts) em combinagdo com um conjunto de
“primers” curtos arbitrarios’®®. As intensidades das bandas obtidas podem
ser utilizadas para estimar a expressao relativa dos transcritos que elas
representam. Os transcritos expressos diferencialmente entre as amostras
comparadas podem ser recuperados e identificados. Estdo apresentados
aqui os resultados da comparacao de um espécime de carcinoma de cortex
adrenal e de uma linhagem estabelecida de células com uma mistura de
RNA de supra-renal humana normal. Estes dados vem a complementar os

estudos globais do carcinoma de coértex da supra-renal e langcam luz sobre

aspectos antes insuspeitos da biologia desta neoplasia.
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OBJETIVOS



2 OBJETIVOS

1) Identificar genes diferencialmente expressos em carcinoma do cértex da
supra-renal quando comparada com cértex adrenal humano normal,

utilizando uma estratégia de analise de transcritomas global e abrangente;

2) Selecionar, com base em anotacdo funcional e expressao relativa,

transcritos com valor potencial para distinguir adenoma de carcinoma do

cortex adrenal;

3) Testar e validar transcritos candidatos a marcador de malignidade tumoral

em cortex da supra-renal.
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3 METODOS

3.1 Linhagem celular, espécime tumoral e controle de adrenal normal

humanos

3.1.1 Células da linhagem NCI-H295A

As células NCI-H295A sao uma subpopulacdo aderente das células
NCI-H295!'%! - uma linhagem estabelecida a partir de implantes peritoniais
de um carcinoma do cértex da supra-renal humana capaz de sintetizar varias
espécies de esterdides!'! %7l Estas células foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Walter L. Miller (University of California, San Francisco). Visto que o
objetivo primordial do presente estudo é comparar o transcritoma
representativo do carcinoma do cértex adrenal com transcritoma de adrenal
nao neoplasico (controle) adotamos esta linhagem de células como modelo
da neoplasia maligna de cértex adrenal humana. O uso de linhagens
celulares derivadas de tumor em estudos de caracterizacdo de transcritomas
foi validado para tumores de célon e tumores pancreaticos!'®.

As células foram propagadas em meio RPMI 1640 (Gibco, Grand
Island, NY) suplementado com 2% de soro fetal bovino, 100 U/mL de
penicilina, 100 pug/mL de estreptomicina, 0.25 ug/mL de anfotericina, 5 pg/mL
de insulina, 5 pg/mL de transferrina e 5 ng/mL de selenita. A monocamada
de células foi cultivada a 37 °C em 5% CO até atingir a confluéncia, sendo

entdo utilizadas na extragdo do RNA.
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3.1.2 Espécimes tumorais

Neste estudo foram utilizados espécimes de tecidos obtidos de 20
pacientes com tumores adrenocorticais, 10 adultos e 10 criancas (< 16 anos
de idade). Os dados referentes a caracteristicas do tumor, manifestacdes
clinicas, seguimento e evolucao da doenca se encontram na Tabela 2.

Uma amostra de tecido metastatico de tumor adrenocortical de uma
das pacientes (paciente 11, Tabela 2) foi utilizada, assim como as células
NCI-H295A, na comparacao com transcritoma de adrenal normal. Esta
paciente de 16 anos de idade!'®, que tinha sido tratada previamente com
analogos de GnRH por causa de puberdade precoce dependente de
gonadotrofinas, procurou atencdo médica por hirsutismo (pontuacdo 17 na
escala de Ferriman!''), irregularidade mestrual, agravamento da voz,
sensibilidade na regiao lombar direita e uma massa palpavel no flanco
direito. Exames hormonais revelaram aumento do cortisol urinario total
(560 ug/24 h) e cortisol sérico basal (16,7 ug/dL), ndo suprimido com 1 mg
de dexametasona, testosterona sérica elevada (1.050 ng/mL), DHEA
(21 ng/mL), DHEA-S (23.545 ng/mL), androstenediona (42 ng/mL) e
17o-hidroxiprogesterona (9,6 ng/mL). Ela também  apresentou
gonadotrofinas basais elevadas (32,1 U/L) e sua secrecao de LH respondeu
significativamente ap6s administracdo de 250 ug GnRH i.v., apesar dos
elevados niveis de esterdides sexuais. Imagens (ressonancia magneética)
revelaram uma grande massa adrenal do lado direito de 17 x 14 x 13 cm,

um trombo tumoral que se estendia da veia cava inferior até sua abertura no
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Tabela 2 - Dados clinicos dos pacientes com tumores adrenocorticais

Paciente |dade® Sexo Sindrome Tamanho Estadio™ | Pontuacéo de Seguimento Evolucao
(anos) clinica (cm) Weiss® (anos)

1 29 M C 19 IV 8 0,5 Obito
2 24 F C/V 14 IV 6 1,3 Obito
3 30 M F 10 1l 4 1 Obito
4 21 F v 13 IV 7 0,8 Obito
5 18 F v 13 1l 8 1,3 Obito
6 45 F C/V 10 1] 7 8,5 Sem recorréncia
7 24 F C 3 I 2 11 Sem recorréncia
8 36 F C/V 2,2 I 3 6 Sem recorréncia
9 33 F C 6 Il 0 1 Sem recorréncia
10 40 F In 5,5 I 0 11 Sem recorréncia
11 16 F v 18 \' 7 2 Metastases/Obito
12 1 F C/V 8 Il 7 4 Metastase pulmonar
13 6 F C/V 7 1] 7 2,5 Recorréncia local/Obito
14 2 F \" 52 Il 7 4 Sem recorréncia
15 2,5 M Vv 2 I 5 11,5 Metastase pulmonar
16 1,5 F Vv 3 I 4 9 Sem recorréncia
17 2,5 M Vv 6,5 Il 4 13 Sem recorréncia
18 1 M Vv 4,5 I 5 11 Sem recorréncia
19 2 M \" 6 Il 5 6 Sem recorréncia
20 2 F C/V 2,5 I 5 2 Sem recorréncia

Sindrome clinica: C = Sindrome de Cushing, V = Viriliza¢do, F = Feminilizante, In = Incidentaloma
® Idade ao diagndstico, X Estadiamento McFarlene modificado por Sullivan!'l, Q Critérios histopatolégicos de Weiss!"”!
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atrio direito, e multiplas lesdes metastaticas nos pulmobes. A paciente foi
submetida a remocao cirurgica da adrenal direita, do rim direito e do trombo
tumoral. Apos a cirurgia ela foi tratada com 6 ciclos de um regime combinado
de cisplatina, etoposide e mitotane. Durante 0 acompanhamento a paciente
apresentou metastase no figado e no mediastino, vindo a Obito em
decorréncia de complicagdes infecciosas.

Além do espécime tumoral desta paciente, utilizado na comparacao
dos transcritomas, foram também utilizados no presente estudo espécimes
dos demais pacientes (Tabela 2) para confirmacdo das expressoes
diferenciais por nds detectadas nessa comparagdo. Todas as amostras
foram obtidas apds o consentimento dos pacientes ou de seus responsaveis
legais. Os espécimes utilizados neste trabalho estdo preservados no banco
de tecidos do Laboratério de Hormdnios e Genética Molecular - LIM/42 do
Hospital das Clinicas da FMUSP (Servico da Profa. Dra. Berenice Bilharinho
de Mendonca). As pecas tumorais foram preservadas em nitrogénio liquido
imediatamente apds sua excisao cirdrgica e dessa maneira conservadas até
a extracdo de RNA. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da USP (Protocolo de pesquisa N© 470/05).

3.1.3 RNA controle de supra-renal humana

Como fonte de transcritos de cértex adrenal ndo neoplasico utilizamos uma

preparacao comercial de RNA (Human Adrenal Gland Total RNA Clontech, Palo
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Alto, CA, lot. No. 1050635). Este preparado é uma mistura de RNAs
extraidos de supra-renais de 62 individuos de ambos os sexos, de 15 a 61

anos de idade.

3.2 Obtengao do RNA das amostras

Todos o0s reagentes e solucbes utilizados na extracdo ou
processamento de RNA sdo livres de RNase, assim adquiridos dos
fornecedores. A agua utilizada no preparo de solugdes no laboratério foi
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC), para eliminar qualquer eventual
atividade de RNase. Para isso adicionou-se 0,1% (v/v) de DEPC a agua
Milli-Q. Ap6s um periodo de 12 a 18 h o DEPC foi inativado por autoclavagao
a 121 °C por 15 minutos.

Além do tratamento da agua com DEPC, outras medidas de
prevencdo de degradacdo do RNA foram adotadas, incluindo o tratamento
da vidraria com calor seco (200 °C/4 h), uso de luvas para manipulagédo de
instrumentos, tubos e frascos; aplicacdo de RNase Zap® * - um preparado
comercial especifico para eliminagdo de RNase - nas cubas de eletroforese
e no instrumental usado na fragmentacdo e homogeneizacéo de tecidos. As

centrifugacdes foram realizadas a 4 °C, salvo se indicado o contrério.

* Apds aplicagdo de RNase Zap as cubas e o instrumental foram enxaguados

exaustivamente com agua tratada com DEPC
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3.2.1 Extracado de RNA total a partir das células NCI-H295A

As células NCI-H295A foram cultivadas até a confluéncia, em uma
placa com 15 cm de didmetro. A monocamada de células aderida a placa foi
lavada trés vezes com solucdo de PBS, para imediata extracdo do RNA
total com o reagente comercial TRIzol® a base de isotiocianato de
guanidina (Invitrogen, Carlsbad, CA). A extracdo, em uma unica etapa, €
baseada no método de Chomczynski & Sacchil''"; e foi realizada conforme
instrugdes fornecidas pelo fabricante™*.

O RNA foi quantificado em espectrofotbmetro por absorvancia a
260 nm (Az0) € a pureza da preparagao foi avaliada pela relacdo das
absorvancias a 260 nm e a 280 nm (A2go/Azgp). As amostras com Ageo/Asso
entre 1,8 e 2,0 foram consideradas adequadas. A eletroforese em gel de
agarose 1% foi realizada para verificacdo da integridade do preparado.
Foram consideradas integras as amostras que apresentaram as bandas 18S
e 28S de RNA ribossomais intactas na visualizacdo do gel por
transiluminagcédo com luz ultravioleta, apds coloragdo do mesmo com brometo
de etideo (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA - 50 pg/mL
gel). Para prevenir degradacdo das amostras de RNA durante a
conservagao foram adicionadas 40 U de inibidor placentario de ribonuclease
(RNasin, Promega, Madison, WI), para cada 10 uL de preparacdo de RNA.

As aliquotas foram conservadas a -80 °C.

*https://catalog.invitrogen.com/index.cfm?fuseaction=iProtocol.unitSectionTree&objectld=47F3
5F65D66FDC7376000A16FB06DD6C&treeNodeld=48EE00F4EFA019A020C63E2B5B3ES399
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3.2.2 Extracédo de RNA total de supra-renais normais

A preparagao comercial de RNA representando supra-renais humanas
é fornecida em suspenséao alcodlica. Foram centrifugados 200 uL do produto
a 12.000 g por 30 minutos para sedimentacdo do RNA. O “pellet” de RNA foi
lavado com etanol 75% e ressuspenso em agua DEPC. Para a quantificacao
e a verificacdo da qualidade do RNA, bem como a conservacao das
amostras, seguiu-se 0s mesmos procedimentos utilizados para o RNA de

células NCI-H295A (item 3.2.1).

3.2.3 Extracdo de RNA dos espécimes tumorais

Fragmentos das amostras tumorais foram retirados da peca
congelada para obtencado de RNA. O peso total dos fragmentos retirados dos
espécimes tumorais foi de 100 mg, em média, sendo estes imediatamente
colocados em 1 mL de TRIzol®* e triturados com um homogeneizador
(Biospec Products, Bartlesville, OK), seguindo-se a purificacdo do RNA
conforme o fabricante do TRIzol®*. Para a quantificacdo e a verificacdo da
qualidade do RNA, bem como a conservacdo das amostras, seguiu-se 0s
mesmos procedimentos utilizados para o RNA de células NCI-H295A

(item 3.2.1).

*https://catalog.invitrogen.com/index.cfm?fuseaction=iProtocol.unitSectionTree&objectld=47F3
5F65D66FDC7376000A16FB06DD6C&treeNodeld=48EE00F4EFA019A020C63E2B5B3ES399
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3.2.4 Tratamento do RNA com DNase |

O RNA obtido de cada amostra utilizada na comparacdo dos
transcritomas foi tratado com DNase | (RQ1 RNAse-free DNase, Promega
Madison, WI) para garantir que os achados correspondam aos produtos de
expressao e ndao a DNA genbémico contaminante. Cada 10 ug de RNA foram
incubados com 1 U da enzima e 40 U do inibidor de ribonuclease (em 40 mM
Tris HCI pH 7,5, 6 mM MgCl,, 10 mM NaCl ) a 37 °C por 30 minutos, em
50 pL finais.

Uma vez completado o tratamento com DNase os RNAs das células
NCI-H295A, do tumor da paciente e do controle de adrenal normal foram
submetidos & extracdo com fenol/cloroférmio (100 pL TRIzol®/20 pL
cloroférmio), para remocao da DNase. O RNA da fase aquosa foi precipitado
com isopropanol (84 uL para cada 100 puL de sobrenadante) e sedimentado
por centrifugacdo a 12.000 g por 15 minutos.

Nos RNA extraidos dos demais tumores a eliminagdo do DNA
gendmico residual foi realizada por precipitagdo com acetato de amonio*
com 0,3 M acetato de amoénio, pH 4,5 e 2 volumes de etanol durante uma
noite a -80 °C. Nesta condicio o DNA e as proteinas permanecem
solubilizadas enquanto o RNA é precipitado e recuperado por centrifugacao
a 20.000 g durante 15 minutos. Os “pellets” foram lavados com etanol 75% e

ressuspensos em agua DEPC.

* http://www.epibio.com/f1_2/f1_2rna.asp
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Para comprovar a remocado do DNA genémico das preparagdes de
RNA foram realizadas RT-PCRs para deteccao do gene “housekeeping” (de
expressao constitutiva) ciclofilina. Os “primers” CYC-F e CYC-R (Tabela 3)
foram escolhidos de tal modo que o produto de amplificacdo do mRNA da
ciclofilina contenha 259 bp, tamanho usual para as condigcdes normais da
PCR. A auséncia da banda de amplificacdo em reagdes nas quais a
transcritase reversa ndao é empregada indica que a remocao do DNA
gendmico foi obtida. Uma aliquota de cada preparacao de RNA tratada com
DNase | foi empregada em RTs, com um oligonucleotideo iniciador (“primer”)
rico em timidina (T). A incubagéo foi realizada a 50 °C por 60 minutos, sendo
adicionadas 200 U de uma transcritase reversa do virus de leucemia murina
de Moloney modificada (SuperScript™ Il Reverse Transcriptase, Invitrogen,
Carlsbad, CA), apés os 10 minutos iniciais. A enzima foi inativada por
incubacgao a 75 °C por 15 minutos.

Os produtos das RTs, assim como uma segunda aliquota de cada
preparacao de RNA tratado, foram utilizados em PCRs, para amplificacao de
um segmento da ciclofilina. As reacdes, realizadas num volume final de
20 uL, continham a amostra (0,8 uL de RNA ou RT), 4 pmol dos “primers”
CYC-F e CYC-R, 1 U de Tag DNA polimerase e 2,5 nmol de dNTP
(Pharmacia, Upsala, Suecia), em 50 mM Tris HCI pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM
MgCl,. Os parametros de ciclagem™ incluiram uma etapa inicial de
desnaturacao por 5 minutos a 94 °C, seguida de 30 ciclos de desnaturacao

(15 s a 94 °C), “annealing” (30 s a 56 °C) e extensao (30 s a 72 °C). Por fim,

* Ciclador automatizado com controle de temperatura dos tubos
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Tabela 3 - “Primers” utilizados em PCRs

“Primer” Transcrito Seqléncia
CYC-F Ciclofilina 5-TTTCACAGAATTATTCCAGGGTTT-3'
CYC-R 5'-CAATATTCATGCCT TCTTTCACTT-3'
BCSC1-F BCSC-1 5'- AGGGAGACTCCAGCAAGTGA -3'
BCSC1-R 5'- TCAGCTGCACAAGGTGATTC -3'
FUT11-F FUT1 1 5-CCATGGGACATAAGGAGCAT-3
FUT11-R 5-GTTGGACCAGCACCTTGAAT-3

Tabela 4 - “Primers” de ancoragem (3°) e arbitrarios (57) utilizados no
DDRT-PCR, para obtencao dos perfis de transcricao das amostras tumorais
(células NCI-H295A e tumor da paciente) e do controle de adrenal normal

Nome Seqléncia
HT1G 5-AAGCTTTTITTTITTIT G-3°
HT{{A 5-AAGCTTTTTTTTTTT A-3°
“Primer”de |HT1C 5-AAGCTTTTTTTITTTT C-3°
ancoragem |ETG 5-GAATTCTTTTTITTIT G-3°
ET{/A 5-GAATTCTTTTTTTIT A-3°
ET4C 5-GAATTCTTITTTTTTIT C-3°

HAP1 5-AAG CTT GAT TGC C-3°
HAP2  |5-AAG CTT CGA CTG T-3°
HAP3  |5-AAG CTT TGG TCA G-3°
EAP4  |5-GAA TTC CTC AAC G-3°
EAP5 |5-GAA TTC AGT AGG C-3°
“Primer” |EAP6  |5-GAA TTC GCA CCAT-3’
arbitrario | EAP7 5-GAA TTC AAC GAG G-3°
EAP8 |5-GAA TTC TTA CCG C-3°
EAP9 |5-GAA TTC CAT TCC G-3°
EAP10 |5-GAA TTC CCA CGT A-3°
EAP50 |5-GAA TTC TGA GAC T-3°
EAP53 |5-GAA TTC CCT CTAT-3°
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RNA RT
1K NCI ADR NCI ADR

200 bp -

Figura 1 - Experimento representativo da andlise de contaminagdo das
amostras de RNA por DNA genémico

Amostras de RNA e seus respectivos produtos de RTs sdo submetidos a
PCR para amplificacdo de um fragmento de ciclofilina (controle positivo).

NCI = amostras provenientes da linhagem celular NCI-H295A; ADR = amostras
provenientes do controle de adrenal normal; 1K = marcador de peso
molecular 1 Kb DNA Ladder - Invitrogen, Carlsbad, CA). Gel de agarose
1,5%.
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uma extensao adicional de 7 minutos a 72 °C foi feita para que todas as
cadeias cuja extensao ja tivesse sido iniciada pudessem ser completadas. A
Figura 1 mostra um resultado tipico de tratamento bem sucedido: a banda
correspondente ao fragmento do transcrito de ciclofilina s6 é observada nas

PCRs onde a amostra de RNA utilizada foi previamente submetida a RT.

3.3 Differential Display - DDRT-PCR

No DDRT-PCR a extremidade 3’ dos RNA mensageiros, presentes
nas preparagdes de RNA total controle, das células NCI-H295A e do tumor
metastatico da paciente estudada, foi amplificada através RT-PCR. Foram
utilizados um de trés “primers” de ancoragem oligo-dT (3’) combinados com
um de doze “primers” (5’) com 13 bases, de sequiéncia arbitraria. Os
“‘primers” de ancoragem diferem respectivamente pela presenca de uma
base G, A ou C na posicao imediatamente 3’ ap6s uma seqiéncia de 11
bases!''?. As seqliéncias dos “primers” de ancoragem e “primers” arbitrarios
encontram-se na Tabela 4. A Figura 2 ilustra as principais etapas do
DDRT-PCR.

Na primeira etapa (RT) trezentos nanogramas de RNA total de cada
amostra, todos eles tratados previamente com DNase |, foram empregados
em transcricées reversas. Além do RNA total a mistura de reagédo (20 pL
finais) foi constituida de 4 pmol do “primer” de ancoragem (Tabela 3),
400 pmol de dNTP (PCR nucleotide mix, Promega, Corp., Madison, WI),

40 U de inibidor de ribonuclease e 200 U de uma transcritase reversa do

43



Populagdo de mRNA:

5 CAAAAAAAAAA-AR 3
5 GAAAAAAAAAA-AN 3
5 TAAAAAAAAAA-AN 3

“primer” ancoragem HT;G (5-AAGCTTTTTTTTTTTG-3)
(a) Transcricao reversa nucleotideos: dNTPs
transcriptase reversa

CAAAAAAAAAA-An
GTTTTTTTTTTTCGAA

“primer” ancoragem HT1;G (5-AAGCTTTTTTTTTTTG-3)
“primer” arbitrario: HAP1 (5’-AAGCNNNNNNNNN-3’)
(b) Amplificacao por PCR nucleotideos (dNTPs)
CTP radioativo: a-[**P-dCTP]
DNA polimerase

A

AAGCNNNNNNNNN s
GTTTTTTTTTTTCGAA
l varios ciclos de amplificacao
AAGCNNNNNNNNN R
GTTTTTTTTTTTCGAA
(c) Separacao das bandas
em gel desnaturante de
poliacrilamida
1 2 e Amostras de RNA

Transcrito presente apenas na
—_— Greeefenene amostra 2

Transcrito predominante na
amostra 1

— —(. .........

Figura 2 - Representacdo esquematica do “Differential Display” (DDRT-PCR)

Exemplo de comparacao de duas amostras utilizando a combinagédo de um
“primer” de ancoragem (HT{1G) com um “primer” arbitrario (HAP1).
Diferentes pares de “primers” permitem analisar conjuntos distintos de
mRNAs de cada amostra. Os transcritos diferencialmente expressos sao
recuperados, para sequenciamento e identificacdo. Adaptado de
GenHunter® on line (http://www.genhunter.com/products/differential/).
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virus de leucemia murina de Moloney modificada (SuperScript™ Il Reverse
Transcriptase, Invitrogen, Carlsbad, CA). A reagcdo ocorreu em 50 mM
Tris HCI pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 10 mM DTT. A incubacao foi
realizada a 50 °C por 60 minutos, sendo a transcritase reversa adicionada
apés os 10 minutos iniciais. A enzima foi inativada por incubagéo a 75 °C por
15 minutos. Para cada amostra de RNA (células NCI-H295A, espécime
tumoral e controle) foram realizadas trés transcricdes reversas
independentes, com cada um dos “primers” de ancoragem.

Os cDNAs de cada uma das transcricoes reversas foram amplificados
por PCRs, com o mesmo “primer” de ancoragem que lhes deu origem
combinado com um “primer” arbitrario (Tabela 4). Inicialmente foram
utilizados 10% dos produtos da RT (2 pL), 2 pCi de [a-P32] dCTP,
(Amersham-Pharmacia, Piscataway, NJ), 20 pmol de cada “primer”, 400 pmol
de cada dNTP (PCR nucleotide mix, Promega, Madison, WI) and 1 U Taq
Polymerase (Qiagen, Hilden, Germany). A mistura de reagédo (20 uL finais)
continha 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 9,3 e 1.5 mM MgCl,.
Posteriormente a mistura comercial de nucleotideos foi substituido por uma
mistura de nucleotideos individuais (Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,
United Kingdom) na qual o dCTP né&o radioativo foi reduzido para 17,2 pmol.
Em testes comparativos, com diferentes concentragdes deste nucleotideo,
esta condicdo aumentou a intensidade do sinal das bandas produzidas,
reduzindo tempo necessario para a revelacdo do autorradiograma e
permitindo o uso do dCTP radioativo por um periodo mais prolongado, dada

a limitada meia vida do isétopo [a-P32], sem detrimento da qualidade da
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resolucdo das bandas. Os parametros de ciclagem* incluiram uma etapa de
desnaturacao inicial por 5 minutos a 94 °C, 40 ciclos de 15 s a 94 °C, 2 minutos
a40 °C e 45 s a 72 °C e uma etapa final de extencao por 5 minutos a 72 °C.

Os fragmentos amplificados e radiomarcados foram resolvidos em gel
poliacrilamida 6% desnaturante (7 M de uréia), em TBE (Tris-HCI 45 mM,
acido boérico 45 mM, EDTA 100 mM, pH 8,6). A 5 uL das amostras foram
adicionados 3,5 uL de tampéao de aplicacao (95% formamida, 10 mM EDTA,
0,09% de xileno cianol, 0,09% de azul de bromofenol), seguindo-se
desnaturacao por 3 minutos a 80 °C e aplicacdo no gel. Foram aplicados
lado a lado os produtos resultantes respectivamente das amostras tumoral
(células NCI-H295A ou tumor da paciente) e controle de adrenal normal, de
cada combinacdo de “primers’, para melhor comparacdo do perfil
eletroforético. A corrida eletroforética foi realizada com poténcia fixa em
60 W, com pré-corrida de 40 a 60 minutos, e finalizada imediatamente apds
a saida do segundo corante.

Apés a eletroforese o gel foi transferido a um papel de filtro Whatman,
submetido a secagem por calor e vacuo e exposto contra uma tela sensivel
radiacdo beta (“phosphorscreen”) por uma noite. O autorradiograma das
bandas foi capturado em um “Phosphorimager” Storm 860 (Amersham
Pharmacia Biotech) o que permite a documentacgao digital do experimento e
analise da qualidade da corrida e das bandas. A seguir o mesmo gel foi

exposto a um filme de radiografia e revelado apés 2 a 7 dias.

* Ciclador automatizado com controle de temperatura dos tubos
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As imagens digitais dos autorradiogramas dos géis de DDRT-PCR
foram submetidas a correcdo de sinais de fundo e depois analisadas pelo
programa ImageQuant (ImageQuant, versdao 5.2 - Molecular Dynamics/
Amersham Pharmacia Biotech). Todas as bandas foram entdo marcadas
com um retangulo de 4 x 11 pixels. Em cada dupla de colunas (transcritos
das amostras tumorais x controle obtidos com um mesmo par de “primers”),
para cada banda marcada em uma das colunas um retdngulo de mesmas
dimensoes foi também desenhado na coluna da amostra controle, na altura
correspondente (com ou sem banda). As intensidades das bandas foram
determinadas e o0s respectivos valores transferidos para uma planilha
eletrénica (Microsoft Excel), para célculo da relacdo de intensidades de
banda tumoral/banda controle. Eram candidatas a posterior analise aquelas
bandas cuja razao das intensidades tumoral/controle fosse maior do que 2
ou menor do que 0,5. Foram analisadas preferencialmente as bandas que
apresentaram maior diferengca de expressdo na avaliacdo visual do
autorradiograma obtido no filme de radiografia.

A posicdo das bandas a ser recortada foi determinada pela
justaposicao da imagem do autorradiograma do filme ao gel. Cada banda de
interesse foi recortada do gel e hidratada com 100 pL de agua, durante 30 a
60 minutos a temperatura ambiente, fervidas durante 15 minutos e eluidas
por um periodo de 4 a 24 horas em geladeira. O material eluido (1 a 3 pL) foi
amplificado por PCR com o mesmo par de “primers” que gerou a banda
correspondente no DDRT-PCR. Além da banda eluida a reagédo (50 ulL)

continha 10 pmol de cada “primer”, 2,5 nmol de dNTP e 2,5 U Tag DNA
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polimerase (Pharmacia, Upsala, Suecia), em 50 mM Tris HCI pH 8,3, 75 mM
KCI, 3 mM MgCl,. Os parametros de ciclagem foram: desnaturacao inicial
por 5 minutos a 94 °C, 40 ciclos de 30 s a 94 °C, 2 minutos a 40 ou 41 C e
45 s a 72 °C, e extensao final por 5 minutos a 72 °C. Os produtos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% com brometo de etideo,
conforme mencionado no item 3.4, para resolucdo dos fragmentos
amplificados. Nos casos em que bandas secundarias estivessem presentes
foi adotado para a PCR um protocolo de “touch down”, onde a temperatura
de “annealing” é alta no primeiro ciclo e decresce gradativamente nos
demais ciclos (55 °C no 12 ciclo; decréscimo de 1 °C do 2° ao 12° ciclo;
43 °C por 3 ciclos, 42 °C por 4 ciclos e 41 °C nos 11 ciclos restantes).

Os produtos da amplificacdo das bandas foram sequienciados
diretamente. Inicialmente os nucleotideos e “primers” nao incorporados na
PCR foram removidos pelo tratamento com exonuclease | e fosfatase
alcalina de camarao (ExoSap-IT, Amersham Pharmacia Biotech, Cleveland,
Ohio, USA), utilizando-se 2 uL para até 7 uL de amostra. A reacao foi
incubada por 15 minutos a 37 °C, seguidos de 15 minutos a 80 °C.

Todo o produto de purificacao foi entdo empregado nas reagdes de
sequenciamento com o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), conforme instrucoes
do fabricante. O “primer” adicionado (5 pmol) foi 0 mesmo “primer” de
ancoragem que gerou o transcrito nos experimentos de DDRT-PCR. O
produto da reagdo de sequenciamento foi purificado em colunas Centri Sep

(Princeton Separation, Adelphia, New Jersey, USA) e submetido a
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eletroforese capilar no seqienciador automatico ABI Prism 310 ou 3100
Genetic Analyzer Automatic DNA Sequencer (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).

As sequiéncias obtidas foram comparadas com as depositadas em
bancos de seqUéncias gendmicas®, para identificacdo e anotagdo dos

transcritos.

3.4 Expresséo dos genes BCSC-1 e FUT11 em tumores adrenocorticais

A abundancia dos transcritos do gene supressor tumoral BCSC-1'"!
e do gene da FUT11 (fucosiltransferase 11)"'¥ foi avaliada em 19 tumores
adrenocorticais, provenientes de 10 adultos e 9 criancas, (pacientes 1 a 10,
12 a 20, Tabela 2). No grupo dos adultos o tumor foi considerado maligno
quando o indice de Weiss era igual ou superior a 4 e benigno quando inferior
a 4. Nos tumores pediatricos, nos quais os critérios de Weiss nao sao
adequados!'? " foram classificados em localizados ou disseminados/
recorrentes.

O RNA total foi extraido dos tumores (item 3.2.3) e tratado para
remocao do DNA gendmico (item 3.2.4). Um micrograma de RNA total foi
reversamente transcrito juntamente com 10 nmol dNTP (Pharmacia, Upsala,

Suecia), 0,5 ug de primer oligo(dT) (oligo(dT)12-18, Invitrogen, Carlsbad,

* http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast
http://www.ensembl.org
http://www.expasy.org
http://source.stanford.edu
http://david.abcc.ncifcrf.gov (Genome Biology 2003;4(5):P3)
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CA) e 40 U de inibidor de ribonuclease, em 50 mM Tris HCI pH 8,3, 75 mM KCl,
3 mM MgCl,, 10 mM DTT.

As PCRs realizadas num volume final de 20 uL continham a amostra
de DNA, 4 pmol de cada “primer” (BCSC1-F/BCSC1-R ou FUT11-F/FUT11-R)
(Tabela 3), 1 U de Tag DNA polimerase e 2,5 nmol de dNTP (Pharmacia,
Upsala, Suecia), em 50 mM Tris HCI pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,. Os
parametros de ciclagem foram: 1) BCSC-1: 40 ciclos de 60 s a 94°C, 60 s a
54°C e 60 s a 72°C; 2) FUT11: 30 ciclos de 60 s a 94 °C, 60 s a 58 °C, 60 s
a 72 °C e 3) Ciclofilina: 30 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 56 °C e 30 s a
72 °C. Todos os trés protocolos de amplificacdo foram precedidos de uma
etapa de desnaturacéo inicial de 5 minutos a 94 °C e outra de extensao final
de 7 minutos a 72 °C. Para amplificacdo de BCSC-1 a concentracao de
MgCl; foi aumentada para 2 mM.

As imagens digitalizadas dos géis de eletroforese dos produtos de
PCR foram lidas por um aplicativo comercial (UN-SCAN-ITgel™ digitizing
software, Silk Scientific, Inc.-Orem, Utah, USA), para extracdao da
intensidade das bandas. A intensidade da banda correspondente a ciclofilina
foi usada como controle interno para normalizacao dos sinais. A expressao
dos genes BCSC-1 e FUT11 nos diferentes grupos de tumores foi

comparada através de testes Mann-Whitney.
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4 RESULTADOS

4.1 Obtengdo de transcritos diferencialmente expressos nas amostras

tumorais por “Differential Display” (DDRT-PCR)

O perfil transcricional da linhagem celular NCI-H295A ou do tumor
adrenocortical da paciente foi comparado ao do “pool” de adrenais humanas
normais, através do DDRT-PCR. Foram empregadas as preparagdes de

RNA previamente tratadas com DNase |I.

4.1.1 Perfil transcricional comparativo

Nos experimentos de DDRT-PCR foram utilizadas 27 combinagdes de
primers no estudo da linhagem celular € 12 no do tumor. Este nimero de
combinagdes cobre teoricamente!'® 38,7% e 15,1% do transcritoma das
células NCI-H295A e do tumor, respectivamente.

A figura 3 ilustra a imagem digitalizada de um gel tipico, comparando
o perfil de expressao de uma das amostras tumorais (células NCI-H295A ou
tumor da paciente) com o do controle de adrenal normal. Os produtos
transcricionais de ambas as amostras gerados pelo mesmo par de “primers”
foram aplicados lado a lado, para facilitar a comparacao. O sinal dos cDNAs
amplificados e radiomarcados dos géis foi capturado (Figura 3A) e as imagens

tratadas para remocao do “background” (Figura 3B). As bandas foram entao
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Figura 3 - Autorradiograma tipico de um experimento de DDRT-PCR

Os produtos de RT provenientes das amostras tumorais (células NCI-H295A
ou espécime tumoral) e do controle de adrenal normal foram utilizados nos
experimentos de DDRT-PCR. Neste exemplo um “primer” de ancoragem foi
combinado com trés “primers” arbitrarios (AP1, AP2 ou AP3). Para cada uma
das combinagdes o perfil de transcritos de uma das amostras tumorais (T) foi
comparado lado a lado com o do controle (N). A imagem digitalizada do gel
de sequenciamento (A) foi submetida a remocao de “background” (B) e
comparacdo das intensidades das bandas. As setas indicam alguns dos
fragmentos selecionados para analise.
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delimitadas: a DO de cada banda da amostra tumoral foi comparada com a
da banda (ou posicdo) correspondente do controle e vice-versa. Os
transcritos foram considerados hiper- ou hipo-expressos quando a relacao
DOamostra’ DOcontrole €Fa superior a 2 ou inferior a 0,5, respectivamente.

Para cada canaleta do gel de seqienciamento, contendo os produtos
gerados por cada combinacao de “primers”, foi possivel detectar 85 bandas,
em média. Entre essas foram selecionadas 5 a 40 que apresentaram
diferenca de expressdo mais evidente. Os fragmentos selecionados foram
eluidos do gel e amplificados por PCR, utilizando-se o0 mesmo par de
“primers” que os originaram (Figura 4). No total foram recuperadas 79 a 233
bandas de cada amostra tumoral e condicdo, isto &, transcritos hiper-/hipo-
expressos nas células NCI-H295A ou no tumor em relagdo ao controle

(Tabela 5).

4.1.2 ldentificacdo e classificagdo dos transcritos

As sequéncias dos produtos de PCR foram comparadas com as
depositadas em bancos de seqiiéncias gendmicas. Os transcritos para os
quais nao houve retorno de nenhum registro foram descartados. Os
resultados redundantes, isto €, duas ou mais bandas representando o
mesmo transcrito, foram consolidados. Essas seqléncias (Unicas) foram
separadas em 8 grupos, correspondentes aos genes hiper-/hipo-expressos nas

amostras tumorais (células NCI-H295A ou tumor da paciente), representando
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500 bp
200 bp

Figura 4 - Produtos de re-amplificacdo de bandas selecionadas do gel de
DDRT-PCR

As bandas correspondentes a transcritos com expressao diferenciada entre
as amostras tumorais e o controle de adrenal normal foram eluidas de uma
das canaletas do gel de seqiienciamento e utilizadas em PCRs, com o
mesmo par de “primers” que os geraram (este gel corresponde aos
transcritos selecionados de uma canaleta do gel de DDRT-PCR). 1K =
marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder - Invitrogen, Carlsbad, CA).
Gel de agarose 1,5%.

A B
BN mo ||| et | SEEEELELE B
---------------- SRS S
= CTHMAL1001
Known Frotein coding
S R S

< CTHMALT-O02
Known Protein coding

= CTHMNALTO03

K nown Frote in coding

< CTNMALT

Figura 5 - Resultados tipicos de consulta de seqiéncias obtidas a banco
publico de seqiiéncias depositadas

As sequiéncias dos transcritos re-amplificados foram comparadas com as de
bancos de seqiiéncias gendmicas (http:/www.ensembl.org). Os transcritos
identificados (barras vermelhas) mapearam tanto em regides exénicas (A)
quanto intrénicas (B) de genes conhecidos.
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tanto regides exbnicas quanto intrénicas desses genes (Tabela 5, Figura 5).
Todos os transcritos identificados neste estudo estdo listados nas

Tabelas 6 a 15.

4.2 Distribuicao dos transcritos nos cromossomos

As 317 sequéncias Unicas obtidas neste estudo cobriram quase todos
os cromossomos (Figuras 6 e 7). Os transcritos diferencialmente expressos
nas células NCI-H295A em relagdo ao controle de adrenal normal nao
representaram as regides 4q, 13p, 14p, 15p, 17p, 18q, 21 e 22p. Para a
amostra do tumor da paciente ndo houve representacao das regides 9p, 10p,
13p, 14p, 15p, 18p, 21p e 22p. Apenas 5 cromossomos (13p, 14p, 15p, 21p
e 22p) nao foram representados por nenhum transcrito de ambas as
amostras. Os cromossomos que mais contribuiram com transcritos
diferencialmente expressos foram o 1q, para células NCI-H295A, e 15q, para
o tumor da paciente.

Nao houve proporcionalidade entre o numero de transcritos exénicos e
intrbnicos para cada cromossomo (Figura 7). Entre os fragmentos
correspondentes a regidbes exbnicas de genes 0S Cromossomos mais
representados pelos transcritos hiper-expressos nas células NCI-H295A
foram 1q, 149 e MT. O cromossomo 17 q foi o mais representado pelos
transcritos exdénicos hipo-expressos. Na amostra do tumor da paciente os
transcritos exdnicos hiper-expressos mapearam com maior freqliéncia nas

regides 5q e 15q.
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Tabela 5 - Transcritos obtidos nos experimentos de DDRT-PCR: células
NCI- H295A ou tumor da paciente comparados com o controle de adrenal
normal

Células Tumor da
NCI-H295A paciente
Hiper-expressos Bandas recuperadas 154 233
Sequéncias Uteis 144 174
Seqléncias Unicas: total 93 126
exbnicas 58 40
intrénicas 33 86
Hipo-expressos Bandas recuperadas 79 99
Sequéncias Uteis 65 70
Seqléncias Unicas: total 47 53
exbnicas 23 23
intrénicas 24 30

As sequéncias obtidas apds o processamento de todas as bandas
recuperadas dos géis (seqiéncias uteis) foram analisadas. Resultados
redundantes ou seqUéncias nado reconhecidas foram descartados. As
seqUéncias restantes (seqléncias Unicas) foram classificadas em 8 grupos
para analise funcional.
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Tabela 6 - Genes* hiper-expressos nas células NCI-H295A

Gene Citobanda
Ubiquitin specific peptidase 1 1p31.3
DNA methyltransferase 1 associated protein 1 1p34
Chromosome 1 open reading frame 2 1921
Ras-like without CAAX1 1921.2
LAG1 longevity assurance homolog 2 (S. cerevisiae) 1g21.2
Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 4 1921.2
Death associated protein 3 1921-922
Small proline-rich protein 2D 1921-922
Chaperonin containing TCP1, subunit 7 (eta) 2p13.2
GENSCAN00000000030 2p16.1
Chromosome 2 open reading frame 37 2q31.1
LSM3 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae) 3p25.1
Leucine rich repeat containing 58 3013.33
Transmembrane protein 39A 3013.33
elF-2B GDP-GTP exchange factor 30271
Leukemia inhibitory factor receptor 5p13-p12
Cisplatin resistance related protein CRR9p Spter-p15.3
3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase 5013.3-q14
Guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2-like 1 5035.3
KIAAA0241 7p14.3
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 7p15
Tetraspanin 13 7p21.1
Dynein axonemal heavy polypeptide 11 7921
Cell division cycle associated 2 8p21.2
Tankyrase, TRF1-interacting ankyrin-related ADP-ribose polymerase 8p23.1
Peroxisomal membrane protein 3, 35kDa (Zellweger syndrome) 80211
Clathrin light polypeptide (Lca) 9p13
Phosphatidic acid phosphatase type 2 domain containing 2 9p24.1
Catenin (cadherin-associated protein), alpha-like 1 9931.2
Zinc finger protein 618 9032
Cell division cycle 2, G1to S and G2 to M 10921.1
Tripeptidyl peptidase | 11p15
Zinc finger protein 91 homolog (mouse) 11912
Ferritin, heavy polypeptide 1 11913
DAZ associated protein 2 12912
Prefolding subunit 5 1291212913
Bromodomain adjacent to zinc finger domain, 2A 12924 .3-qgter
Importin 4 14q12
Solute carrier family 38, member 6 149231
Coenzyme Q6 homolog, monooxygenase (S. cerevisiae) 14q24.3
Dead (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 24 14932.13
Cyclic AMP phosphoprotein, 19 kD 15q21.2
THAP domain containing 10 15023
Epithelial membrane protein 2 16p13.2
WD repeat domain 68 17923.3
Thymidylate synthetase 18p11.32
Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase, Rieske iron-sulfur polypeptide 1 19q12-913.1
GINS complex subunit 1 (Psf1 homolog) 20p11.21
Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex (7.2 KD) 22cen-q12.3
Polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide F 229131
Adenylosuccinate lyase 22q13.1-913.2
Eukaryotic translation initiation factor 1A, X-linked Xp22.12
Oligophrenin 1 Xq12
ATP synthase 6 MT
ATP synthase f0 subunit 8 MT
Cytochrome b MT
Cytochrome oxydase subunit || MT
NADH dehydrogenase subunit 4 MT

*Transcritos exénicos do DDRT-PCR e respectiva localizagdo cromossémica
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Tabela 7 - Genes* hiper-expressos no espécime tumoral

Gene Citobanda
Ras-associated protein RAP1 1p13.3
Palmdelphin 1p21.3
5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase 1043
Transmembrane protein 127 2q11.2
IWS1 homolog (S. cerevisiae) 2q14.3
Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 2931
Myeloid differentiation primary response gene (88) 3p22-p21.3
Hermansky-Pudlak syndrome 3 3q24-925.1
Dishevelled, dsh homolog 3 (Drosophila) 3q27
Ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3 (UBC4/5 homolog, yeast) 4q22.2
3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 5q13.3-q14
Chromosome 5 open reading frame 13 5q22.1
IK cytokine, down-regulator of HLA I 5¢31.3
Dedicator of cytokinesis 2 5035.1
Adenosylmethionine decarboxylase 1 6q21-q22
Peroxisomal biogenesis factor 7 6q21-q22.2
Chaperonin containing TCP1, subunit 6A (zeta 1) 7932-933
Myotrophin 7933-935
SPFH domain family, member 2 8p11.2
Neurofilament 3 (150kDa medium) 8p21
Neurofilament, light polypeptide 68kDa 8p21
N-myc downstream regulated gene 1 8q24.3
Cell division cycle 2, G1to S and G2 to M 10g21.1
Fucosyltransferase 11 (alpha (1,3) fucosyltransferase) 10g22.3
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 12p13
Ubiquitin specific peptidase 12 13912.13
Nucleolar protein family A, member 3 (H/ACA small nucleolar RNPs) 15q14-915
Tumor protein p53 binding protein, 1 15915-g21
Cyclic AMP phosphoprotein, 19 kD 15921.2
Beta-2-microglobulin 15q21-922.2
Cartilage intermediate layer protein, nucleotide pyrophosphohydrolase 15922
Tropomyosin 1 (alpha) 15q22.1
THAP domain containing 10 15023
Protein regulator of cytokinesis 1 15q26.1
Nascent-polypeptide-associated complex alpha polypeptide-like 17923.2
Myosin VB 18921
Transmembrane protein 1 21922.3
Sorting and assembly machinery component 50 homolog (S. cerevisiae) 22q13.31
Zinc finger protein, X-linked Xp21.3
ATP synthase 6 MT

*Transcritos exénicos do DDRT-PCR e respectiva localizacdo cromossémica
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Tabela 8 - Genes* hipo-expressos nas células NCI-H295A

Gene Citobanda
PHD finger protein 13 1p36.31
Transmembrane protein 127 2q11.2
Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, phosphoribosylaminoimidazole 4q12
succinocarboxamide synthetase
Prolactin receptor 5p14-p13.3
Ankyrin repeat and KH domain containing 1 5¢31.3
N-myc downstream regulated gene 1 8q24.3
Cytoskeleton associated protein 5 11p11.2
Ribosomal protein L27A 11p15
Interferon induced transmembrane protein 2 (1-8D) 11p15.5
Asparagine-linked glycosylation 8 homolog (S. cerevisiae, alpha-1,3-glucosyltransferase) 11q14.1
FK506-binding protein 11 precursor 12913.12
ADP-ribosylation factor 3 12913
Forkhead box O1A (rhabdomyosarcoma) 13q14.1
Beta-2-microglobulin 15921-g22.2
Immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat 15923-g43
3 beta-hidroxysteroid dehydrogenase type 7 16p12p11.2
Thyro)id hormone receptor, alpha (erythroblastic leukemia viral (v-ERB-A) oncogene homolog, 17q11.2
avian
SWI/ENF1 related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily e, 17921.2
member
Signal recognition particle 68kDa 17925.1
Ubiquitin A-52 residue ribosomal protein fusion product 1 19p13.1-p12
Itchy homolog E3 ubiquitin protein ligase (mouse) 20q11.22-911.23
Cytochrome ¢ oxidase polypeptide | MT
NADH dehydrogenase subunit 2 MT

*Transcritos exénicos do DDRT-PCR e respectiva localizagdo cromossémica
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Tabela 9 - Genes* hipo-expressos no espécime tumoral

Gene Citobanda
Filamin binding LIM protein 1 1p36.21
Cleavage and polyadenylation specific factor 3, 73kDa 2p25.1
SP110 nuclear body protein 2q37.1
RAB7, member RAS oncogene family 3g21.3
Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, phosphoribosylaminoimidazole 4q12
succinocarboxamide synthetase
Fibrillin 2 (congenital contractural arachnodactyly) 5q23-q31
Flotillin 1 6p21.3
Ras responsive element binding protein 1 6p25
Utrophin (homologous to dystrophin) 6q24
Ca2+-dependent activator protein for secretion 2 7931.1
RB1-inducible coiled-coil 1 8p22-q21.13
Ribosomal protein L27a 11p15
Ring finger protein 141 11p15.4
Chromosome 11 open reading frame 30 11q13.5
Tar (HIV-1) RNA binding protein 2 12912-q13
Aldehyde dehydrogenase 6 family, member A1 14924.3
THUMP domain containing 1 16p12.2
Coiled-coil domain 47 17923.3
APC11 anaphase promoting complex subunit 11 homolog (yeast) 17925.3
Myosin IF 19p13.3-p13.2
Oligophrenin 1 Xq12
NADH dehydrogenase subunit 3 MT
Cytochrome ¢ oxidase subunit i MT

*Transcritos exénicos do DDRT-PCR e respectiva localizagdo cromossdmica
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Tabela 10 - Genes™ hiper-expressos nas células NCI-H295A

Ne de acesso Gene ER*
NM_001071 Thymidylate synthetase 95,50
BC015971 Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex (7.2 KD) 71,87
NM_007096 Clathrin light polypeptide (Lca) 52,60
NM_002547 Oligophrenin 1 52,40
NM_019100 DNA methyltransferase 1 associated protein 1 42,74
NM_006945 Small proline-rich protein 2D 38,90
BG354575 Cell division cycle associated 2 36,00
gi: 17981862 NADH dehydrogenase subunit 4 35,58
gi:22202633 Prefolding subunit 5 31,95
BC012542 GINS complex subunit 1 (Psf1 homolog) 30,53
AF411122 Importin 4 29,90
NM_002032 Ferritin, heavy polypeptide 1 26,00
NM_003777 Dynein axonemal heavy polypeptide 11 22,51
NM_014764 DAZ associated protein 2 21,23
NM_005828 WD repeat domain 68 20,30
NM_020147 THAP domain containing 10 19,37
D87682 KIAAA0241 19,17
NM_021974 Polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide F 18,48
NM_182476 Coenzyme Q6 homolog, monooxygenase (S. cerevisiae) 16,06
gi:17981857 ATP synthase f0 subunit 8 15,12
NM_002810 Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 4 13,89
NM_025000 Chromosome 2 open reading frame 37 13,39
NM_030782 Cisplatin resistance related protein CRR9p 12,71
NM_020414 Dead (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 24 12,11
BC013757 Leucine rich repeat containing 58 12,00
X61615 Leukemia inhibitory factor receptor 11,65
NM_001412 Eukaryotic translation initiation factor 1A, X-linked 11,13
NM_013449 Bromodomain adjacent to zinc finger domain, 2A 10,94
BC003418 Cyclic AMP phosphoprotein, 19 kD 10,54
NM_006098 Guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2-like 1 10,40
0i:17981865 Cytochrome b 10,04
NM_006589 Chromosome 1 open reading frame 2 9,57
NM_203453 Phosphatidic acid phosphatase type 2 domain containing 2 9,55
NM_053023 Zinc finger protein 91 homolog (mouse) 9,52
NM_001009570 Chaperonin containing TCP1, subunit 7 (eta) 9,37
NM_002137 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 8,87
gi:17981856 Cytochrome oxydase subunit i 8,86
NM_014399 Tetraspanin 13 8,75
NM_000318 Peroxisomal membrane protein 3, 35kDa (Zellweger syndrome) 8,08

GENSCAN00000000030 7,86
BC014563 Cell division cycle 2, G1to Sand G2to M 7,63
NM_003097 elF-2B GDP-GTP exchange factor 7,63
NM_133374 Zinc finger protein 618 7,57
U52100 Epithelial membrane protein 2 6,80
NM_006003 Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase, Rieske iron-sulfur polypeptide 1 6,57
gi:17981858 ATP synthase 6 6,33
AF189062 LAG1 longevity assurance homolog 2 (S. cerevisiae) 6,28
NM_014463 LSM3 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae) 5,82
NM_000859 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase 5,50
NM_003798 Catenin (cadherin-associated protein), alpha-like 1 5,24
NM_153811 Solute carrier family 38, member 6 5,22
NM_001017415 Ubiquitin specific peptidase 1 4,69
AF017456 Tripeptidyl peptidase | 4,42
NM_006912 Ras-like without CAAX1 4,38
NM_000026 Adenylosuccinate lyase 3,87
NM_004632 Death associated protein 3 3,02
NM_003747 Tankyrase, TRF1-interacting ankyrin-related ADP-ribose polymerase 2,28
NM_018266 Transmembrane protein 39A 2,09

*Transcritos exdnicos do DDRT-PCR e respectiva expressao relativa 8 amostra controle.
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Tabela 11 - Genes™ hiper-expressos no espécime tumoral

Ne de acesso Gene ER*
NM_003613 Cartilage intermediate layer protein, nucleotide pyrophosphohydrolase 46,00
NM_018648 Nucleolar protein family A, member 3 (H/ACA small nucleolar RNPs) 23,28
NM_001786 Cell division cycle 2, G1to Sand G2to M 22,35
NM_173540 Fucosyltransferase 11 (alpha (1,3) fucosyltransferase) 19,73
NM_000859 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 14,60
NM_000254 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase 11,91
NM_BC003418 Cyclic AMP phosphoprotein, 19 kD 10,54
NM_017969 IWS1 homolog (S. cerevisiae) 10,26
NM_199290 Nascent-polypeptide-associated complex alpha polypeptide-like 9,37
NM_000288 Peroxisomal biogenesis factor 7 8,08
NM_004772 Chromosome 5 open reading frame 13 7,56
gi:17981858 ATP synthase 6 7,43
NM_017734 Palmdelphin 6,63
NM_181893 Ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3 (UBC4/5 homolog, yeast) 6,56
NM_004048 Beta-2-microglobulin 5,95
NM_032383 Hermansky-Pudlak syndrome 3 5,53
NM_006083 IK cytokine, down-regulator of HLA Il 5,53
NM_145808 Myotrophin 5,36
NM_006096 N-myc downstream regulated gene 1 511
NM_015380 Sorting and assembly machinery component 50 homolog (S. cerevisiae) 4,28
NM_001018007 Tropomyosin 1 (alpha) 3,94
NM_003410 Zinc finger protein, X-linked 3,92
AB032945 Myosin VB 3,78
NM_017849 Transmembrane protein 127 3,71
NM_003274 Transmembrane protein 1 3,65
NM_020147 THAP domain containing 10 3,53
NM_001033059 Adenosylmethionine decarboxylase 1 3,51
NM_002468 Myeloid differentiation primary response gene (88) 3,42
NM_001762 Chaperonin containing TCP1, subunit 6A (zeta 1) 3,37
NM_002046 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3,35
NM_005382 Neurofilament 3 (150kDa medium) 3,30
NM_007175 SPFH domain family, member 2 3,20
23821015 Ras-associated protein RAP1 317
NM_005657 Tumor protein p53 binding protein, 1 3,13
NM_004423 Dishevelled, dsh homolog 3 (Drosophila) 3,10
NM_006164 Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 2,78
NM_003981 Protein regulator of cytokinesis 1 2,76
NM_006158 Neurofilament, light polypeptide 68kDa 2,67
NM_004946 Dedicator of cytokinesis 2 2,17
NM_182488 Ubiquitin specific peptidase 12 2,10

*Transcritos exdnicos do DDRT-PCR e respectiva expressao relativa a amostra controle.
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Tabela 12 - Genes™ hipo-expressos nas células NCI-H295A

Ne de acesso Gene ER*
NM_005545 Immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat 0,01
NM_199334 Thyroid hormone receptor, alpha (erythroblastic leukemia viral (v-ERB-A) 0,01

oncogene homolog, avian)
NM_017849 Transmembrane protein 127 0,02
NM_006096 N-myc downstream regulated gene 1 0,02
NM_024079 Asparagine-linked glycosylation 8 homolog (S. cerevisiae, alpha-1,3- 0.03
glucosyltransferase) ’
NM_014230 Signal recognition particle 68kDa 0,03
NM_031483 Itchy homolog E3 ubiquitin protein ligase (mouse) 0,03
NM_000949 Prolactin receptor 0,03
NM_000990 Ribosomal protein L27a 0,05
0i:17981855 Cytochrome ¢ oxidase subunit | 0,05
NM_153812 PHD finger protein 13 0,05
NM_016594 ADP-ribosylation factor 3 0,05
NM_003079 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, 0,05
subfamily e, member 1
NM_001033930 Ubiquitin A-52 residue ribosomal protein fusion product 1 0,07
0i:17981854 NADH dehydrogenase subunit 2 0,07
3 beta-hidroxysteroid dehydrogenase type 7 0,08
NM_002015 Forkhead box O1A (rhabdomyosarcoma) 0,08
NM_017747 Ankyrin repeat and KH domain containing 1 0,09
NM_006435 Interferon induced transmembrane protein 2 (1-8D) 0,09
NM_004048 Beta-2-microglobulin 0,10
NM_016594 FK506-binding protein 11 precursor 0,13
NM_006452 Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, phosphoribosylaminoimidazole 0,16
succinocarboxamide synthetase
NM_014056 Cytoskeleton associated protein 5 0,19

*Transcritos exdnicos do DDRT-PCR e respectiva expressao relativa a amostra controle.
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Tabela 13 - Genes™ hipo-expressos no espécime tumoral

Ne de acesso Gene ER*
NM_017954 Ca2+-dependent activator protein for secretion 2 0,09
NM_001024215 Filamin binding LIM protein 1 0,12
NM_001999 Fibrillin 2 (congenital contractural arachnodactyly) 0,12
NM_017736 THUMP domain containing 1 0,13
NM_002547 Oligophrenin 1 0,13
NM_000990 Ribosomal protein L27a 0,14
NM_006452 Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, phosphoribosylaminoimidazole 0,15

succinocarboxamide synthetase
NM_005589 Aldehyde dehydrogenase 6 family, member A1 0,16
NM_007124 Utrophin (homologous to dystrophin) 0,18
NM_005803 Flotillin 1 0,21
0i:17981860 NADH dehydrogenase subunit 3 0,22
NM_004637 RAB7, member RAS oncogene family 0,24
NM-002955 Ras responsive element binding protein 1 0,25
NM_001002244 APC11 anaphase promoting complex subunit 11 homolog (yeast) 0,25
NM_014781 RB1-inducible coiled-coil 1 0,27
NM_016207 Cleavage and polyadenylation specific factor 3, 73kDa 0,29
NM_004510 SP110 nuclear body protein 0,30
NM_016422 Ring finger protein 141 0,30
NM_134324 Tar (HIV-1) RNA binding protein 2 0,31
NM_020193 Chromosome 11 open reading frame 30 0,32
AB032945 Myosin IF 0,38
0i:17981855 Cytochrome ¢ oxidase subunit i 0,40

*Transcritos exdnicos do DDRT-PCR e respectiva expressao relativa a amostra controle.
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Tabela 14 - Transcritos intrénicos diferencialmente expressos (células NCI-H295A)

Hiper-expressos Hipo-expressos

Banda Citobanda ER* Banda Citobanda ER*
NA10-4 1p31.1 7,05 AG50-5 1p32.3 0,05
NG53-2 1p35.1 5,23 AC1-4 1921.3 0,03
NG9/11 1921.3 26,93 AC2-8 2p21 0,08
NA53-8 1044 15,53 AG50-15 2q33.3 0,04
NG53-16 2q22.1 37,36 AC3-1 3p25.1 0,03
NG1-6 2q22.3 4,95 AG10-2 3p25.3 0,20
NAS50-13 2q34 8,27 AC3-5 3g21.3 0,05
NA50-8 3p12.2 5,94 AC3-12 3q25.1 0,05
NCO/7 4p15.33 24,71 AG53-2 3q26.31 0,11
NA10-7 5p14.1 27,08 AC1-13 7p14.3 0,09
NC9/13 5p15.33 12,71 AG50-3 7q11.21 0,07
NA3-2 5q23.2 15,22 AG50-1 7922.3 0,15
NC1-9 5q31.2 20,08 AC1-11 7931.1 0,04
NG50-12 6p21.33 133 AG50-4 8q22.3 0,15
NG50-11 C6_QBL 15,03 AC2-3 9q34.3 0,08
NG7/7 7p14.1 10,22 AG10-15 10p12.1 0,01
NA10-11 7p15.1 25,44 AC2-11 12p13.31 0,07
NG1-12 7p22.1 4,65 AC2-9 12q13.3 0,05
NG2-4 7q11.22 3,78 AC2-6 12q21.2 0,06
NG50-19 8p11.21 4212 AG10-5 13912.11 0,08
NG50-13 8p12 12,31 AG50-11 15015.1 0,02
NAS50-7 8q12.2 6,78 AC1-8 16p12.1 0,05
NG10-5 8q24.3 42 AG1-3 17921.33 0,39
NA10-5 9q34.1 11,47 AG10-8 Yp11.2 0,09
NG2-3 9q34.11 6,42

NG10-13 12922 6,31

NG53-4 12923.1 19,8

NA10-9 14923.1 15,77

NG53-6 15921.3 8,37

NG7/15 16924.1 54,20

NA10-10 22q13.2 53,52

NG2-1 Xp22.12 5,01

NA10-8 Xq23.1 8,75

Transcritos  intrbnicos do  DDRT-PCR: respectivas localizacao
cromossdmica e expressao relativa a amostra controle (*ER).
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Tabela 15 - Transcritos intrénicos diferencialmente expressos no espécime

tumoral
Hiper-expressos Hipo-expressos

Banda  Citobanda ER* Banda Citobanda ER*
TG2-6 1p35.3 9,06 PC1-2 1p36.11 0,32
TA4-33 1921.2 9,58 PC2-2 1p36.21 0,19
TC1-21 1932.1 3,24 PC1-6 1932.1 0,09
TG4-13 1932.3 4,64 PC4-4 1941 0,34
TG2-3 1042.13 14,54 PC4-5 2p15 0,29
TC1-18 2p13.2 7,25 PC2-8 3p24.3 0,28
TC1-26 2p14 7,45 PC3-1 3p25.1 0,14
TA4-25 2p22.1 412 PA3-3 3023 0,26
TA4-7 2g21.1 8,15 PG2-21 4935.1 0,47
TG4-29 2q21.3 29,06 PC1-4 5p13.2 0,47
TG1-3 2q22.3 4,02 PA3-9 5023.1 0,30
TA4-27 2q24.1 8,70 PC1-3 6q14.1 0,01
TA1-8 2q31.2 2,28 PG2-6 7p22.1 0,07
TG4-21 2q32.3 2,10 PG2-30 8p23.1 0,10
TG3-9 3p cent 2,24 PC4-11 8g21.3 0,03
TC4-16 3p13 7,00 PG2-38 8q24.12 0,11
TC1-20 3p14.3 9,33 PA2-9 10921.2 0,25
TC4-18 3p21.1 6,01 PC4-1 12913.2 0,19
TC1-11 3p21.1 3,10 PC1-5 13914.11 0,37
TG4-18 3p21.1 3,03 PC2-7 13914.11 0,30
TG4-12 3p21.31 5,85 PA2-5 15924 .1 0,26
TC2-18 3q13.13 2,65 PC3-7 16022.3 0,4
TG4-22 3025.1 3,08 PC2-9 16924.1 0,05
TC2-19 3026.1 4,50 PC2-3 17p11.2 0,23
TG4-9 3p26.3 2,00 PC2-5 17921.33 0,16
TG4-11 3q26.33 8,47 PA2-6 19p13.12 0,29
TC1-37 4p15.2 4,50 PG2-7 19p13.2 0,09
TC1-12 4p16.1 2,39 PA2-6 19p13.2 0,29
TG1-13 4p16.3 510 PA1-1 21q22.12 0,09
TG4-19 4926 14,08 PA3-1 22q13.2 0,30
TG4-5 4931.21 3,79
TA4-20 4932.1 6,97
TC1-40 4q34.3 7,67
TC4-4 5p15.33 65,50
TC1-7 5q23.2 8,29
TA4-15 6p21.1 3,09
TA1-9 6p21.2 2,72
TC4-11 6q21 3,29
TG3-2 6g22.31 10,58
TC1-41 7p15.3 2,94
TA4-34 7p21.3 2,19
TC1-42 7931.33 579
TC1-16 7933 4,62
TG3-10 8p11.21 4,60
TC2-8 8p12 2,00
TC4-19 8q11.21 2,70

Transcritos  intrbnicos do  DDRT-PCR: respectivas localizacao
cromossémica e expressao relativa a amostra controle (*ER).
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Tabela 15 (continuagéo) - Transcritos intrénicos diferencialmente reguladas

no espécime tumoral

Hiper-expressos

Banda Citobanda ER*
TC4-10 8922.1 12,65
TG3-5 8q24.22 5,11
TA4-4 9g22.33 6,90
TA4-28 9934.11 2,55
TG4-14 10922.1 2,62
TC4-27 10024.32 475
TC4-1 10025.2 2,91
TG2-9 10026.2 3,15
TA4-31 11p11.2 2,01
TC1-30 11p15.4 3,88
TC4-23 11911.2 9,76
TC1-31 11912.1 9,22
TC1-32 12p13.2 7,56
TC1-19 12912 7,25
TG4-25 12013.2 13,24
TC2-5 12021.2 459
TC4-21 12021.2 2,41
TG4-20 12023.2 4,05
TA4-38 12024.22 6,33
TA4-6 13912.3 39,64
TA1-4 13914.2 3,67
TG4-27 13932.1 3,67
TC3-1 13932.2 6,43
TC1-8 14911.2 2,15
TA4-19 15011.2 10,37
TA4-10 15015.3 3,13
TC4-14 15015.3 5,55
TC2-7 15q21.3 3.33
TC4-13 16923.1 5,55
TG2-10 18912.3 2,49
TC4-9 18921.23 217
TA2-9 19p12 8,21
TG4-26 19p13.11 947
TA4-13 19p13.2 15,70
TC2-16 19912 3,78
TA4-21 20p12.3 5,18
TA2-1 20913.12 2,00
TC2-12 22912.2 5,05
TC1-13 Xp11.22 2,28
TA4-26 Xq28 14,17

Transcritos intronicos do DDRT-PCR: respectivas localizacao cromossémica

e expressao relativa a amostra controle (*ER).
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Figura 6 - Distribuicdo dos transcritos nos cromossomos.

Os transcritos com expressdao aumentada ou diminuida nas células NCI-H295A ou no espécime tumoral, comparados com o
controle de adrenal normal, foram analisados quanto a sua distribuicdo nos cromossomos humanos.
MT = mitocondrial; p = brago curto; q = brago longo.
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Figura 7 - Distribuicdo dos transcritos nos cromossomos.

Cromossomos representados pelos transcritos exdnicos e intrénicos, com expressdo aumentada (valores positivos) ou diminuida
(valores negativos) nas células NCI-H295A ou no espécime tumoral, em relacao ao controle de adrenal normal.
B = Células NCI-H295A; B = Espécime tumoral; MT = mitocondrial; p = brago curto; q = braco longo.
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As seqléncias intrbnicas foram notadamente representadas na
amostra do tumor da paciente, entre os trascritos hiper-expressos (Figura 7,
Tabela 5). O cromossomo 3 foi o mais representado, com 21/172
sequéncias, 13 na regido 3p e 8 na 3q. As regides 1q, 2q, 8qg, 12q e 15q
também foram significativamente representadas (Figura 7).
Aproximadamente dois tercos dos transcritos hiper-expresos na amostra do
tumor da paciente corresponderam a regides intrénicas. Em oposi¢cao, um
terco dos transcritos hiper-expressos obtidos a partir das células NCI-H295A
eram de regides intrénicas. Esta distribuicao peculiar nao foi observada entre

os transcritos hipo-expressos (Figura 7, Tabela 5).

4.3 Significado funcional dos genes diferencialmente expressos

Esta analise considerou apenas 0s genes para os quais foram obtidos
transcritos correspondentes a regides exdnicas.

A anotacgao funcional dos genes diferencialmente expressos permitiu
a separacado dos mesmos em diversas categorias funcionais (Figuras 8 € 9).
Um namero expressivo de genes nao foi péde ser classificado através do
sistema adotado pelo Gene Ontology (funcdo desconhecida). Esta categoria
foi a mais abundantemente representada pelos genes hiper-expressos tanto
nas células NCI-H295A quanto no tumor da paciente. As duas amostras
também apresentaram maior expressao de genes envolvidos com motilidade
celular, via de sinalizacao do Wnt, importacao de glicose/neoglicogénese e

biossintese do colesterol (Figura 8A e 8B).
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Figura 8 - Grupos funcionais - genes hiper-expressos

Os genes hiperexpressos nas células NCI-H295A (A) e no tumor da paciente
(B) foram classificados através do sistema adotado pelo Gene Ontology
(http://david.abcc.ncifcrf.gov). As categorias representadas nas duas
amostras neoplasicas foram sublinhadas.
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Figura 9 - Grupos funcionais - genes hipo-expressos

Os genes hiperexpressos nas células NCI-H295A (A) e no tumor da paciente
(B) foram classificados através do sistema adotado pelo Gene Ontology
(http://david.abcc.ncifcrf.gov). As categorias representadas nas duas
amostras neoplasicas foram sublinhadas.
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Os transcritos cuja expressdo estava reduzida tanto nas células
NCI-H295A quanto no tumor da paciente produziram um namero bem menor
de categorias funcionais, comparado ao dos hiper-expressos (Figuras 8 e 9).
Nas duas amostras houve diminui¢cdo da expressédo de genes envolvidos na
regulacdo de transcricdo, no remodelamento da cromatina e na
biossintese/processamento de RNA (Figuras 8 e 9). Em geral foi observado
um numero menor de transcritos nas amostras tumorais, em comparagao ao

controle de adrenal normal.

4.4 Genes com participagao potencial na tumorigénese da adrenal

Neste estudo detectamos inumeros transcritos hiper- ou hipo-
expressos nas amostras neoplasicas (células NCI-H295A e tumor da
paciente) em relacdo ao controle de adrenal normal (Tabelas 6 a 15). Dentre
eles podemos destacar alguns exemplos para cujos genes correspondentes
ja existe relato de participacdo em processos bioldégicos que conferem
fenotipo maligno a neoplasias em outros tecidos.

Dois genes associados ao desenvolvimento de resisténcia a
tratamentos anti-tumorais encontraram-se hiper-expressos nas células
NCI-H295A: TYMS, que codifica a timidilato sintetase, e CRR9, gene da
proteina relacionada a resisténcia a cisplatina. A cisplatina, um agente que
causa danos ao DNA, é amplamente utilizado em tratamentos

quimioterapicos!''®,
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Niveis aumentados de transcritos da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) foram detectados na amostra do tumor da
paciente. Além do seu conhecido papel na via glicolitica, esta enzima esta
envolvida em outros processos biologicos, tais como brotamento do
microtubulo, apoptose, exportacdo de RNA do nucleo, replicacao e reparo do
DNA',

A 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase (HMGCOoA redutase) é
responsavel pela sintese do mevalonato, sendo este o primeiro passo da
biossintese do colesterol. Esta via também participa dos processos de
farnesilacdo e isoprenilacdo de proteinas. A expressdao do seu gene

(HMGCR) encontrou-se aumentada nas duas amostras neoplasicas.

4.5 Expressao dos genes BCSC-1 e FUT11 em tumores adrenocorticais

Os genes BCSC-1 e FUT11 (fucosiltransferase 11) foram
selecionados para verificacdo de sua expressao em diversos tumores de
cértex da supra-renal. O BCSC-1 foi apontado em um experimento piloto do
DDRT-PCR, tendo sido selecionado por seu possivel papel como supressor
tumoral em varios tipos de tumores sélidos!''® '8 O FUT11, por sua vez, é
uma fucosiltransferase, enzima responsavel pela sintese de glicanos
fucosilados, os quais possuem um papel importante em diversos eventos,
incluindo adesao leucdcito-endotélio, interacdo microorganismo-hospedeiro
e cancert". A hiper-expressido das fucosiltransferases nas células tumorais

resulta em aumento de glicanos fucosilados e, consequentemente, da sua
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capacidade de adesdao as células endoteliais, facilitando sua
disseminagao!''? .

A abundancia dos transcritos de BCSC-1 e FUT11 foi avaliada em 19
tumores adrenocorticais, provenientes de 10 adultos (tumores benignos e
malignos) e 9 criancas (tumores localizados e disseminados/recorrentes)
(Figuras 10A e 10B).

No grupo dos adultos foi observada a perda da expressao do BCSC-1
nos tumores malignos, em relacdo aos tumores benignos: Médiapenignos =
681,9 + 501,1 x Médiamaignos = 161,9 + 115,2 (p = 0,019). Esta diferenga nao
foi encontrada no grupo das criangas, quando os tumores localizados foram
confrontados com os disseminados/recorrentes: Médiaiocaizados = 201,7 +
120,0 x Médiagisseminados/recorrentes = 177,8 £ 85,9 (p = 0,905) (Figura 10A).

Por sua vez a expressao do FUTT11 permitiu separar as neoplasias do
grupo pediatrico, sendo significativamente maior nos tumores

disseminados/recorrentes: Médiaocalizados 5474 + 302,2 X

Médiadisseminados/recorrentes = 1510,5 i 526,7 (p 0,065) ESta dIStInQéO né.O

ocorreu no grupo dos adultos: Médiapenignos = 653,9 * 236,3 x Médiamaignos =

698,7 + 335,2 (p = 0.609) (Figura 10B).
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Figura 10 - Expresséo dos genes BCSC-1 e FUT11 em tumores adrenocorticais

A expressao dos genes BCSC-1 (A) e FUT11 (B) foi avaliada em 19 tumores
adrenocorticais, através de RT-PCRs semi-quantitativas. A expressao de um
transcrito de ciclofilina foi adotada para normalizagdo. Tumores: 1 = crianga
localizado; 2 = crianga recorrente/metastatico; 3 = adulto benigno; 4 = adulto
maligno.
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5 DISCUSSAO

As metodologias que abordam globalmente o genoma tornaram-se
estratégias padrao em muitas areas da Biologia. Embora a genética classica,
focada em um ou poucos genes, tenha sido bem sucedida em dissecar
doencas moleculares que sdo afetadas por ganho ou perda de fungcédo de
uma proteina codificada por um Unico gene, tal abordagem provou ser
menos frutifera para o entendimento de doencas controladas por muitos
genes®™. Até o momento existem apenas alguns poucos perfis de
transcricdo de neoplasias adrenocorticais!' 01119211031 5 presente estudo
revelou varios genes que sabidamente conferem fenétipo maligno a
neoplasias de outros tecidos, cujo envolvimento no carcinoma adrenocortical
nao havia sido suspeitado até o presente momento, enriquecendo assim o
conhecimento da Biologia desta condicao rara e agressiva.

Em comparacao ao “microarray” de cDNAs, que possibilita a analise
em paralelo da expressdo de milhares de genes, o DDRT-PCR é um
procedimento trabalhoso e demorado. E, no entanto, uma estratégia
importante no estudo de fendmenos oncoldgicos uma vez que o DDRT-PCR
ndao depende do conhecimento prévio da composicao de mRNA, sendo
assim mais apropriado para a descoberta de novos transcritos. Outra
vantagem do DDRT-PCR é a pequena quantidade de RNA de cada amostra
necessaria para a realizacao do experimento. O poder do DDRT-PCR como
ferramenta para a descoberta de novos transcritos é confirmado pelo

namero de transcritos Unicos sobre os quais ndo ha virtualmente nenhuma
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informacgéao disponivel (Figuras 8 e 9). A principal desvantagem do DDRT-PCR,
além da demanda de tempo e trabalho, é o fato do DDRT-PCR néo ser um
método quantitativo, exigindo assim experimentos independentes
confirmatérios que validem e quantifiquem a intensidade da diferenca de
expressao.

Para compararmos o transcritoma representativo do carcinoma do
cortex adrenal com transcritoma de adrenal ndo neoplasico (controle)
adotamos as células NCI-H295A por esta ser uma linhagem celular
estabelecida e bem caracterizada e pela disponibilidade virtualmente
ilimitada de material. Por CGH Dohna et al. identificaram nas linhagens de
células de carcinoma da supra-renal (SW13 e NCI-H295) as mesmas
alteracoes citogenéticas encontradas nas amostras de tumor, o que reforca
a nossa posicao de usar linhagens de células tumorais como protétipo do

tumor de interesse®.

Na selecdo de bandas do gel de DDRT-PCR a serem analisadas
abrimos mao, por vezes, daquelas com altos valores absolutos de DO, em
prol de outras com menor intensidade (mas com maior diferenga entre as
amostras tumorais e controle). Esta abordagem nos permite concentrar
esforcos na caracterizacao da parte mais interessante do transcritoma - a de
maior complexidade em espécie mas que ocupa uma fracdo menor da
massa total - em oposicdo aquela mais simples, correspondente a porcao

maior da massa de transcritos!'?%,

Neste estudo foi recuperado um numero consideravel de transcritos

diferencialmente expressos das amostras de NCI-H295A e do tumor. Estes
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representaram quase todos os cromossomos (Figuras 6 e 7), indicando que
a combinacdo de “primers" adotada neste estudo foi aparentemente
suficiente para fornecer um panorama representativo das alteracdes no perfil
transcricional das neoplasias adrenocorticais.

Varios estudos citogenéticos realizados com diferentes séries de
tumores mostraram alteragcdes genéticas freqlentes nas neoplasias do

|32}, 331, 341, 351 Muitos dos transcritos identificados no

cortex da supra-rena
nosso estudo mapearam em regides cromossdmicas cuja amplificacdo ou
delecdo em carcinomas adrenocorticais é conhecida (Tabela 1).

O cromossomo 15 albergou o maior nimero dos transcritos hiper-
expressos, principalmente aqueles provenientes do tumor da paciente.
Adicionalmente, varios genes hiper-expressos mapearam na regiao
cromossémica 5q13.3-5g35.3, incluindo o gene da 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A redutase (HMGCR). Ganhos em ambos os cromossomos 15 e 5
ja foram relatados®® ¥, Este Gltimo cromossomo é um dos principais alvos
de amplificacdes nos carcinomas adrenocorticais!®? 33} 341 B3 (Tahela 1).

Os cromossomos mais representados pelos transcritos hiper-
expressos das células NCI-H295A foram 1g e 14g. Nove transcritos
identificados no braco 1q estdo concentrados em um curto segmento, entre
1921 e 1g22. Dohna et al.®¥ mostraram elevada amplificacdo da regido
1022-g25 na linhagem de células NCI-H295 e em dois tumores do cértex da

supra-renal®¥,
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Seis transcritos que apresentaram expressdao aumentada mapearam
no cromossomo 9q, entre as regides 9922.33 e 9g34.11. Esta regido foi alvo
de amplificacdo em tumores estudados por CGH!32} [331: 1341 [36]

O cromossomo 17q foi o mais representado pelos transcritos hipo-
expressos nas células NCI-H295A. Pinto et al.®® construiram um mapa de
delecdo do cromossomo 17 a partir de 30 tumores adrenocorticais. Em 18
dessas amostras foi observada a perda de todo o cromossomo 17. Entre
estes tumores apenas os carcinomas exibiram a perda concomitante dos
cromossomos 2, 9 e 11. Este fato sugere a delegdo do cromossomo 17
como sendo um evento precoce na tumorigénese da supra-renal, ao
contrario do proposto por Zhao et al., os quais defendem que ganhos no 17p
e 179 sao importantes para o inicio da transformacao maligna dos tumores
adrenocorticais. O fato de ndo termos observado um aumento da
representacao de transcritos do 17p entre os hipo-expressos pode ser
apenas reflexo das combinacées de “primers” que foram utilizadas neste
estudo. Também nos chamou a atencdo o mapeamento de alguns dos
genes hipo-expressos na regiao 11p15-p15.5. A perda de quase todo o
braco curto do cromossomo 11 foi apontada por Dohna et al.*4, inclusive
nas células NCI-H295 e em diversos tumores. Nos carcinomas do cértex da
supra-renal é freqiiente a ocorréncia de LOH e alteracbes epigenéticas nesta
regiao®°®2%! " que resultam na hiper-expressdo do IGF2 e silenciamento
dos genes H19 e p57kip2 (envolvidos no controle do ciclo celular).

A coincidéncia das regides cromossémicas mais representadas no

nosso estudo com regides conhecidas por sofrerem rearranjos
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cromossémicos respalda a suposicao de que a hiper/hipo-expressao de tais
genes possa resultar de desbalancos cromossémicos.

N6s encontramos um numero consideravel de transcritos que
mapearam em regides intrénicas, particularmente aqueles hiper-expressos
no tumor da paciente (Tabela 5, Figura 7). A presenca de seqléncias
intrénicas hiper- ou hipo-reguladas nas nossas amostras pode ser justificada
por falha na maquinaria de processamento (“splicing”) ou por acumulo
excessivo de RNAs regulatérios, possivelmente codificados por tais regides
intrénicas, cuja expressao alterada poderia indicar mudancas na biologia das
células NCI-H295A e do espécime tumoral analisado. A associacdo entre
“splicing” alternativo e transformacéao celular, bem como o envolvimento da
alteracdo dos fatores de “splicing” ja foi relatada!™. Os RNAs ndo
codificantes (ncRNAs) desempenham varias fungdes nas células
eucaridticas!'?? 1'% incluindo os microRNAs na regulagdo de genes!'?¥. bem
como o envolvimento de ncRNAs longos no controle transcricional ou pés-
transcricional da expressao génical'®®. A abundancia de ncRNAs longos ja
foi correlacionada com o grau de malignidade no cancer da préstatal'?®,
Transcritos nao codificantes mapeiam total (TIN) ou parcialmente (PIN) nas
regides intrbnicas de trés quartos de todos os genes depositados em bancos
publicos de sequiéncias!'?”). A andlise por “microarray” de 7.135 RNAs TIN
(“sense” e “antisense”), paralelamente as seqiiéncias exbnicas dos genes
codificadores correspondentes identificou padrdes de “expresséao intrénica”

com funcgbes regulatérias distintas. Os resultados indicaram que os RNAs
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intrénicos devem regular o padrao de uso dos genes para codificacao de
suas proteinas.

A contaminacédo inadvertida das preparacbées de RNA com DNA
gendmico, por tratamento inadequado com DNase |, foi descartada uma vez
que as PCRs realizadas com as amostras ndo submetidas a transcricao
reversa nao geraram a banda esperada nos géis de agarose. O fato do
namero de transcritos intrbnicos para cada cromossomo nao ser
proporcional ao numero de transcritos exénicos (Figura 7) também indica
que as seqgléncias obtidas neste estudo sdo originadas de moléculas de
RNA.

Curiosamente a proporcao entre transcritos intrébnicos e exénicos nas
amostras de células NCI-H295A foi significativamente diferente da do tumor
da paciente, mas apenas entre os hiper-expressos (Tabela 5). Esta
distribuicdo peculiar, ndo observada entre os transcritos hipo-expressos,
pode estar relacionada a origem das amostras. As células cultivadas
crescem em um substrato plastico e nao estdao rodeadas por estroma, ao
contrario do tumor. Além disso, a hipdxia local, fendbmeno que pode ocorrer
na intimidade do tecido tumoral in vivo, é virtualmente inexistente em uma
cultura celular.

A analise dos transcritos hiper- e hipo-expressos nas amostras
neoplasicas quanto as suas caracteristicas funcionais (Figura 8 e 9)
destacou varios processos biolégicos que podem ser relevantes para o
estabelecimento e desenvolvimento do céncer do cértex da supra-renal.

Varias categorias foram contempladas nas duas amostras tumorais. Estas
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similaridades devem corresponder a aspectos comuns as neoplasias
malignas do coértex adrenal, enquanto as diferencas podem ser reflexo das
peculiaridades biolégicas de cada amostra. Uma das categorias destacada
nesta comparacao é a motilidade celular (Figura 8), o que pode refletir a
importancia desta capacidade na iniciagdo da disseminacado tumoral (ver
adiante). De fato, as células NCI-H295A foram colhidas do fluido ascitico de
uma pessoa que veio a Obito em decorréncia de um carcinoma
adrenocortical. Da mesma forma, a paciente que forneceu a amostra de
tecido tumoral apresentou metastases nos pulmdes e no figado!'®A
ativacao da importacao de glicose e da neoglicogénese, nas duas amostras,
indica um incremento na demanda de substrato energético, o que é
esperado para células em proliferacao.

A via de sinalizagdo do Wnt dependente de B-catenina também foi
representada com transcritos hiperexpressos nas duas amostras, o que
sugere sua relevancia na tumorigénese adrenocortical. A B-catenina exerce
na célula tanto funcao estrutural (adesao celular) quanto transcricional. Esta
ultima é acionada quando o Wnt se liga ao receptor "Frizzled” (Fz) e recruta
a proteina “dishevelled” (Dvl) para a membrana, resultando na estabilizacao
da B-catenina citoplasmatica (Figura 11). Nesta condicdo a B-catenina é
translocada para o nucleo, onde se liga a fatores de transcricédo, regulando a
expressdo de genes envolvidos no ciclo celular, adesdo e apoptose!'2®! [129],
AlteracOes genéticas nesta via foram encontradas em varios tipos de
cancert’. Tissier et al.l"®" mostraram que a B-catenina esta freqlientemente

mutada tanto em tumores do cértex adrenal benignos como malignos e
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Figura 11 - Esquema representativo da via Wnt/B-catenina

A) Na auséncia de Wnt a B-catenina citoplasmatica é fosforilada por um
complexo contendo axina, “adenomatosis polyposis coli (APC) e “glycogen
synthase kinase 3” (GSKS3), sendo destinada a degradacao no proteassoma.
No nucleo, proteinas da familia “T-cell factor” (TCF) reprimem os genes alvo
do Wnt. B) A ligacdo do Wnt aos receptores “Frizzled” e “low-density-
lipoprotein-related protein” (Fz-LRP) resulta na ativagdo da “Dishevelled”
(Dvl) e consequente inativagdo da GSK3. A B-catenina acumula-se no
citoplasma e segue ao nucleo onde ativa a transcricdo de genes pelo TFC.
Modificado de Cadigan, 2006!'%2.
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sugerem que outras alteragbes possam estar envolvidas no acumulo
substancial e freqlente da B-catenina nos carcinomas. Em nosso estudo
encontramos a hiperexpressao do gene DVL3. A expressdo aumentada de
proteinas da familia Dvl ja foi correlacionada com malignidade de neoplasias
de outros tecidos!'33) [134}. [135]

O gene da HMGCoA redutase (HMGCR) encontrou-se hiper-expresso
nas células NCI-H295A e no tumor da paciente. Células malignas
apresentam alta demanda de colesterol e varios estudos demonstram que
células tumorais capturam lipoproteinas ricas em colesterol mais

eficientemente que os tecidos normais ['%¢

. Evidéncias sugerem que tanto
em estagios pré-malignos quanto malignos ha perda do controle por
retroalimentagdo da via do mevalonato!™®” ['*® Em um estudo de lesdes
cisticas apocrinas de mama Celis et al. constataram a expressao da
HMGCoA redutase exclusivamente nas células malignas em comparacao as

ndo malignas!™®

. Em comparacbes recentes de macrocistos apécrinos de
mama, tecido normal de mama e tumor de mama, através de técnicas
protebmicas, foi detectada uma atividade aumentada e desregulada do
HMGCOoA, tanto em lesdes apdcrinas precoces quanto avangadas, mas nao
no tecido normal'*?. A atividade desta redutase em células leucémicas!'*': [*2
e células de carcinoma de pulmao!'*® est4 3-8 vezes e 2 vezes aumentada,

respectivamente, em relacdo as células normais!'®”

. A deteccao de niveis
aumentados de HMGCoA redutase nas nossas amostras sugere que a
biossintese de colesterol, a farnesilacdo e a isoprenilacdo de proteinas

possam ter um papel relevante na tumorigénese adrenocortical.
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Figura 12 - Esquema representativo da via do mevalonato

O mevalonato € a via precursora do colesterol e isoprendides. A prenilagao
de proteinas pode ser seguida de processamentos adicionais, essenciais
para sua correta associacdo a membrana celular. Adaptado de McTaggart,
2006!"*Y e Graaf et al, 2004!'*}).

FPP = farnesil pirofosfato, GGPP = geranilgeranil pirofosfato.
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A ativacao da biossintese de colesterol nas células NCI-H295A e no
tumor pode estar relacionada a alteracbes de vias proliferativas, em
diferentes niveis. A 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMGCoA) redutase
€ a enzima responsavel pela sintese do mevalonato, primeiro passo na
biossintese do colesterol. O colesterol esta presente nas balsas de lipides
(“lipid rafts”) - dominios da membrana celular enriquecidos em lipides e
proteinas'*.  Essas estruturas agrupam proteinas sinalizadoras,
exacerbando potencialmente o sinal de receptores e aumentando a
concentracdo local de componentes efetores das suas vias!'*”\. A sintese do
mevalonato é também a reacao limitante de outras vias proliferativas (Figura
12), como a isoprenilacado (farnesilacao) do Ras e de GTPases envolvidas
na sinalizacao intracelular (os isoprendides facilitam a interagao proteina-

proteina e proteina-membrana celular)!**.

Modificagdes distintas das
isoformas do Ras levam a localizacdo de cada uma delas em
compartimentos especificos da célula, tendo como conseqiéncia a
modulagdo do sinal™®. A ativacdo do Ras na membrana plasmatica, por
exemplo, é rapida e transitéria, enquanto que no complexo de Golgi é mais
lenta e sustentada!*?. As diferencas resultantes desta compartimentalizagao
no perfil temporal de ativagdo das vias efetoras do Ras tém profundo efeito
no desfecho biolégico. Em células de feocromocitoma de rato (PC12) a
ativacao transitéria do Ras pelo “epidermal growth factor” (EGF) estimulou a
proliferacdo, enquanto a ativagdo sustentada pelo “nerve growth factor”

(NGF) induziu diferenciacdo!l’®. A ativacdo da via de biossintese do

colesterol detectada em nossas amostras sugere que a sinalizagéo pelo Ras
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possa estar alterada nos tumores do cortex adrenal: 1) o aumento da
producéo de colesterol supriria a nova demanda do mesmo para composicao
das membranas e as balsas de lipides, sendo estas importantes plataformas
para as proteinas sinalizadoras; 2) paralelamente, a farnesilacdo do Ras
possibilitaria a subsequente palmitoilagdo das isoformas H- e N-ras e sua

incorporacdo as balsas de lipides!™"

, onde a ativacdo das mesmas
desencadearia a proliferagao celular.

Em outro trabalho do nosso grupo foi estudado o efeito do inibidor da
HMGCoA redutase (lovastatina) na via proliferativa do Ras, MAPK (Ras-
RAF-MEK-ERK), em células NCI-H295A. Experimentos de “Western blot”
mostraram uma reducao dose-dependente da “extracellular signal-regulated
kinase” (ERK) fosforilada, indicando a importancia da HMGCoA redutase
nesta via. Mesmo num tecido que normalmente apresenta atividade sintética
de colesterol, como é o caso do cortex adrenal, a HMGCoA redutase tem
uma participagéo significativa na sinalizagdo da via do Ras*.

Trés categorias funcionais - motilidade, proteinas do citoesqueleto e
regulacdo do formato celular - agruparam cerca de um sexto dos genes
hiper-expressos no tumor da paciente. Estas categorias podem estar
relacionadas a um fen6meno mais abrangente: a interacdo entre o

(153 As células

hospedeiro e o carcinoma invasivo/metastaticol'*%
cancerosas alteram o estroma adjacente, formando um ambiente permissivo
e provedor para a iniciagdo, progressao tumoral e metéstase tumorall'>* 15,

Os componentes celulares secretam para a matriz extra celular diversas

* Valassi HPL et al., dados n&o publicados
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moléculas, que facilitam a proliferagdo, invasdo e metastase das células
neoplasicas, além de induzir angiogénese e evasao do tumor ao sistema

(15411571 Os miofibroblastos (fibroblastos que adquirem

imunel'®
capacidade de expressar alfa-actina de musculo liso) constituem a
populacdo majoritaria no estroma de carcinomas invasivos, remodelando o
tecido conectivo e interagindo com células epiteliais, participando do controle
destes fendmenos na invasdo e metastase do tumort'®®. As células do tumor
sofrem alteracdo do formato e contatos com outras células e com a matriz
extra celular. A associacao de elementos do citoesqueleto (actina e miosina
[I) com “gap junctions” foi demonstrada na linhagem de células de tumor
adrenocortical SW13, bem como sua importancia na internalizagdo dessas
estruturas em diversos adenocarcinomas!'®®,

A diminuicdo da expressdao de genes envolvidos em transcricao,
remodelamento da cromatina e biossintese/processamento de RNA nas
duas amostras estudadas (Figura 9) denota uma reducao da complexidade
do transcritoma tumoral. De fato, em geral é possivel observarmos um
menor numero de bandas resolvidas nas canaletas dos géis de
seqlienciamento correspondentes as amostras tumorais, em comparag¢ao ao
controle de adrenal normal.

Algumas categorias foram representadas tanto por genes hiper- como
por hipo-expressos, 0 que nao necessariamente corresponde a uma

contradicdo. Um exemplo de categoria funcional nessa condigao

€ “catabolismo de proteinas dependente de ubiquitina” (Figura 13), processo
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Figura 13 - Esquema da via de ubiquitina-proteassoma de protedlise

O processo de ligagdo de Ub (ubiquitina) as proteinas inicia-se com a
ativacao da Ub pela enzima ativadora E1, transferéncia da Ub ativada para a
enzima conjugadora E2 e desta para a proteina-substrato, reacédo catalizada
por uma enzima (ligase) E3. A repeticao do ciclo gera uma cadeia de Ubs. A
proteina poliubiquitinada é reconhecida e degradada Pelo proteassoma 26 S,
sendo a ubiquitina reciclada. Mitch e Goldberg, 1996!¢%.
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que pode envolver tanto a destruicdo de proteinas pro- quanto anti-
tumorigénicas. No sistema ubiquitina-proteassoma as proteinas sao
processadas pela acdo sucessiva de trés enzimas: E1 (ativadora), E2
(conjugadora) e E3 (ligase)!'®"!. A proteina poliubiquitinada é reconhecida e
degradada pelo proteassoma 26S['®?. A especificidade da ligagdo E3-
substrato condiz com a profusdo de componentes desta familia de enzimas

(centenas a milhares)!'®,

Algumas sao consideradas oncogénicas,
enquanto que outras sado classificadas como supressoras de tumor, o que
depende do papel das proteinas alvo no funcionamento da célula. Exemplos
de substrato incluem dezenas de proteinas envolvidas no controle do ciclo
celular, na transducdo de sinal e na diferenciacdo!'®®, bem como em
resposta a hipoxial'®4.

N6s encontramos expressao diferenciada de genes representantes
dos diferentes estagios do processo de ubiquitinagdo - UBE2D3 (uma
enzima E2), ANAPC11 e ITCH (uma enzima E3), PSMD4 (subunidade do
complexo regulatério do proteassoma 26S) e USP1 e USP12L (enzimas
desubiquitinadoras) - o que reforca a importancia deste mecanismo nas
neoplasias adrenocorticais. A identificagdo da E2 que possa ter um papel na
tumorigénese adrenal é por si sé relevante pois, ao contrario das enzimas
E3, poucos trabalhos relacionaram as E2 com o desenvolvimento de
cancert’®. A UBE2D3 foi apontada como parceira da Mdm2, a E3
responsavel pelo controle dos niveis do supressor tumoral p53'®°. Vale

destacar também que a USP1 (desubiquitinadora), hiper-expressa nas

células NCI-H295A, é responsavel pelo bloqueio da via anemia Fanconi (FA)
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de reparo do DNA, permitindo a retomada do ciclo celular. E possivel que
niveis aumentados da USP1 possam antecipar a retomada do ciclo celular,
perpetuando as lesées ao DNA. Um outro mecanismo, a endocitose, € um
aspecto importante da regulagdo da via do Wnt/Fz!'®®. Esta via (Figura 11)
esta associada a internalizagdo de Wnt-3a, dependente de clatrinal'®”. Em
linhagens celulares murina e humana o bloqueio da endocitose mediada
pela clatrina levou a deplecdo da DvI2 e DvI3 (por poliubiquitinacao) e,
conseqiientemente, ao bloqueio da sinalizacdo a PB-cateninal'®®. Nos
detectamos niveis aumentados de transcritos de clatrina e Dvl, nas células
NCI-H295A e no espécime tumoral respectivamente. Talvez a hiper-
expressdo de clatrina favoreca a regulacdo negativa da proteina Dvl e o
aumento dos niveis de transcritos Dvl possa ter um papel compensatério na
ativagdo da via Wnt/B-catenina. Por fim o aumento do catabolismo de
proteinas por ubiquitinacdo pode refletir a necessidade de remogao de
proteinas com “folding” alterado, resultantes do estresse oxidativo ao qual as
células NCI-H295A estao sujeitas.

Um fato que ilustra o poder da analise comparativa de transcritomas
tumorais é a identificacdo de varios genes (Tabelas 6 a 15) cuja relevancia
no comportamento biolégico das neoplasias ja foi descrita previamente. O
supressor de tumor BCSC-1 e a FUT11 (fucosiltransferase 11) sdo exemplos
de genes identificados por esta abordagem. A expressdo de BCSC-1 e
FUT11 foi analizada por RT-PCR semi-quantitativa em varios tumores

adrenocorticais benignos e malignos (Figura 10).
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Em nossas amostras de neoplasias do cértex adrenal a expressao do
BCSC-1 distinguiu tumores do cortex adrenal benignos dos malignos, entre
0s pacientes adultos, mas ndo entre os pediatricos. A LOH do /ocus do
BCSC-1 é comum em varios tumores solidos, incluindo mama, pulmao,

ol'3: 18 Mesmo em tumores onde ndo ocorre mutacdo

ovario e colo uterin
somética do BCSC-1 a LOH do seu locus é freqiientemente observadal'*®!. A
expressao de BCSC-1 estava diminuida em linhagens celulares derivadas
de carcinoma de mama (12/13) e de ovario (7/7), quando comparadas a
seus equivalentes normais. A expressao ectépica do BCSC-1 em diferentes
linhagens de células tumorais diminuiu a capacidade de formacdo de
colénias e reduziu o volume de tumores em camundongos quando estas
células foram injetadas, demosntrando o papel de supressor tumoral do
Bcsc-11'3,

Os glicanos fucosilados (sintetizados pelas FUTs) sado reconhecidos
por receptores do endotélio (L-, E- e P-selectinas). Durante processos
inflamatoérios esses receptores sao transcricionalmente ativados, ligando-se
aos glicanos fucosilados presentes na superficie dos leucécitos, promovendo
seu recrutamento para os locais de inflamagdo. De forma similar, as E-
selectinas promovem a interacdo “célula tumoral-endotélio™ . As
fucosiltransferases sintetizam glicanos fucosilados, os quais estdo mais

abundantes em diversos tipos de células cancerosas!'®® ['70!

, possivelmente
contribuindo para seu comportamento metastaticol’’" ['72- 1731 A expressio
dos antigenos dos grupos sanglineos ABO, H e Lewis (exemplos de

glicanos fucosilados) se encontra alterada em muitos tumores malignos,
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sendo correlacionada com mau prognésticol''. A expressdo de FUT11 nas
nossas amostras de neoplasias do cortex da supra-renal foi
significativamente maior nos tumores pediatricos metastaticos/recorrentes,
em comparagdo aos benignos (Figura 10B). Este é um resultado
encorajador, principalmente em relacdo aos tumores pediatricos, para os
quais a distincdo entre neoplasias benignas e malignas pelo sistema de
Weiss € particularmente ineficiente. Estudos envolvendo uma casuistica
maior de tumores pediatricos do cortex adrenal sdo necessarios para avaliar
o desempenho do FUT11 na previsao de prognéstico desta condicéo.

Dois genes associados com a resisténcia a tratamentos anti-tumorais
se encontram hiper-expressos nas células NCI-H295A. O primeiro é o gene
da timidilato sintetase (TYMS), também relatado como hiper-expresso em
carcinomas adrenocorticais por outros investigadores!’®. A expressido
aumentada da timidilato sintetase foi descrita como mediadora de resisténcia
de células de cancer cervical uterino a radiacdo!'”” sendo também
associada a resisténcia de células de cancer de pulméo ao 5-fluorouracil'”!
e do cancer esofagico a quimioterapial"®.

Um outro gene implicado no desenvolvimento de resisténcia a drogas
anti-cancer - o CRR9 (gene da proteina relacionada a resisténcia a
cisplatina) - também mostrou-se hiper-expresso nas células NCI-H295A. A
cisplatina € um agente danoso ao DNA, amplamente empregado em
quimioterapia, sendo que o DNA modificado por esta droga ndo é reparado
adequadamente!''®. A resisténcia a cisplatina foi descrita em varios tumores

humanos!'’”.. A proteina codificada pelo CRR9 foi encontrada hiper-expressa
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em uma linhagem celular de tumor ovariano cisplatina-resistente, tendo sido
associada & hipo-regulagdo da maquinaria pré-apoptétical’ 8.

Os transcritos para a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
estavam hiper-expressos na amostra do tumor da paciente. Além da sua
participacdo bastante conhecida na via glicolitica, esta enzima esta
envolvida em outros processos biolégicos, como brotamento de
microtubulos, apoptose, exportacdo de RNA nuclear, replicagcdo de DNA e
reparo de DNA"'. O gene GAPDH é tradicionalmente considerado como
“housekeeping” e tem sido utilizado como controle interno de ensaios de

quantificacdo de transcritos. No entanto, sua hiper-expressdo tem sido

[179] [180]

apontada em diversos tecidos tumorais'' ", como hepatomas de ratos

linhagens celulares malignas murinas!'®",

carcinoma de prostata
humano!'®?, em tecidos de cancer pulmonar humano!'®® e em carcinomas
do cortex adrenall’®. A quantificacdo acurada de mRNAs pressupde que o
gene referéncia ndo varie significativamente sua expressao nas diversas

condicbes comparadas. Assim sendo, achamos que o uso do GAPDH em

estudos de expressao génica de tumores exige uma cuidadosa validagao.

O gene DMAP1 (“DNA methyltransferase 1 associated protein 17)
encontra-se hiper-expresso nas células NCI-H295A. A proteina ndo apenas
mantém a metilacdo do DNA como também tem papel na perpetuacao da
repressdo transcricional da cromatina durante a replicacdo do DNA!'®. E
possivel que a hiperexpressdo do DMAP1 possa inativar, por mecanismos
epigenéticos, genes supressores tumorais, contribuindo para a

carcinogénese da adrenal.
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Em suma, a estratégia adotada neste estudo revelou novos aspectos
da Biologia do carcinoma adrenocortical. Pudemos evidenciar moléculas e
vias cuja modulacao pode ter importancia no desenvolvimento deste cancer.
Dentre essas podemos salientar a via de sinalizacdo do Wnt, a ubiquitinacao
de proteinas e a via de biossintese de colesterol. Estes resultados abrem
portas para investigacdes adicionais, para que possa ser avaliada a utilidade
dos genes aqui identificados como potenciais marcadores no diagnéstico e

alvos para novas terapias especificas do carcinoma do cortex adrenal.
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CONCLUSOES



6 CONCLUSOES

1) E possivel representar praticamente todos o0s cromossomos com

DDRT-PCR usando um conjunto limitado de oligonucleotideos;

2) Existe um desbalanco dos transcritos que representam exons de genes

conhecidos e aqueles que representam introns;

3) Ha uma diferenca significativa entre os processos biologicos alterados nas

células NCI-H295A e na amostra do espécime tumoral;

4) Os genes ligados a motilidade celular, via do Wnt, sintese de colesterol e
metabolismo de glicose provavelmente possuem um papel fundamental na
definicao do fenétipo maligno da supra-renal, visto que estdo alterados em

ambas as amostras de carcinoma adrenocortical;
5) Os genes de fungdo desconhecida formam a categoria mais importante
entre os hiper-expressos, 0 que retrata a exceléncia do DDRT-PCR para

deteccéo de novos transcritos;

6) DDRT-PCR ¢é uma ferramenta valiosa para andlise global de

transcritomas.
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