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RESUMO

Pinto EM. Presenca da mutacao Arg337His do supressor tumoral P53 e
mapa de delecao do cromossomo 17 em criangas e adultos com tumores
adrenocorticais [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo; 2005. 103 p.

A incidéncia dos tumores adrenocorticais na regido sul do Brasil é 10-15
vezes maior que a incidéncia mundial. Mutagdes no gene supressor
tumoral p53, localizado na regido 17p13.1 tém sido identificadas em
diversos tumores humanos. Uma distinta mutagcao germinativa,
Arg337His, localizada no dominio de tetramerizacdo da proteina
supressora tumoral P53 foi identificada em 35 de 36 criancas da regiao
sul do Brasil. No presente trabalho, investigamos a presenca da
mutacao Arg337His em 71 pacientes nao relacionados, 41 adultos e 30
criangas, portadores de tumores adrenocorticais benignos e malignos.
Adicionalmente, analise de perda de heterozigose do /locus p53, mapa
de delecdao do cromossomo 17 e instabilidade cromossémica foram
estudados em DNA genOmico destes pacientes. Nenhum dos pacientes
estudados apresentava histérico familial compativel com a sindrome de
Li-Fraumeni. Sequenciamento automatico permitiu a identificacdo da
mutacao Arg337His, em DNA extraido a partir de sangue periférico e/ou
tecido tumoral, em 29 (24 criangas e 5 adultos) dos 71 pacientes. Nas
10 familias em que foi possivel analisar o DNA gendémico de ambos os
pais verificamos que a mutacdao Arg337His tem carater hereditario. Por
outro lado, esta mutagao nao foi encontrada em DNA de 160 individuos
do grupo controle, nao relacionados, analisados por sequenciamento
automatico e/ou digestdao enzimatica. A analise pareada de DNA
génomico de sangue periférico e de tecido tumoral revelou perda de
heterozigose para o locus p53 em 18 de 21 (86%) pacientes portadores
da mutacao Arg337His. Nao observamos correlacao entre a presenca
desta mutacao e o comportamento maligno dos tumores. O estudo de
dois marcadores polimorficos intragénicos do p53, pelo programa de
analise de tamanho de fragmento GeneScan, evidenciou um mesmo
haplotipo associado a mutacdo Arg337His em 91% dos pacientes com
tumores adrenocorticais, configurando uma origem comum para esta



mutacdo. O estudo de 6 marcadores polimérficos ao longo do
cromossomo 17 (D175926, VNTRP53, D1751856, D175942, D1751351
e D175928) em DNA genOmico pareado de 29 pacientes demonstrou
uma freqiéncia elevada (81%) de perda do cromossomo 17 em
associacao a mutacdao Arg337His. Nao observamos correlagdo entre a
perda do cromossomo 17 e a agressividade tumoral nestes pacientes.
Instabilidade cromossémica envolvendo os cromossomos 2, 9 € 11 nos
17 pacientes que perderam o cromossomo 17 foi identificada em 47%,
47% e 71%, respectivamente. Perda dos cromossomos 2 e 11 foi
evidenciada em tumores benignos e malignos. A perda do cromossomo
9 foi evidenciada exclusivamente nos tumores malignos, assim como a
perda concomitante de 3 ou mais cromossomos. Em conclusao,
confirmamos uma freqliéncia elevada da mutacao Arg337His em
criangas brasileiras com tumores adrenocorticais benignos e malignos.
Esta mutacao também foi encontrada no grupo de adultos, embora em
menor freqiéncia. N3o houve correlacdo entre sua presenca e o
comportamento maligno dos tumores adrenocorticais. Efeito fundador
para a mutacdo Arg337His e inativacao bialélica do p53, caracterizada
pela presenca da mutacao Arg337His e a perda do cromossomo 17
foram demonstradas na maioria dos casos analisados. Finalmente, a
instabilidade cromossomica envolvendo trés ou mais cromossomos
contribuiu para o diagndstico de carcinoma adrenocortical.

Descritores: Arg337His, p53, Efeito Fundador, mapa de delecao, perda
de heterozigose, instabilidade cromoss6mica, tumores adrenocorticais
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ABSTRACT

Pinto EM. Presence of the mutation Arg337His of the tumor suppressor
P53 and deletion mapping of chromosome 17 in children and adults with
adrenocortical tumors. [thesis]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2005. 103 p.

The incidence of adrenocortical tumors in the South region of Brazil is 10
to 15 times higher than the worldwide one. Mutations in the tumor
suppressor p53 gene, located in chromosome 17pl13.1, have been
described in different human tumors. A germline mutation, Arg337His,
in the tetramerization domain of the tumor suppressor P53 was
identified in 35 of 36 children from the South region of Brazil. In the
present study we have searched for Arg337His mutation in genomic
DNA of 71 non-related patients, 41 adults and 30 children, with benign
or malignant adrenocortical tumors. Additionally, we also analyzed the
loss of heterozigosity of p53 locus, deletion mapping of chromosome 17
and chromosome instability, in genomic DNA of these patients. None of
the patients had a familial history of Li-Fraumeni syndrome. Automatic
sequencing identified the Arg337His mutation in genomic DNA from
peripheral leukocytes and/or tumor tissues in 29 (24 children and 5
adults) of these 71 patients. In 10 families in which the study of both
parent’s DNA was possible, the Arg337His mutation was inherited from
one of the parents. Sequencing analysis and/or enzymatic restriction
showed that this mutation was not present in DNA of 160 non-related
control subjects. Paired analysis of genomic DNA of peripheral
leukocytes and tumor tissue revealed loss of heterozigosity of p53 locus
in 18/21 (86%) patients with Arg337His mutation. There was no
correlation between the presence of this mutation and the malighant
behavior of these tumors. The study of two intragenic polymorphic
markers of p53 through GeneScan software showed the association of
the same haplotype with the Arg337His mutation in 91% of patients
with adrenocortical tumors, indicating a common origin of this mutation.
The study of 6 polymorphic markers along chromosome 17 (D175926,
VNTRP53, D1751856, D17S942, D17S1351, D17S928) in paired
genomic DNA of 29 patients showed an increased frequency (81%) of



chromosome 17 loss in association with the presence of the Arg337His
mutation. We did not observe any correlation between the loss of
chromosome 17 and aggressive tumor behavior in these patients. In the
17 patients who lost chromosome 17, chromosome instability of
chromosomes 2, 9 and 11 was identified in 47%, 47% e 71%,
respectively. Loss of chromosomes 2 and 11 was observed in benign and
malignant tumors, whereas the loss of chromosome 9 was observed
exclusively on malignant tumors. Similarly, the concomitant loss of 3 or
more chromosomes was only observed in malignant tumors. In
conclusion we confirmed an increased frequency of Arg337His mutation
in Brazilian children with benign or malignant adrenocortical tumors.
This mutation was also found in the adult group, although at a lower
frequency. There was no correlation between the presence of the
mutation and the malignant behavior of adrenocortical tumor. We
demonstrated a founder effect for this mutation and also a biallelic
inactivation of p53 characterized by the presence of the Arg337His
mutation and the loss of chromosome 17 in most of the cases studied.
Finally, chromosome instability involving 3 or more chromosomes
contributed for the diagnosis of adrenocortical carcinoma in these
patients.

Descriptors: Arg337His, p53, founder effect, deletion mapping, loss of
heterozigosity, chromosomal instability and adrenocortical tumors.
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1. INTRODUCAO

1.1 Tumorigénese

A tumorigénese é um processo constituido de multiplas etapas que
determinam a transformacgdo progressiva de células normais em células
malignas (1). Proliferacdao celular descontrolada e aumento de
viabilidade sobre clones normais sdao caracteristicas marcantes dos
tumores e ocorrem como conseqiéncia de alteragdes genotipicas e
fenotipicas das células (2). Estudos envolvendo a progressdao tumoral
em populagdes humanas indicam que, em média, 4 a 6 eventos, com
participacdo ativa de genes relacionados ao processo de imortalizagao e
outros envolvidos na regulacao do ciclo celular atuam na formacao do
tumor (3).

A imortalizagao celular pode ser obtida a partir do aumento da
expressao da telomerase, proteina responsavel pela produgdao de
seqliéncias repetitivas de nucleotideos que recobrem os telémeros,
extremidades distais dos cromossomos, que normalmente encurtam em

cada replicacao celular (4). A manutencao do comprimento do telomero
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€ um mecanismo chave para a imortalidade celular (5) e representa um
mecanismo potencial que capacita as células a ultrapassarem pontos
criticos durante os estagios da transformacdo neoplasica (6).

Outro mecanismo capaz de tornar as células imortalizadas envolve
agentes virais que podem transformar as células infectadas devido a
liberacdo de proteinas virais que interferem nos mecanismos de
multiplicagdo celular (7). Entre os virus capazes de transformar células
normais em cancerosas estdo o papilomavirus humano (HPV) envolvido
no cancer cervical (8), os virus Epstein-Barr (EBV) relacionados ao
linfoma de Hodgkin (9) e o Simian virus 40 (SV40) encontrado em
tumores cerebrais, dsseos e linfoma nao Hodgkin (10).

Também participam da transformacdao maligna os precursores
celulares dos oncogenes, os proto-oncogenes, que codificam proteinas
intimamente envolvidas na regulagao da proliferacao e diferenciacao
celular (11). Os proto-oncogenes podem ser ativados constitutivamente,
seja por rearranjo cromossomico, por amplificacdo génica ou por
presenca de mutacdes de ponto. Uma vez adquiridas estas alteragdes os
proto-oncogenes passam a ser chamados oncogenes e determinam
ganho funcional em células transformadas. Assim, a amplificacdo do
oncogene myc tem valor progndstico para pacientes com neuroblastoma
(12) e a amplificagdo do oncogene erbB-2 é marcador de agressividade

em tumores mamarios e ovarianos (13).
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Células tumorais podem gerar seus proprios sinais estimulatorios
de proliferagao para deixar o estado de quiescéncia e iniciar o processo
proliferativo e desta forma, mostram uma reduzida dependéncia de
fatores estimulatérios exdgenos, tais como a producdao de fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) ou do fator de crescimento
tumoral o (TGFa) nos glioblastomas e sarcomas, respectivamente (1).
Por outro lado, muitos oncogenes atuam mimetizando sinalizagao de
crescimento normal. A proteina Ras é uma proteina pertencente a
superfamilia das proteinas G (ligadora de GTP) que ativam ou inibem
moléculas seqlienciais de uma cascata de reagdes, quando ligadas ao
GTP. Formas mutadas desta proteina se ligam com eficiéncia ao GTP,
mas sao incapazes de hidrolisar essa molécula gerando constantemente
sinais estimulatorios, resultando numa proliferacao celular descontrolada
(14).

Genes supressores tumorais, como os genes do retinoblastoma
(Rb) e o gene supressor tumoral p53, por outro lado, podem inibir o
processo de proliferagao celular (15). As proteinas codificadas por estes
genes estao envolvidas na repressao do crescimento e divisao celular.
AlteragOes nestes genes sao freqientemente observadas em neoplasias
humanas e incluem mutagdes de ponto e perda de heterozigose (LOH).
O gene supressor tumoral p53 tem papel relevante na progressao

tumoral, agindo como fator de transcricao de genes que atuam em
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resposta a uma variedade de insultos a célula, regulando o ciclo celular
ou bloqueando a replicagao celular anormal e a transformagao maligna.

A partir da observacao de familias portadoras de retinoblastoma,
Knudson desenvolveu uma hipdétese para explicar a ocorréncia de
tumores familiares que se tornou um paradigma na compreensao da
progressao tumoral (16). Mesmo quando se herda um dos alelos do
gene supressor mutado, o alelo normal é capaz de proteger o organismo
do desenvolvimento tumoral. O processo tumorigénico s6 ocorrera pela
perda ou inativacdo do alelo normal, ocorréncia eventual durante a
proliferacao celular (16). Desta forma, a inativacado de um gene
supressor tumoral obedece ao modelo de dois eventos (“two hits"), ou
seja, a presenca de uma mutagao germinativa e de um segundo evento,
caracterizado por uma mutacdo somatica ou perda do alelo normal (16).

A metilagdo (mecanismo epigenético de silenciamento
transcricional) em células tumorais desativa genes que normalmente
evitariam divisdes celulares impréprias. Desta forma, a metilacdao pode
também explicar a inativacgdo de genes supressores tumorais,
ocorrendo, por exemplo, com o gene p16™¢** em tumores de pulmao,
mama, prostata e rim (17).

A aquisicao de resisténcia a apoptose, morte celular programada é

outra caracteristica inerente a varios tipos de tumores. Os mecanismos
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apoptéticos constituem uma barreira para a progressdao tumoral e a
célula cancerosa deve evadir-se deste processo (1).

Mutacdes podem ocorrer continuamente durante a divisao celular
e 0S proto-oncogenes e 0s genes supressores tumorais nao sao mais
sujeitos a elas que os demais genes. Tendo sido estabelecida a alteracao
genética, seja por ativacdo de oncogenes ou inativacdo de genes
supressores tumorais e, por conseguinte, a instabilidade genOmica,

alteragoes adicionais se acumulam mais facilmente.

1.2 P53

Historico

A primeira identificacdo da proteina P53 ocorreu a partir de
estudos envolvendo transformacgdo celular induzida pelo virus SV40.
Uma proteina co-precipitada com o antigeno T do virus foi observada
ap6s infeccdo viral (18, 19). Esta mesma proteina também foi
evidenciada em diversas linhagens celulares de carcinomas embrionarios
nao infectados por este virus (19). Foi entdo proposto que a infeccao
por SV40 ou a transformacgdo celular estimulavam a sintese ou
estabilidade desta proteina celular. Esta proteina e seu gene

correspondente foram entao denominados p53 (18).
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A partir destes experimentos iniciou-se a pesquisa para clonagem
do DNA complementar (DNAc) do gene p53 (20). Dois clones foram
obtidos, de forma independente, por 2 grupos de pesquisadores (20).

A transformacdo em fibroblastos de ratos requer a participagcao de
dois oncogenes: myc e ras, ou E1A e ras (21). A observagao de que a
co-transfeccao de plasmideos contendo o gene p53 e o oncogene ras
também transformavam células embriondrias de ratos, de maneira
similar aos oncogenes myc ou El1A associados ao ras, resultou na
classificacado do gene p53 como oncogene (22, 23). Entretanto,
repeticoes deste experimento com clones distintos nao confirmaram
estes resultados. Apenas alguns clones foram capazes de transformar as
células quando transfectados juntamente com o oncogene ras (24). A
andlise da sequéncia de aminoacidos entre os diferentes clones
evidenciou a presenca de valina ou alanina na posicao 135. Esta
diferenca foi a base para o melhor entendimento da atividade bioldgica
do P53. Foi entao demonstrado que a transformacao celular era causada
por formas mutantes (valina) do gene (24).

Em contrapartida, a co-transfeccao de um plasmideo contendo
p53 normal reduzia o potencial de transformacdo de plasmideos
contendo p53 mutado e o oncogene ras. O gene p53 normal suprimia a
transformacao mesmo em células co-transfectadas com os oncogenes

E1A ou myc associados ao ras. Estes experimentos sugeriram que para
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ocorrer transformacao tumoral era necessaria a inativacao do gene p53,
indicando que este gene nao atuava como oncogene e sim como um
gene supressor tumoral (25).

Mutagcdes do p53 em neoplasias humanas foram inicialmente
encontradas em pacientes com cancer de célon (26). Desde entdo, o
gene p53 foi reconhecido como gene supressor tumoral, mutado ou

perdido em aproximadamente 50% de todos os canceres humanos (27).

1.3 Gene p53

O gene p53 humano estd localizado no brago curto do
cromossomo 17, regiao 17p13.1 (28), possui 20 Kb e consiste de 11
exons que variam em tamanho desde 22 até 1278 pares de bases (pb).
A representacdo esquematica da organizacdao do gene p53 estd
representada na Figura 1.

O primeiro exon ndo é traduzido e contém a primeira regido
promotora. O primeiro intron possui 10 kb e um segundo promotor esta
presente nesta regidao (29). O intron 1 pode estar envolvido em
processos relacionados a transcricao e estabilidade do RNAm (30) do

p53 que contém 2,8 Kb.
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O gene p53 é restrito ao grupo de vertebrados. A organizacdo
genOmica entre os 3 genes clonados (humano, camundongo e Xenopus)
revela uma grande similaridade entre eles, com 5 regides de identidade,
os dominios I-V. Embora tendo a mesma identidade, estes dominios ndo
estao situados na mesma posicdo nos 3 genes. Os dominios I, III, IV e V
correspondem aos exons 2, 5, 7 e 8. O dominio II corresponde aos
exons 4 e 5. A anadlise destas regides em diversas espécies confirmou a
elevada conservacao destes dominios (30).

No primeiro intron do gene p53 estd também localizado um
marcador polimérfico tipo VNTR, isto €, contendo um numero variavel
de repeticoes em tandem, com um nucleo de repeticio de 5
nucleotideos (AAAAT), (31). Este marcador polimérfico, juntamente com
outro microssatélite dinucleotideo (CA), (32) presente na regido nao
codificadora do exon 11, sao freqlientemente utilizados como
marcadores polimoérficos intragénicos em estudos de perda de

heterozigose (LOH).
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Figura 1 - Organizacao do gene p53.
Os exons (E1-E11) e os introns (I1-110), com o respectivo nimero
de nucleotideos estdo representados. As regides conservadas (I-V)
assim como os codons dos exons 2-11 estdo representadas na
parte inferior do esquema. As regides traduzidas do gene estdo
representadas em azul escuro e as nao traduzidas em azul claro e
em vermelho (Figura extraida de http://p53.curie.fr)

1.4 Proteina P53

P53 é uma fosfoproteina homotetramérica, de 53 kDa, que atua
predominantemente como um fator de transcricao nuclear,

desempenhando um papel chave na supressao tumoral (33) e desta
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forma tem papel critico na manutencgao da integridade do genoma (34).
A proteina supressora tumoral P53, na forma monomérica constituida de
393 aminoacidos, pode ser dividida estrutural e funcionalmente em 4
dominios.

O dominio amino-terminal, importante na regulacdo da
estabilidade do P53 na célula, é responsavel pelas propriedades de
transativacao da proteina (35). Neste dominio também ocorre a
interacdo com a oncoproteina Mdm2, responsavel pela exportagao
nuclear da proteina P53 para sua posterior degradacdo, desta forma
impedindo seu acumulo em células normais (36). Uma regido rica em
prolina também estd presente nesta regidao amino-terminal (37). O
dominio de ligagdo ao DNA, central, estd localizado entre os
aminoacidos 102-292 (38). Cerca de 90% das mutacdes do gene p53
ocorrem nesta regido (39). A regiao carboxi-terminal contém o dominio
de oligomerizacao (40) com sinais de localizacao nuclear (SLN) e
envolvido na tetramerizacdo da molécula e o dominio regulatério
negativo com papel potencial na inibicao da ligacao ao DNA (41) (Figura

2).

INTRODUGAO » 11



. Fosforilagdo

O Acetilagdao

Figura 2 - Estrutura da proteina P53.
O dominio amino-terminal estd representado em laranja e o
dominio de ligacdo ao DNA em azul. Na regido carboxi-terminal, é
representado, em verde, o dominio de oligomerizacdo e em rosa o
dominio regulatério. As figuras em vermelho representam sitios de
fosforilagdo e em amarelo, sitios de acetilagdo da proteina

A proteina P53 existe como um tetramero (dimero de dimero) na
auséncia ou presenca de DNA (42). O tetrdmero pode ocorrer em uma
conformacao latente, inativa para a ligagdgo ao DNA ou numa
conformacao ativa, onde se liga ao DNA (43). A alteragao entre as
formas latentes e ativas € mediada via dominio de tetramerizagao (44).

A estrutura tridimensional tetramérica da proteina P53 (212 kDa)
nao é conhecida devido as dificuldades tanto de cristalizagcdao como de
estudos por ressonancia magnética nuclear (RMN). Até o momento, ha
modelos tridimensionais apenas para os dominios de ligagcdo ao DNA

(45) e de tetramerizagao (46).
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O modelo tridimensional para o dominio de tetramerizacdao mostra
que um mondmero da proteina P53 contém uma cadeia B (aminoacidos
326-333) ligada a uma a-hélice (aminoacidos 335 a 355) por um Unico
aminoacido, altamente conservado, a glicina 334, resultando na forma
de um “V” (30). Trés aminoacidos, Ile332, Phe338 e Phe341 formam um
pequeno cluster na dobra do “V”.

Dois monémeros se associam unindo suas cadeias B e a-hélices de
modo anti-paralelo. Uma regido hidrofdbica é criada na interface entre
0os monomeros e envolve os aminoacidos Phe328, Leu330 e Ile332 da
cadeia B e Phe338, Phe341 e Asn345 da a-hélice. Uma ponte de sal
ocorre entre o aminoacido Arg337 de um mondmero e Asp352 do outro
mondmero.

Dois dimeros interagem via suas o-hélices, mas &ngulos
diferentes entre os dois pares de o-hélices podem existir (47). As
cadeias B estdo externas ao tetramero e seus aminoacidos ndao estao
diretamente envolvidos na associacao entre 2 dimeros (Figura 3). A
interface entre as hélices é principalmente hidrofébica e envolve os

aminoacidos Met340, Leu344, Ala347, Leu348 e Leu350 (48).
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Figura 3 - Modelo estrutural para o dominio de tetramerizagdo da proteina
P53.
A: Dois mondmeros associados formando um dimero. Uma ponte
de sal ocorre entre os aminoacidos Arg337 de um mondomero e
Asp352 de outro mon6mero. B: Dois dimeros interagem via a-
hélices formando um tetréamero. As cadeias P estdo dispostas
externamente. (Figuras obtidas de (A): DiGiammarino et al., 2001
e (B): www.iarc.fr/p53)

1.5 Proteina P53

Propriedades

A proteina P53 foi denominada guardia do genoma em funcao da
sua propriedade de monitorar a integridade do DNA e impedir a
proliferacdo de células com material genético danificado (34). Ela é
instavel, com uma meia vida em torno de 15 a 30 minutos. Sua forma
ativa é rapidamente degradada o que torna extremamente dificil a sua
deteccdo (49). Em caso de lesao ao DNA, seja por agentes fisicos tais
como radiacdo ultravioleta, raios gama ou ainda por produtos quimicos

mutagénicos, hipdxia ou acdo de oncogenes, o gene p53 é ativado,
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levando a um aumento da expressao de sua proteina nas células. Esta
proteina torna-se estavel no nulcleo, onde se inicia ativagao
transcricional ou repressao de genes alvos distintos que contém, em seu
promotor, elementos de ligacdo a proteina P53 e que primariamente
funcionam prevenindo a proliferacao de células lesadas (50).

As mutagoes no gene p53 freqlientemente resultam em acimulo
da proteina, detectado por imunohistoquimica, Western blot ou
citometria de fluxo (51) em células tumorais, devido a um aumento da
sua estabilidade (52). Imunohistoquimica para a proteina P53 pode ser
utilizada como marcador de malignidade em diagndstico citopatoldgico
(53). Embora se considere que 90% das mutacdes possam ser
detectadas por imunohistoquimica, podem ocorrer resultados falso-
positivos, na auséncia de mutacao do gene p53, decorrente do aumento
da transcrigdo em células rapidamente proliferativas ou pela inativagao
de um fator necessario para a degradacao da proteina P53. Resultados
falso-negativos ocorrem e sao decorrentes de mutacdes que produzem
proteinas P53 muito alteradas, que ndo respondem como receptores
nucleares (54).

Em resposta a lesdao ao DNA, a proteina P53 se acumula como
resultado de modificacbes pds-traducdo, por acetilacdo ou fosforilagao.
Fosforilacdo na regido amino-terminal, especialmente nos aminoacidos

Ser!®, Thr!8, Ser?® e Ser®” afetam a interacdo com a oncoproteina Mdms,
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o0 que contribui para a estabilizacdao da proteina P53 (55). Fosforilagdo
na regido carboxi-terminal, envolvendo os aminodcidos Ser®*!® e Ser®9?
aumenta a especificidade de ligagao ao DNA in vitro (56).

A observagao de que agentes lesivos ao DNA induzem a expressao
da proteina P53 nas células levou a definicdo do gene p53 como um
sensor universal de lesdao ao DNA. Enquanto dispensavel para a
viabilidade celular a proteina P53 atua protegendo o genoma do
acumulo de mutagbes. Células que perdem o p53 sao geneticamente

instaveis e predispostas a tumores (57).

1.5.1 Ciclo celular e apoptose

O periodo entre duas divisbes mitéticas define o ciclo celular
somatico. A coordenagao precisa das diferentes fases do ciclo celular é
essencial a todos os organismos eucariontes. O intervalo entre o final de
uma divisdo mitdtica e inicio de outra é chamado intérfase. Este periodo
€ classicamente dividido em 3 estagios: G1 (Gapl), S (synthesis) e G2
(Gap2). A fase em que as células estdo temporariamente ou
permanentemente fora do ciclo celular (quiescentes) é denominada GO.
Durante o estagio G1, as células aumentam em tamanho, sintetizam
RNA e proteinas. Um mecanismo importante de controle do ciclo celular
é ativado durante este periodo (G1 checkpoint) para certificar que todo

material para a sintese de DNA esteja pronto (58). Nutrientes,
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mitdgenos e fatores de crescimento extracelulares induzem a
transcricdo de genes que sdao necessarios para a sintese de DNA e a
célula passa para o estdgio seguinte onde ocorre a replicagdo do DNA
(fase S). Durante o intervalo entre a sintese de DNA e a mitose (G2), a
célula continua a crescer e sintetizar novas proteinas. Ao final deste
intervalo outro mecanismo de controle do ciclo celular (G2 checkpoint)
verifica a necessidade de reparo dos erros da replicacao do DNA antes
da célula entrar em mitose. A perda do controle checkpoint resulta em
instabilidade genémica, acimulo de lesdes no DNA e proliferacdo celular
nao controlada, fendbmenos que tém sido relacionados a progressao
tumoral (58).

A proteina P53 ndo € necessaria para a progressao do ciclo celular
sendo, no entanto, um importante regulador (checkpoint) durante a
progressao G1-S. Radiacdo ultravioleta, oncogenes e substancias
guimicas lesivas ao DNA ativam proteinas como ATM, Chkl e Chk2 que
fosforilam P53 em sitios da regido amino-terminal. Uma vez ativada, a
proteina P53 induz ao aumento da expressdo da proteina p21“PKP um
inibidor do complexo ciclina-quinase (59) e as células sofrem entdo um
bloqueio nesta fase para que seja efetivado o reparo do DNA (49)
(Figura 4).

Células que apresentam o gene p53 mutado e consequentemente

inativacdo da proteina P53, ndo sofrem este bloqueio. Desta forma,
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estas células, geneticamente instaveis, tendem a acumular mutacdes e
rearranjos cromossomicos adicionais, levando a uma rapida proliferagao
de clones de células alteradas contribuindo dessa forma para a
transformacao neoplasica.

Embora a proteina P53 nado seja requerida para o bloqueio em G2,
muitos dos seus genes alvos tém mostrado capacidade de inducdo de
bloqueio nesta fase, incluindo os genes GADD45 (60), p21“P P (61) e
14-3-3 o (62) sugerindo um papel para o p53 no bloqueio em G2.

Quando o reparo do DNA é finalizado, a proteina P53 ativa a
transcricdo de seu proéprio inibidor, a proteina Mdm2, de 90 kDa,
identificada como produto do oncogene mdm2, que sob ubiquinacgao,
transporta a proteina P53 para o citoplasma, onde é degradada (63).
Alguns oncogenes podem estimular a transcricdo de proteinas que se
ligam a Mdm2 e inibir sua atividade (64).

Se o reparo do DNA ndo for satisfatdrio, a proteina P53 dispara o
mecanismo de morte celular programada, a apoptose (65), induzindo a
expressao da proteina pro-apoptotica Bax (66) e inibindo a expressao
da proteina anti-apoptética Bcl-2 (67).

A inativacao funcional do gene p53 constitui um mecanismo que
garante a célula tumoral evadir-se do processo de apoptose, garantindo

a proliferacao de células que nao sofreram reparo do material genético.
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Genes e proteinas envolvidos na fase G1-S do ciclo celular.

A expressdo da proteina p21°?KP induzida por P53 bloqueia o
complexo ciclinaE/CDK2, necessario para progressao do ciclo
celular na fase G1/S. (Adaptado de www.cellsignal.com)

1.6 Inativacao da proteina P53

A proteina P53 é distribuida uniformemente em células normais,

mas em resposta a lesdo ao DNA ou outro tipo de estresse, desloca-se
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para o nucleo ativando genes alvo. A localizagao nuclear da proteina &,
portanto, essencial para a sua fungao como fator de transcrigao.

A funcao normal da proteina P53 pode ser inativada durante a
tumorigénese por mutacado, inibicdo por produtos oncogénicos virais e
por alteracao de localizacao subcelular, sendo a mutacao a forma mais
importante e encontrada em metade de todos os cénceres humanos
(27).

Muitas das mutagOes encontradas no gene p53 estao localizadas
no dominio de ligacao ao DNA, pericialmente nos cédons 175, 245, 248,
273 e 282, ricos em CpG metilados (68). Experimentos demonstram que
a relacdao entre dinucleotideos CpG metilados associados a fatores
mutagénicos exdgenos podem representar um alvo preferencial para
mutagles (69). Mutacdes no dominio de tetramerizagdo também foram
observadas e tem um papel chave na transformacgao celular (70).

Em particular, tem sido demonstrado que monOmeros de P53
mutantes exibem um fendtipo transdominante e s3o aptos a se
associarem com mondmeros de P53 normal e induzir a formagdo de um
hetero-oligdmero inativo (71). Quando ocorre oligomerizacdo da forma
mutante com a normal, a molécula pode ndo se ligar a seqiéncias
especificas do DNA ou até se ligar com pouca afinidade. Desta forma a
proteina sofre reducdao da funcdao e pode nao suprimir a proliferacao

celular e supressao tumoral como esperado.
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Algumas mutagdes no gene p53 refletem a acdo de substancias
quimicas que podem atuar como carcindgenos especificos. Exemplos
esclarecedores do papel de carcindgenos na génese de tais mutacgdes
sao 0s casos observados nos canceres de pulmdo (72) e figado que
apresentam alta prevaléncia das transversdoes G:C (Guanina:Citosina)
para T:A (Timina:Adenina), atribuidas a acdao de benzo[a]pireno e
aflatoxina, respectivamente (73).

A inativacdo da proteina P53 também pode ocorrer através da
formacao de complexo com produtos oncogénicos virais tais como o
antigeno T do SV40 (18) ou a proteina E1B do adenovirus tipo 5 (74).
Adicionalmente, a interacdo com a proteina E6 do papilomavirus
humano resulta em degradacao da proteina P53 (75).

A proteina P53 também pode ser funcionalmente inativada por
seqliestro citoplasmatico anormal em muitos tipos tumorais incluindo
carcinoma coloretal (76) e carcinoma de mama (77). A localizagao
citoplasmatica constitutiva desta proteina nestes tumores esta ligada a
metastase e pouca resposta a quimioterapia (77).

A perda da fungao desta proteina esta de acordo com o modelo de
2 eventos proposto por Knudson (16) sendo tipicamente causada por
mutacao em um alelo e perda do alelo remanescente. Analise molecular
de cancer de célon, por exemplo, revela uma freqléncia elevada de

perda de heterozigose envolvendo o braco curto do cromossomo 17,
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onde se localiza o gene p53 (78). O seqlienciamento do alelo
remanescente mostra freqientemente a presenca de uma mutagao de
ponto (79). Aproximadamente 50% destas mutagOes representam
transicbes G—A nas regides hot spot correspondentes aos cddons 175,
248 e 273 (80). Resultados semelhantes tém sido observados em

cancer de pulmao (81).

1.7 P53 em neoplasias adrenocorticais

Aspectos moleculares envolvidos na tumorigénese do cértex
adrenal tém sido amplamente investigados. Dados relativos a analise de
clonalidade (82-84), hibridizacdo genb6mica comparativa (85-90),
investigacao de alteracdes genéticas especificas, envolvendo os genes
da neoplasia enddcrina multipla (MEN1) (91-93), H19 (94, 95), p57KIP2
(96), receptor de ACTH (97, 98), StAR (99), perda de heterozigose
envolvendo os cromossomos 2 (92), 11 (92, 100) e 17 (101, 102),
assim como a expressao aumentada de IGF2 (100, 103) foram avaliados
na tentativa de se encontrar um marcador genético que pudesse estar
envolvido no processo de iniciacao e/ou progressao tumoral.

Tumores adrenocorticais ocorrem com um consideravel aumento

de freqliéncia em pacientes com a sindrome de Beckwith-Wiedemann
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(104) e em familias com a sindrome de Li-Fraumeni (105), uma rara
doenca familial caracterizada pela alta incidéncia de sarcomas,
carcinomas de mama, tumores do sistema nervoso central, leucemias e
carcinomas adrenocorticais, onde a incidéncia deste tipo de tumor é de
1% (106), (107). Na sindrome de Li-Fraumeni, as familias sao
caracterizadas pela identificagdo de um propdsito com o diagndstico de
sarcoma em idade precoce e dois parentes préximos com cancer antes
dos 45 anos de idade e onde predisposicdo a tumores é sempre
associada a mutacdes germinativas do gene p53 (106). MutagOes neste
gene também sdo encontradas em individuos portadores de tumores
adrenocorticais isolados (108).

Tumores adrenocorticais isolados foram analisados para mutagoes
nos exons 5-8 do gene supressor tumoral p53. Mutagdes localizadas nos
cédons 157, 163 e 273 foram identificadas em 3 de 15 carcinomas
(20%). A mutacdo no cédon 157 foi detectada tanto no tumor primario
quanto nas metastases. Nao foram identificadas mutacdes nos 18
adenomas analisados. Os autores sugerem que inativagcao do gene p53
por mutacao ocorre numa minoria dos carcinomas adrenocorticais
isolados e que estas mutagdes constituem um evento tardio no processo
de transformacgao maligna (109).

A andlise de DNA de sangue periférico de 6 criancas portadoras de

tumores adrenocorticais, sem historico de cancer familial, identificou

INTRODUGAO » 23



mutagdes em 3 de 6 (50%) criangas, nos exons 5, 6, e 7 do gene p53.
Os autores afirmam a importancia do estudo do gene p53 em criangas
portadoras de tumores adrenocorticais (108).

Este gene também foi investigado em 16 tumores adrenocorticais
isolados (5 adenomas e 11 carcinomas) e em duas linhagens celulares
de tumores adrenocorticais. Foram analisados os exons 5 a 8 e
identificadas mutagdes em apenas 3 dos 11 pacientes com carcinomas
adrenocorticais (27%) e em ambas as linhagens celulares (110). As
mutacOes identificadas foram localizadas nos cédons: 151/152, 193 e
248. Também foram detectados rearranjos envolvendo os exons 7 e 8.
Neste estudo a proteina P53 foi detectada por imunohistoquimica
apenas nos carcinomas que apresentavam mutacao do gene p53 (110).

Um estudo em 23 pacientes taiwaneses, portadores de tumores
adrenocorticais, revelou uma freqiiéncia elevada de mutagdes no exon 4
do gene p53, (9 de 15 pacientes com tumores adrenocorticais benignos)
mais freqientemente detectadas nos cédons 100 e 102 (111). Estes
resultados diferiram de trabalhos prévios onde as mutagdes do gene p53
foram pesquisadas apenas nos exons 5 a 8, sugerindo, entao, a inclusao
do exon 4 como regidao hot spot (111). No entanto, estudos posteriores
realizados em 25 pacientes caucasianos (americanos e europeus) nao

evidenciaram a presenca de mutacoes no exon 4 sugerindo que fatores
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étnicos e ambientais teriam sido responsaveis por estas mutacgdes
(112).

A andlise de toda a regido codificadora do gene p53 em 14
criangas com tumores adrenocorticais e sem histérico familial compativel
com a sindrome de Li-Fraumeni (Manchester Children’s Tumor Registry)
evidenciou mutacdes germinativas em 11 pacientes: cédons 152 (6
casos), 158 (3 casos), 213 (1 caso) e 251 (1 caso). Um paciente desta
série, portador de carcinoma adrenocortical, exibia a mutagdao Arg337His
associada a 2 outras mutacdes nos introns 6 e 10 em tecido tumoral,
nao tendo sido possivel determinar se a mutacdo era germinativa ou
somatica (113).

Esta mesma mutacdao também foi identificada em um Unico
paciente de uma série de 268 casos de tumores adrenocorticais.
Entretanto, todos estes casos representavam membros familiares em
gue pelo menos mais de uma pessoa era afetada por cancer antes dos
45 anos de idade (114).

Um outro estudo envolveu a analise da regidao codificadora do
gene p53 em 79 pacientes portadores de tumores adrenocorticais
isolados. Foram observadas mutagdes somaticas em 8 de 14 carcinomas
(cédons 161, 162, 180, 185, 208, 245, P191del e dupla delecao, em

hemizigose, 14571delC + 14575 delG no exon 8) associadas a maior
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expressao das proteinas P53 e P21, ressaltando o papel do gene p53

nesta neoplasia (115).

1.8 Identificacao da mutacao Arg337His no Brasil

O carcinoma adrenocortical em pacientes de grupo pediatrico é
uma forma de tumor rara e representa 0,05 - 0,2% de todos os
canceres infantis. Em adultos, embora também raro em relagdo a outras
neoplasias, € 100 vezes mais prevalente do que em criangas (116). Por
razoes desconhecidas, no grupo pediatrico, a incidéncia de tumores
adrenocorticais nas regides sul e sudeste do Brasil, € aproximadamente
10-15 vezes maior que a incidéncia mundial (117).

A investigagdao de toda a regiao codificadora do gene p53 foi
realizada em 36 criangas com o intuito de estabelecer uma provavel
etiologia genética para a elevada incidéncia de tumores adrenocorticais
na regidao sul do Brasil (117). Neste estudo, uma unica mutacdo,
germinativa, foi identificada em 35 de 36 (97%) criangas portadoras de
tumores adrenocorticais. Esta mutagao caracterizava-se pela
substituicdo do aminoacido arginina por histidina na posicao 337, no
exon 10, no dominio de tetramerizacdo da proteina P53. Nenhuma

destas criancas apresentava histérico familial compativel com a
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sindrome de Li-Fraumeni. Um total de 186 membros familiares de 36
pacientes foi testado para a presenga da mutacgao. Ela foi detectada em
pelo menos um dos pais em 7 casais analisados e em toda a linha
parental portadora da mutacdo. Foi estudado um grupo controle
formado de 22 criancgas, sem historia familial sugestiva de aumento de
incidéncia de tumores, de mesma localizacdo geografica dos pacientes
portadores de tumores adrenocorticais. Um numero adicional de 56
membros familiares do lado parental ndo portador da mutagao também
foi testado para a presenca da mutagao. Tanto este grupo quanto o
grupo controle exibiram seqiéncia normal para o gene p53 (117).

Perda de heterozigose para o locus p53 foi demonstrada em 5 de
6 tumores. A andlise de 4 marcadores polimdrficos, sendo 2
intragénicos: VNTRp53, e p53(CA), e 2 flanqueando o /ocus p53:
D1751832 e D175786 em 17 pacientes portadores de tumores
adrenocorticais e 10 parentes assintomaticos eliminou a possibilidade de
efeito fundador (117). Imunohistoquimica em 8 de 11 tumores
(incluindo as amostras que sofreram LOH) revelou acumulo nuclear de
P53, comparavel ao observado em tumores associados a sindrome de
Li-Fraumeni (117).

Além disto, em todos os ensaios funcionais realizados,
(transativacao, reducao de colonia e apoptose) foi observado que a

proteina mutante retinha atividade funcional normal quando expressa
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em fibroblastos e células de osteosarcoma, e desta forma era
indistinguivel da proteina normal (117).

Comparacdo entre a estrutura desta proteina P53 mutada e a
proteina normal indicaram que, embora ndo idénticas, eram
estruturalmente muito semelhantes (118). Estudos funcionais
demonstraram que variacoes fisioldgicas de pH ocasionam perda da
estabilidade da proteina P53 mutada em comparagdao com a forma
normal. Na proteina normal, o aminoacido Arg na posicdo 337 forma
uma ponte de sal estavel com o aminoacido Asp na posicao 352 de um
mondmero P53 adjacente. A substituicdo do aminoacido arginina por
histidina nesta posicao enfraquece a ponte de sal, sugerindo ser esta
disfungao pH-dependente que leva ao desenvolvimento do tumor
adrenocortical em criangas (118).

Outros experimentos (in vitro) demonstraram que a conversao do
dominio de tetramerizacdo da proteina P53 normal e da proteina
mutante 337His de um estado normal (solivel) para um estado de
fibrilas semelhante a formacdo amildide ocorre em determinadas
condigOes de pH e temperatura (119). Tanto a proteina normal quanto a
forma mutada, quando incubadas em pH 4, por 1 més, 22°C, se
converteram em complexos amildides. Apenas a forma mutada formava
estes complexos em pH 4, 37°C, em 20 horas, mostrando uma

predisposicao maior a alterar sua conformacao. Entretanto, tanto a

INTRODUGAO » 28



proteina normal quanto a proteina mutada retornavam ao estado de
conformacao normal quando a solucdao mudava de pH 4 para 8,5. Os
autores propdem que a predisposicao da proteina mutante em formar
complexos amildides, comparada a proteina normal, pode ser um
possivel mecanismo para o acumulo nuclear da proteina P53 em

tumores adrenocorticais (119).
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2. OBIJETIVOS

Estabelecer a freqléncia da mutacao Arg337His do supressor
tumoral P53 em adultos e criancas portadores de tumores
adrenocorticais e em uma populagao controle.

Correlacionar a presenca da mutacao Arg337His do supressor
tumoral P53 com o comportamento dos tumores adrenocorticais.
Verificar a existéncia de ancestral comum (efeito fundador) para a
mutacdao Arg337His nos pacientes brasileiros com tumores
adrenocorticais.

Analisar a perda de heterozigose para o locus p53 nos pacientes
portadores da mutacao Arg337His do supressor tumoral P53.
Estabelecer o mapa de delegao do cromossomo 17 em pacientes
com tumores adrenocorticais associados ou nao a mutacdo
Arg337His do supressor tumoral P53.

Verificar a ocorréncia de instabilidade cromossémica e
correlaciona-la com o} comportamento dos tumores

adrenocorticais.

OBJETIVOS » 31



CASUISTICA



3. CASUISTICA

Este estudo foi aprovado pela Comissao de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (protocolo de pesquisa No. 720/03).

Foram estudados 71 pacientes (41 adultos e 30 criancas) nao
relacionados, portadores de tumores adrenocorticais isolados, atendidos
no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo. Nenhum dos pacientes selecionados apresentava histdrico
familial compativel com a sindrome de Li-Fraumeni.

Entre os adultos a idade cronolégica média foi de 33,9 + 10,7 anos
(17 a 55 anos). Trinta e sete individuos eram do sexo feminino e 4 do
sexo masculino. Entre as criancas a idade cronoldgica média foi de 3,1 +
3,3 anos (0,6 a 15 anos). Vinte e trés eram do sexo feminino e 7 do
sexo masculino.

Tumores adrenocorticais funcionantes foram identificados em
68/71 (95,5%) dos pacientes. No grupo adulto 21 pacientes

apresentavam sindrome de Cushing, 11 quadro clinico misto (Cushing e
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virilizagao ou Cushing e feminilizacao), 5 virilizagao e 1 feminilizagao. No
grupo pediatrico, 21 pacientes apresentavam virilizagao, 7 quadro clinico
misto (virilizacdo associada a sindrome de Cushing) e 2 com sindrome
de Cushing.

Critérios histopatoldgicos definidos por Weiss (120) foram
utilizados para avaliacdo progndstica e estdo descritos na TABELA 1. A
doenca foi classificada em estadio I a IV de acordo com os critérios
propostos por Sullivan (121), adaptados de Macfarlane (122) (TABELA
2). Um critério preciso de malignidade foi estabelecido pela combinagdo
das seguintes caracteristicas: estadiamento > 3, escore de Weiss > 4,
presenca de metastases ou evolugao fatal.

Estudos prévios tém claramente demonstrado que o critério de
Weiss isolado ndo é util na classificacdao de malignidade dos tumores
adrenocorticais no grupo pediatrico (123). Portanto, malignidade neste
grupo foi considerado de acordo com o estadiamento tumoral ou
evolucao desfavoravel.

Entre os 71 pacientes estudados, 46 foram considerados como
portadores de adenomas e 25 como carcinomas. Os dados clinicos,
histoldgicos e evolutivos relativos aos pacientes encontram-se descritos
nas TABELAS 3 e 4.

Foram também estudados 44 parentes assintomaticos, com idade

variando entre 4 e 60 anos, de 14 pacientes. Um grupo controle foi
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constituido por 160 individuos brasileiros (incluindo 30 criangas),

caucasoides e nao relacionados.
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4. METODOS

4.1 Extracao de DNA

DNA gendmico foi obtido de 71 pacientes, 44 familiares e 160
individuos controle. Em 38 pacientes, o DNA foi obtido de sangue
periférico e de tecido tumoral (21 criancas e 17 adultos). Em 33 casos
foi disponivel apenas DNA de origem tumoral (24) ou de sangue
periférico (9). Um Uunico paciente apresentou tumor adrenocortical
bilateral e DNA gendmico das duas adrenais foi disponibilizado para

estudo.

4.1.1 Sangue periférico

DNA genOmico foi obtido a partir de 15 mL de sangue periférico,
colhidos com 25 mM de acido etileno diaminotetracético (EDTA). A
técnica utilizada foi a de extracdo com sal (salting-out) (124). Estas
amostras de DNA fazem parte do Banco de DNA do Laboratdrio de

Hormonios e Genética Molecular - LIM 42.
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4.1.2 Tecido tumoral

Amostras de tecido tumoral de 46 pacientes foram coletadas
durante o procedimento cirlrgico em microtubos secos, sob condicdes
estéreis. As amostras foram derivadas da porcao central do tumor de
cada paciente, visando minimizar a possibilidade de contaminagdao com
tecido normal. Estas amostras foram entdao preservadas em nitrogénio
liguido até o momento da extracdo de DNA.

A extracdo do DNA genOmico de tecidos preservados em
nitrogénio liquido foi realizada utilizando-se kits comerciais de extracao
de DNA QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) e Wizard ®
Genomic DNA Purification Kit (Promega Madison, USA).

Para os tecidos tumorais preservados em parafina (16 casos)
foram obtidas secgdes equivalentes a 10 ym em microtubos de 1,5 mL.
A estes tubos foi adicionado 1 mL de xilol pré-aquecido em estufa a
95°C. Os microtubos foram agitados e colocados em estufa a 37°C por
30 minutos. Em seguida foram centrifugados por 5 minutos a 15000 x g
e o sobrenadante descartado. Para eliminacao eficaz da parafina os
passos anteriores foram repetidos por mais 2 vezes. As amostras foram
entdao submetidas a duas lavagens com 500 pL de etanol absoluto para
a retirada do solvente organico. Apods cada adicao de etanol absoluto os

microtubos foram centrifugados 5 minutos, a 13000 x g a 4°C e o
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sobrenadante descartado. As amostras foram secas invertendo os
microtubos em papel absorvente. Para a extracao do DNA, a cada
microtubo foi adicionado 20 uL de proteinase K (10 mg/mL) e 480 pL de
solucdo constituida por 2,5 mL de Tris HClI 1M pH 8,0; 500 pyL EDTA
0,5M pH 8,0; 250 uL de Tween 20 e 46,75 mL de agua deionizada. As
amostras foram entdo incubadas por 18 horas a 37°C.

Foram realizadas duas extracdes com 500 pL de fenol-cloroférmio.
Os tubos foram invertidos cuidadosamente e centrifugados 2 minutos a
13000 x g a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novo microtubo e
nova extracdo (v/v) com fenol-cloroférmio foi realizada. Foram
adicionados 40 pL de acetato de sdédio 3M e 1 mL de etanol absoluto
gelado misturando-se delicadamente. As amostras foram mantidas por
24 horas, a -20°C, para precipitacgao do DNA. Em seguida os tubos
foram centrifugados por 10 minutos, a 13000 x g a 4 °C e o
sobrenadante descartado. Os tubos foram invertidos sobre papel
absorvente para secagem do material. Depois de seca, cada amostra foi
ressuspensa em 50 uL de TE 10:0,1 (Tris-HClI 10mM pH 8,0 ; EDTA

0,1mM pH 8,0) e estocadas a -20°C.
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4.2 Reacao de Polimerizacao em Cadeia (PCR)

A reacao de polimerizacao em cadeia (PCR) foi realizada para

amplificagao:

e do exon 10 do gene supressor tumoral p53 em DNA de origem
tumoral e/ou de sangue periférico dos 71 pacientes, em DNA de
sangue periférico de 44 familiares e 160 individuos do grupo

controle para pesquisa da mutacao Arg337His.

e de toda a regido codificadora do gene p53 em DNA de sangue

periférico e tumoral de 4 pacientes.

e de microssatélites para estudo de efeito fundador em DNA de
sangue periférico e tumoral de 22 pacientes portadores da
mutacao, de sangue periférico de 24 parentes de 1° grau e 60

individuos controle.

e de microssatélites para estudo do mapa de delecdao do
cromossomo 17 em DNA de sangue periférico e tumoral de 29

pacientes.

e de microssatélites para analise de instabilidade cromossomica

em DNA de sangue periférico e tumoral de 17 pacientes.

METODOS » 40



As seqléncias dos primers utilizados, temperatura de annealing e
tamanho do fragmento amplificado para a regiao codificadora do gene
p53 estao descritos na TABELA 5.

A localizagdo dos microssatélites no cromossomo, o nucleo de
repeticdo, os primers utilizados, temperatura de annealing e tamanho
dos fragmentos amplificados para os marcadores do cromossomo 17
encontram-se na TABELA 6 e para os marcadores dos cromossomos 2, 9
e 11 na TABELA 7. Os primers sense, utilizados na anadlise de
microssatélites, foram marcados com fluorescéncia (6-FAM™ ou TET™)
na sua extremidade 5.

Em um volume final de 15-50 uL foram utilizados de 100-500 ng
de DNA genbmico, 200 pM de cada desoxinucleotideo (dNTP), 10-30
pmol de cada primer, 0,8-2,5U de enzima Tag DNA polimerase
(Amersham, Pharmacia, Upsala, Suécia) e tampdo de reacgao fornecido
pelo fabricante. A amplificacao foi realizada no termociclador GeneAmp
PCR System 9600 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O
protocolo de amplificacao consistiu de um ciclo de 5 minutos a 94°C
seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 seg, temperatura de annealing
variando de acordo com os primers por 30 seg e 72°C por 30 seg,
seguindo-se um ciclo de extensao final de 72°C por 10 minutos (30

minutos na amplificacdo dos microssatélites).
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Os fragmentos amplificados para a pesquisa da mutacao
Arg337His no gene p53 foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2% contendo brometo de etideo (0,5 pg/mL de gel)
(Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) utilizando-se como
marcador de peso molecular ®X 174/Hae III (Invitrogen, Life
Technology, Gaithersburg, MD, USA). As amostras foram visualizadas
sob transiluminacao em luz ultravioleta e fotografadas com filme
instantaneo preto e branco (Polaroid 667).

Para analise de microssatélites, 2 pL do produto de PCR,
juntamente com 24 uL de formamida Hi-Di'™" (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) e 1 uL de marcador de peso molecular TAMRA 350
ou ROX 350 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) foram
submetidos a eletroforese capilar em seqlienciador automatico ABI
Prism Genetic Analyzer 310 ou 3100 Automated DNA sequencer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e analisados pelo programa de

analise de fragmentos GeneScan.

4.3 Sequenciamento Automatico

Os produtos amplificados do exon 10 em DNA de origem tumoral

e/ou de sangue periférico dos 71 pacientes, em DNA de sangue
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periférico dos 44 familiares e de 60 individuos do grupo controle, para
pesquisa da mutacdo Arg337His, além do produto de amplificacdo de
toda a regidao codificadora do gene p53 em DNA de sangue periférico e
tumoral de 4 pacientes foram submetidos a purificagdo enzimatica
utilizando-se 2 uL de ExoSap-IT (exonuclease I e fosfatase alcalina de
camarao, Amersham Pharmacia Biotech, Cleveland, Ohio, USA) para
cada 5 uL de produto de PCR, por 15 minutos a 37°C, seguido de 15
minutos a 80°C.

A reacao de sequenciamento foi realizada em termociclador
GeneAmp PCR System 9600 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
utilizando-se o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) de acordo com as
recomendacoes do fabricante.

O produto da reacao de sequenciamento foi purificado em colunas
Centri Sep (Princeton Separation, Adelphia, New Jersey, USA) e
submetido a eletroforese capilar e analisado em seqlienciador
automatico ABI Prism 310 ou 3100 Genetic Analyzer Automatic DNA

Sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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4.4 Digestao enzimatica

O produto de amplificagdao para o estudo do exon 10 resulta em
um fragmento de 330 pb. A enzima Hha 1 (GIBCO BRL®, Life
Technology, MD, USA) reconhece a seqiiéncia 5'GCGIC 3' que estd
presente na seqliéncia normal deste exon. A mutagdao Arg337His elimina
o sitio de restricdo da enzima e, portanto pode ser rastreada através de
digestdo enzimatica. O produto de PCR de individuos homozigotos
normais, apds a digestao apresenta 2 fragmentos, 170 e 160 pb,
enquanto que produto de PCR de individuos portadores da mutacdo
Arg337His, em homozigose, nao sofrem digestdao e apresentam um
unico fragmento (330 pb). Produto de PCR de individuos heterozigotos
apresenta fragmentos de 330, 170 e 160 pb.

Digestdo enzimatica para pesquisa da mutagao Arg337His do P53
foi realizada em DNA gendémico de 100 individuos controle. O protocolo
consistiu na adicao de 5 uL de produto de amplificacao do exon 10 a
0,3U de enzima Hha I e 1 uL do tampao fornecido pelo fabricante
(GIBCO BRL®, Life Technology, MD, USA) em um volume final de 10 pL.
O produto de PCR foi digerido por 2 horas a 37°C, submetido a
eletroforese em gel de agarose 2% com brometo de etideo utilizando-se
como marcador de peso molecular ®X 174/Hae 1II e fotografado com

filme instantaneo preto e branco (Polaroid 667).
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4.5 Estudo de microssatélites

Para o estudo de efeito fundador foram analisados 2 marcadores
polimérficos intragénicos (VNTRp53), e P53(CA), em DNA de sangue
periférico e/ou tumoral de 22 pacientes portadores de tumores
adrenocorticais, 24 parentes de 1° grau e 60 individuos do grupo
controle.

Além do marcador intragénico (VNTRp53), foram selecionados
mais 5 (D175926, D1751856, D175942, D1751351 e D175928) para o
estudo do mapa de delecao do cromossomo 17 em DNA de sangue
periférico e tumoral de 29 pacientes portadores de tumores
adrenocorticais.

Estes marcadores se estendem em um intervalo de 135.05 cM
desde a regido 17p13.3 até 17g25.3 e foram selecionados a partir do
Généthon Microsatellite Map Database (http://www.genlink.wustl.edu).

Para a analise de instabilidade cromossémica, em 17 pacientes,
foram selecionados marcadores localizados nos cromossomos 2, 9 e 11
a partir do kit ABI Prism® Linkage Mapping Set (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) que foram submetidos a amplificacdo de acordo

com as especificacoes do fabricante.
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4.5.1 Determinacao da perda de heterozigose

O produto de amplificacdo de cada alelo, analisado através do
software GeneScan, é visualizado graficamente como um pico de altura
correspondente a intensidade da amplificacao (fluorescéncia). Perda de
heterozigose foi definida quando um dos alelos (picos) presente no DNA
do sangue periférico estava ausente no DNA de origem tumoral.
Entretanto, a evidéncia de um padrao de amplificacdo menor, mas nao
ausente de um dos alelos também foi indicativa de perda de
heterozigose.

E possivel estabelecer uma razdo entre o grau de amplificacdo dos
2 alelos presentes no DNA de sangue periférico. Quando esta razao se
mantém semelhante no tumor ndo ha perda de heterozigose (Figura
5A). Por outro lado, uma razao diferente (Figura 5B) é indicativa da
perda de heterozigose, que pode ser avaliada aplicando-se a seguinte

formula:

razao entre amplificagdao dos alelos no tumor

razao entre amplificacao dos alelos no sangue

Valores maiores que 2,0 ou menores que 0,5, indicam a perda de

intensidade de amplificagao de 1 dos 2 alelos no tecido tumoral, quando
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comparado ao sangue periférico, indicando a perda de heterozigose

(LOH).
A B
Size Peak Height
Size Peak Height
167.41 413
169.38 655 171.33 2419
171.34 382 173.29 1361
167.40 — 867 | Tl e
169.47 5§52 173.35 544
171.42 313
Figura 5 - Exemplo de anadlise comparativa entre a amplificacdo de dois alelos

presentes em DNA de sangue periférico (painel superior) e em DNA
de origem tumoral (painel inferior).

(A) auséncia de perda de heterozigose, a razdo entre a
amplificagdo dos alelos em ambos os tecidos é mantida. (B) perda
de heterozigose, a razdo entre a amplificacdo dos alelos nos 2
tecidos ndo se mantém

4.6 Analise estatistica

Os dados referentes a distribuicdo por faixa etaria foram

apresentados em média + DP e intervalo.
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Os dados referentes a associacdo entre os alelos dos marcadores
intragénicos com a mutagdao Arg337His (variaveis independentes) foram
analisados em tabela de contingéncia pelo teste de qui-quadrado
seguidas por teste de Haberman para localizar categorias responsaveis
por valores estatisticamente significativos.

A analise dos dados referentes a instabilidade cromoss6mica foi
realizada em tabela de contingéncia aplicando o teste de qui-quadrado
com correcao de Yates ou teste exato de Fisher.

Em todas as comparacoes foi considerado significativo P < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Presenca da mutacao Arg337His

a. Pacientes com tumores adrenocorticais

O sequenciamento automatico do exon 10 do gene p53 em DNA
de sangue periférico e/ou tecido tumoral de 71 pacientes portadores de
tumores adrenocorticais demonstrou a substituicdo do nucleotideo G
(guanina) por A (adenina), resultando na substituicdo do aminoacido
Arginina por Histidina na posicao 337 da proteina supressora tumoral
P53 em 29 pacientes com tumores adrenocorticais (2, 6, 24, 25, 31, 42-
54, 56-60, 62, 65-68 e 71, TABELAS 3 e 4).

A mutacao Arg337His foi evidenciada em 24 de 30 (80%)
pacientes do grupo pediatrico, sendo 20 portadores de adenomas e 4 de
carcinomas. No grupo adulto, esta mutacao estava presente em 5/41
(12%) pacientes sendo 4 portadores de carcinomas e 1 de adenoma.

Em 38 de 71 pacientes foi possivel o estudo tanto de DNA de

sangue periférico quanto DNA de tecido tumoral. A mutagdo Arg337His
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foi evidenciada, em DNA de sangue periférico, em 21 destes 38 casos.
Perda de heterozigose para este locus estava presente em 18 dos 21
casos (pacientes 24, 42, 43, 46-48, 50-54, 57, 58, 60, 65, 67, 68 e 71,
TABELAS 3 e 4). Os pacientes 2 e 25 nao sofreram LOH e o paciente 44
apresentou a mutacao em homozigose em DNA de sangue periférico.
Nos demais pacientes (33/71 casos) a mutacao Arg337His foi observada
em hemizigose em DNA de tecido tumoral (1/24 casos) e em

heterozigose no DNA de sangue periférico (7/9 casos).

b. Familiares Assintomaticos e Controles

O estudo do exon 10 do gene p53 foi realizado em DNA de sangue
periférico de 44 parentes assintomaticos pertencentes a 14 familias nao
relacionadas. Em 10 familias foi possivel obter DNA de ambos os pais e
demonstrou-se que a mutacao foi herdada de pelo menos um deles. Em
4 familias s6 houve disponibilidade de DNA de apenas 1 dos pais sendo
que estes nao eram portadores da mutagao.

Todos os familiares portadores da mutacao Arg337His, em
heterozigose, ndao desenvolveram quadro tumoral até o momento,
exceto o pai do paciente 67 que desenvolveu um adenocarcinoma de
pulmdo com evolugdao fatal. O DNA tumoral deste caso ndo foi

disponivel.
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A mutagao Arg337His nao foi encontrada em DNA de sangue
periférico de 160 individuos do grupo controle, analisado por
sequenciamento automatico (60 individuos) ou digestao enzimatica (100

individuos) (Figuras 6 e 7).

GRaGige. T EC NeERIELEONET T C GAG CRIC TT C

Figura 6 - Sequenciamento automatico da regido do exon 10 que contém a
mutacao Arg337His, revelando a troca de G>A. As setas indicam
em A: Seqiéncia normal; B: Mutacdo em heterozigose; C. Mutacao
em homozigose
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330bp
Mutante

170/1600p Wild-type

Figura 7 - Digestdo com a enzima Hha I
1: individuo homozigoto para a mutagdo Arg337His, que perde o
sitio de restricdo e exibe um unico fragmento de 330 pb; 2, 4-8:
individuos controle que exibem o padrao normal de restricdo, com
2 fragmentos (170 pb e 160 pb); 3: individuo portador da mutacao
em heterozigose, que perde o sitio de restricdo em 1 alelo e exibe o
fragmento de 330 pb além dos 2 fragmentos normais

5.2 Estudo de microssatélites

5.2.1 Analise de efeito fundador

Para o estudo de efeito fundador foram analisados 2 marcadores
polimérficos intragénicos (VNTRp53), e P53(CA), em DNA de sangue
periférico e tumoral de 22 pacientes portadores de tumores
adrenocorticais e em 24 parentes de 1° grau, além de 60 individuos do

grupo controle.
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Identificamos seis alelos diferentes para o marcador VNTRp53,
variando de 112 a 127 pb. A distribuicdo e a freqliéncia destes alelos
encontram-se na TABELA 8. Cinco deles (117-137 pb) ja haviam sido
previamente descritos (31). Um novo alelo, correspondendo a 112 pb foi
identificado na nossa populacao (125). O alelo correspondente a 122 pb,
contendo 7 unidades de repeticdo, foi identificado em 25 dos 44 alelos
(56,8%) dos pacientes com tumores adrenocorticais associados a
mutacao Arg337His. Analise familial demonstrou associacao deste alelo
com a mutacao Arg337His. Diferentemente, este mesmo alelo foi
encontrado em apenas 22 dos 120 alelos (18,3%) dos individuos
controle (125).

No estudo do marcador P53(CA),, identificamos dezesseis alelos
diferentes variando de 102 a 134 pb (TABELA 8). O alelo de 122 pb foi
encontrado em 24 dos 44 alelos (54,5%) dos pacientes com tumores
adrenocorticais associados a mutacao Arg337His. Este mesmo alelo foi
encontrado em apenas 17 dos 120 alelos (14,2%) dos individuos
controles (125).

A comparacao da distribuicao dos alelos nos 2 grupos (pacientes e
controle) seguida por teste de Haberman indica que os alelos com 122
pb dos dois marcadores VNTRp53 e P53CA foram as categorias

responsaveis pelos valores estatisticamente significativos (P=0,004).
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Andlise destes 2 marcadores evidenciou um mesmo haplétipo,
associado a mutacdao Arg337His, para o locus p53 em 20 de 22 (91%)

dos pacientes brasileiros com tumores adrenocorticais (125).

5.2.2 Mapa de delegcao do cromossomo 17

O estudo de 6 marcadores (D175926, VNTRp53, D17S1856,
D175942, D17S1351 e D17S5928) ao longo do cromossomo 17 foi
realizado em DNA gendmico pareado de 29 pacientes (10 portadores de
carcinomas e 19 de adenomas), dos quais 16 eram portadores da
mutacao Arg337His. Um unico paciente (67) desenvolveu tumor
bilateral e foi analisado DNA de ambos os tumores.

Perda total do cromossomo 17 foi evidenciada em 17 dos 29
(59%) pacientes (12, 24, 37, 40, 42, 43, 46-48, 50, 51, 53, 54, 64, 67,
68 e 71). O paciente 67 exibiu perda da mesma cdpia do cromossomo
17 em ambos os tumores.

Entre os 16 pacientes portadores da mutagao Arg337His, a perda
do cromossomo 17 foi identificada em 13 (81%), sendo 12 do grupo
pediatrico e 1 adulto (Figura 8A). Entre os 13 pacientes que nao
apresentavam a mutacao, 4 (31%) exibiram a perda do cromossomo 17
sendo 3 adultos e 1 crianga (pacientes 12, 37, 40 e 64) (Figura 8B).
Toda a regiao codificadora do gene p53 foi amplificada e submetida a

sequenciamento nestes 4 pacientes e nenhuma mutagdo foi encontrada
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(126). A perda do cromossomo 17 foi identificada em tumores benignos
(11 de 19 casos) e malignos (6 de 10 casos), sendo mais prevalente nos
adenomas.

O paciente 44, portador da mutagao Arg337His em homozigose,
nao exibiu perda de heterozigose para 4 marcadores estudados, sendo
os marcadores VNTRp53 e D1751856 nao informativos. O paciente 41
mostrou perda alélica para o locus VNTRp53 e foi ndo-informativo para

0s outros cinco marcadores (126).
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Mapa de delegao do cromossomo 17 utilizando 6 marcadores
polimorficos. A: 16 pacientes com tumores adrenocorticais
associados a mutacdo Arg337His do gene supressor tumoral p53.
B: 13 pacientes com tumores adrenocorticais ndo portadores da
mutacgdo. Os pacientes 12, 24, 37, 40, 42, 43, 46, 47, 48, 50, 51,
53, 54, 64, 67, 68 e 71 exibiram perda total do cromossomo 17
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5.2.3 Instabilidade cromossomica

A andlise de instabilidade cromossémica foi realizada através do
estudo de 4 marcadores ao longo dos cromossomos 2, 9 e 11 no DNA
dos 17 pacientes (12, 24, 37, 40, 42, 43, 46, 47, 48, 50, 51, 53, 54, 64,
67, 68 e 71) que sofreram perda do cromossomo 17. (126)

Instabilidade cromossomica para estes 3 cromossomos foi
demonstrada em DNA tumoral de 12 pacientes. Perda cromossdmica
total ou parcial envolveu o cromossomo 2 em 8 casos (12, 24, 40, 42,
46, 64, 67 e 68) sendo 5 carcinomas e 3 adenomas, o cromossomo 11
em 12 casos (12, 24, 37, 40, 42, 46, 50, 51, 53, 64, 67 e 68) sendo 7
carcinomas e 5 adenomas. A perda completa do cromossomo 9 foi
exclusivamente observada em carcinomas (12, 24, 37, 40, 51, 53, 64,
67) (TABELA 9) (126), sendo esta associacao estatisticamente
significante (P < 0,001). Instabilidade de microssatélite para qualquer
dos marcadores analisados nao foi observada em nenhum dos DNAs

tumorais em todos os casos analisados.

RESULTADOS » 58



DISCUSSAO



6. DISCUSSAO

A proteina P53 é um fator de transcricdo cuja principal fungao € a
manutencao da integridade do genoma. Mutagdes no gene p53 sao
encontradas em aproximadamente 50% de todos os tumores humanos,
envolvendo mais de 50 tipos celulares ou tecidos, indicando que ha uma
poderosa forca seletiva atuando no sentido de perda de funcao deste
gene durante a progressao tumoral. A grande maioria das mutagdes do
gene p53 descritas em tumores ocorre em quatro areas,
correspondendo aos exons 5 a 8, regidao bastante conservada, o dominio
de ligacdao ao DNA (27, 110, 127).

Neste trabalho estudamos o exon 10 do gene p53 em 71
pacientes portadores de tumores adrenocorticais. Identificamos uma
Unica mutacdo, Arg337His, em 29 (41%) destes pacientes. Esta
mutacdo foi detectada em 24 de 30 (80%) criancas confirmando sua
elevada incidéncia em criangas brasileiras com tumores adrenocorticais

previamente reportada (117). Entretanto, esta mutacdo ndo esta
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restrita ao grupo pediatrico, uma vez que 5 de 41 (12%) adultos com
tumores adrenocorticais apresentaram a mesma mutagao.

Mutacdes no mesmo cédon foram identificadas em diversas formas
tumorais, como osteosarcoma (128), célon (129), pulmdo (130),
gliomas (131), mama (132) e esOfago (133). Entretanto, a mutacao
especifica Arg337His foi somente identificada em tumores
adrenocorticais isolados (113, 117) e em 1 caso associado a sindrome
de Li-Fraumeni (114).

Transicdes G-C para A-T nos dinucleotideos CpG sao consideradas
fonte importante de mutacbes espontdneas em diversas neoplasias
humanas (134). Este mecanismo ocorre em aproximadamente um
quarto de todas as mutagdes somaticas no gene p53 em tumores
humanos (135). Deaminagdo espontanea ou induzida de 5-metilcitosina
no sitio CpG do cdédon 337 pode ter resultado em transicdo G—A,
ocasionando a substituicdo de arginina (CGC) por histidina (CAC) na
proteina.

Esta mutagao ndo foi identificada nos 160 individuos controle (320
alelos) de nossa série indicando que esta mutacdo nao esta difundida na
populacao brasileira, sugerindo sua participacdo no processo de
tumorigénese adrenocortical. Resultado semelhante foi encontrado em

estudo prévio envolvendo criangas da regiao sul do Brasil (117).
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A mutacao Arg337His foi transmitida por pelo menos 1 dos pais
em 10 de 14 familias indicando, claramente seu carater hereditario.
Entre os familiares portadores da mutacdo, ndo houve evidéncia de
surgimento de tumores até os 40 anos de idade. Aparentemente, esta
mutagao confere baixa penetrancia para o desenvolvimento de tumores
adrenocorticais. Um unico individuo masculino, 48 anos, pai do paciente
67, heterozigoto para a mutagao, apresentou adenocarcinoma de
pulmao.

Apenas 3 das 24 criancas portadoras de tumores adrenocorticais
associados a mutacdo Arg337His (51, 57 e 67 TABELA 2)
desenvolveram metastases e/ou 6bito. Entre os 41 adultos, 19
desenvolveram carcinoma, sendo que apenas 3 (24, 25 e 31, TABELA 1)
exibiram a mutacao Arg337His. Estes dados sugerem que esta mutagao
ndo esta relacionada a progndstico desfavoravel na maioria dos
pacientes com tumores adrenocorticais. Contrariamente, a maioria dos
estudos envolvendo outras mutacdes do gene p53 demonstram uma
relacdo positiva entre a presenca de p53 mutado e pior progndstico

(http://www.iarc.fr/p53).

Nos seres humanos, apds 10-15 semanas de gestagdo, a glandula
adrenal fetal é desproporcionalmente aumentada e exibe extraordinario
crescimento e atividade estereidogénica em um compartimento cortical

especializado conhecido como zona fetal. A zona fetal representa 85%
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do cértex adrenal durante o desenvolvimento fetal e suas células exibem
caracteristicas tipicas de células secretoras de esterdides,
principalmente sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-S) (136). Apds
o nascimento ocorre remodelacao significativa do cértex adrenal,
incluindo apoptose da zona fetal pds-natal e zonagdo do cortex definitivo
na puberdade (137).

Nas «criancas portadoras de tumores adrenocorticais, a
manifestacdo precoce da doenca, a predominancia do quadro clinico de
virilizagdo e as feigcdes histopatoldgicas do tumor sugerem que estes
tumores se originam a partir do cortex adrenal fetal (137).

Podemos destacar que a grande maioria (83%) das criancas desta
série foi diagnosticada antes dos 3 anos de idade. Alguns destes
pacientes exibiram histodria de virilizacdo desde o nascimento ou durante
o primeiro ano de vida. E plausivel que a presenca de uma mutagéo
constitutiva do gene p53 aumente a penetrancia dos tumores
adrenocorticais no cértex adrenal fetal, mas ndo no cértex adrenal
definitivo. Em individuos com mutagbes constitutivas no gene p53,
membros de familia com predisposicao a cancer (Li-Fraumeni), tumores
adrenocorticais usualmente ocorrem somente durante a primeira década
de vida (138).

A mutacdo Arg337His esta contida no dominio de tetramerizagao

da molécula P53 e fora da area considerada hot spot, freqlientemente
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estudada. Mutagdes neste dominio tém um papel chave na
transformacao celular (70) e provavelmente deve acarretar em perda de
funcdo por auséncia de estabilidade do tetramero P53. Estudos
funcionais envolvendo o dominio de tetramerizacdo da proteina P53 com
a mutacao Arg337His demonstraram que variagOes fisioldgicas de pH
ocasionam perda da estabilidade da proteina mutada em comparacdo
com a forma normal, sugerindo ser esta disfungao pH-dependente que
leva ao desenvolvimento do tumor adrenocortical em criancas (118).

Em funcao da forte associacdao entre mutacdes no gene p53 e
diagndstico de tumores adrenocorticais o estudo deste gene deve ser
considerado. Entretanto, apenas as regides consideradas hot spot tém
sido estudadas na busca de alteragdes somaticas ou germinativas deste
gene em pacientes portadores de tumores adrenocorticais de outros
paises (139). Novos estudos moleculares envolvendo o exon 10 do gene
p53 em pacientes com tumores adrenocorticais poderao elucidar se a
mutacao Arg337His do P53 representa um defeito genético de ampla
prevaléncia.

Demonstramos a co-segregacao entre dois alelos distintos,
intragénicos e a mutacdo Arg337His em pacientes brasileiros com
tumores adrenocorticais. As freqliéncias alélicas foram
significativamente diferentes entre os pacientes portadores da mutacao

e individuos controle. Estes dados sugerem que a mutacao Arg337His
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originou-se de um ancestral comum. Contrariamente, um estudo
brasileiro, prévio, estudando 2 marcadores flanqueando o /ocus p53
(D1751832 e D175786) e 2 marcadores intragénicos, em 17 criangas
portadoras de tumores adrenocorticais nao evidenciou uma origem
comum da mutagao Arg337His (117).

A andlise do DNA de sangue periférico e de origem tumoral de
nossos pacientes demonstrou elevada incidéncia (86%) de perda de
heterozigose envolvendo o gene p53. Este resultado estd de acordo com
o modelo classico de atuacao do gene supressor tumoral, onde para sua
inativacdo, um alelo mutado é herdado e o alelo remanescente é
perdido, seja por um mecanismo de delecdo ou por sofrer um segundo
evento mutacional (140).

Perda de heterozigose é uma das alteracbes genéticas mais
comumente observadas em tumores humanos. Muitos mecanismos
basicos tém sido considerados para explicar a perda de heterozigose:
nao disjuncdo mitética, perda de um segmento cromossémico resultante
de um evento de delecdo, recombinacdao mitética entre dois
cromossomos homodlogos, recombinacao entre 2 cromossomos ndo
homologos (translocacdo) e conversdao génica (141). Sabe-se que estas
alteragdes cromossdmicas sao requeridas para a transformagao maligna.

Muitas investigacdes tém se concentrado em definir regides minimas de
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perdas de cromossomos especificos em varios tumores num esforco de
identificar envolvimento de possiveis genes supressores tumorais (141).

Perda de alelos na regiao 17p foi primeiramente demonstrada em
tumores adrenocorticais malignos e suas metastases, mas ndao em
tumores benignos do cértex adrenal (101). A presenca de aberracdes
cromossOmicas detectadas por hibridizacdo genOmica comparativa
revelou perdas envolvendo o cromossomo 17p em aproximadamente
50% dos carcinomas adrenocorticais, sugerindo que esta regiao pode
conter genes com papel relevante no desenvolvimento destes tumores
(85, 90). Resultados semelhantes foram obtidos em estudos envolvendo
tumores de mama, coélon, pulmdo, glioblastomas e carcinomas
adrenocorticais (142-144).

AlteracOes genéticas como perda de heterozigose envolvendo os
cromossomos 17p13 e 11pl1l5 associadas a expressdao aumentada de
IGF2 foram associadas a malignidade em tumores adrenocorticais
isolados (145) sendo a perda de heterozigose para 17p13 o melhor
preditor de sobrevida curta livre de doenca com um significado
prognostico independente (145).

No presente estudo analisamos a perda do cromossomo 17 em
DNA de tecido tumoral de 29 pacientes brasileiros com tumores
adrenocorticais benignos e malignos incluindo 16 pacientes com a

mutagao Arg337His. Uma freqiéncia elevada (81%) de perda completa
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do cromossomo 17 foi evidenciada nos pacientes com a mutacao
Arg337His.

Em tumores de célon, é freqlientemente observada mutacao em
um alelo do gene p53 e perda do alelo remanescente em fungao da
perda do braco curto do cromossomo 17. Dados semelhantes foram
observados em tumores de pulmado, mama e cérebro (26). Estes dados
suportam a hipdtese de que o alelo normal do p53 inibe a progressao
tumoral e a sua remogao seria a pressao seletiva que leva a perda do
cromossomo 17 nestes tumores (146). De maneira semelhante, esta
hipdtese poderia explicar a incidéncia elevada de perda do cromossomo
17 associada a mutacdao Arg337His nos tumores adrenocorticais desta
série.

Em quatro pacientes deste estudo, sem a mutagao Arg337His e
com perda do cromossomo 17, nenhuma mutagao foi encontrada apds
sequenciamento de toda a regidao codificadora do gene p53. Estes dados
sao semelhantes a um estudo em que a perda do cromossomo 17p, sem
evidéncia de inativacao de P53, foi encontrada em metade dos pacientes
portadores de leucemia mieldide crbnica, sugerindo que a perda do
braco curto do cromossomo 17 precedeu a inativagao de P53 (147).

Em nosso estudo, a perda total do cromossomo 17 ocorreu tanto

em tumores benignos quanto malignos, sendo mais prevalente em
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adenomas, mostrando que nao ha correlacdo entre perda do
cromossomo 17 e agressividade tumoral nestes pacientes (126).
Hibridizacdo gendmica comparativa (CGH) tem sido usada em
citogenética molecular e permite identificar ganhos ou perdas de
material cromossdmico em DNA de origem tumoral. Em 22 tumores
adrenocorticais de individuos adultos foi observado que carcinomas
adrenais freqientemente exibiam perdas envolvendo os cromossomos
2, 11g e 17p assim como ganho nos cromossomos 4 e 5 (85). Utilizando
a mesma metodologia, ganho de material cromossémico, principalmente
da regiao 9934 foi observado em 8 de 9 tumores adrenocorticais
isolados (3 adenomas e 6 carcinomas) de criancas brasileiras (87).
Amplificagao desta mesma regiao foi confirmada em tumores
adrenocorticais de criangas inglesas (88). Estes resultados nao foram
observados em estudos prévios envolvendo tumores de pacientes
adultos (85), sugerindo diferencas genéticas na formagao dos tumores
entre adultos e criancas (87). Entretanto, instabilidade cromossdémica
tem sido observada tanto em tumores adrenocorticais benignos quanto
malignos, indicando defeitos no controle do ciclo celular (89).
Anormalidades envolvendo o braco curto do cromossomo 11 tém
sido implicadas na progressao dos tumores adrenocorticais. Dados
publicados indicam o envolvimento desta regiao em etapas tardias da

tumorigénese adrenocortical, associada a transicao de estagio benigno
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para maligno e pode com isso ser utilizada como marcador para uma
melhor avaliacao diagndstica e prognostica dos tumores adrenocorticais
(103). Neste cromossomo esta localizado o gene IGF2 (locus 11p15)
que é sujeito a imprinting materno. Perda do alelo materno com
duplicacdo do alelo paterno deste locus foi freqientemente encontrada
em tumores adrenocorticais, particularmente em tumores malignos
(100, 116).

Baseado nestes estudos, investigamos LOH para 0os cromossomos
2, 9 e 11 entre os pacientes que exibiram perda do cromossomo 17
utilizando marcadores polimérficos ao longo destes 3 cromossomos.
Observamos que entre os 17 pacientes, 5 (29%) perderam apenas o
cromossomo 17. Os 12 pacientes restantes perderam mais de um
cromossomo. Perda dos cromossomos 2 e 11 foi evidenciada tanto em
tumores benignos quanto malignos. A perda do cromossomo 9 ocorreu
exclusivamente nos carcinomas, embora a perda do brago curto deste
cromossomo tenha ocorrido em um paciente com adenoma (53). A
concomitante perda dos cromossomos 2, 9, 11 e 17 foi encontrada nos
carcinomas adrenocorticais, assim, instabilidade cromossomica
envolvendo 3 ou mais cromossomos pode contribuir para definir
tumores adrenocorticais malignos.

Estudos envolvendo tumores adrenocorticais em adultos e criangas

tem mostrado uma ampla variedade de alteracdes cromossémicas
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(148). Entretanto, certas regidoes do genoma mostram alteragdes
consistentes e entre elas, a regiao 9q34. Muito préxima a esta regidao
(9933.3) se encontra o gene SF-1, pertencente a familia dos receptores
nucleares, atuando como fator de transcricao de genes envolvidos na
determinacao e diferenciagcao sexual, participacdao em todos os setores
do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal-gonadal, regulando a producao dos
hormonios esteroidais (149). Um recente trabalho, utilizando a
metodologia de FISH, evidenciou aumento no numero de copias desta
regiao em 8 de 9 tumores analisados (147). Entre os tumores que
evidenciaram ganho de material, 6 deles exibiram 4 ou mais cépias do
gene SF1 em até 30% das células. Estes resultados estavam de acordo
com resultados prévios, onde estes mesmos tumores exibiram ganhos
envolvendo a regiao 9q (87). Os autores relatam, entretanto, que o
gene SF1 pode ndo ser o Unico gene amplificado desta regido. Outros
genes, incluindo VAV2, TGFBR1, TNF, podem também estar envolvidos
na tumorigénese adrenocortical (147).

Em nosso trabalho encontramos uma forte associacao de perda do
cromossomo 9 exclusivamente nos tumores malignos. Estes resultados,
fortemente indicam a presenca de genes envolvidos no processo de
tumorigénese adrenocortical nesta regiao cromossémica.

A instabilidade cromossOmica é essencial para o desenvolvimento

de muitos tipos de neoplasias humanas. Isto ocorre em funcao da
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inativacao de genes e proteinas que protegem o genoma por detectar e
reparar lesao ao DNA. Mecanismos celulares, em especial a apoptose,
gue usualmente eliminam células com DNA alterado estao
freqientemente comprometidas em células tumorais; como resultado,
temos a sobrevivéncia de uma célula mutante e possivel multiplicacdo

de descendentes similarmente mutados (1).
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7. CONCLUSOES

Confirmamos a elevada freqténcia (80%) da mutacdo Arg337His do
supressor tumoral P53 em criancas com tumores adrenocorticais.
Esta mutacdo também foi evidenciada em pacientes adultos, porém

em menor freqléncia (12%).

A auséncia da mutacdao Arg337His do supressor tumoral P53 na
populacdo controle sugere que esta alteracdo genética nao

representa um polimorfismo comum na populagao brasileira.

A presenca da mutacao Arg337His do supressor tumoral P53 nao foi

associada ao comportamento maligno dos tumores adrenocorticais.

A presenca da mutacao Arg337His do supressor tumoral P53 nos
parentes assintomaticos dos pacientes com tumores adrenocorticais
indica o carater hereditario desta alteracdo genética, porém com

baixa penetrancia.
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A co-segregacao de marcadores polimorficos localizados no gene p53
com a mutacao Arg337His evidenciaram um mesmo haplétipo
indicando uma origem comum para esta mutagao (efeito fundador).6.

Perda de heterozigose para o locus p53 foi verificada em 86% dos
pacientes com tumores adrenocorticais portadores da mutagao

Arg337His, indicando a inativacao bialélica do gene p53.

Perda do cromossomo 17 associado a mutacdo Arg337His foi
freqientemente observada (81%) em pacientes com tumores

adrenocorticais e ndo foi Util como marcador de malignidade.

A perda do cromossomo 17 foi freqlientemente associada a
instabilidade cromoss6mica envolvendo os cromossomos 2, 9 e 11. A
perda concomitante de 3 ou mais cromossomos correlacionou-se com

o0 comportamento maligno dos tumores adrenocorticais.
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8. ANEXO A - TABELAS

TABELA 1 - CRITERIOS DE WEISS

1 Grau nuclear III ou IV

> 5 mitoses/50HPF (objetiva 40x) analisando 10 campos ao acaso em uma

2 area de maior nimero de mitoses em 5 laminas com maior nimero de
mitoses.
Presenca de figuras de mitose atipicas (distribuicdo anormal de cromossomos
3 ou numero excessivo de fuso mitotico).
4 Células claras ou vacuoladas em 25% ou menos da area tumoral.
Arquitetura difusa (mais do que 1/3 do tumor formando camadas de células
5 sem padrao). Arquitetura trabecular, em corddo, coluna ou alvéolar ndo é
considerada difusa.
6 Necrose microscopica.
Invasdo venosa (veias devem ter musculatura lisa na parede; células tumorais
7 formam projecdes polipdides, em grupos ou camadas, na luz do vaso ou
trombos tumorais polipdides cobertos por camada endotelial).
Invasdo sinusoidal (sinusoide é um vaso endotelial alinhado na glandula
8 adrenal com pouco tecido de sustentacdo; considere sémente sinusoides
dentro do tumor).
9 Invasdo capsular (redes ou corddes de tumor se estendendo para dentro ou

através da capsula com uma reagdo estromal), completa ou incompleta.

O critério de Weiss é utilizado da seguinte forma: 1 para o critério presente e 0 para o critério
ausente. Escore de 4 ou mais sugere malignidade (Weiss et al., 1984)
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TABELA 2 - ESTADIAMENTO DO CARCINOMA ADRENOCORTICAL

ESTADIO T,N,M DESCRICAO
I T1,NO,MO Tumor < 5cm, restrito a glandula adrenal
II T2,NO,MO Tumor > 5cm, restrito a glandula adrenal
III T1ouT2, N1,MO Tumor restrito a glandula adrenal com envolvimento de
T3,NO,MO linfonodos locais, ou tumor se estendendo a partir da glandula
adrenal, mas ndo invadindo érgdos adjacentes
v T3 OU T4,N1,M0 Tumor se estendendo a partir da glandula adrenal, invadindo

ou qualquer T,M1

o6rgaos adjacentes e envolvendo linfonodos locais ou qualquer

tumor com metastase.

T, Tumor; N, linfonodo; M, metéstases; 0, negativo (Sullivan et al., 1978 adaptado de

MacFarlane, 1958)
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TABELA 3 -

DADOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS DOS ADULTOS

PORTADORES DE TUMORES ADRENOCORTICAIS

PACIENTE IDADE SEXO S.E. ESTADIO TUMOR WEISS SEGUIMENTO TERAPEUTICA DIAGNOSTICO
(Anos) (a) (Anos)
1 29 M C v 665 8 Obito adrenalectomia + nefrectomia Carcinoma
0,4
2% 36 F C II 15 1 5 adrenalectomia Adenoma
3 18 F C I 20 2 5,4 adrenalectomia Adenoma
4 52 F C II 15 2 4 adrenalectomia Adenoma
5 37 F C I 20 0 0,5 adrenalectomia Adenoma
6* 34 F Y III 1350 6 20 adrenalectomia + nefrectomia Carcinoma
7 52 F NF v - - Obito adrenalectomia + nefrectomia + Carcinoma
0,9 esplenectomia + ectoposide
8 17 M Fe/C III 165 7 0,75 adrenalectomia Carcinoma
9 33 F C II 15 0 NC adrenalectomia Adenoma
10 22 F C I 15 2 14 adrenalectomia Adenoma
11 35 F V/C I 40 3 3 adrenalectomia Adenoma
12 30 M Fe III 330 4 Obito adrenalectomia + nefrectomia + mitotane Carcinoma
1
13 29 F C I 20 - 8,8 adrenalectomia Adenoma
14 26 F C I 30 1 3,25 adrenalectomia Adenoma
15 38 F C II 45 1 11 adrenalectomia Adenoma
16 50 F V/C I 35 3 4 adrenalectomia Adenoma
17 37 F C I 15 1 4,1 adrenalectomia Adenoma
18 49 F C I 35 1 2,5 adrenalectomia Adenoma
19 19 F C I11 360 6 9 adrenalectomia + nefrectomia Carcinoma
20 48 F C I 25 0 NC Adrenalectomia Adenoma
21 45 F C ITI 280 7 5 adrenalectomia + mitotane Carcinoma
continua
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continuacdo

PACIENTE IDADE SEXO S.E. ESTADIO TUMOR WEISS SEGUIMENTO TERAPEUTICA DIAGNOSTICO
(Anos) (9) (Anos)
22 34 M C I 25 1 2,75 adrenalectomia Adenoma
23 40 F NF I 10 1 9,5 adrenalectomia Adenoma
24* 18 F V/C v 1000 6 Obito adrenalectomia + nefrectomia Carcinoma
0,8
25% 23 F V/C v 555 6 Obito adrenalectomia + cirurgia metastase Carcinoma
1 pulmonar + mitotane, cisplatina e
ectoposideo
26 32 F \ v 190 4 8 adrenalectomia + nefrectomia + mitotane Carcinoma
+ pancre + ganglio
27 29 F V/C II1 550 - Meta pul Adrenalectomia + nefrectomia + Carcinoma
1 esplenectomia
28 55 F C I 23 2 3 adrenalectomia Adenoma
29 45 F NF ITI 18 4 1 adrenalectomia bilateral + esplenectomia Carcinoma
1380 + mitotane
30 37 F C I 20 - NC adrenalectomia Adenoma
31* 26 F Vv/C - 960 8 Obito Adrenalectomia + nefrectomia + ganglio Carcinoma
0,6 + mitotane
32 17 F Vv/C 1AV 825 4 7 adrenalectomia Carcinoma
33 18 F Vv/C v 350 7 Meta fig adrenalectomia + nefrectomia + ganglios Carcinoma
14 + lisodren
34 35 F Vv/ClVv 2600 - Obito adrenalectomia + nefrectomia + mitotane  Carcinoma
1,1
35 34 F V/C III 320 6 Obito adrenalectomia + nefrectomia Carcinoma
1,75
36 24 F C I 15 1 8,4 adrenalectomia Adenoma
37 22 F 4 ITI - 7 Obito adrenalectomia Carcinoma
0,8
38 39 F C I 17 1 14 adrenalectomia Adenoma
39 42 F C I 15 1 12,5 adrenalectomia Adenoma
40 44 F Y v 120 8 Meta pul adrenalectomia +nefrectomia + mitotane Carcinoma
0,25
41 40 F V 11 478 - 3 Adrenalectomia Adenoma

mutacdo Arg337His; M, masculino; F, feminino; C, sindrome de Cushing; V, virilizagdo; Fe, feminilizacdo; NF, ndo funcionante
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DADOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS DAS CRIANCAS

TABELA 4 -
PORTADORAS DE TUMORES ADRENOCORTICAIS
PACIENTE IDADE SEXO SE ESTADIO TUMOR WEISS SEGUIMENTO TERAPEUTICA DIAGNOSTICO
(Anos) (9) (Anos)

42%* 1,2 M Y I 30 4 10 adrenalectomia adenoma
43%* 2,3 F \ I 5 5 1,25 adrenalectomia adenoma
44* 0,9 F V/C II 60 3 2,6 adrenalectomia adenoma
45% 1 F V/C I 40 1 2,6 adrenalectomia adenoma
46%* 2,1 M Y II 90 4 4 adrenalectomia adenoma
47%* 2 M Y II 135 5 6 adrenalectomia adenoma
48%* 2 F Y I 5 2 7 adrenalectomia adenoma
49%* 0,6 F \ I 40 1 25 adrenalectomia adenoma
50%* 1,3 M V/C I 40 1 6 adrenalectomia adenoma
c 1% 15 Foov/C v 1930 ; Obzito :Str(f;g:iadc;omia + mitotane, cisplatin e carcinoma
52* 1,6 F \ I1I 10 5 2 adrenalectomia carcinoma
53* 2,5 F \ II 55 7 4 adrenalectomia adenoma
54%* 1,6 F \ I - - 4 adrenalectomia adenoma
55 1,7 F V I - 4 9 adrenalectomia adenoma
56* 1,3 F Vv I - - 11,75 adrenalectomia + nefrectomia adenoma
s w6 v owoas 7 NS sdreeaoma b moen SodRTOMS caranoma
58* 2 F \ II 145 1 2,6 adrenalectomia adenoma
59* 2 F Y I 40 6 16 adrenalectomia adenoma
60* 1,6 F V II 388 5 7,6 adrenalectomia adenoma
61 9 M C I 20 2 4 adrenalectomia adenoma
62%* 1,3 F Vv I 11,8 2 8 adrenalectomia adenoma
63 1,8 F Y I 45 2 6 adrenalectomia adenoma

continua
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continuacdo

PACIENTE IDADE SEXO SE ESTADIO TUMOR WEISS SEGUIMENTO TERAPEUTICA DIAGNOSTICO
(Anos) (9) (Anos)

64 6 F Vv/C III 55 7 Ot;to adrenalectomia + nefrectomia carcinoma

65%* 1 M \ I 40 5 13,3 adrenalectomia adenoma

66* 2,5 F Vv I 20 4 18 adrenalectomia adenoma
2,5 4 3 recor Adrenalectomia bilateral. Cirurgia para

67* 2,7 M Vv v ! 8 , . carcinoma
8,5 6 6 metastase pulmonar. Mitotane

68* 2,2 F V/C II 55 2 2 adrenalectomia adenoma

69 2,2 F V/C II 55 2 2,2 adrenalectomia adenoma

70 9 F C v 478 7 1,6 adrenalectomia + nefrectomia + mitotane carcinoma

71%* 2,3 F \ I 10 1 1 adrenalectomia adenoma

* mutagdo Arg337His; M, masculino; F, feminino; C, sindrome de Cushing; V, virilizacdo
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TABELA 5 - PRIMERS PARA AMPLIFICACAO DA RFGII\O
CODIFICADORA DO GENE P53: SEQUENCIA,
TEMPERATURA DE ANNEALING E TAMANHO
DO FRAGMENTOS

PRIMERS EXON °C TAMANHO DO
ANNEALING FRAGMENTO
(pb)
5’ TGACCCAGGGTTGGAAGTGTCTCAT 3’ 2.4 52 650
5" GGACAGGAGTCAGAGATCACACATT 3’
5" ATCTGTTCACTTGTGCCCTGACTTTC 3’ 5.6 57 420
5" CAGTTGCAAACCAGACCTCA 3’
5’ CTCCTAGGTTGGCTCTGACT 3’ 7.8 57 640
5" CCTGCTTGCTTACCTCGCT 3’
5" CTCCTAGGTTGGCTCTGACT 3’ 7.9 55 760
5" CAACCAGGAGCCATTGTCTTT 3’
5" GCTGTATAGGTACTTGAAGTGCAG 3’ 10 52 330
5" GATGAGAATGGAATCCTATG 3’
5" GCCTTAGGCCCTTCAAAGCATT 3’ 11 55 1200

5’ TGACCCCAGTAGCCTGCACTGGCGT 3’
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TABELA 6 - CARACTERIZACAO DOS MARCADORES POLIMORFICOS DO CROMOSSOMO 17
MARCADOR LOCUS UNIDADE DE TAMANHO °«C ANNEALING PRIMERS
REPETICAO (pb)

5' GCAGTGGGCCATCATCA 3'
D175926 17p13.3 (CA), 243-260 65

5' CCGCAGAAGGCTGTTGT 3'

5' CTCCAGCCTGGGCAATAAGAGCT 3'
VNTRP53 17p13.1 (AAAAT), 112-137 62

5' CAAAACATCCCCTACCAAACAGC 3'

5' AGGGATACTATTCAGCCCGAGGTG 3'
P53CA 17P13.1 (CA), 102-134 62

5' ACTGCCACTCCTTGCCCCATTC 3'

5' GCTGAGATGGTGCCACTG 3'
D1751856 17p12 (CA), 105-123 60

5' CATGGAAGACAATTTTGCG 3'

5' TGATGCCAAGATTTTTTAC 3'
D175942 17923.3 (CA), 168-176 60

5' GATTCTATTTCCCTAATATACTG 3'

5' CAAAGTCCTAAAGGTGGG 3'
D1751351 17q24.3 (CA), 171-181 60

5' TTTCAGGCAAATAAGGCAG 3'

5' TAAAACGGCTACAACACATACA 3'
D175928 17q25.3 (CA), 135-165 60

5' ATTTCCCCACTGGCTG 3'
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TABELA 7 - CARACTERIZACZ\O DOS MARCADORES
POLIMORFICOS DOS CROMOSSOMOS

2,9E11
MARCADOR L oCUS UNIDADE.‘DE TAMANHO
REPETICAO (pb)
D25S2211 2p25.1 (CA), 236-258
D25S367 2p22.3 (CA), 306-340
D25364 2g32.1 (CA), 230-256
D2S206 2q37.1 (CA), 125-163
D95288 9p24.2 (CA), 132-154
D9S161 9p21.2 (CA), 122-139
D9S273 9g21.11 (CA), 202-222
D9S164 9g34.2 (CA), 84-102
D1154046 11p15.5 (CA), 101-125
D11S905 11p12 (CA), 269-297
D11S4175 11q14.3 (CA), 288-340
D115925 11g23.3 (CA), 260-290

ABI PRISM® Linkage Mapping Set, version 2.5
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
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TABELA 8 -

DISTRIBUICAO E FREQUENCIA ALELICA DOS
MARCADORES POLIMORFICOS INTRAGENICOS
VNTRP53 E P53CA EM PACIENTES PORTADORES
DA MUTACAO ARG337HIS E EM INDIVIDUOS
CONTROLES

ALELOS
(pb)

PACIENTES CONTROLES
(44 alelos) (120 alelos)

VNTRP53

NUMERO (%) NUMERO (%)

112
117
122
127
132
137

0 0 1 0,8
0 0 7 5,8
25 56,8%* 22 18,3*%
11 25 60 50
7 15,9 28 23,3
1 2,3 2 1,7

P53CA

102
104
106
108
110
112
114
116
118
120
122
124
126
128
130
132
134
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0
3
2
5
8
11
14
16
17
15
4
9
8
2
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* P=0,004
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TABELA 9 - INSTABILIDADE CROMOSSOMICA ENVOLVENDO
OS CROMOSSOMOS 2, 9, 11 EM PACIENTES COM
TUMORES ADRENOCORTICAIS ASSOCIADOS A
PERDA DO CROMOSSOMO 17

PACIENTES CROMOSSOMOS

[y
(=3

12*
24*
37*
40%*
42
43
46
47
48
50
51%*
53
54
64*
67*
68
71
Total (%)

e I 0 e © @ ©¢ o o

N [

\‘EID..D-O.EIDDEIEIEI....\Q
[J

EI...D.-U

Boeeennononoooeneenee|N

N
o

* pacientes com carcinoma adrenocortical

o = auséncia de LOH (perda de heterozigose)
e = perda total do cromossomo

ep = perda parcial (brago curto) do cromossomo
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