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RESUMO

Fortes FP. Alteracbes gendbmicas no carcinoma adrenocortical de
pacientes portadores da Sindrome de Li-Fraumeni. Sao Paulo; 2018.

[Tese de Doutorado-Fundacido Anténio Prudente].

A Sindrome de Li Fraumeni (LFS) tem carater autossébmico dominante
associada ao risco aumentado de céncer hereditario. Embora rara no
mundo, no Brasil é frequente devido a ocorréncia de uma mutacio
fundadora, a p.R337H TP53. A ocorréncia de cancer e a idade de
acometimento sdo variaveis mesmo em portadores da mesma mutacao.
Pacientes com mutagdes no gene TP53 podem desenvolver um amplo
espectro de tumores, incluindo o carcinoma adrenocortical (ADR). Os
mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese adrenocortical assim
como os dados epidemioldgicos associados a estes tumores sao pouco
explorados em literatura. Neste estudo, foram coletados e analisados os
dados epidemioldgicos dos ADR incluindo os efeitos de idade, periodo e
coorte utilizando o banco de dados SEER, o qual reune dados de 18
registros de cancer de base populacional dos EUA. Foi avaliado o perfil de
alteragdes genbmicas (CytoScan HD Array, Affymetrix) em ADR de
pacientes com e sem a mutacdo p.R337H. Foi também comparado o perfil
mutacional (sequenciamento do genoma) de trés pacientes (tumor e tecido
normal de 2 adultos e 1 crianga) com ADR portadores da mutagdo TP53
p.R337H. Entre os casos de ADR diagnosticados nos EUA,
aproximadamente 80% ocorreram apds a quarta década de vida. Nas
analises de sobrevida, houve diferenga estatistica (p<0,05) para género,
com uma melhor sobrevida para as mulheres. Pacientes diagnosticados até
os 19 anos e com doenga localizada apresentaram uma sobrevida maior. A
analise genbmica em sete casos revelou 644 alteragbes. Os trés casos
positivos para a mutagao p.R337H apresentaram 175 alteragdes genémicas

(127 ganhos, 27 cnLOH e 21 perdas). Os quatros casos negativos para a



mutacao apresentaram 469 alteragdes (326 ganhos, 63 cnLOH e 80 perdas).
Apesar do pequeno numero amostral, os casos ADR positivos para a
mutacdo TP53 p.R337H apresentaram um baixo nivel de instabilidade
gendmica quando comparados com o0s casos ndo mutados. A analise de
sequenciamento do genoma revelou alteragbes em genes previamente
associados o ADR (como TP53, CTNNB1 e ATRX). Foram identificadas
alteragdes em cinco genes com potencial associa¢gado ao desenvolvimento do
ADR: HBB, MSR1, SH3TC2, LSS e ABCA4. Apesar do pequeno numero
amostral, foram identificados novos genes que podem estar associados ao
ADR, no entanto esses achados deverdo ser confirmados em estudos

conduzidos em um grupo amostral maior.



SUMMARY

Fortes FP. [Genomic alterations profile in adrenocortical carcinoma of
Li-Fraumeni Syndrome patients]. S&do Paulo, 2018. [Tese de Doutorado-

Fundagao Antbnio Prudente].

Li-Fraumeni syndrome (LFS) is an autosomal dominant disease with high
risk to develop hereditary tumors. Although LFS is a worldwide rare disorder,
in Brazil its incidence is higher due to the occurrence of a founder mutation,
TP53 p.R337H. The cancer occurrence and age of onset are variable even
considering patients with the same mutation. Patients carrying TP53
mutations can develop a large spectrum of tumors, including the
adrenocortical carcinoma (ADR). The main molecular mechanisms and the
epidemiological factors associated with these tumors are poorly explored in
literature. In this study, epidemiological data of ADR were collected and
analyzed, including the effects of age, period and cohort. The SEER
database, which collects and publishes cancer incidence and survival data
from 18 cancer registries from the USA, was used for this analysis. The
genomic profile (CytoScan HD Array, Affymetrix) of ADR positive or negative
for TP53 p.R337H was also investigated. Furthermore, the mutational profile
(Whole Genome Sequencing- WGS) of three ADR patients (normal and
tumor samples - 2 adults and 1 pediatric case), all of them positive for TP53
p.R337H mutation, were analyzed. Approximately 80% of the ADR cases
diagnosed in the USA developed after the fourth decade of life. In the
survival analyses, a statistical difference (p <0.05) was observed for gender,
with women showing better survival. Patients diagnosed up to the age of 19
and with localized disease presented better survival. The genomic analysis of
seven cases revealed 644 genomic alterations. The three TP53 p.R337H
positive cases showed 175 genomic alterations (127 gains, 27 cnLOH and
21 losses). The four negative mutated cases presented 469 alterations (369

gains, 63 cnLOH and 80 losses). Despite the small set of samples, mutated



cases presented lower level of chromosome instability compared to cases
not carrying this mutation. The WGS analysis identified alterations in genes
previously associated with ADR (as TP53, CTNNB1 and ATRX). In addition,
five genes (HBB, MSR1, SH3TC2, LSS and ABCA4) potentially associated
with the development of ADR were identified. This study revealed new genes
that might be associated with ADR. However, further analysis are necessary

in a larger number of samples to confirm our findings.
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1  INTRODUCAO

1.1 A SINDROME DE LI-FRAUMENI

A Sindrome de Li-Fraumeni (LFS, do inglés Li-Fraumeni syndrome;
OMIM #151623) é caracterizada pela predisposi¢cao hereditaria ao cancer. A
LFS foi descrita em 1969 por Frederick Li e Joseph Fraumeni. Os autores
descreveram uma nova sindrome hereditaria ao cancer a partir da
observagdo de prontuarios médicos de criangas diagnosticadas com
rabdomiossarcoma, as quais tinham também outros membros da familia
acometidos por cancer (LI e FRAUMENI 1969a e b).

O primeiro critério clinico da sindrome, foi definido como “classico” (LI
et al. 1988) e a partir dai diversos outros critérios foram descritos (BIRCH et
al. 1994; EELES 1995; CHOMPRET et al. 2001; TINAT et al. 2009). O mais
recente & conhecido como “Chompret revisado” e é considerado o critério de
maior utilidade clinica (BOUGEARD et al. 2015). Os parametros que definem

os critérios da LFS estio descritos no Quadro 1.



Quadro 1 - Critérios clinicos para diagndstico da LFS.

Critério

Descricdo

Referéncia

Classico Li
e Fraumeni

Sarcoma na infancia ou em idade jovem (antes dos 45
anos) e familiar de 1° grau com qualquer cancer em idade
jovem (antes dos 45 anos) e familiar de 1° ou 2° grau que
tenha o diagnéstico de cancer em idade jovem (antes dos
45 anos) ou sarcoma em qualquer idade.

Ll et al.
1988

Variante
Birch

Cancer na infancia ou sarcoma, SNC ou ADR antes dos 45
anos e familiar de 1° ou 2° grau com céancer tipico da
sindrome de Li- Fraumeni em qualquer idade e familiar de
1° ou 2° grau com qualquer cancer antes dos 60 anos de
idade.

BIRCH et al.
1994

Eeles

E1l: Presenca de dois familiares de 1° ou 2° grau com
tumor tipico em qualquer idade (sarcoma, cancer de mama,
tumor SNC, leucemia, ADR, melanoma, cancer de prostata,
cancer pancreatico)

E2: Sarcoma em qualquer idade no paciente indice com
dois dos seguintes tumores (podendo estar presentes no
mesmo individuo): cancer de mama (pacientes com idade
inferior & 50 anos) e/ou tumor SNC, leucemia, ADR,
melanoma, cancer de prdstata e pancreas (pacientes com
idade inferior a 60 anos) ou sarcoma em qualquer idade.

EELES
1995

Chompret

Sarcoma, SNC, ADR ou cancer de mama antes dos 36
anos e familiar de 1° ou 2° grau com cancer antes dos 46
anos ou familiar com multiplos tumores primarios em
qualquer idade.

Multiplos tumores, incluindo dois que sejam do tipo
sarcoma, ADR, mama ou SNC com o primeiro tumor
diagnosticado antes dos 36 anos, independente da histéria
familiar, ou ADR em qualquer idade independente da
histéria familiar.

CHOMPRET
etal.
2001

Chompret
Modificado

Paciente indice com cancer tipico da sindrome de Li-
Fraumeni antes dos 46 anos e familiar de 1° ou 2° grau
com cancer tipico da Sindrome de Li- Fraumeni antes dos
56 anos (exceto cancer de mama, caso o probando tenha
cancer de mama) ou multiplos tumores.

Paciente indice com multiplos tumores, sendo pelo menos
dois do espectro da LFS e o primeiro antes dos 46 anos ou
ADR em qualquer idade ou cancer de mama antes dos 36
anos sem mutacdo nos genes BRCAL ou BRCAZ2.

TINAT et al.
2009

Chompret
Revisado

Paciente indice com cancer tipico da LFS antes dos 46 anos
€ ao menos um familiar de 1° ou 2° grau com cancer tipico
da LFS (exceto cancer de mama se o probando tiver cancer
de mama) antes dos 56 anos ou com multiplos tumores.
Paciente indice com multiplos tumores (exceto multiplos
casos de cancer de mama), sendo que dois destes devem
pertencer ao espectro LFS e o primeiro deve ter se
desenvolvido antes dos 46 anos.

Paciente indice com ADR, CPC ou rabdomiossarcoma
embrionario de subtipo anaplasico, independente da histdria
familial.

Paciente indice diagnosticado com cancer de mama antes
dos 31 anos de idade.

BOUGEARD
et al.
2015

Legenda: SNC: Sistema Nervoso Central;

Carcinoma de Plexo Coroide.

ADR: Carcinoma Adrenocortical;

CPC:




O aumento dos relatos de familias com a LFS tem permitido a
identificacdo de um espectro mais amplo dos tumores associados ao
fendtipo e com isso, os critérios utilizados para a categorizagdo destas
familias tém também sofrido modificagdes. Os tumores pediatricos mais
frequentes associados a LFS sdo os carcinomas adrenocorticais (ADR),
sarcomas de partes moles (SPM), osteossarcomas e tumores do sistema
nervoso central (SNC). Nos jovens e adultos (16-51 anos), os tumores mais
frequentes sdo o cancer de mama na pré-menopausa, SPM e
osteosarcomas. Ja nas idades mais avangadas (acima dos 51 anos), os
tumores mais frequentes sdo os pancreaticos e de prostata (BOUGEARD et
al. 2015; AMADOU et al. 2017).

Além dos tumores que fazem parte do espectro da LFS, outros podem
ocorrer em uma idade mais precoce do que a esperada incluindo aqueles
localizados no coldon e reto, pulmdo, pancreas, melanoma, proéstata, rim,
testiculo, laringe, cabeca e pescoco e ovario (VARLEY et al. 1997;
CHOMPRET et al. 2000; NICHOLS et al. 2001; OLIVIER et al. 2003; WONG
et al. 2006; GONZALEZ et al. 2009; RUIJS et al. 2010).

Estima-se que os pacientes com LFS apresentam 50% de risco de
desenvolver tumores antes dos 30 anos de idade (MALKIN et al. 1990;
BIRCH et al. 2001). Evidéncias em literatura indicam que individuos
portadores desta sindrome e que desenvolveram algum tumor na infancia
sejam mais predispostos a ocorréncia de outros tumores primarios (HISADA

et al. 1998). Notavelmente, o risco relativo de desenvolvimento de um



segundo tumor foi relatado como 83 vezes maior para individuos LFS que
desenvolveram o seu primeiro cancer durante a infancia (MAI et al. 2016).

A LFS tem carater autossbmico dominante. As mutag¢des germinativas
no gene TP53 foram reconhecidas como a principal alteragdo molecular
responsavel pela sindrome (FREBOURG et al. 1991). Aproximadamente
70% (VARLEY et al. 1999) a 80% (OLIVIER et al. 2003) dos pacientes com
espectro classico da LFS apresentam mutagdes em TP53; esse numero
diminui consideravelmente quando se analisa as familias que preenchem os
critérios de Chompret modificado 2009, o qual varia de 18% (BOUGEARD et
al. 2015) a 21% (RUIJS et al. 2010).

O gene TP53, um dos principais supressores de tumor descritos em
literatura, codifica uma fosfoproteina nuclear que atua como um fator de
transcricdo ativado em resposta a diversas formas de estresse celular,
incluindo expressdo oncogénica, dano ao DNA, hipdxia, disfuncao
metabdlica e estresse replicativo, apés o qual implementa respostas
apropriadas para se opor a iniciagao do cancer (PETITJEAN et al. 2007;
APARICIO e EAVES 2009; DEY et al. 2010; FENG et al. 2011; GAMBINO et
al. 2013; AUBREY et al. 2016).

A proteina p53 atua na supressdo da duplicacdo do DNA e da
proliferacdo celular em resposta a danos ao DNA. A ativacdo da proteina
p53 pode resultar em diversas repostas celulares, incluindo apoptose,
senescéncia celular, reparo do DNA, adaptagdes metabdlicas e alteracdes
nas caracteristicas celulares, como a diferenciagdo celular (LANE 1992;

CICALESE et al. 2009; FENG et al. 2011; AUBREY et al. 2016).



O destino da célula apds a ativacao do TP53 é determinado pelo tipo,
duracdo e amplitude do sinal de estresse, bem como pelo contexto em que
ocorre, como por exemplo, o tipo da célula. Além disso, a proteina p53
exerce um controle sobre a homeostase celular no estado estacionario,
mesmo antes da ativagdo causada por sinais de estresse (AUBREY et al.
2016).

As mutagdes somaticas em TP53 sdo encontradas em mais de 50%
dos tumores (LATRONICO et al. 2001). ), enquanto que em ADR s&o
relativamente raras, previamente identificadas em até 33% de todos os
casos (LIBE et al. 2007; ASSIE et al. 2014; PINTO et al. 2017). No entanto,
LIBE e colaboradores (2007) observaram que os tumores de ADR com
mutacdes somaticas eram maiores e também foram associados com
caracteristicas de pior prognostico e menor sobrevida livre de doenga. Em
adicdo, estudos prévios indicaram que a perda de heterozigose do
cromossomo 17p13 parece bastante frequente em tumores adrenocorticais
malignos, identificado em 85% dos casos (GICQUEL et al. 2001; LIBE et al.
2007; PINTO et al. 2015).

Em conjunto, esses achados sugerem que mutagdes somaticas no
gene TP53 pode ser um evento tardio associado a um fendtipo mais
agressivo na progressao do tumor adrenocortical ao passo que a perda de
heterozigose em 17p13 associada a tumores malignos € um potencial
marcador molecular para malignidade tumoral.

O gene TP53, localizado no cromossomo 17p13, € um supressor

tumoral que esta estritamente relacionado a tumorigénese de varios tipos de



cancer e a perda de fungcado pode resultar de eventos mutacionais, perdas
alélicas e alteracdes epigenéticas (LIBE et al. 2007).

Embora cerca de 50% dos tumores ADR pediatricos apresentem
mutagdes germinativas em TP53 (WASSERMAN et al. 2015), apenas 4-6%
dos portadores desta mutacdo desenvolvem tumor (RIBEIRO et al. 2012).
Em adigdo, apenas 3-6% de tumores ADR em adultos apresenta mutagao
germinativa do gene TP53 (HERRMANN et al. 2012; RAYMOND et al.
2013).

Em 2015 BOUGEARD et al. analisaram uma coorte de 322
portadores de variantes em TP53 e demonstraram que a idade média de
desenvolvimento do primeiro cancer ocorre aos 25 anos de idade
(BOUGEARD et al. 2015).

Resultados similares foram demonstrados por MAI et al. (2016) que
avaliaram uma coorte de 286 individuos LFS positivos para mutacbes em
TP53. Os autores relataram um risco estimado de 50% para portadores de
mutagdes germinativas no gene TP53 (mulheres aos 31 anos e homens aos
46 anos) desenvolverem uma ou mais neoplasias. Surpreendentemente, o
risco se aproxima de 70-100% em idades acima de 70 anos para ambos o0s
sexos (MAI et al. 2016).

Em contrapartida, recentemente, houve uma reavaliacido do banco de
dados do International Agency for Research on Cancer (IARC), que é
formado por 2.079 portadores de variantes germinativas em TP53. Segundo
esse estudo, os portadores apresentam 58% de risco de desenvolver um

cancer antes dos 40 anos, sendo que a penetrancia até os 70 anos foi



estimada em 80%. Na infancia e adolescéncia, os homens possuem um
risco maior devido a tumores como SPM e SNC. Ja na fase adulta, a
penetrancia € maior nas mulheres, devido a alta ocorréncia de cancer de
mama, principalmente na faixa etaria de 33 a 36 anos (AMADOU et al.
2017).

A alta variabilidade quanto a pentrancia de cancer nesses individuos
€ relacionada principalmente com o tipo de mutagdo em TP53 apresentada
pelo paciente (AMADOU et al. 2017).

As mutagdes germinativas do TP53 tendem a ocorrer
predominantemente no dominio central de ligagao ao DNA, codificado pelos
éxons 5 a 8 e ainda nos éxons 4 e 9 (OLIVIER et al. 2003). A Figura 1

resume os sitios principais de mutagées no gene TP53.

% dedistribuicio de codon

Cddon

Fonte: BOUAOUN et al. (2016)
Figura 1 - Distribuicdo das mutagcdes germinativas do gene TP53 de acordo

com o cédon (n=27850).



A distribuicdo das mutagdes germinativas no gene TP53 na LFS é
similar ao identificado em tumores, com a maioria das mutagdes agrupadas
dentro do dominio de ligagdo ao DNA (WASSERMAN et al. 2015).

Cerca de 38% das familias LFS sdo diagnosticados com uma das
variantes mais comuns encontras nos hotspots de mutagdes recorrentes,
envolvendo os cédons 175 (R175H), 245 (G245S), 248 (R248Q, R248W),
273 (R273H) e 282 (R282W) (WASSERMAN et al. 2015; AMADOU et al.
2017). As variantes associadas com maior penetrancia sdo as p.R175H,
p.R248W, p.R273H e p.R282W, as quais estdo associadas com um risco de
desenvolvimento de tumores até 50% aos 30 anos de idade. As variantes
p.R213Q e p.T125T apresentam um risco estimado de aproximadamente
20% considerando esta mesma faixa etaria (BOUGEARD et al. 2015;
AMADOU et al. 2017; GUHA e MALKIN 2017).

Foram também relatadas mutagbes intrénicas ou de regides
regulatorias; entretanto, o significado funcional destas alteragbes ainda
precisa ser elucidado. O IARC mantém um banco de mutagdes germinativas
e somaticas em TP53 muito bem estabelecido e de facil acesso (Verséao
R19, atualizado em Agosto de 2018, http://p53.iarc.fr).

A utilizagdo de novas tecnologias de sequenciamento aplicadas para
diversas doencas humanas tem aumentado consideravelmente nos ultimos
anos e permitido a identificagcao de novas mutacodes e alteracdes associadas
ao fendtipo. Essas novas tecnologias de sequenciamento corroboram para o
delineamento de novas estratégias de identificacdo de portadores da LFS.

RANA et al. (2018) relataram que os pacientes testados por painéis de



genes tiveram a idade média de diagndstico do primeiro cancer maior em
homens (25 anos) e mulheres (oito anos) quando comparados aos casos
testados para mutagdes em genes unicos usando as técnicas tradicionais de
sequenciamento. Ademais, os pacientes que foram detectados com
mutagbes germinativas em TP53 (avaliados por target-next generation
sequencing) tiveram uma frequéncia menor de tumores na infancia e de
canceres caracteristicos do espectro da sindrome. Interessantemente, estes
pacientes nem sempre preenchiam os critérios clinicos do diagndstico da
LFS (RANA et al. 2018).

Em um recente estudo, RENAUX-PETEL et al. (2018) relataram uma
frequéncia de 14% de mutagbes de novo em um grupo de 336 pacientes
com LFS, ressaltando que a presenca de histérico familiar de cancer nem
sempre é obrigatorio para o diagndstico da sindrome.

Além disso, com o uso das novas tecnologias de sequenciamento ha
a possibilidade de descoberta de novos genes que podem estar
relacionados a LFS. Por exemplo, foram relatadas variantes no gene CHEK?2
em até 9% de familias com histérico clinico de LFS negativas para mutagdes

em TP53 (RUIJS et al. 2009).

1.2 A SINDROME DE LI-FRAUMENI E A MUTACAO P.R337H

No Brasil, é frequente uma forma variante da LFS devido a ocorréncia

de uma mutagao fundadora no gene TP53, a p.R337H. Esta alteragao é

consequéncia da troca de um unico nucleotideo no cédon 337 (CGC —
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CAC) resultando na substituicdo de uma arginina por uma histidina. O coédon
337 esta localizado no éxon 10 do gene TP53, dentro do dominio de

oligomerizacao (DI GIAMMARINO et al. 2002) (Figura 2).

[p.R337H]

- | .
e ————— &

Ativacao o Oligomerizacdao Regulacao
transcricional Ligacao ao DNA

Figura 2 - Esquema representativo dos diferentes dominios da proteina p53
(representacdo sem escala). A p.R337H encontra-se fora do hotspot de

mutacdes (dominio de ligacdo ao DNA).

O alelo R337H codifica uma proteina com uma mutacdo no dominio
C-terminal. A histidina na posi¢cao 337 ndo age com uma ponte doadora de
hidrogénio intermolecular quando o ambiente celular é alcalino e em altas
temperaturas. Esta alteracdo de prétons, devido a substituicdo de arginina
pela histidina afeta ponte com o aminoacido 352 resultando em tetrameros
de p53 instaveis e eventualmente resultando em perda da funcdo da
proteina (DiGiammarino et al. 2002). Estudo prévio demonstrou que as
propriedades de transcricdo da proteina p.R337H (usando cDNA) nao
estava alterada em ensaios de ativagdo de gene reporter em condigdes
fisiologicas (Ribeiro et al. 2001).

Em 1999, a mutagéo p.R337H do gene TP53 foi descrita pela primeira

vez em um paciente pediatrico com carcinoma adrenocortical (ADR)
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(VARLEY et al. 1999). Em 2001, RIBEIRO et al. identificaram a presenca da
mutacgao germinativa p.R337H em 35 de 36 criangas com ADR provenientes
de 28 familias da periferia de Curitiba, PR. Neste estudo, os autores
relataram n&o haver aumento do numero de casos de cancer na familia dos
individuos portadores desta mutacdo. No entanto, descreveram a ocorréncia
de casos de cancer de mama, leucemia e cancer colorretal em parentes de
primeiro e segundo grau. A partir deste estudo, ficou caracterizada uma forte
associagcado entre a mutagdo germinativa p.R337H no gene TP53 e o alto
risco para o desenvolvimento de carcinomas adrenocorticais em criangas da
regiao sul do Brasil (RIBEIRO et al. 2001).

O acumulo excessivo da proteina p53 no nucleo da célula tumoral do
cortex da adrenal, no qual ocorre alto indice de remodelamento tecidual no
periodo neonatal e em criangas, corroborou inicialmente para a hipotese
proposta por RIBEIRO et al. (2001), que propuseram que essa mutacgao era
tecido-especifica. Entretanto, diversos estudos comprovaram que os
portadores da mutacdo p.R337H podem desenvolver todo o espectro de
tumores caracteristicos da LFS, além de outros tumores especificos, tais
como carcinomas de plexo cordide pediatrico (CPC) (SEIDINGER et al.
2011) e neuroblastoma (NB) (SEIDINGER et al. 2015). E relatado também
uma forte associacdo da mutacdo com o desenvolvimento de cancer de
mama em idade jovem (ASSUMPCAO et al. 2008; GIACOMAZZI et al.
2014). Essa diversidade fenotipica, apesar da presenga da mesma mutagao

no gene TP53, sugere que outras variagdes somaticas ou germinativas
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podem ter um papel importante no tipo e risco de desenvolvimento do tumor
assim como na idade de seu aparecimento.

A mutacdo p.R337H foi inicialmente avaliada em estudo conduzido
por KATO et al. (2003). Neste estudo, a alteragdo missense foi considerada
patogénica apos ensaio de transativagao de levedura (KATO et al. 2003).
Posteriormente, foram realizados estudos bioquimicos e estruturais para
avaliar o efeito mutagénico da proteina frente a ocorréncia da alteracéo
p.R337H. Foi verificado que a p.R337H formava oligdmeros somente se
houvesse condi¢cdes especificas de pH (DI GIAMMARINO et al. 2002). A
ocorréncia de pH intracelular alcalino (acima de 7,0) e/ou temperatura acima
de 36,5°C resultava na perda da funcédo da p53, alterando as propriedades
funcionais da proteina de forma pH-dependente (DI GIAMMARINO et al.
2002; HAINAUT 2002). Esta dependéncia de condicbes fisioldgicas pode
contribuir parcialmente para a penetrancia incompleta e para os padrbes de
heterogeneidade tumoral observados em familias brasileiras portadoras da
p.R337H (GUHA e MALKIN 2017).

Ademais, a natureza unica dependente do pH desta mutacdo pode
ser influenciada pela fisiologia do cértex adrenal durante o desenvolvimento.
Durante a embriogénese, o cértex adrenal desempenha um papel importante
na manutencao da fungao e integridade da placenta e expande rapidamente
para se tornar adulto. Pouco depois do nascimento, o cortex se reorganiza e
regride devido a ativacdo da apoptose perdendo ~ 50% do seu peso
(BLAND et al. 2003). Especula-se que uma célula adrenocortical que estava

destinada a parar de se dividir durante a embriogénese ou morrer logo apos
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0 nascimento continua a proliferar e sobreviver, resultando em tumores 2 a 3
anos mais tarde, consistentes com a idade das criangas que desenvolvem
ADR (ACHATZ e ZAMBETTI 2016).

Estima-se que a mutagcdo p.R337H esteja presente em 0,3% da
populagao do Sul e Sudeste do Brasil (ACHATZ et al. 2007; PALMERO et al.
2008; CUSTODIO et al. 2013). Um estudo realizado no estado de Sao Paulo
revelou a presenga da mutacao p.R337H em 14 de 18 criancas e em 5 de 37
adultos com ADR esporadico e sem histéria familial de cancer (LATRONICO
et al. 2001).

Em 2004, PINTO et al. analisaram dois marcadores polimoérficos
intragénicos (VNTR p53 e p53CA) em 22 pacientes (16 criangas e 6 adultos)
e em 60 individuos normais. A hipotese do estudo foi que esta mutacgao teria
origem comum, sendo caracterizada como fundadora. Os autores
verificaram fortes evidéncias de que havia segregacéo entre os marcadores
polimdrficos e a mutagao p.R337H, indicando que esta mutagéo se originou
de um unico ancestral (PINTO et al. 2004). Posteriormente, 12 individuos
portadores da mutacao p.R337H provenientes de oito familias brasileiras
aparentemente nao-relacionadas foram genotipados para 29 TAG SNPs
(GARRITANO et al. 2010). Os autores identificaram o haplétipo H3 em todos
os individuos. Foi realizada uma PCR alelo-especifica e demonstrou-se que
a p.R337H esta presente somente no haplétipo que apresenta o genétipo T
no SNP28 (rs9894946). Estes dados confirmaram o efeito fundador

associado com a mutagao p.R337H do gene TP53.
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1.3 O CARCINOMA ADRENOCORTICAL

O carcinoma adrenocortical € uma neoplasia rara, cuja incidéncia
anual estimada € de cerca de 0,3 casos /milh&do de individuos abaixo dos 15
anos de idade (YOUNG et al. 1986; STILLER 1994).

Atualmente, esses tumores s&o encontrados incidentalmente e sua
prevaléncia é estimada em pelo menos 3% em individuos com idade
superior a 50 anos e pode aumentar em até 10% em idosos (FASSNACHT e
ALLOLIO 2009).

Segundo a Sociedade Americana de Cancer (do inglés: American
Cancer Society-ACS) os ADR s&o tumores muito raros e o numero exato de
casos diagnosticados nos Estados Unidos da América (EUA) por ano é
desconhecido. Estima-se que esse numero seja aproximadamente de 200
casos/ano, sendo responsavel por 0,2% das mortes por cancer nos EUA
(SCHNEIDER et al. 2014; LIROV et al. 2015).

Em um estudo realizado utilizando o Surveillance, Epidemiology and
End Results Program (SEER) que incluiu dados de 12 estados dos EUA,
estimou-se que a incidéncia anual de ADR ajustada pela idade era de 0,72
casos/milhdo (KEBEBEW et al. 2006; GOLDEN et al. 2009). Dados do
Registro de ADR da Alemanha apontam que a incidéncia dessa neoplasia €
de mais de 1 caso por milhdo (FASSNACHT e ALLOLIO 2011). Os autores
acreditam que essa incidéncia pode ser subestimada.

A importancia dos registros de cancer bem consolidados, como o

SEER, reside no fato de que eles coletam dados precisos e completos sobre
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0 cancer que podem ser usados para o controle do cancer e pesquisa
epidemioldgica, planejamento de programas de saude publica e melhoria do
atendimento ao paciente. Em ultima analise, todas essas atividades
reduzem o 6nus do cancer podendo colaborar a para que haja melhor
compreensao da doenga e para que esses recursos sejam utilizados para o
melhor efeito na prevencao e tratamento.

O ADR é um tumor agressivo que acomete individuos de ambos os
sexos, mas na maioria das séries publicadas ha uma propor¢ao maior de
individuos do sexo feminino, levando a hipotese de que os hormébnios
relacionados ao sexo possam ter uma influéncia no desenvolvimento do
ADR (ICARD et al. 2001; BILIMORIA et al. 2008; FASSNACHT e ALLOLIO
2009, 2011).

Apesar dos fatores de riscos associados ao ADR nao serem bem
elucidados, em um estudo caso-controle baseado no National Mortality
Followback Survey, foi enviado um questionario aos parentes mais préoximos
de aproximadamente 20.000 adultos falecidos nos EUA. Foram identificados
176 pacientes que faleceram de ADR que foram comparados com 352
controles. Entre as mulheres, houve um risco aumentado para as que eram
usuarias de contraceptivos orais, especialmente para as que fizeram uso
antes dos 25 anos. Neste mesmo contexto, € notavel que em dois estudos
franceses independentes, foi identificada uma alta porcentagem de
pacientes do sexo feminino diagnosticas com ADR durante a gravidez

(LUTON et al. 1990; HSING et al. 1996; ICARD et al. 2001).
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O ADR ocorre em 6-13% (BOUGEARD et al. 2015; MAI et al. 2016)
dos pacientes com LFS, apresentando uma distribuicdo bimodal, com um
pico de incidéncia até os 5 anos de idade e outro apds a quarta década de
vida (LATRONICO e CHROUSOS 1997). Entretanto, esta distribuicdo nao é
observada no Registro de ADR da Alemanha, ndo sendo possivel notar um
pico absoluto na infancia (FASSNACHT e ALLOLIO 2011). Nesse registro, a
idade mediana de aparecimento da doencga é de 46 anos (variagao de 0,3 a
86

As manisfestagdes sintomaticas do ADR estido relacionadas com a
producao excessiva de esterdides do cortex adrenal, sendo a virilizagao (70-
80%) e a sindrome de Cushing (20-30%) as manifestacbes enddcrinas mais
comuns. O estadio da doenca, o qual inclui o tamanho do tumor, € o mais
importante fator prognéstico. Os pacientes com doencga residual apos a
resseccao incompleta do tumor ou doenga metastatica tém um progndstico
sombrio (MICHALKIEWICZ et al. 2004). Pacientes com ADR geralmente
manifestam sintomas de massa abdominal, relacionados a producgao
hormonal auténoma pelo tumor (KERKHOFS et al. 2015). A maioria dos
pacientes (40-60%) apresenta excesso de horménio esterdide
(glicocorticoides, mineralocorticéides, androgenos) ou efeitos de massa
abdominal (30%). Em casos mais raros (15-20%), os pacientes sao
diagnosticados incidentalmente durante testes diagnosticos ou de imagens
por razbes nao relacionadas as glandulas supra-renais (ELSE et al. 2014;

KERKHOFS et al. 2015).
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Como base diagnéstica, o Instituto Nacional do Cancer (NCI —
National Cancer Institute) e a Rede Europeia para o Estudo de Tumores
Adrenais (ENS@T - The European Network for the Study of Adrenal Tumors)
sugerem uma investigacgao inicial cuidadosa da histéria clinica e familiar do
paciente e avaliagdo enddcrina. O objetivo desses testes é revelar qualquer
producdo hormonal excessiva pelo tumor, a qual pode servir como
marcador tumoral durante a terapia (NCI 2018; GAUJOUX e MIHAI 2017). O
estadiamento é realizado usando imagens por tomografia computadorizada
(TC) elou ressonancia magnética do abdémen para a identificagao do tumor
primario e TC do térax para a avaliacdo de possivel metastase pulmonar
(NClI 2018). Apoés a remocdo do tumor € realizado o exame
anatomopatolégico para confirmacéo do diagndstico (LIBE 2015).

O estadiamento do tumor ao diagndstico é baseado no peso do tumor
e na presenga de metastases. Tumores menores que 100g que sofrem
metastases sao classificados como estadio |. Tumores maiores que 100g
que nao sofrem metastases sao classificados como estadio II. Tumores que
sofrem ruptura durante o procedimento cirdrgico ou apresentam metastase
local sao classificados como estadio Ill. Tumores com presenca de
metastase a distancia (ex. pulmdo, veia cava) sdo classificados como
estadio IV (COG - ARAR 0332).

Como os protocolos quimioterapicos para o tratamento do ADR sao
pouco eficientes, o diagndstico precoce e a ressecgao cirurgica sao 0s
fatores mais importantes para a cura do paciente (ZANCANELLA et al.

2006). Os pacientes diagnosticados com ADR estadio | e Il sdo submetidos
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somente a resseccgao cirurgica. Nestes casos, o progndstico € bem melhor
quando comparado aos estadios Illl e IV da doenca. Pacientes com alto
estadiamento sdo submetidos a quimioterapia além da cirurgia.

A sobrevida global livre de eventos adversos é de 50% e a sobrevida
global dos pacientes em estadios avangados é ruim (RIBEIRO et al. 2012;
MICHALKIEWICZ et al. 2004). Diferentemente de estudos conduzidos com
outros tumores embrionarios pediatricos (VALENTIJN et al. 2012; EHRLICH
et al. 2013), o exame histopatolégico e os achados moleculares descritos
nos ADR pediatricos ndo levam a mudangas no progndstico ou permitem o
uso de terapias alvo-especificas (DEHNER e HILL 2009; EL WAKIL et al.
2011).

Segundo o Adrenalcortical Carcinoma Treatment (PQD®)
disponibilizado pelo National Cancer Institute (NCI)- Bethesda, MD, EUA os
trés tipos de tratamento padrao para essa neoplasia sao: cirurgia, terapia por
radiagao e quimioterapia. Ademais, ha um estudo clinico em andamento que
visa a utilizagcdo de anticorpos monoclonais que interferem na capacidade

das células tumorais de crescerem e se espalharem em pacientes com

tumores raros, incluindo o ADR (disponivel em: www.cancer.gov/about-

cancer/treatment/clinical-trials).

A maioria dos casos de ADR pediatricos pode ser detectada
precocemente por sinais e sintomas de secrec¢ao elevada de corticosterdides
(Mastellaro et al. 2018). A sobrevida dos pacientes estdo diretamente
associadas ao diagndstico precoce e a presenga de doenga localizada. Além

disso, o diagnéstico do ADR em uma crianga representa um alerta para a
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predisposi¢cao familiar ao cancer. A atengao primaria a saude, € o elo
fundamental entre a suspeita diagnéstica e o tratamento adequado. Cabe
aos centros de referéncia desenvolver estratégias de protocolos terapéuticos
que fornegam aos pediatras novas formas de prevencao e medidas
preditivas para criangas e familias em risco de desenvolver cancer
(MASTELLARO et al. 2018).

Por se tratar de uma neoplasia rara, o paciente que desenvolve
carcinoma adrenocortical preenche critérios clinicos para a sindrome de Li-
Fraumeni de acordo com o critério de Chompret modificado (TINAT et al.
2009). Além disso, o ADR pediatrico é mais prevalente em familias LFS
quando comparado aquelas sem critérios para a sindrome (MALKIN et al.
1990). Foi proposto que o paciente que desenvolve esse tipo de carcinoma
na infancia, tem uma alta probabilidade de apresentar mutagdes no gene
TP53 (WEST et al. 2007).

Em 2011, SEIDINGER et al. descreveram que aproximadamente 93%
dos pacientes pediatricos portadores de carcinoma adrenocortical eram
portadores da mutacdo p.R337H. Outro estudo mostrou que 11 em 292
criangas diagnosticadas com cancer pediatrico no Sudeste do Brasil, eram
portadoras da mutagdo TP53 p.R337H, nove delas foram diagnosticadas
com ADR (GIACOMAZZI et al. 2013). Acredita-se que o diagndstico desse
tipo tumoral em criangas pode ser uma abordagem eficaz para detectar
individuos e familias com mutagdes germinativas no gene TP53 com um alto

risco de desenvolvimento de multiplos tumores (CHOONG et al. 2012).
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Nas regides Sul e Sudeste do Brasil, a incidéncia do ADR pediatrico é
cerca de 10 a 15 vezes maior do que a observada em outras partes do
mundo (SANDRINI et al. 1997), fato ligado a presenga da mutagédo p.R337H.
A penetrancia estimada relacionada ao risco de desenvolvimento do ADR
em portadores desta mutacdo é de 10% (FIGUEIREDO et al. 2006).
Entretanto, um estudo de pacientes diagnosticados em um unico centro
(Campinas e regiao) mostrou que aproximadamente 93% dos pacientes com
ADR pediatricos sao portadores da mutacdo p.R337H (SEIDINGER et al.
2011).

Um dos principais estudos que investigou alteragdes moleculares em
carcinomas adrenocorticais foi o de ASSIE et al. (2014). Os autores
utilizaram dados de sequenciamento de exoma e SNP arrays em 45
carcinomas adrenocorticais e descreveram alto nivel de amplificacdo de
TERT (5p15.33) e CDK4 (12q14) assim como dele¢gbes homozigotas de
CDKN2A (9p21.3), RB1 (13q14) e ZNRF3 (22912.1). Os genes previamente
relatados como alterados nestes tumores foram confirmados (CTNNBL,
TP53, CDKN2A, RB1 e MEN1) e um grupo de genes ainda nao descritos
como associados ao fendtipo foram validados em 77 amostras de
carcinomas adrenocorticais (ZNRF3, DAXX, TERT e MED12). A analise de
metilacdo e de miRNA associados com os dados de mutacdes e alteragdes
no numero de copias permitiu subdividir os tumores em dois grupos de
acordo com o prognostico (agressivos e indolentes).

A B-catenina € um componente importante de diferenciagao do cortex

supra-renal por meio da via de sinalizagdo Wnt (KIM et al. 2008). O acumulo
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de B-catenina no citoplasma com consequente translocacdo ao nucleo e
transcricdo de alguns genes é o principal evento desta via de sinalizagéo. O
acumulo da B-catenina pode causar a desregulagéo da via Wnt/pB-catenina
acarretando crescimento e proliferagao celular descontrolados (BERTHON
et al. 2012). A via Wnt/B-catenina esta ativada em hiperplasias, adenomas e
no carcinoma adrenocortical (BONNET et al. 2011). Além disso, mutagdes
no gene CTNNB1 que codifica a p-catenina sdo comumente descritas em
pacientes com carcinomas adrenocorticais. Alteragdes na via Wnt/B-catenina
sdo associadas a um pior prognéstico em ADR adulto (BONNET et al. 2011).

PINTO et al. (2015) utilizaram sequenciamento do genoma total, do
exoma e analise do transcriptoma em uma coorte de 37 ADR pediatricos
brasileiros. Deste total, 12 eram portadores da mutacdo p.R337H e 13
tinham outras mutagdes no gene TP53. Os autores relataram que 91% dos
casos apresentaram cnLOH (do inglés: copy neutral loss of heterozygosity)
no cromossomo 11 e consequente expressao aumenta do IGF2. A cnLOH, a
qual pode resultar em dissomia uniparental, ocorre quando parte de ou um
cromossomo inteiro do mesmo par de homaélogos é herdado de somente um
genitor, perdendo assim o alelo do outro progenitor (KEEFE et al 2010).

A cnLOH no cromossomo 17 foi observada em 28 dos 37 ADR. Todos
os tumores com mutagdo germinativa ou somatica em TP53 apresentaram
cnLOH com selegéao contra o alelo tipo selvagem. cnLOH do cromossomo 17
inteiro foi observada em todos os tumores associados com mutagao
germinativa no gene TP53 assim como em dois de quatro casos com TP53

selvagem. Nesse mesmo estudo, PINTO et al. (2015) relataram que clones
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que apresentam cnLOH no cromossomo 17 e perdem o alelo selvagem
TP53, tornam-se mais instaveis, acumulando SNVs (do inglés: single
nucleotide variants). Os autores sugeriram que a cnLOH dos cromossomos
11 e 17 ocorrem durante o inicio da tumorigénese, antes da aquisigao de
alteragcdes gendmicas generalizadas, consistente com o fato de ser um
evento desencadeador do processo tumoral.

Os tumores que apresentam altos niveis de instabilidade gendmica
foram associados com mutagdes somaticas no gene ATRX que codifica uma
helicase que age na remodelagdo da cromatina e na manutencao do
telomero. Talvez nao surpreendentemente, esses tumores se
correlacionaram com pior prognostico. Segundo ACHATZ e ZAMBETTI
(2016) a identificacdo de mutagdes que cooperam com p.R337H durante a
tumorigénese, como ATRX, sera importante para a compreensao da biologia
ADR, o que podera resultar em novos e mais eficazes tratamentos para este
agressivo tumor pediatrico.

Ha a necessidade de novos estudos neste raro tipo tumoral, incluindo
epidemioldgicos, para definir estratégias de tratamento mais eficazes e
estabelecer técnicas de triagem para identificar portadores da mutagao e

com risco de desenvolver a doenga.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os perfis de alteragbes gendbmicas de carcinomas
adrenocorticais de pacientes provenientes de familias LFS com e sem a

mutacao p.R337H.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Descrever os dados epidemiolégicos dos carcinomas adrenocorticais
diagnosticados nos Estados Unidos, utilizando o banco de dados
SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results Program),
disponibilizado pelo National Cancer Institute (NCI/NIH).

. Identificar as tendéncias de idade, ano e coorte de nascimento nas
taxas de ADR dos EUA usando dados de registro de cancer.

o Investigar a presenga da mutagdo TP53 p.R337H no DNA tumoral e
de sangue periférico de pacientes com ADR.

° Avaliar o perfil de alteragdes gendmicas em tumores adrenocorticais
de pacientes com e sem a mutacao p.R337H;

o Comparar o perfil mutacional dos ADR de pacientes adultos e

pediatricos portadores da mutacdo TP53 p.R337H .
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3 CASUISTICA E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica institucional (Protocolo
n° 1903/14), pelos Comités de Etica das instituicdes participantes e também
pelo Conselho Nacional de Saude (CONEP Protocolo n° 1.510.282). (Anexo
1)

Foram selecionados tumores provenientes de pacientes adultos e
pediatricos portadores de carcinomas adrenocorticais, com diagnostico
clinico da LFS. A casuistica foi composta por tecido tumoral desses
pacientes e para os casos em que havia material disponivel, foram utilizadas
amostras de tecidos normais adjacentes.

Os centros colaboradores incluem: Hospital do Cancer de Cascavel
(UOPECCAN), Cascavel/PR - coordenador do projeto na instituigao: Dra.
Carmem Fiori; Hospital Infantii Joana de Gusmao, Floriandpolis/SC -
coordenador do projeto na instituicdo: Dra. Tatiana El-Jaick; Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre/RS- coordenador do
projeto na instituicdo: Dra. Patricia Ashton-Prolla.

Um esquema representativo das etapas desenvolvidas neste estudo

esta apresentada na figura 3.
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Figura 3 - Fluxograma das etapas realizadas neste estudo. Este estudo foi

desenvolvido em tres etapas. Na etapa 1 foi realizado um levantamento epidemioldgico do
ADR utilizando os dados disponiveis no SEER. Na etapa 2, foi feita uma comparacgéo das
alteragbes genomicas (ganhos, perdas e cn-LOH) presentes nos casos positivos e
negativos para a mutagdo TP53 p.R337H. Na etapa 3, foi realizada a andlise do genoma
completo de pacientes adultos e pediatrico com ADR portadores da mutagdo TP53
p.R337H.

3.1 CASUISTICA

3.1.1 Coleta de dados do Surveillance, Epidemiology, and End Results
(SEER)

Os dados para avaliagdo epidemioldgica utilizados sédo oriundos do
Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER), National Cancer

Institute/ National Institutes of Health (NCI/NIH). O SEER é uma fonte
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autorizada de informacgdes sobre a incidéncia e a sobrevida do cancer nos
Estados Unidos.

Atualmente, o SEER (18) coleta e publica dados de 18 Registros de
Cancer de Base Populacional (Atlanta, Connecticut, Detroit, Hawaii, lowa,
New Mexico, San Francisco-Oakland, Seattle-Puget Sound, Utah, Los
Angeles, San Jose-Monterey, Rural Georgia, Alaska Native, Greater
California, Greater Georgia, Kentucky, Louisiana, New Jersey), cobrindo
aproximadamente 28% da populagdo dos EUA (Disponivel em:
https://seer.cancer.gov/)

Neste estudo, foram incluidos todos os casos novos de carcinoma
adrenocortical (ADR), de acordo com a classificagdo Internacional de
Doencgas para Oncologia (CID-O-3): 8370/3 - (IARC, 2013), registrados entre
1973 e 2014.

Foram extraidos os dados demograficos (género, idade, raga e estado
de registro) e dados clinicos (tamanho do tumor -disponivel a partir de 2004,

lateralidade, estadiamento e status cirurgico).
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3.1.2 Identificacdo do perfil de alteracbes genbmicas em tumores
adrenocorticais de pacientes com e sem a mutacao p.R337H.

Foram obtidas 37 amostras de ADR de diferentes Instituicdes: 16
casos do Departamento de Oncogenética do A.C. Camargo Cancer Center,
5 do Hospital Infantil Joana de Gusméao, 11 do Hospital de Clinicas do Rio
Grande do Sul e 5 do Hospital de Cancer de Cascavel. Todas as amostras
de tecido foram coletadas e rotineiramente fixadas em formol (4%)
tamponado e embebidas em blocos de parafina (FFPE). Todos os casos
foram revisados por um patologista. A revisdo das laminas foi realizada de
forma anénima.

A idade dos individuos selecionados variou de 3 meses a 65 anos,
com diagndstico de carcinomas adrecorticais para a analise de mutagdes no
gene TP53 e subsequente analise de alteragbes genbmicas. Destes casos,
10 ndo puderam ser avaliados para mutagdes germinativas no gene TP53
por limitagcdo metodoldgica (quantidade e ou qualidade da amostra). Para a
analise de alteragdes gendOmicas, apenas sete casos tiveram qualidade
suficiente para serem analisados (Quadro 2).

As amostras da nossa instituicdo (N= 16) foram obtidas do Banco de
Macromoléculas do A.C.Camargo Cancer Center, SP. As demais amostras
(N= 21) foram provenientes dos centros colaboradores, como descritos

acima



Quadro 2 - Caracteristicas clinicas e bioldgicas dos pacientes portadores de LFS.

Idade ao

Outros tumores

Histéria familial de cancer (parentesco, idade em

ID Sexo | Status | Metéstase diagnéstico Follow-up primérios anos)
ADR-1 M Vivo Néo 2a 13a Néo ND
ADR-2 F Vivo No 4a 10a No Gastrico (tia-avo paterna, 45), AGastrlco (Bisavo
] paterna, 75), ND (Bisavd paterno)
ADR-3 F Vivo No 3m 93 No Utero (tia paterna, ND), Mama (tia paterna, 32), osso
(avé paterna, 70)
Mama (avo, 45), CCR e utero (Bisavo, ND), prostata
ADR-4 F Vivo Nao 1a 14a Nao (bisavd, ND), esofago (tia -avo, 70), intestino (tia-avd
paterna, 32)
ADR-5 Vivo Sim 1a 3a Nao -
) - . = Ovario (irma, 15), Figado (bisavé materno, 60), ND
ADR-6 F Obito Sim 1a 2a Nao (bisavo paterno, 57), ND (tio-avé, 50)
Estdmago (bisavo paterno, 30), Estomago (tia-avo
ADR-7* M Vivo Nao 2a 13a Nao paterna, 60), mama (tia-avo paterna, 47), Estomago
(tio-avé paterno, 60)
ADR-8 M Vivo Nao 9m 11a Nao Figado (bisavo, 54)
Esofago (Avd paterno, 54), Pulméo (bisavé materno,
ADR-9 F Obito Nzo 53 2a5m No 54), CCR (tla—gvo, I\AID), Figado (tla—avc_) pate.rna,n45),
garganta (tio-avé paterno, 45), Bexiga (bisavd
paterno, 60)
ADR-10 M Obito sim 173 1a No Préstata (tio-avd materno, 59), mama (bisavo
materna, 58)
ADR-11 F Vivo Nzo 6m 11a No Prostata (tio paterno, 50{)3,1I)3ulmao (bisavd materno,
ADR-12 F ND ND 1a ND ND Mama (avé materna, 57), mama (tia paterna, 47)
ADR-13 M Vivo Nao 17a ND ND ND
ADR-14* M Obito Sim 6a ND Nao ND
ADR-15 M Vivo Sim 6a 2a11m Néo Né&o
ADR-16 F Obito Sim 5a - Nao Nao
ADR-17* F Vivo Néo 1a2m 5a4m Né&o Né&o
ADR-18 F Vivo Nao 1a ND Nao Nao
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Cont/ Quadro 2

D Sexo Status Metastase Idade ao Follow-u Outros tumores Histdria familial de cancer
diagnodstico P primarios (parentesco, idade em anos)
ADR-19 M Obito Sim 4a - Nao ND
ADR-20 F Vivo Nao 2a ND Nao ND
ADR-21 F Vivo Nao 6m 5a11m Nao Nao
ADR-22 M Obito Sim 8a ND ND ND
ADR-23* M ND Nao ba ND ND ND
ADR-24 F Vivo Nao 30a 2a Nao ND
Perda de
ADR-25 F Perda de Per<_ja de 46a seguimen- | Endométrio (42) ND
seguimento seguimento to
ADR-26 M Obito - 43a - Nao ND
ADR-27 F Vivo No 6m 33 No Sarcoma (pai, 1, 27 e 3(?‘), leucemia (avd
) paterno, 75), mama (tia paterna, 27)

ADR-28 M Obito Nao 65a 1a Nao Préstata (tio materno, 70)
ADR-29 F Vivo Néo 20a 8a Néo Nao
ADR-30 F Obito Nao 4a - Nao ND

Linfoma H(7), STS . .
ADR-317 | F Obito N30 10a 8a (10, 12, 14, 16), | SNC (irmao, 19), Renal (pai, 40), SNC

(avd paterno, 5)
Renal (17)
ADR-32* M Vivo Nao 50a 8a Préstata (50) Renal (irm3, 61)
ADR-33 F Vivo N30 63a 1a Leucemia (53) | EStomago (pai, 50), mama (irma, 55),
0sso (tia paterna, ND)

ADR-34 M Vivo Nao 24a 10a Nao Nao
ADR-35* M Vivo Nao 6a ND Nao Nao
ADR-36* F Vivo Nao 11a ND Nao ND
ADR-37* F Vivo Nao 1a7m 10a Nao ND
ADR-38* F Obito Nao 62a 10m Nao ND

Legenda: F: Feminino; M: Masculino; ND: N&o disponivel; a: anos; m: meses; CCR: Carcinoma Colorretal; SNC: Sistema Nervoso Central; (+) com
mutagao no gene TP53, (-) presenga apenas dos alelos selvagem do TP53 (ndo mutados). * Pacientes avaliados pela técnica de CytoScan. ¥
Pacientes analisados por WGS.

29



30

3.1.3 Analise do genoma completo de pacientes com carcinoma
adrenocortical

A colaboracéo internacional estabelecida com o Dr. Chang Chan do
Rutgers Cancer Institute-New Jersey, EUA e com a Dra. Sharon Savage do
National Cancer Institute-Bethesda, EUA, permitiu que fosse realizado o
sequenciamento do genoma completo de trés amostras de pacientes
diagnosticados com ADR. Os trés pacientes (um pediatrico e dois adultos)
sao portadores da mutagao germinativa TP53 p.R337H. Todos os pacientes
envolvidos nessa parte do estudo foram previamente identificados e
registrados no banco de dados do Departamento de Oncogenética do A.C.
Camargo Cancer Center, localizado no estado de Sao Paulo, Brasil e
autorizaram a pesquisa (por Termo de Consentimento Livre e Esclarecido).

O caso ADR-31 é de uma paciente do sexo feminino que foi
diagnosticada com ADR aos 10 anos de idade. Esta paciente foi
acompanhada no Departamento de Oncogenética do A.C.Camargo Cancer
Center por 11 anos e veio a 6bito em maio de 2017.

O caso ADR-32 é um paciente do sexo masculino que foi
diagnosticado com ADR aos 50 anos de idade. Apds a cirurgia houve perda
de follow-up; entretanto, esse paciente voltou a frequentar o servico de
Oncogenética da Instituicdo e faz acompanhamento ha quatro anos.
Atualmente esta vivo e bem.

O caso ADR-38 é uma paciente do sexo feminino, que foi
diagnosticada com ADR aos 62 anos. O estadiamento foi avangado ao

diagndstico e a paciente foi a ébito apds 10 meses.
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3.2 METODOS

3.2.1 Analise de dados do SEER

A distribuigdo geografica dos casos de ADR diagnosticados nos EUA
foram plotados no mapa americano por meio da utilizacdo do software
Philcarto (disponivel em: ttp://perso.club-internet.fr/philgeo/).

As taxas de incidéncia foram padronizadas pela populacdo padrao
americana (2000 US Std Population). A coleta de dados e o calculo da taxa
padronizada foi realizado com a utilizagdo do SEER*Stat software (versao
8.3.4).

Para a América do Sul foram descritas as taxas brutas de incidéncia
do ADR (C74.0) para Cali (Colédmbia), Costa Rica, Goiénia (Brasil) e Quito
(Equador). Os dados foram obtidos nos volumes IX, X e Xl da Incidéncia do
Cancer em Cinco Continentes (CI5, IARC), disponiveis publicamente no site
do IARC (http://ci5.iarc.fr/Default.aspx) (CURADO et al. 2007; FORMAN et
al. 2013; FERLAY et al. 2014).

As taxas de incidéncia da populagdo americana, foram analisadas
para 3 anos e calculada a média anual de variagdes percentuais (AAPC, do
inglés: Average annual percentage changes). O AAPC foi estimado pelo
modelo de regresséo linear, usando o programa Joinpoint (versdo 4.6.0.0 -
abril, 2018) desenvolvido pelo NCI/NIH, Bethesda, MD (disponivel em
http://surveillance.cancer.gov/joinpoint/download).

A homocedasticidade foi assumida para as analises de tendéncias. A

variavel independente foi o ano do diagnéstico, enquanto as taxas de
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incidéncia padronizadas foram as variaveis independentes. AAPC foram
estimadas por género. A significancia estatistica foi determinada por um
intervalo de confianca de 95% (IC 95%).

As andlises de efeito de idade-periodo-coorte (APC, do inglés: Age-
Period-Cohort) foram calculados para identificar padrbes nas taxas de
incidéncia e mortalidade por cancer. Estas analises foram realizadas usando
a ferramenta APC web tool desenvolvida por ROSENBERG et al. (2014)
(disponivel em http://analysistools.nci.nih.gov/apc/) para calcular desvios de
idade, desvios de periodo, desvios de coorte, curva de idade longitudinal,
curva de idade transversal, tendéncias temporais ajustadas e taxa de coorte.

Para a analise de sobrevida global aos 5 anos, foram incluidos todos
os pacientes diagnosticados entre 01 de janeiro de 1973 a 31 de dezembro
de 2009, com seguimento até 31 de dezembro de 2014. A sobrevida global
foi truncada em 60 meses e analisadas segundo: género, faixa etaria ao
diagndstico, raga, década de diagndstico e extensado da doenga (1970, 1980,
1990 e 2000).

A extensao da doenca foi considerada como localizada (confinado a
glandula adrenal), regional (invasao de estruturas adjacentes ou linfonodos
acometidos) e a distancia (metastatico).

O tempo de sobrevida foi calculado entre a data da ultima informacgao
dos pacientes e a data do diagnédstico do tumor. Os casos foram
estratificados em: vivo (pacientes com 60 ou mais meses completos de
seguimento), ébito e perdido o seguimento (pacientes vivos com menos de

60 meses de seguimento). Para o calculo da sobrevida, utilizou-se o
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estimador do produto limite de Kaplan-Meier. Na comparagéo entre as
curvas de sobrevida por variavel e periodo aplicou-se o teste de log rank, (p
<0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas no Statistical

Package for Social Science (SPSS) versao 23.0.0-201.

3.2.2 Extracdo de acidos nucléicos

O DNA do sangue periférico e das amostras tumorais foram extraidos
utilizando o Kit Blood and Tissue (Qiagen, Valencia, CA, EUA) conforme
especificagdes do fabricante e seguindo as recomendagdes do protocolo do
CytoScan HD para amostras fixadas em formalina e em blocos de parafina
(FFPE) (Unlocking formalin-fixed paraffin-embedded samples with
CytoScan®). As amostras de DNA extraidas foram quantificadas por
espectrofotometria em NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1,
Labtrade) e por método fluorimétrico especifico e sensivel para quantificar a
dupla fita de DNA (Qubit dsDNA BR Assay kit). Para cada amostra foi
utiizado 1 pL de dsDNA BR Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
diluido em 199 pL de tampao fornecido pelo kit. Para a quantificagao, foram
utilizados 198 uL desse mix e 2 yL da amostra de interesse. A concentracao
foi aferida usando o Qubit® Fluorometer 2.0 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), como recomendado pelo fornecedor (disponivel em:
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/Qubit_dsDNA_BR_Assay
_UG.pdf). Para verificar a integridade do DNA gendmico extraido, 300 ng de
cada amostra foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% e

corado com Gel Red (10.000x) (Biotium, CA, USA).
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3.2.3 Investigacdo da mutacdo germinativa TP53 p.R337H em
pacientes portadores de carcinomas adrenocorticais

Apdés a obtencdo do DNA a partir do sangue periférico, foram
utilizados os iniciadores 5- GCTGTATAGGTACTTGAAGTGCAG -3 e 3-
CGTCCCTGGGTTTGGATGTT- 5 para a amplificacédo do éxon 10 do gene
TP53, onde se mapeia a mutagcao p.R337H. A amplificacdo deste éxon
consistiu de 35 ciclos de desnaturagdao a 94°C, anelamento a 57°C e
extensdo a 68°C, utilizando-se 1y da enzima Tth DNA polimerase (Biotools).
O produto da PCR foi digerido com 5 ul da enzima Hhal (Fermentas) durante
16 horas a 37°C. A presenca da mutacdo resultou na perda do sitio de
restricdo da enzima Hhal dentro do amplicon. Portanto, apds a eletroforese
do produto da digestdo em gel de agarose 2% em tampdo TBE 1X
(SAMBROOK e RUSSELL 2001), os padrbées de bandas observados foram:
fragmentos de 168 pb e 92 pb em células homozigotas normais, fragmentos
de 468 pb, 308 pb e 160pb em células heterozigotas para a p.R337H e uma
banda de 468 pb em células homozigotas para a p.R337H. Como marcador
de peso molecular no gel foi utilizado o Ladder 1Kb plus (Invitrogen). O gel
foi corado com o intercalante de DNA dupla fita, GelRed (Biotium, CA, USA)

e fotografado sob luz UV.

3.2.4 Sequenciamento de Sanger
As amostras de DNA extraidas do sangue periférico dos casos que
tinham material disponivel (N=11), foram sequenciadas utilizando a

metodologia tradicional de SANGER e COULSON (1975), a fim de confirmar
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a presenca da mutacdo p.R337H e/ou avaliar a presengca de outras
mutacbes no gene TP53. O método consiste na adicdo de
didesoxiribonucleotideos (nucleotideos modificados que ndo possuem um
grupamento hidroxila OH no carbono 3’ da pentose) marcados com
fluoréforos que atuam inviabilizando a elongagédo da cadeia de nucleotideos
pela DNA polimerase apds serem inseridos na cadeia recém-sintetizada.
Para a remocéao dos iniciadores e dNTPs remanescentes da PCR, 5 pL da
solugdo contendo o fragmento dos genes de interesse amplificado foram
purificados com 2 yL da mistura de enzima Exonuclease | (Exo I) e Shrimp
Alkaline Phosphatase (SAP) (USB). Foi utilizada placa de 96 pogos para a
incubacdo das amostras a 37°C por 30 minutos seguido de inativagdo por
aquecimento a 80°C por 15 minutos. Apds a purificacido, foi realizada a
reacao de sequenciamento dos fragmentos de interesse bidirecionalmente
em reacdes independentes. Foi adicionado a 3,5 uL de solucido de PCR
purificada o volume de 0,3 uL de iniciador forward ou reverse, 1 uL de
BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems), 1,5 uL de tampdo 5X
Sequencing Buffer (Applied Biosystems) e 3,7 uL de agua livre de nuclease
(Sigma). A solugédo foi inicialmente desnaturada a 95°C por 2 minutos,
seguido por 40 ciclos de desnaturagao a 95°C por 18 segundos, anelamento
a 55°C por 18 segundos e extensao a 60°C por 4 minutos. O termociclador
utilizado para a reacdo de amplificacdo do sequenciamento foi o 96-Well
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Apds a extensdo das
fitas de DNA, procedeu-se a precipitagdo e lavagem. A placa contendo as

reagdes foi centrifugada para sedimentar as goticulas aderidas nas paredes
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dos pocgos. Foi adicionado a cada po¢o 1 uL de EDTA 125 mM pH 8,0 e 1 uL
de acetato de sddio 3 M pH 8,0, seguido pela adigcdo de 25 uL de etanol
absoluto (Merck), agitacao leve e incubagao por 15 minutos no escuro e em
temperatura ambiente. Decorrido o tempo, a placa foi centrifugada a 4000
rom por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado por inversao. A
placa foi entdo centrifugada invertida por 10 segundos a 650 rpm. A etapa
de precipitacdo foi finalizada a partir da adicado de 35 uL de etanol 70%
gelado (Merck) seguido por centrifugagcao a 4000 rpm por 20 minutos a 4°C,
descarte do sobrenadante e centrifugagao invertida 10 segundos a 650 rpm.
Os precipitados do sequenciamento foram secos a 95°C por 20 minutos e
ressupendidos em 13 uL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) seguido
por desnaturacdo a 95°C por 3 minutos. A solugao obtida foi entdo utilizada
para eletroforese no analisador automatico de DNA, o sequenciador
automatico ABI Prism modelo 3130XL (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando o software de
analise de sequenciamento CLC Main Workbench 5.0.2. (CLC bio). O
programa alinha as sequéncias obtidas com as sequéncias referéncias de
cada fragmento génico de maneira a permitir uma analise comparativa que
aponta conflitos entre as leituras. Estas sequéncias referéncias foram
obtidas da base de dados NCBI Reference Sequence (RefSeq), mantido
pelo NCBI/NIH (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/). Para o estudo foi
utilizada a sequéncia referéncia NM_000546.4. Para cada sequéncia obtida

foram avaliados os éxons e jungéo éxon-intron.



37

3.2.5 Deteccao de alteracdes gendmicas (SNPs e CNVs)

O perfil de alteragbes gendmicas foi avaliado utilizando-se a
metodologia de CytoScan HD Array (Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA).
Para esse ensaio, foram utilizadas sete amostras tumorais, sendo trés de
pacientes com a mutagcdo p.R337H e quatro negativas para essa mutagao.
Esta plataforma de microarranjos de alta densidade apresenta mais de 2,6
milhdes de sondas, incluindo 1,9 milhdes de sondas nao-polimoérficas (para
avaliar as Copy number variations (CNVs) e 750 mil sondas polimérficas ou
de SNPs (para determinacao alélica). O espagcamento médio entre cada
sonda nao polimoérfica € 2 Kb e ha uma sonda a cada 400 pares de base em
regides alvo. O espacamento médio das sondas de SNPs é de 200 por
megabase. As sondas tém um tamanho de 25 pares de bases. A plataforma
usada neste estudo permite detectar ganhos e perdas genémicas a partir de
25-50 kb e corroborar os resultados com os dados de SNPs.
Adicionalmente, as sondas de SNPs também permitem a deteccao de
regides com mosaicismo e regides de cnLOH. Todos os ensaios foram
realizados de acordo com o protocolo padréao do fabricante.

Resumidamente, 250 ng do gDNA foi digerido com a enzima de
restricdo Nspl, ligado a adaptadores especificos e amplificado pela PCR
com a enzima Titanium Taq DNA polimerase (Clontech, Mountain View, CA,
USA). O produto da reacdo foi visualizado em gel de agarose 2%
(fragmentos entre 150 e 2000 pb). O material amplificado foi purificado
utilizando-se beads magnéticas e quantificado em NanoDrop® ND1000

(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). A concentracéo desejada
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deve ser superior a 2,5 pg/uL. Posteriormente, o DNA purificado foi
fragmentado com a enzima DNasel, visualizado em gel de agarose 4%
(fragmentos entre 25 e 125 pb) e marcado com biotina. O DNA marcado foi
hibridado por 16-18h a 50°C no GeneChip® Hybridization Oven 645
(Affymetrix), lavado e corado no GeneChip® Fluidics Station 450 (Affymetrix)
e escaneado no GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix). Os dados foram
gerados utilizando-se o Affymetrix® GeneChip® Command Console®
Software (AGCC) 4.0 e analisados com o Chromosome Analysis Suite v2.1
(ChAS) (Affymetrix). As alteragdes gendmicas incluindo perdas, ganhos,
mosaicismos e cnLOH foram avaliadas pelo programa Chromosome
Analysis Suite v2.1 - ChAS (Affymetrix, Santa Clara, CA, EUA). Foi realizada
a comparacgado dos achados com as alteragdes depositadas no Affymetrix
Database of Variants (aDGV) e no Database of Genomic Variants (DGV)
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home).

O software utiliza o modelo de Hidden Markov (HMM) e o método
linear robusto Bayesiano com distancia de Mahalanobis (BRLMM-p) para
estimar as CNVs e os gendtipos, respectivamente. Regides com mosaicismo
(>5 Mb) foram determinadas utilizando a média dos log2 ratio. Regides com
cnLOH foram calculadas com base nas sondas de SNPs e reportadas
apenas aquelas com tamanho maior do que 5 Mb. Na analise das CNVs
foram considerados os ganhos com o minimo de 50 sondas consecutivas e

as perdas com o minimo de 25 sondas consecutivas
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3.2.6 Sequenciamento Total do Genoma

O sequenciamento de alto desempenho foi realizado no New York
Genome Center, New York, EUA. A biblioteca do DNA das amostras
normais e tumorais foram preparados utilizando TruSeqDNA PCR-Free
(llumina) e sequenciado no lllumina HiSeq X utilizando leituras de 2x150pb.
A cobertura de leitura foi de 100X por amostra tumoral e 40X por amostra

normal.

3.2.6.1 Processamento dos dados

Antes de realizar a chamada das variantes, os resultados do
sequenciamento do tumor e tecido normal foram processados utilizando o
guia de “boas praticas” (The Broad “best practices” pipeline), o qual inclui o
alinhamento das reads para o genoma humano de referéncia GRCh37
utiizando a ferramenta Burrows Wheeler Aligner (BWA) (LI e DURBIN
2009). Ap6s o alinhamento, as sequéncias foram ordenadas para a retirada
dos reads duplicados, que sdo compostos por uma série de fragmentos que
se iniciam e terminam exatamente na mesma base. Os reads duplicados
podem ocorrer em consequéncia da amplificacdo pela PCR realizada
durante o preparo das bibliotecas, fragmentagcdo do DNA no mesmo local,
artefatos devido a regides repetitivas e background na detecgao de clusters
na fase do sequenciamento. Esta etapa € necessaria para que a cobertura
das regidbes gendOmicas nao seja superestimada e nao haja impacto na
eficiéncia de deteccdo das variantes. Para esta etapa foi utilizado o

programa PICARD v.1.101 (http://broadinstitute.github.io/picard/).
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Em seguida a obtencdo dos reads, o conjunto de sequéncias foi
nomeado de acordo com sua origem, etapa necessaria para entrada no
programa GATK (do inglés: Genome Analysis Toolkit) (MCKENNA et al.
2010). Foi entdo utilizada a ferramenta PICARD para analisar a

concordancia entre as amostras T e N.

3.2.6.2 Identificacdo de SNVs e Indels

As Single Nucleotide Variants (SNVs) foram identificadas por muTect
(CIBULSKIS et al. 2013), Strelka (SAUNDERS et al. 2012) e LoFreq (WILM
et al. 2012). Da mesma forma, insercoes e delegcbes (indels) foram
identificadas por Strelka, versbes somaticas de Pindel (YE et al. 2009) e
Scalpel (NARZISI et al. 2014). As variantes foram anotadas de acordo com o
seu efeito (ndo-sinbnima, nonsense, etc) utilizando o programa snpEff
(CINGOLANI et al. 2012). As variantes foram anotadas ainda com a
utilizacdo das ferramentas snpSift, e GATK Variant Annotator com
informagdes do COSMIC (FORBES et al. 2016), 1000 Genomas, EXAC,
CIVIiC (disponivel em: https://civic.genome.wustl.edu) e UniProt (disponivel
em: https://uniprot.org), considerando o Minor Allele Frequency (MAF) >0,25.

A anotacao das variantes foi realizada de acordo com os bancos de
dados Ensemble Gene (Ensemble Database). O fluxograma descrevendo as

etapas realizadas no estudo esta representado na Figura 4.
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Figura 4 - Fluxograma das etapas realizadas para analise do

sequenciamento do genoma nos pacientes diagnosticados com ADR.

Foi realizada a comparagao entre amostras tumorais (T) e normais
(N) pareadas, selecionando apenas variantes exclusivas do tumor de cada

paciente. A comparacdo entre N e T é uma estratégia valida para a
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identificacdo de variantes genéticas e candidatos a drivers (JONES et al.
2015).

Apoés a selecdo das variantes exclusivas em amostras tumorais, foram
feitas comparagdes entre grupos de pacientes de acordo com a faixa etaria
ao diagnéstico. As variantes germinativas dos trés casos de ADR foram
comparadas na plataforma Ingenuity Variant Analysis (IVA) (QIAGEN
Valencia, CA, EUA). A analise foi construida com os seguintes parametros:
(1) delineamento da analise: doenga genética, cujo objetivo € identificar
variantes de interesse com base em trios, familias ou modelos de caso-
controle; (2) termos bioldgicos inseridos: cancer, Li-Fraumeni syndrome
associated cancer, adrenocortical carcinoma; (3) foram mantidas apenas as
variantes em regides exdnicas; (4) foram excluidas as variantes com uma
frequéncia acima de 1% em bancos de dados publicos de sequenciamento
(1000 genomas, ExXAC ou gnomAD); (5) genotype call quality de no minimo

30.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo foram realizados em trés etapas.
Na primeira etapa, foi realizado um levantamento epidemiologico de todos
os pacientes que desenvolveram ADR nos Estados Unidos. Na segunda
etapa foi realizada a analise do perfil de alteragcbes genémicas em tumores
ADR de pacientes com e sem a mutagcao p.R337H. Na terceira etapa foram
analisados dados do sequenciamento do genoma de pacientes com
mutacado p.R337H que desenvolveram carcinoma adrenocortical na infancia

e na fase adulta.

4.1 ESTUDO EPIDEMIOLOGICO COM BASE NO SEER

4.1.1 Descricao dos casos de ADR nos Estados Unidos

No periodo de 1973 a 2014 foram dignosticados 2014 casos de
carcinomas adrenocorticais. Na distribuicdo de casos por género, houve
uma maior propor¢ado de individuos do sexo feminino de 1.3:1.
Aproximadamente 78% (1567/2014) dos casos foram diagnosticados em
idade superior a 40 anos e 6,5% (131/2014) deles ocorreram na infancia. A
maioria dos pacientes era caucasiano (n=1736; 86,2%) e foi tratado por

ressecgao cirurgica (n=1482, 73,6%) (Tabela 1).
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Aproximadamente 80% dos casos ndo tinham informacao disponivel
do estadiamento tumoral. Entre os 419 casos que possuiam essa

informacgao, cerca de 65% apresentaram estadiamento Il e IV (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas da coorte de 2014. Casos
de carcinomas adrenocorticais no SEER 18 coletados, periodo de 1973 a
2014.

Variaveis N % Total
Género Masculino 861 42,8
Feminino 1153 57,2
Faixa etaria 00-19 131 6.5
(em anos)
20-39 316 15,7
40-59 778 38,6
60-85+ 789 39,2
Raca Branco 1736 86,2
Negro 142 7.1
Outros 132 6,5
ND 4 0,2
Tamanho do tumor <10cm 431 21,5
>10cm 466 23
ND 1117 55,5
Lateralidade Direito 874 43,4
Esquerdo 1040 51,6
Bilateral 20 1,0
ND 80 4,0
Estadiamento | 62 3,1
Il 82 41
11 161 8,0
v 114 5,6
ND 1595 79,2
Cirurgia Sim 1482 73,6
Nao 495 24,6
ND 37 1,8

Legenda: ND: N&o disponivel. * Outros:(indio americano / nascido no Alasca, asiatico/
nascido nas ilhas do pacifico).

Dentre todos os casos, os estados com o maior numero de registros
dessa neoplasia foram a Califérnia (758/2014), seguido do estado da

Geodrgia (182/2014) e lowa (138/2014) (Figura 5).
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Figura 5 - Distribuicdo geografica dos casos de ADR diagnosticados nos
EUA no periodo de 1973 a 2014.

4.1.2 Taxas padronizadas

A taxa de incidéncia padronizada por idade foi de 0,6 (1973) e 1,0
(2014) por 1.000.000 homens e de 0,6 (1973) e 1,0 (2014) por 1.000.000
mulheres. A tendéncia da incidéncia apresentou estabilidade, em ambos os

sexos (Tabela 2, Figura 6).

Tabela 2 - Taxas de incidéncia padronizadas por idade e tendéncia de ADR,
segundo o género, nos Estados Unidos, no periodo de 1973 a 2014.

Incidéncia Masculino Feminino
1973 0,6 0,6
Taxa
2014 1,0 1,0

AAPC (IC95%) 0,1 (-0,8;1,0) 0,7 (-2,1;3,6)
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Figura 6 - Taxas de incidéncia padronizada por idade de diagndstico do ADR,
segundo o género. SEER (18) 1973 - 2014. Nota: Alisado por trés anos.

Para os quatro Registros de Cancer de Base Populacional da América
Latina (Colombia, Costa Rica, Brasil e Equador), as maiores taxas de
incidéncia do ADR, em ambos os sexos foram observadas em Goiania, com
taxas de 2,4; 1,4 e 3,0 por 1.000.000 para homens e 3,5; 3,8 e 4,0 por
1.000.000 para mulheres. As menores taxas para os homens foram
observadas em Cali, com taxas de 0,7; 0,6 e 2,0 por 1.000.000 e em Quito

para as mulheres 0,8; 2,0 e 1,0 (Figura 7).
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Figura 7 - Grafico com as taxas brutas de incidéncia de ADR em Cali, Costa

Rica, Goiania e Quito. A: para o sexo masculino e B: para o sexo feminino.

Dados obtidos nos volumes IX, X e Xl da Incidéncia do Cancer em Cinco
Continentes (CI5, IARC).
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4.1.3 Modelo Idade-Periodo-Coorte

Frente a caracteristica bimodal para idade presente nos tumores
adrenocorticais, optou-se por avaliar o efeito APC em dois grupo: pediatricos
(00-19 anos) e adultos (20-84 anos). As analises foram feitas por periodos

de cinco anos de 1973 a 2014.

4.1.4 Pacientes pediatricos (0 a 19 anos)

A Long Age Curve é a taxa estimada para individuos nascidos na
coorte de referéncia. Nesta analise, a coorte de referéncia é a do ano de
1985. Pode-se entao observar o risco de desenvolvimento de ADR para as
criangas que nasceram em 1985 até os 20 anos de idade.

As taxas foram mais altas em criangas de zero a cinco anos de idade
tendo sido observado um aumentou apés os 15 anos (Figura 8 A e B). A
taxa de coorte (Figura 8 C), principalmente entre nascidos em 1999, foi trés
vezes maiores em comparagao com os outros anos. No entanto, apesar de
ser um aumento consideravel, a taxa € muito pequena e pode ser resultado
de um efeito randémico. Portanto, consideramos que ndo houve efeito de

coorte para este grupo (Figura 8 D).
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Figura 8 - Resultados das analises do efeito idade, periodo e coorte em
pacientes com carcinoma adrenocortical na faixa etaria de 0-19 anos. A e B:

efeito da idade, C: efeito da coorte e D: efeito do periodo.

Ainda que seja possivel observar o aumento da taxa de incidéncia em
criancas de 5 a 9 anos, a analise do efeito do desvio local ndo apresentou
diferenca significativa. Embora a incidéncia de ADR seja maior entre
criangcas de 0-4 anos de idade, estas taxas tém aumentado em criangas

entre 5 e 9 anos (Figura 9).
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Figura 9 - Analise do efeito do desvio local em pacientes portadores de

carcinoma adrenocortical na faixa etaria de 0-19 anos.

4.1.5 Pacientes adultos (20 anos e mais)

As curvas por idade (Long Age Curve e Cross Sectional Age Curve)
foram semelhantes neste caso e ambas mostraram que as taxas estdo
aumentando em torno de 0,3% por cem mil até os 65 anos. As taxas
permaneceram estaveis com oscilagéo no periodo entre 1998 e 1999 (Figura

10).
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Figura 10 - Resultados das analises do efeito idade, periodo e coorte para
pacientes com ADR na faixa etaria de 20 a mais de 85 anos, de acordo com
os dados obtidos no SEER 18. (A e B: efeito da idade, C: efeito da coorte e D: efeito

do periodo).

A analise dos desvios locais dos pacientes adultos revelou que as
faixas etarias mais jovens (até 38 anos) aumentaram em incidéncia. Em
pacientes com idade superior a 70 anos, também notou-se o aumento das
taxas. Entretanto, nas faixas etarias intermediarias, entre 40 e 65 anos,
observou-se que as mesmas estavam abaixo de zero, ou seja, estavam

diminuindo (Figura 11).
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Figura 11 - Analise do efeito do desvio local em pacientes adultos.

4.1.6 Analises de sobrevida dos casos de ADR nos Estados Unidos

A probabilidade de sobrevida aos 5 anos foi 35,1%. Verificou-se
diferenca significativa (p<0,05) para género, sendo maior no sexo feminino
(37,2%). Segundo a faixa etaria, foi observada melhor sobrevida em
pacientes diagnosticados até os 19 anos (56,0%) e naqueles cuja a
extensdo da doencga foi localizada (60,2%). Também houve melhora da
sobrevida quanto a decada de diagndstico (valor de p<0,05); em 1970 a
sobrevida foi de 24,5% e nos anos 2000 de 36,0%. Nao houve diferenca

segundo a raga (Tabela 3) (Figura 12).
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Tabela 3 - Sobrevida global aos 60 meses de 1498 pacientes portadores de
carcinoma ADR, entre 1973 a 2009, SEER 18, segundo caracteristicas
sociodemogrficas e clinicas.

Variaveis N Obitos Sobrevida Valor de p
(60 meses)
Género 0,023
Feminino 844 527 37,2
Masculino 654 439 32,5
Faixa etéria
(em anos) <0,001
00-19 94 41 56,0
20-39 249 150 39,4
40-59 588 345 40,9
60 + 567 430 23,8
Raca 0,371
Brancos 1301 834 35,6
Negros 101 71 29,7
Outros* 93 60 33,4
Extensdo da
doenca <0,001
Distante 333 312 5,8
Localizado 409 162 60,2
Regional 189 115 39,2
Década de
diagnostico 0,046
1970 94 71 24,5
1980 205 132 35,6
1990 372 238 35,5
2000 827 525 36,0
Total 1498 966 35,1 -

Legenda: ND: Nao disponivel. * Outros: indio americano / nascido no Alasca, asiatico /
nascido nas ilhas do pacifico.
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Figura 12 - Curvas de sobrevida Kaplan-Meier de pacientes com ADR,

diagnosticados entre 1973 e 2009, em 18 registros americanos (SEER18).
(A) sobrevida global, (B) por género, (C) por extensdo da doenca, (D) faixa etaria e (E) por
raca.
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4.2 ANALISE DO PERFIL DE ALTERACOES GENOMICAS DOS

PACIENTES LFS COM ADR

4.2.1 Selecao e caracterizagdo das amostras

A idade média dos 37 pacientes incluidos neste estudo foi de 13,22
anos (variagao 3 meses a 65 anos), sendo composta por 22 pacientes do
sexo feminino e 15 do sexo masculino. Dentre os 37 pacientes, 29 eram
pediatricos (3 meses a 17 anos) e 8 eram adultos (18 a 65 anos). A mediana
de idade entre as pacientes do sexo feminino foi de 10,4 anos (variagao 3
meses a 63 anos) e no sexo masculino foi de 17,1 anos (variagao 9 meses a

65 anos).

4.2.2 Identificacdo da mutagdo TP53 p.R337H

ApoOs a extragao e quantificagcdo do DNA tumoral, as amostras foram
analisadas por RFLP (do inglés: Restriction Fragment Length Polymorphism)
para a identificacdo da presenca de mutagdo no coédon 337 do gene TP53
(Figura 13). Posteriormente as amostras foram sequenciadas a fim de
identificar outras possiveis mutagdes no gene TP53 (Figura 14). Sete de 22
pacientes do sexo feminino eram negativas para a mutagao p.R337H, 15 de
22 eram positivas para a mesma mutagcdo e uma apresentou a mutacao
c.919+1G>A. Dentre os 15 pacientes do sexo masculino, seis eram
negativos para a mutagao p.R337H, oito positivos para esta alteragédo e um

positivo para a mutagdo TP53 p.R273L (c.818G>T).
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Figura 13 - Imagem representativa do resultado da analise de RFLP, onde
quatro pacientes foram positivos para a mutagcédo p.R337H (ADR 21, 20, 22 e

19). Em destaque (retangulo em vermelho), um caso negativo para a presenga da mutagéo

(ADR 23). (Homozigoto para o alelo G, ndo mutado). M= Marcador de peso molecular,

Ladder 1kb Plus, pb= Pares de bases.
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Figura 14 - Eletroferogramas resultantes do sequenciamento de Sanger

para o gene TP53. O caso ADR19 é positivo para a mutagéo p.R337H e o caso ADR 23

€ negativo para esta mutagao.
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Tabela 4 - Resultado da investigacao da mutacdo p.R337H nos pacientes

com ADR.

ID Sexo p.R337H Tumor Mutacdo germinativa TP53
ADR-1 M (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-2 F (-) ND
ADR-3 F (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-4 F (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-5 F (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-6 F (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-7 M (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-8 M (-) (-)

ADR-9 F (+) c.1010 G>A p.R337H
ADR-10 M (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-11 F (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-12 F (+) c.1010 G>A p.R337H
ADR-13 M (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-14 M (+) ND

ADR-15 M (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-16 F (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-17 F (+) c.1010 G>A p.R337H
ADR-18 F (+) ND

ADR-19 M (+) ND

ADR-20 F (+) ND

ADR-21 F (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-22 M (+) ND

ADR-23 M (-) ND

ADR-24 F (-) ND

ADR-25 F (-) ND

ADR-26 M (-) c.818G>T p.R273L
ADR-27 F (-) c.919+1G>A
ADR-28 M (-) ND

ADR-29 F (-) (-)

ADR-30 F (+) ND

ADR-31 F (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-32 M (+) ¢.1010 G>A p.R337H
ADR-33 F (+) ND

ADR-34 M (-) (-)

ADR-35 M (-) (-)

ADR-36 F (-) ND

ADR-37 F (-) (-)

Legenda: F: Feminino, M: Masculino, (+) Positivo, (-) Negativo, ND: N&o disponivel
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4.2.3 Analise de alteracdes genémicas

Vinte e dois dos 37 casos incluidos no estudo apresentavam tecido
com quantidade suficiente para a realizagdo dos experimentos gendmicos.
Embora o protocolo utilizado seja especifico para amostras FFPE e tenha
sido seguido todas as recomendagbes do fabricante (Affymetrix, CA), foi
obtida uma baixa taxa de sucesso explicada pela qualidade do DNA obtido
desses casos.

Entre as 22 amostras testadas inicialmente, 12 passaram pelo
controle de qualidade para a hibridagdo nos chips (Affymetrix, CA). Destes,
apenas sete tumores apresentaram resultados com qualidade satisfatoria
para as analises.

A andlise de SNP arrays foi realizada nos tumores ADR-7, ADR-14 e
ADR-17 portadores da mutacdo p.R337H e nos casos ADR-23, ADR-35,
ADR-36 e ADR-37 negativos para mutagdes, sendo que os casos ADR-14,
ADR-23 e ADR-36, nao tinham amostra disponivel para que fosse realizada
a invstigagdo de mutacdes germinativas no gene TP53. Para os outros
casos a presenga ou auséncia de mutagdes nesse gene foram testadas
tanto no tumor quanto no sangue periférico.

Quatro pacientes sao do sexo masculino e trés do sexo feminino e a
idade mediana dos pacientes foi de 4,8 anos (variagdo de 1-11 anos). A

Tabela 5 mostra o numero e o tipo de alteragao por paciente.
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Tabela 5 - Numero total de alteragbes genémicas detectadas por individuo
analisado.

NUamero NUimero
; i ; Nimero de
Grupo Caso Tipo de Tipo de Tipo _
. . alteracdes
alteracdes alteracdes
] ADR-23 Ganho 103 cnLOH 12 Perda 25
Negativos
ADR-35 Ganho 160 cnLOH 20 Perda 22
ara
P ADR-36 Ganho 19 cnLOH 7 Perda 0
p.R337H
ADR-37 Ganho 44 cnLOH 24 Perda 33
Total 326 63 80
Positivos ~ ADR-7  Ganho 21 cnLOH 10 Perda
para ADR-14  Ganho 103 cnLOH 15 Perda
p.R337H ADR-17 Ganho 3 cnLOH 2 Perda
Total 127 27 21

Notavelmente, aproximadamente 73% (469/644) das alteragdes
estavam presentes nos casos negativos para a mutagdo p.R337H com uma
meédia de 117 alteragdes por caso. Ja os casos positivos apresentaram uma
meédia de 59 alteragdes por caso.

A Figura 15 sumariza as alteragbes distribuidas ao longo dos
cromossomos dos sete casos avaliados neste estudo. De forma geral, foram
observadas alteracdes em quase todos os cromossomos (Figura 16). As
alteragdes mais frequentes foram ganhos dos cromossomos 8 e 12 e perdas

dos cromossomos 11 e 17.
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Figura 15 - Alteragcdes genOmicas distribuidas ao longo dos cromossomos
em sete casos de ADR avaliados para alteragbes genémicas (CytoScan HD,
Affymetrix).
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Figura 16 - Distribuicdo das alteragbes genOmicas detectadas em sete

carcinomas adrenocorticais pediatricos. Verde: ganhos; Azul: perdas. O eixo y

representa a frequéncia das alteragdes, onde 1.0 e -1.0 representam 100% dos casos.
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4.2.4 Alteragcbes presentes nos casos positivos para a mutacao
p.R337H

O perfil global de alteragbes gendmicas encontrado nos pacientes
positivos para mutagcdo TP53 p.R337H (ADR-7, ADR-14 e ADR-17) esta
ilustrado na Figura 17. Todos o0s casos apresentaram alteragées nos
cromossomos (chr) 1, 7, 11, 15 e 17 e englobavam praticamente o
cromossomo todo. Todos os casos apresentaram ganhos no cromossomo 1
e em dois casos foi observado cnLOH em 1p36-q44 (ADR-7) e no caso
ADR-14 foi observada cnLOH em todo o cromossomo 1. Além disso, o caso
ADR-14 apresentou um alto numero de alteragdes nos cromossomos 8 e 12.

Na Figura 18 é possivel observar todas as alteracbes gendmicas

distribuidas ao longo dos cromossomos nos casos positivos para a mutagao

TEN

IjHIH%”HI'? IE ﬁllli- i

Figura 17 - Perfil global de alteragbes em pacientes positivos para a

p.R337H.

mutacado p.R337H no gene TP53. Barras azuis representam ganhos; vermelhas,

perdas e barras roxas representam cnLOH.
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Figura 18 - Alteragdes gendmicas nos casos positivos para a mutagao

p.R337H distribuidas ao longo dos cromossomos.

As trés amostras positivas para mutagdes no gene pR337H TP53
apresentaram seis alteracbes em todos os casos. Identificou-se quatro
regides com ganho no cromossomo 1 (Tabela 6), englobando quase todo o
cromossomo e contendo mais de 10 mil segmentos gendémicos. Outro
cromossomo completamente alterado em todos estes casos foi o
cromossomo 11, o qual apresentou cnLOH sem alteracdo no numero de
copias em 11p15.5-925.

A perda da regiao cromossomica 17p13.3-g25.3 (start: 34071799 -
end: 42761941), que engloba diversos genes, destacando o BRCA1l e a
TOP2A, foi também observada como alterada em todos os casos positivos
para pR337H. Além disso, um dos casos (ADR-14) apresentou uma cnLOH
envolvendo todo o cromossomo 17. Sendo assim, os trés casos

apresentaram alteragdes ao longo de todo o cromossomo 17.



63

Tabela 6 - Regides com alteracbes compartilhadas entre os casos positivos
para a mutagédo p.R337H no gene TP53.

_ , Tamanho  N°de ADR-  ADR-
Chr Inicio Fim ADR-7
(pb) Genes 14 17
cnLOH/
1 60070064 61081379 1011315 173 Ganho Ganho
Ganho
cnLOH/
1 61086651 92971922 31885271 5575 Ganho Ganho
Ganho
cnLOH/
1 92973761 184735330 91761569 5453 Ganho Ganho
Ganho
cnLOH/
1 229888219 249224684 19336465 412 Ganho Ganho
Ganho
11 198509 134942626 134744117 3200 cnLOH cnLOH ¢nLOH
17 34071799 42761941 8690142 456 Perda Perda Perda

Legenda: Chr: cromossomo. ADR-7, ADR-14, ADR 17: Caso adrenocortical 7, 14 e 17,
respectivamente.

Foram identificadas alteragdes exclusivas nos casos positivos para a
mutagdo p.R337H. Os casos ADR-7 e ADR-17 apresentaram ganhos em
1p36.33 (start: 849466 - end: 882802), incluindo os genes SAMD11, NOC2L
e non-coding RNA LOC100130417. Os dois tumores apresentaram também
perda em 17p13.3 (start: 525- end: 18900) onde se mapeia o gene DOC2BL.

Os casos ADR-7 e ADR-14 compartilharam uma cnLOH em 18923
(start: 78014123 - end: 78014582) (Tabela 7); entretanto, essa alteragdo nao
contém genes conhecidos. O caso ADR-14 apresentou um ganho em 3p26.3
(start: 61891- end: 62613; sem gene conhecido), enquanto que o caso ADR-

17 teve um ganho em Xqg26.3.
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Tabela 7 - Alteragdes identificadas exclusivamente em pelo menos dois
pacientes positivos para a mutacido p.R337H.

Tamanho

Chr Inicio Fim (bb) Genes ADR-7 ADR-14 ADR-17
LOC100130417
1 849466 882802 33336 SAMD11 Ganho - Ganho
NOC2L
17 606 18900 18294 DOC2BL Perda - Perda
18 78014123 78014582 459 - cnLOH  cnLOH -

Legenda: Chr: cromossomo. ADR-7, ADR-14, ADR 17: Caso adrenocortical 7, 14 e 17,
respectivamente.

4.2.5 Alteracbes presentes nos casos negativos para a mutacao
p.R337H

O perfil global de alteragbes dos quatro casos negativos para a
mutacdo p.R337H (ADR-23, ADR-35, ADR-36 e ADR-37) pode ser
observado na Figura 19. A Figura 20 representa a distribuicdo de todas as

alteragdes encontradas nos casos negativos ao longo dos cromossomos.
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%% ADR-23
ADR-C1

s ADR-C2
ADR- C3

|
It
1

(INELIN.

!

|= ! =I
1tk
ou

LRI IR R

-

[ p—
e m——
B e -

mutacao p.R337H no gene TP53. Barras azuis representam ganhos; vermelhas,

indicam perdas e roxas representam cnLOH.
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Figura 20 - Alteragdes gendmicas distribuidas ao longo dos cromossomos,

nos casos negativos, para mutagdes no gene TP53.

Foram identificadas alteragdes comuns para os quatros casos
negativos para a mutagédo p.R337H (ADR-23, ADR-35, ADR-36 e ADR-37).
Um total de 62 regides estavam envolvidas em ganhos nos cromossomos 5,
7,12, 15 e 20 e presentes nos quatro casos sem a mutacado p.R337H. Esses
casos também apresentaram 46 regides com cnLOH (cromossomos 11 e
17) e todos eles apresentaram cnLOH no cromossomo 17. O caso ADR-23
apresentou alteragdes em todos os cromossomos, exceto no cromossomo
X. Os casos ADR-35 e ADR-37 apresentaram alteracbes em todos os
cromossomos € o caso ADR-36 ndo possui alteragdes somente nos
cromossomos 22 e X.

Foram detectadas alteragdes exclusivas nos casos negativos para
mutagdes no gene TP53 (Tabela 8). Os cromossomos 16 e 21 apresentaram
um maior numero de genes envolvidos nestas alteragdes. Os genes

mapeados na regido alterada do cromossomo 16 foram previamente
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relatados como marcadores de diferenciagédo celular (TNFRSF12A), fatores
de transcrigdo (SOX8, TFAP4, E4F1, ZSCAN10, ZNF205, ZNF213, ZNF200,
MEFV, ZNF263, ZNF75A e ZNF174), oncogene (CREBBP) e supressor
tumoral (TSC2).

Dentre os genes mapeados na regido alterada no cromossomo 21
foram identificados quatro oncogenes (ERG, OLIG2, RUNX1 e TMPRSS2)
além de fatores de transcricdo (NRIP1, GABPA, LTN1, BACH1, OLIG1,
SETD4, SIM2, ETS2, PRDM15, PKNOX1, HSF2BP, AIRE e PTTGL1IP) e
genes relacionados com diferenciagao celular (ITGB2, ICOSLG, IL10RB e

JAM2).

Tabela 8 - Regides alteradas exclusivamente nos casos com auséncia de
mutagdes no gene TP53.

O
Cchr Inicio Fim Tamanho  N"de  ADR- o or  ApDR36 ADR-37
(pb) Genes 23

2 2.43E+08 2.43E+08 0 0 Perda Perda Ganho Ganho
2 243E+08  2.43E+08 0 0 Perda Perda Ganho  CNLOH/
Ganho

3 1.098E+08 1.98E+08 0 0 Ganho  cnLOH  cnLOH  cnlLOH
10 23886647 29027976 5141329 30 cnLOH Ganho Ganho Perda
10 135852 3368555 3232703 18 cnlOH  cnlOH  Ganho Cg'éz';'/
10 3395150 5762867 2367717 17 onlOH  Ganho  Ganho Cgég';'/
10 22508360 23647550 1139190 12 cnLOH  Ganho  Ganho  cnLOH
10 20666976 22508360 1841384 9 cnlOH  Ganho  Ganho Cg'e-g';/
10 29183271 34044457 4861186 8 cnLlOH  Ganho  Ganho  cnLOH
13 93950799 94630901 680102 2 Ganho  Ganho  Ganho  cnLOH
16 1134682 4317811 3183129 138 Perda  cnLOH  cnlOH  cnLOH
16 232072 1066396 834324 43 Perda  Ganho  cnLOH  cnLOH
16 4569069 5885940 1316871 20 Perda  Ganho  cnLOH  cnLOH
16 8610642 9263709 653067 8 %‘a'-r?h'g/ Ganho  Ganho  cnLOH
16 8524466 8610642 86176 0 cnLOH  Ganho  Ganho  cnLOH
21 15006457 47699856 32693399 291 cnLlOH  Ganho  Ganho  Perda

Legenda: Chr: Cromossomao.
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4.2.6 Analise comparativa entre os pacientes positivos e negativos
para a mutacédo p.R337H.

Alteracbes genbmicas que diferenciam tumores positivos dos
negativos para a mutagao p.R337H foram identificadas usando o teste exato
de Fisher sendo selecionadas as regides com p<0,05 (Ferramenta CoNVaQ,
disponivel em: https://tomcat.compbio.sdu.dk). Esta mesma ferramenta foi
utilizada para a identificagdo dos processos bioldgicos alterados nos casos
positivos, quando comparados com o0s negativos. Disponivel em:
https://convaq.compbio.sdu.dk/#enrichment (LARSEN et al. 2018).

Foram identificadas 21 alteracdes, envolvendo os cromossomos 1, 7
e 17. Ganhos no cromossomo 1 estavam presentes, em sua maioria, nos
casos positivos para a mutagao. Por outro lado, ganhos no cromossomo 7
foram observados somente nos casos negativos para a mutagdo no gene
TP53. Todos o0s pacientes positivos apresentaram perda nas regides
descritas no cromossomo 17, ao passo que 0S casos nhegativos
apresentaram cnLOH (Anexo 2).

Essas principais alteragbes englobaram um total de 1837 genes,
envolvidos em 13 diferentes processos biolégicos (Tabela 9), incluindo a via
da MAPK. Esta via compreende uma subfamilia de proteinas-quinase
especificas de serina/treonina que respondem a estimulos extracelulares e
regulam varias atividades celulares, como expressao génica, mitose,

diferenciagao, sobrevivéncia celular e apoptose (DHILLON et al. 2007)
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Tabela 9 - Processos bioldgicos identificados como alterados nos casos com
a mutacao p.R337H em relagao aos negativos.

Funcdes moleculares e celulares* p-value N de

Genes
Resposta ao interferon-gamma 4.58E-11 17
Morfogénese dos componentes celulares 1.46E-07 49
Locomocgao 0.00000336 20
Via de sinalizagdo mediada por citocinas 0.0000984 19
Organizagédo de componentes celulares ou biogénese 0.000265 93
Processo Catabolico 0.000599 49
Organizagéao do componente celular 0.00186 84
Cascata MAPK 0.00413 24
Regulacéo do processo metabdlico do fosfato 0.0129 26
Via de sinalizagéo do receptor acoplado a proteina G 0.0147 34
Regulacao da atividade catalitica 0.0197 17
Resposta a estimulos externos 0.0228 22
Movimento de componentes celulares 0.0229 27

* Ferramenta utilizada: https://convaq.compbio.sdu.dk/#enrichment (LARSEN et al.
2018)

4.3 ANALISE DO GENOMA COMPLETO DOS PACIENTES LFS

COM ADR

A principal analise realizada com os dados gerados pelo WGS
consistiu da identificacdo de alteragbes de bases unicas (SNVs). As
coberturas de mapeamento foram satisfatérias, atingindo a média de pelo
menos 40 vezes para as amostras normais e pelo menos 100 vezes para as

amostras tumorais (Figura 21).
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Figura 21 - Grafico com as médias de cobertura do sequenciamento para as

amostras de tecido normal e dos tumores adrenocorticais. N= Normal. T=

Tumoral.

4.3.1 Overview das alteracGes de bases Unicas e indels

Apos a identificacdo das SNVs e das indels (pequenas insergdes e
delegdes) foi possivel notar que a paciente ADR-38 apresentou um numero
expressivamente maior de alteragdes (55.198 SNVs; 1.366 indels)
comparado aos outros dois pacientes: ADR-31 (6.473 SNVs; 313 indels) e
ADR-32 (3.605 SNVs; 141 indels). As Figuras 21, 22 e 23 representam o
nuamero de alteragbes encontradas nos trés casos utilizando diferentes
estratégias de analises. Trés ferramentas de bioinformatica, Mutect, Lofreq e
Strelka, foram utilizadas para a identificagdo de SNVs e indels usando os

resultados do sequenciamento de alto desempenho. O fluxograma
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exemplificando o pipeline utilizado para esta analise esta descrito na Figura
3.

A Figura 22 mostra todas as variantes (SNV e indels) encontradas no
genoma do paciente ADR-31, 32 e 38, usando os dados de WGS (parte
superior da figura) e também as variantes mapeadas em regides exdnicas
(parte inferior da figura). E possivel observar que a ferramente mutect foi a

que identificou o maior numero de variantes nos trés casos
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Figura 22 - Diagrama de Venn mostrando o niumero de alteragdes identificadas nos tres casos de ADR analisados neste estudo.A. ADR-
31; B. ADR-32 e C. ADR-38. Para a identificagdo das variantes, foram utilizadas trés ferramentas: Mutect, Lofreq e Strelka. O circulo amarelo mostra o
nuamero de alteragdes (SNV e indels) identificadas pela ferramenta Mutect. O circulo azul claro indica o numero de alteragbes encontradas pela
ferramenta Strelka, e o circulo roxo mostra o nimero de alteragdes identificado pela ferramente lofreq. O ndmero nas intersecgcbes mostra as

alteracgdes identificadas por mais de uma ferramenta.
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4.3.2 Analise das variantes dos carcinomas adrenocorticais com a
mutacéo TP53 p.R337H

Todas as variantes identificadas nos casos de carcinomas
adrenocorticais, foram anotadas utilizando a ferramenta snpEff. A
comparacgao do perfil de alteragdes dos trés pacientes foi realizada com a
utilizacdo do IVA (Ingenuity Variant Analysis, Qiagen). Foram identificadas
ao todo 3.071 alteragdes e destas, 1.119 eram alteracdes exbnicas do tipo
missense.

O caso ADR-31 apresentou 371 alteragbes distribuidas ao longo de
todos os cromossomos, sendo que os cromossomos 1, 11, 16 e 19
apresentaram o0 maior numero de alteragdes. Foram detectadas 361
alteracbes nao sinbnimas entre as 371 detectadas, 78 destas foram
consideradas prejudiciais (damaging) ou possivelmente/provavelmente
prejudiciais pelas duas ferramentas de predi¢ao utilizadas (Sift e PolyPhen-
2).

Na tabela 10 é possivel observar as 78 alteracbes exclusivamente
encontradas na paciente com ADR pediatrico e que eram exonicas,
missense e consideradas prejudiciais ou possivelmente/provavelmente

prejudiciais segundo as ferramentas de predi¢cao SIFT e PolyPhen-2.
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Tabela 10 - Lista de alteragcbes presentes exclusivamente no caso de ADR

pediatrico.
Chr  Comego Fim Ref Alt Gene Variante SIFT Poly
Phen-2
1 1403788 1403788 G T ATAD3C p.Gly372Trp c.1114G>T Pr Pr Pr
1 20442878 20442878 C T PLA2G2D p.Gly45Ser c.133G>A Pr Pr Pr
1 45553712 45553712 G A ZSWIM5 p.Arg265Cys c.793C>T Pr Pr Pr
1 1,16E+08 1,16E+08 G A NGF p.Arg180Trp c.538C>T Pr Po Pr
1 1,57E+08 1,57E+08 T C ARHGEF11  p.Glu335Gly ¢.1004A>G Pr Pr Pr
1 1,59E+08 1,59E+08 G A OR6N1 p.Leu86Phe c.256C>T Pr Po Pr
1 2,28E+08 2,28E+08 G A OBSCN p.Gly3841Arg ¢.11521G>A  Pr Pr Pr
1 2,28E+08 2,28E+08 C T OBSCN p.Pro3995Leu  ¢.11984C>T  Pr Pr Pr
1 2,3E+08 23E+08 T C TAF5L p.-Thr375Ala c.1123A>G Pr Po Pr
1 2,46E+08 2,46E+08 C T KIF26B p.Ser1294Leu  ¢.3881C>T Pr Po Pr
2 31564244 31564244 A G XDH p.Arg314Cys ¢.3536T>C Pr Pr Pr
2 71190322 71190322 C T ATP6V1B1 c.940C>T Pr Pr Pr
2 74641580 74641580 A G C2orfgl p.Met548Thr c.1643T>C Pr Po Pr
2 74652775 74652775 T C WDR54 p.Phe318Leu €.952T>C Pr Pr Pr
2 2,19E+08 2,19E+08 C A TNS1 p.Arg618Leu c.1853G>T Pr Pr Pr
2 2,33E+08 2,33E+08 C T ALPP p.Ala183Val c.548C>T Pr Po Pr
3 98001858 98001858 A G OR5H2 p.Thr43Ala c.127A>G Pr Pr Pr
4 69344609 69344609 T G TMPRSS11E  p.lle337Arg c.1010T>G Pr Pr Pr
5 1034393 1034393 A C NKD2 p.Glu125Ala c.374A>C Pr Pr Pr
5 23524508 23524508 T A PRDM9 c.1016T>A Pr Pr Pr
5 81608561 81608561 C T ATP6AP1L p.Ser88Phe c.263C>T Pr Pr Pr
5 1,32E+08 1,32E+08 G A SOWAHA p.Gly419Arg c.1255G>A Pr Pr Pr
5 1,49E+08 1,49E+08 G A SLC26A2 p.Arg545His c.1634G>A Pr Pr Pr
5 1,49E+08 1,49E+08 G A TIGD6 p.Arg10Trp c.28C>T Pr Po Pr
5 1,54E+08 1,54E+08 G C GEMIN5S p.Pro594Arg c.1781C>G Pr Pr Pr
5 1,57E+08 1,57E+08 T A HAVCR2 p.Asp170Val c.509A>T Pr Po Pr
5 1,76E+08 1,76E+08 C A GPRIN1 p.Gly86Cys c.256G>T Pr Pr Pr
5 1,79E+08 1,79E+08 G C TBC1D9B p.Ser229Cys c.686C>G Pr Pr Pr
6 26508753 26508753 C G BTN1Al p.Thr311Arg €.932C>G Pr Pr Pr
6 28268667 28268667 G A PGBD1 p.Asp346Asn c.1036G>A Pr Po Pr
6 31737818 31737818 C A VWA7 p.Gly387Val ¢.1160G>T Pr Pr Pr
6 54735115 54735115 A G FAM83B p.Tyr24Cys c.71A>G Pr Pr Pr
6 1,53E+08 1,53E+08 G A SYNE1 p.Arg1388Trp  ¢.4162C>T Pr Po Pr
7 1476466 1476466 G A MICALL2 p.Arg835Trp ¢.2503C>T Pr Po Pr
8 6681102 6681102 C T XKR5 Pr Po Pr
8 1,13E+08 1,13E+08 G C CSMD3 p.Pro2518Arg c.7553C>G Pr Pr Pr
8 1,44E+08 1,44E+08 G T RHPN1 p.Arg528Leu ¢.1583G>T Pr Pr Pr
9 1,16E+08 1,16E+08 A G ZFP37 p.Cys313Arg c.937T>C Pr Pr Pr
9 1,24E+08 1,24E+08 T C C5 p.Ser978Gly c.2932A>G Pr Po Pr
9 1,4E+08 1,4E+08 G A NDOR1 p.Val568lle c.1702G>A Pr Po Pr
10 18828498 18828498 C T CACNB2 p.Arg610Trp c.1828C>T Pr Po Pr
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Chr  Comeco Fim R’fe Alt Gene Variante SIFT PE::KZ
11 725751 725751 G C EPS8L2 p.Trp544Cys  ¢.1632G>C Pr Pr Pr
11 4621997 4621997 T C TRIM68 p.Lys323Glu c.967A>G Pr Pr Pr
11 16824599 16824599 C T PLEKHA7 p.Val693lle c.2077G>A Pr Po Pr
11 44640672 44640672 A G CD82 p.Tyr267Cys c.800A>G Pr Pr Pr
11 67191103 67191103 C A CARNS1 p.Ser628Arg  c.1884C>A Pr Pr Pr
11 1,19E+08 1,19E+08 G A HYOU1 p.Arg262Trp c.784C>T Pr Po Pr
12 665907 665907 G T BAGALNT3  p.Gly752Val  ¢.2255G>T Pr Po Pr
12 2968078 2968078 G A FOXM1 p.Pro711Leu  ¢.2132C>T Pr Po Pr
12 31820718 31820718 C G ETFBKMT  p.Leu195Val c.583C>G Pr Po Pr
13 22077136 22077136 G A MICU2 p.Leu288Phe  ¢.862C>T Pr Pr Pr
13 31233377 31233377 A T USPL1 p.Ser1055Cys ¢.3163A>T  Pr Pr Pr
14 23876339 23876339 C G MYH6 p.Asp32His c.94G>C Pr Po Pr
14 24526449 24526449 A G CARMIL3 p.Asp379Gly ¢c.1136A>G  Pr Pr Pr
14 30133000 30133000 G A PRKD1 p.Arg201Trp c.601C>T Pr Po Pr
14 81329199 81329199 G A CEP128 p.Arg222Trp c.664C>T Pr Pr Pr
14 94419749 94419749 C T ASB2 p.Gly195Arg c.583G>A  Pr Pr Pr
15 72454690 72454690 A G GRAMD2A p.Tyr329His c.985T>C Pr Pr Pr
16 1997064 1997064 G A RPL3L p.Arg242Trp c.724C>T Pr Pr Pr
16 3077066 3077066 G A THOC6 p.Asp231Asn  c.691G>A Pr Pr Pr
16 10788624 10788624 T C TEKT5 p.Tyr36Cys c.107A>G Pr Pr Pr
16 20787240 20787240 T C ACSM3 p.Leu100Pro c.299T>C Pr Pr Pr
16 23707215 23707215 C T ERN2 p.Arg585GIn  c.1754G>A  Pr Pr Pr
16 70304215 70304215 G A AARS p.Pro234Ser c.700C>T Pr Pr Pr
17 3643130 3643130 C T ITGAE p.Ala831Thr  ¢c.2491G>A Pr Pr Pr
17 56276536 56276536 G A EPX p.Argd19GIn  ¢c.1256G>A  Pr Pr Pr
17 67247900 67247900 G C ABCA5 p.Ser1509Cys ¢.4526C>G  Pr Po Pr
17 74005379 74005379 G A EVPL p.Arg1325Cys ¢.3973C>T Pr Po Pr
19 8601425 8601425 G T MYO1F p.Ala619Asp  c.1856C>A  Pr Pr Pr
19 52869712 52869712 C T ZNF610 p.Arg361Trp  ¢.1081C>T  Pr Po Pr
20 35517702 35517702 C A TLDC2 p.Ser187Arg c.561C>A Pr Pr Pr
20 35661243 35661243 G C RBL1 p.Pro736Arg  ¢c.2207C>G  Pr Po Pr
20 43142614 43142614 G A SERINC3 p.Thr36Met c.107C>T Pr Po Pr
20 60913320 60913320 G A LAMAS p.Ala575Val  ¢.1724C>T Pr Pr Pr
20 62729814 62729814 C T OPRL1 p.Arg259Trp c.775C>T Pr Pr Pr
21 30380588 30380588 G A RWDD2B p.Pro112Leu c.335C>T Pr Pr Pr
22 31867903 31867903 C T EIF4ENIF1 p.Glu33Lys c.97G>A Pr Pr Pr
X 1,02E+08 1,02E+08 G C NXF3 p.Leu424Val c.1270C>G Pr Pr Pr
X 1,03E+08 1,03E+08 T C GLRA4 p.Asp199Gly  c.596A>G Pr Pr Pr
X 1,35E+08 1,35E+08 T A ADGRG4 p.Val882Asp  ¢.2645T>A Pr Pr Pr

Legenda: Chr:

Cromossomo, Ref: Referéncia, Alt: Alteragdo, P: Patogénica, PrP:
Provavelmente Patogénica e PoP: Possivelmente Patogénica.
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O caso ADR-32 apresentou 374 alteracbes distribuidas ao longo de
todos os cromossomos, com exce¢cdo do cromossomo Y, sendo que oS
cromossomos 1, 17 e 19 apresentaram o maior numero de alteracoes.
Destas 374 alteracbes, 372 sdo nao sinbnimas e destas, 79 sao
consideradas patogénicas por pelo menos uma das ferramentas de predigcéo

(SIFT e PolyPhen-2) (Tabela 11).



Tabela 11 - Lista de alteragbes presentes no caso ADR-32.

78

Chr  Comeco Fim Ref Alt Gene Variante SIFT  PolyPhen-2
1 6272028 6272028 G A RNF207 p.R404Q P Po P
1 2,25E+08 2,25E+08 cC G DNAH14 p.T1552R P Po P
1 2,48E+08 2,48E+08 cC A OR2G3 p.D175E P PrP
1 39893177 39893177 cC T MACF1 p.T3394I P PrP
1 1,16E+08 1,16E+08 A G SYCP1 p.D889G P PrP
1 6655595 6655595 cC T KLHL21 p.V484M P PrP
1 1,1E+08 1,1E+08 cC T GNAI3 p.T170I P PrP
1 1,1E+08 1,1E+08 G A CELSR2 p.-G1992R P PrP
1 1,14E+08 1,14E+08 cC T LRIG2 p.R145W P PrP
2 2,34E+08 2,34E+08 cC T USP40 p.G686D P Po P
2 2,35E+08 2,35E+08 c T SPP2 p.S38F P Po P
2 74689609 74689609 G A MOGS p.T436l P Po P
2 2,02E+08 2,02E+08 G A CASP10 p.A398T P PrP
2 44513202 44513202 T C SLC3A1 p.F266S P Po P
2 2,28E+08 2,28E+08 G C IRS1 p.S273W P PrP
2 1,2E+08 1,2E+08 G A DBI p.G87R P Po P
3 1,9E+08 1,9E+08 cC A TP63 p.P511T P Po P
3 48608103 48608103 G C COL7A1 p.P2438R P Po P
3 36872519 36872519 cC A TRANK1 p.G2808V P PrP
3 93646101 93646101 G A PROS1 p.P108L P PrP
3 48600230 48600230 C T UCN2; PFKFB4 p.G110S P Po P
3 57312746 57312746 cC T ASB14 p.V364I P PrP
3 15116371 15116371 cC T RBSN p.G425R P Po P
4 1,55E+08 1,55E+08 A C DCHS2 p.S2117A P PrP
4 1,29E+08 1,29E+08 cC T PLK4 p.P285L P Po P
4 1,66E+08 1,66E+08 cC T TRIM61 p.A136T P PrP
4 1,562E+08 1,52E+08 A C LRBA p.F1531V P PrP
5 42797018 42797018 AT CCDC152 p.E173V P Po P
5 96121496 96121496 cC T ERAP1 p.vV647I P PrP
5 1,42E+08 1,42E+08 cC T ARHGAP26 p.A20V P PrP
6 29454951 29454951 AT MAS1L p.S243R P PrP
6 70866095 70866095 cC T COL19A1 p.P719L P PrP
6 24559301 24559301 G A KIAA0319 p.R303W P Po P
6 1,33E+08 1,33E+08 A G TAARS p.S95P P PrP
7 5965308 5965308 T G CCz1/ccziB p.F480C P PrP
8 39624388 39624388 A G ADAM2 p.C477R P PrP
8 196121 196121 G T ZNF596 p.G425V P PrP
8 1,45E+08 1,45E+08 cC A EPPK1 p.G102V P PrP
10 98346537 98346537 A G TMISF3 p.L19P P Po P
10 99371384 99371384 cC T HOGA1 p.R318C P PrP
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Chr Comeco Fim Ref Alt Gene Variante SIFT PolyPhen
11 58189912 58189912 A G OR5B2 p.F275L P Po P
11 66637856 66637856 C T PC p.V274M P Pr P
11 57182534 57182534 C A SLC43A3 p.S272I P Po P
11 82985756 82985756 G A CCDC90B p.H3Y P PrP
11 64120895 64120895 C T CCDC88B p.R1254W P PrP
12 1,23E+08 1,23E+08 C A HCAR1 p.V136F P Po P
12 1,06E+08 1,06E+08 T C WASHC4 p.S226P P PrP
12 992598 992598 C T WNK1 p.S1428L P Po P
13 53039442 53039442 G A CKAP2 p.E441K P Po P
14 70245238 70245238 C T SLC10A1 p.R252H P PrP
14 59108364 59108364 C T DACT1 p.S178L P PrP
15 83331533 83331533 T C AP3B2 p.N916D P PrP
15 44778838 44778838 A G CTDSPL2 p.T139A P PrP
15 58834027 58834027 C T LIPC p.A106V P PrP
15 45440600 45440600 c T DUOX1 p.R925W P PrP
16 78149000 78149000 C T WWOX p.R7W P Po P
16 1838641 1838641 G T NUBP2 p.W99L P Po P
16 66423374 66423374 G A CDH5 p.V244M P PrP
17 72249908 72249908 T C TTYH2 p.L466P P Pr P
17 29171026 29171026 A T ATAD5 p.K779N P PrP
17 9546432 9546432 C T CFAP52 p.R594C P Po P
17 42427661 42427661 T C GRN p.C139R P PrP
17 19470482 19470482 A G SLC47A1 p.Y417C P PrP
17 46136969 46136969 G A NFE2L1 p.R751Q P PrP
17 1183612 1183612 T C TUSC5 p.1106T P Po P
17 56598994 56598994 A G 43347 p.1291T P PrP
17 8701222 8701222 G A MFSD6L p.S406L P PrP
17 40257124 40257124 G T DHX58 p.T438K P PrP
17 73738809 73738809 c T ITGB4 p.R977C P PrP
19 53668034 53668034 T C ZNF665 p.Y568C P PrP
19 8168499 8168499 G A FBN3 p.T1629I P PrP
19 36642364 36642364 C A COX7A1 p.G63C P PrP
20 9424868 9424868 C A PLCB4 p.S941Y P Po P
20 62607179 62607179 G A SAMD10 p.A151V P PrP
20 34519258 34519258 A G PHF20 p.Y731C P PrP
20 46268708 46268708 A G NCOAS3 p.Y993C P PrP
20 60551270 60551270 C T TAF4 p.R1071H P PrP
20 49226132 49226132 C T RIPOR3 p.R185H P PrP
22 17581294 17581294 A C ILLI7RA p.E158A P Pr P
Legenda: Chr: cromossomo, Ref: referéncia, Alt: alteragdo, Pr: prejudicial, PrPr:

Provavelmente prejudicial e PoPr possivelmente prejudicial.
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O caso ADR-38 apresentou 346 alteracbes distribuidas ao longo de

todos os cromossomos, com excecdo do cromossomo 21, sendo que os

cromossomos 1, 11 e 19 mostraram o maior numero de alteracées. Um total

de 344 alteracdes nao sinbnimas foi detectada entre as 346 alteracbes e

destas, 96 foram categorizadas como prejudiciais pela ferramenta de

predicdo SIFT e possivelmente/provavelmente prejudiciais pela ferramenta

PolyPhen-2 (Tabela 12).

Tabela 12 - Lista de alteragdes presentes no caso ADR-38.

Chr Comecgo Fim Ref Alt Gene Variante SIFT  PolyPhen-2
1 12942963 12942963 c T PRAMEF4 p.D85N Pr Po Pr
1 94473287 94473287 G A ABCA4 p.L1970F Pr Pr Pr
1 62676991 62676991 T G L1TD1 p.Y849D Pr Po Pr
1 151105831 151105831 T C SEMA6C p.E641G Pr Pr Pr
1 27875698 27875698 c T AHDC1 p.G977R Pr Pr Pr
1 100382037 100382037 A G AGL p.N1428S Pr Pr Pr
1 17263229 17263229 c T CROCC p.R352W Pr Po Pr
1 225700618 225700618 cC A ENAH p.G440V Pr Pr Pr
1 17272778 17272778 G A CROCC p.E721K Pr Po Pr
1 9322153 9322153 c T H6PD p.R272C Pr Pr Pr
2 44059195 44059195 G C ABCG5 p.A98G Pr Po Pr
2 233404771 233404771 G A CHRNG p.R42Q Pr Pr Pr
2 24483979 24483979 C G ITSN2 p.G880A Pr Pr Pr
2 120005583 120005583 G C STEAP3 p.G284A Pr Pr Pr
2 25038522 25038522 T G CENPO p.1158R Pr Po Pr
2 43802152 43802152 G A THADA p.T311M Pr Po Pr
2 95815569 95815569 G A ZNF514 p.R294C Pr Po Pr
2 220089381 220089381 c T ATG9A p.G238R Pr Po Pr
3 56766353 56766353 c T ARHGEF3 p.V381M Pr Pr Pr
3 128991181 128991181 c T COPG1 p.P694L Pr Pr Pr
3 120469550 120469550 C G GTF2E1 p.L51V Pr Pr Pr
3 50005855 50005855 G A RBM6 p.E333K Pr Pr Pr
3 185998497 185998497 cC A DGKG p.A211S Pr Pr Pr
3 14763251 14763251 c T C3orf20 p.S509L Pr Pr Pr
3 32529434 32529434 G C CMTM6 p.A137G Pr Pr Pr
3 148577674 148577674 G A CPB1 p.R380Q Pr Pr Pr
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Chr Comego Fim Ref Alt Gene Variante SIFT PolyPhen-2
3 175473134 175473134 G A NAALADL?2 p.R706Q Pr Pr Pr
4 90874562 90874562 G T MMRN1 p.R1227L Pr Pr Pr
4 39236461 39236461 A G WDR19 p777V Pr Po Pr
4 5733317 5733317 G A EVC p.D184N Pr Po Pr
4 25335007 25335007 c T ZCCHC4 p.R178W Pr Pr Pr
4 103556064 103556064 G A MANBA p.R766W Pr Pr Pr
4 187542899 187542899 G A FAT1 p.P1614L Pr Pr Pr
4 96762158 96762158 G C PDHA2 p.R286P Pr Pr Pr
5 32126523 32126523 cC A GOLPH3 p.R231L Pr Pr Pr
5 140554245 140554245 C T PCDHB7 p.T610M Pr Pr Pr
5 80641743 80641743 A G ACOT12 p.L245P Pr Pr Pr
5 56558491 56558491 c T GPBP1 p.P274L Pr Pr Pr
5 178050332 178050332 C T CLK4 p.R29Q Pr Pr Pr
6 31595657 31595657 G A PRRC2A p.R469Q Pr Pr Pr
6 39082831 39082831 cC T SAYSD1 p.R12Q Pr Pr Pr
6 96985388 96985388 AT UFL1 p.E314V Pr Po Pr
7 36466579 36466579 T A ANLN p.vVo04D Pr Pr Pr
7 123256498 123256498 C G ASB15 p.H81D Pr Pr Pr
8 119936978 119936978 C T  TNFRSF11B p.V281M Pr Pr Pr
8 144994064 144994064 G A PLEC p.R3309C Pr Pr Pr
8 100146901 100146901 G T VPS13B p.Q416H Pr Pr Pr
8 75227597 75227597 C G JPH1 p.R213P Pr Pr Pr
9 74561983 74561983 G A C9orf85 p.R55H Pr Po Pr
9 107456995 107456995 T A OR13D1 p.L98H Pr Pr Pr
9 123904538 123904538 T C CNTRL p.L402S Pr Po Pr
10 112581039 112581039 G A RBM20 p.D888N Pr Po Pr
10 81918889 81918889 AT ANXA11l p.S415T Pr Po Pr
10 18789874 18789874 c T CACNB2 p.S149F Pr Po Pr
11 18309464 18309464 G A HPS5 p.P732L Pr Pr Pr
11 1028379 1028379 c T MUC6 p.G534S Pr Pr Pr
11 6530401 6530401 G C DNHD1 p.K378N Pr Po Pr
11 118532170 118532170 G C TREH p.S222R Pr Pr Pr
11 134238603 134238603 G A GLB1L2 p.G319R Pr Pr Pr
11 64955459 64955459 c T CAPN1 p.R293W Pr Pr Pr
12 109539760 109539760 C G UNG p.H154Q Pr Pr Pr



82

Cont/ Tabela 12

Chr Comego Fim Ref Alt Gene Variante SIFT PolyPhen-2
12 57167812 57167812 c T HSD17B6 p.A59V Pr Po Pr
13 29287326 29287326 cC A SLC46A3 p.G184V Pr Pr Pr
13 96506633 96506633 cC T UGGT2 p.G1369R Pr Pr Pr
14 33069942 33069942 G A AKAP6 p.E892K Pr Pr Pr
14 69520885 69520885 G A DCAF5 p.R840C Pr Po Pr
14 102800909 102800909 C T ZNF839 p.R479W Pr Po Pr
15 89873364 89873364 cC G POLG p.G268A Pr Pr Pr
15 75042806 75042806 cC T CYP1A2 p.R243C Pr Pr Pr
15 90214751 90214751 c T PLIN1 p.E99K Pr Pr Pr
16 135414 135414 G A MPG p.V174l Pr Po Pr
16 19547863 19547863 A G CCP110 p.D291G Pr Pr Pr
16 77353859 77353859 c T ADAMTS18 p.D807N Pr Pr Pr
16 23702280 23702280 G A ERN2 p.R885C Pr Pr Pr
17 59924572 59924572 G A BRIP1 p.R173C Pr Pr Pr
17 40767021 40767021 c T TUBG1 p.R440W Pr Po Pr
17 39394626 39394626 C G KRTAP9-8 p.P108R Pr Pr Pr
17 80016283 80016283 AT DUSIL p.C406S Pr Pr Pr
17 4905807 4905807 c T KIF1C p.P160S Pr Po Pr
17 39506824 39506824 G A KRT33A p.R66C Pr Pr Pr
19 48602951 48602951 C A PLA2G4C p.V142F Pr Po Pr
19 54313928 54313928 G A NLRP12 p.R329W Pr Pr Pr
19 15302941 15302941 T C NOTCH3 p.H170R Pr Po Pr
19 49967454 49967454 c T ALDH16A1 p.T371M Pr Pr Pr
19 44891133 44891133 T A ZNF285 p.E425V Pr Pr Pr
19 49472837 49472837 G A GYS1 p.S641L Pr Pr Pr
20 61443809 61443809 G A OGFR p.R281H Pr Pr Pr
20 62174803 62174803 c T SRMS p.R170Q Pr Pr Pr
20 44640353 44640353 cC T MMP9 p.R322W Pr Po Pr
21 38390446 38390446 G A RIPPLY3 p.G87E Pr Po Pr
X 105193709 105193709 A G NRK p.D1499G Pr Po Pr
X 77528954 77528954 c T CYSLTR1 p.R97H Pr Pr Pr
X 69498482 69498482 C G ARR3 p.S299C Pr Pr Pr
X 24745161 24745161 cC T POLA1 p.P496S Pr Po Pr
X 99931103 99931103 c T SYTL4 p.-M646I Pr Pr Pr
X 54578035 54578035 c T GNL3L p.R300W Pr Pr Pr

Legenda: Chr: cromossomo, Ref: referéncia, Alt: alteragdo, Pr: prejudicial, PrPr:
Provavelmente prejudicial e PoPr possivelmente prejudicial.
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Ainda considerando as variantes em regido exdnicas e que sao
missense, a unica alteragdao compartilhada pelos trés pacientes € a TP53
p.R337H.

Os dois casos de ADR diagnosticados na fase adulta, compartilharam
quatro mutagdes exbnicas e missense. As alteracdes estdo localizadas nos
cromossomos 1 (PRAMEF4; p.D85N; c¢.G253A), 15 (FMN1; p.R560C;
c.1678C>T e p.R319Q; c.956G>A) e 17 (DNAH9; p.P599L; c.C1796T).

Apenas a alteragdo no gene PRAMEF4 (c.253G>A) foi considerada
possivelmente prejudicial pelas ferramentas de predigao SIFT e PolyPhen-2.

Considerando a anotacdo realizada pelo Intervar, que é uma
ferramenta automatica que classifica as variantes com base nas diretrizes
descritas pelo ACMG (do inglés: American College of Medical Genetics and
Genomics), apenas seis genes (HBB, MSR1, SH3TC2, LSS, ABCA4 e
TP53) apresentaram alteragdes consideradas patogénicas ou possivelmente
patogénicas. As alteracdes non-sense identificadas nos genes HBB, MSR1 e
SH3TC2 foram consideradas patogénicas pelo InterVar, no entanto néao
foram anotadas para o SIFT e o Poly-Phen2.

Ja das trés alteracdes missenses identificadas, a detectada no gene
LSS (p.G196A; ¢.620G>C), foi considerada tolerada pelo SIFT,
provavelmente prejudicial pelo Poly-Phen e possivelmente patogénica pelo
InterVar. A alteragdo no gene ABCA4 (p.L1970F; ¢.5908C>T) foi
considerada prejudicial pelo SIFT, provavelmente prejudicial pelo PolyPhen-
2 e possivelmente patogénica pelo InterVar.

Interessantemente, a Unica alteragéo patogénica encontrada nos trés

casos é a TP53 p.R337H (Tabela 13).



Tabela 13 - Lista de alteragbes consideradas patogénicas pela anotacgao InterVar.

ID Chr Comeco Fim Ref Alt Gene Variante Classificagdo  SIFT P:leqy-z InterVar
ADR-31 11 5248004 5248004 G A HBB p.Q40* Non sense - - P
ADR-32 8 16012594 16012594 G A MSR1 p.R293* Non sense - - P
ADR-32 5 148406435 148406435 G A SH3TC2 p.R954* Non sense - - P
ADR-38 21 47639417 47639417 C G LSS p.G196A Missense To Pr Pr PoP
ADR-38 1 94473287 94473287 G A ABCA4 p.L1970F Missense Pr Pr Pr PoP

ADR
31/32/38 17 7574017 7574017 C T TP53 p.R337H Missense To Pr Pr P

Legenda: Chr: cromossomo. P: Variante Patogénica; PoP: Variante possivelmente patogénica. PrPr: Provavelmente Prejudicial. To: Tolerada. A
classificagdo das variantes foi realizada de acordo com a American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). A classificagao € baseada
em um conjunto de 28 critérios (16 critérios de patogenia e 12 critérios de benignidade), representando tanto evidéncias objetivas (experimentais)
quanto subjetivas.
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5 DISCUSSAO

O ADR é uma neoplasia rara, cuja incidéncia anual estimada é de
cerca 0,5-2 casos por milhdo/ano (WOOTEN et al. 1993; KEBEBEW et al.
2006), dados estes que corroboram com os nossos achados, onde a taxa de
incidéncia padronizada por idade foi de 0,6 e 1,0 por 1.000.000 (1973 e
2014) para as mulheres e 0,6 € 1,0 por 1.000.000 (1973 e 2014) para os
homens.

Em 2006, utilizando o mesmo banco de dados do SEER, KEBEBEW
et al. descreveram que a incidéncia anual de ADR nos EUA no periodo de
1973 a 2000 era 0,72 casos por milhdo. Recentemente, SHARMA et al.
(2018) utilizando exatamente a mesma populagao avaliada no nosso estudo
e sem a distingdo por género, reportou uma incidéncia de 1,02 casos por
milhdo. Apesar desse pequeno valor, € possivel notar o aumento da
incidéncia de ADR na populagédo dos EUA com o passar dos anos. Fato
este, que pode estar diretamente relacionado com a melhora no diagndstico
e com o aumento da utilizagdo de exames de imagens mais sensiveis
(MANSMANN et al. 2004).

Entretanto, dados provenientes do registro alemao de ADR sugerem
que a incidéncia de ADR é superior a um por milhdo, podendo ser ainda
maior (FASSNACHT e ALLOLIO 2011). Em contrapartida, diferente do

nosso estudo e dos citados anteriormente, quando foi realizado uma analise
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na populacdo holandesa, houve uma tendéncia para diminuicdo da
incidéncia anual (KERKHOFS et al. 2013).

O ADR é um tumor agressivo que acomete individuos de ambos os
sexos, embora tenha sido relatada em literatura uma proporcdo maior de
individuos do sexo feminino (LATRONICO e CHROUSOS 1997). Nossos
achados também revelaram uma maior propor¢ao de individuos do sexo
feminino (1,3:1) com o cancer adrenocortical.

Além disso, outra caracteristica que vem sendo descrita é a
distribuicao bimodal, onde diversos autores relatam um pico de incidéncia
até os 5 anos de idade e outro apds a quarta década de vida (WOOTEN et
al. 1993; DACKIW et al. 2001; ELSE et al. 2014; SABARETNAM et al. 2016).
Entretanto, essa caracteristica ndo foi observada no nosso estudo, onde foi
verificado que aproximadamente 80% dos casos eram diagnosticados com
idade superior a 40 anos de idade. A auséncia da distribuicdo bimodal foi
observada em outros trés estudos: na populagdo holandesa (KERKHOFS et
al. 2013), americana (KEBEBEW et al 2006) e alema (FASSNACHT e
ALLOLIO 2011).

A incidéncia anual estimada para o ADR pediatrico € de cerca de 0,3
a 0,4 casos/1 milhdo (MICHALKIEWICZ et al. 2004). Contudo, uma
incidéncia anual excepcionalmente alta de ADR pediatrico tem sido relatada
em criangas da regidao Sul e Sudeste do Brasil, com incidéncias de 3,4-4,2
casos por milhdo. A incidéncia mundial de ADR pediatrico é de 0,3 casos por
milhdo em criangas com idades inferiores a 15 anos (RIBEIRO et al. 2001;

MICHALKIEWICZ et al. 2004; PIANOVSKI et al. 2006).
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As taxas de incidéncia de ADR para os quatro Registros de Cancer
de Base Populacional da América Latina (Coldbmbia, Costa Rica, Brasil e
Equador), revelam as maiores taxas em Goiania. Esses achados corroboram
com os dados prévios da literatura que reportam uma alta taxa de incidéncia
desse tumor no Brasil, independente do sexo ou idade do paciente
(RIBEIRO et al. 2001; MICHALKIEWICZ et al. 2004; PIANOVSKI et al.
2006).

Pelo fato de ter sido identificada uma caracteristica de distribuicdo
bimodal do ADR em diversos estudos, foi utilizado o modelo Idade-Periodo-
Coorte para avaliar as tendéncias de idade, ano e coorte de nascimento nas
taxas de ADR nos EUA (banco de dados SEER). Os pacientes foram
subdivididos em dois grupos: pediatricos (00-19 anos) e adultos (20-84
anos) e as analises foram feitas por periodos de cinco anos de 1973 a 2014.

Para o nosso conhecimento, até o momento nenhum outro estudo foi
feito avaliando os efeitos de APC em pacientes com ADR. Esse tipo de
analise tem sido considerado extremamente importante nos sistemas de
saude (YANG 2008; REITHER et al. 2009).

Como o ADR é um tumor raro, as taxas identificadas s&o baixas,
ainda assim foi possivel notar que sdo mais altas em criangcas de zero a
cinco anos de idade. A taxa de coorte entre os nascidos no ano de 1999 foi
trés vezes maior que nos outros anos. Como a taxa € muito pequena
acredita-se que este pode ser um efeito randémico; portanto, nao foi

considerado o efeito de coorte para o grupo pediatrico. Para o grupo de
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pacientes adultos, foi possivel notar o aumento das taxas a partir da quarta
década de vida, atingindo o seu pico entre a sexta e a sétima décadas.

Embora nossa coorte nao tenha apresentado a caracteristica bimodal
esperada, foi possivel notar que as taxas estdo aumentando de zero a cinco
anos e apos os 40 anos, corroborando com os estudos que atribuem o fator
bimodal a esses tumores (ANTONINI et al. 2011; MERMEJO et al. 2014).

E sabido que o tratamento cirirgico é o mais efetivo para este tipo
tumoral, sendo a resseccdo completa do tumor a principal estratégia
terapéutica que pode curar ou prolongar a sobrevida de forma significante,
principalmente se a doenga for detectada em estagios iniciais (I e II). A
maioria dos pacientes com estagio lll tera recidiva tumoral e doenga
metastatica apesar da resseccido tumoral completa. A sobrevida para esse
grupo de pacientes € de 30% em cinco anos e 15%-25% para o
estadiamento IV (LATRONICO e CHROUSOS 1997; ANTONINI et al. 2011).
Infelizmente, nos dados disponiveis no SEER, aproximadamente 79% dos
casos nao tinham essa informacgao disponivel, o que inviabilizou os calculos
de sobrevida para essa variavel.

A sobrevida geral dos pacientes incluidos na nossa casuistica foi de
35% aos cinco anos, resultado este, similar ao encontrado por AYALA-
RAMIREZ (38%) em 2013 na populagdo diagnosticada com ADR no MD
Anderson, Texas, USA no periodo de 1998 a 2011. Ademais, esses valores
também foram similares ao de diversos outros estudos (KENDRICK et al.

2001; ABIVEN et al. 2006; BILIMORIA et al. 2008, SCOLLO et al. 2016).



89

Tumores em criangas mais velhas parecem comportar-se de forma
semelhante ao ADR adulto, mostrando uma sobrevida global de 5 anos de
30 a 40% (PATON et al. 2006). Na nossa casuistica a sobrevida segundo a
faixa etaria foi calculada com pacientes de 00-19, e, possivelmente, por essa
razao a sobrevida obtida na faixa etaria pediatrica foi consideravelmente
mais alta (56%).

Em 2013 um estudo utilizando os dados do SEER apenas em
pacientes pediatricos, subdivididiu os pacientes em grupos com <1 ano, 1-4
anos, 5-9 anos, 10-14 anos e 15-19 anos (MCATEER et al. 2013). Os
autores mostraram que a sobrevida decrescia significativamente nesses
grupos de acordo com a faixa etaria, sendo de 90% para os pacientes com <
1 ano e 22,3% para os pacientes entre 15-19 anos.

As diversas diferengas documentadas entre tumores diagnosticados
em criancas e adultos levantam a questao da importancia da idade como um
fator prognéstico independente para o ADR (MCATEER et al. 2013). Apesar
de varios estudos analisarem os fatores prognésticos do ADR,
principalmente nas criancas, os resultados ndao tém sido consistentes, e
como mostrado em nosso estudo e em outros, nota-se que as criangas mais
jovens séo as que apresentam uma melhor sobrevida (DEHNER et al. 2003;
MICHALKIEWICZ et al 2004; KLEIN et al. 2011).

A sobrevida global dos pacientes de acordo com o sexo foi
significativamente maior para os pacientes do sexo feminino (37,2 meses)
comparado ao masculino (32,5 meses). Entretanto esse fator pode ser

devido a maior incidéncia desse tumor nos pacientes do sexo feminino. Para
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0 nosso conhecimento, os relatos em literatura ndo avaliaram a diferenga de
sobrevida global considerando o género dos pacientes diagnosticados com
ADR.

Outra variavel com diferenca estatistica foi a dos pacientes cuja
extensdo da doenca era localizada (60,2%), seguida de regional (39,2%) e
distante (5,8%). No entanto em 2013, Ayalla-Ramirez e colaboradores
relataram que embora seja util incluir a extensdo da doenga na analise de
sobrevida, os exames de imagem utilizados ao diagndstico podem ter sido
diferentes como tomografia computadorizada, ressonancia magnética, PET
SCan (do inglés: Positron Emission Tomography) ou cintilografia éssea.
Sendo que a auséncia de uniformidade no exame de detecgdo pode
influenciar na diferenga no numero de metastases identificadas, causando
assim uma imprecisao nas caracteristicas doenga ao diagnostico (AYALA-
RAMIREZ et al. 2013).

Resultados semelhantes foram encontrados quando a populagao
pediatrica disponivel no SEER até 2004 foi avaliada. A sobrevida dos
pacientes cuja a extensdo da doenca era localizada foi de 80,4%, caindo
para 24% para os pacientes com doenca metastatica (MCATEER et al.
2013).

Interessantemente, observou-se uma sobrevida maior nos pacientes
de acordo com a década de diagndstico. Os pacientes que foram
diagnosticados em 1970 apresentaram sobrevida de 25,5%, enquanto os
pacientes diagnosticados nos anos 2000 apresentaram a sobrevida de 36%.

Este achado pode estar diretamente relacionado com a maior precisdo
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diagnéstica, principalmente com o avango dos exames de imagem, que
corroboram para que haja um diagnéstico mais precoce e preciso.

Até o presente, os estudos epidemiolégicos no carcinoma
adrenocortical ainda sao muito limitados. A principal fonte de dados desse
tumor é o SEER, e para o nosso conhecimento, ndo ha outra fonte de dados
tdo robusta e confiavel quanto esta. No Brasil, a incidéncia do ADR
pediatrico chega a ser até 15% maior do que em outras partes do mundo
(SANDRINI et al. 1997), mostrando assim a necessidade da criagdo de um
banco de dados com a casuistica brasileira 0 que possibilitaria um maior
entendimento a respeito dessa neoplasia.

O ADR pediatrico é frequentemente relacionado com mutacdes
germinativas no gene TP53, sendo entdo fortemente associado com a
Sindrome de Li-Fraumeni (WASSERMAN et al. 2012). O ADR pode ser
detectado em 6-13% dos pacientes com esta sindrome (BOUGEARD et al.
2015; MAI et al. 2016).

Segundo SEIDINGER et al. (2011), aproximadamente 93% dos
pacientes pediatricos sdo portadores da mutacdo fundadora TP53, a
p.R337H, a qual consiste na troca de uma arginina por uma histidina
(RIBEIRO et al. 2001). A associagao de mutagdes no gene TP53 com o ADR
€ tao forte que mesmo criangas com aparente ADR esporadico apresentam
uma alta prevaléncia de mutacdes nesse gene (VALDEZ et al. 2017).

Por isso, na segunda etapa deste estudo, o principal objetivo foi
identificar alteragcbes gendmicas com potencial para evidenciar novos

marcadores moleculares para promover uma compreensao mais robusta a
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respeito do ADR pediatrico. Considerando a raridade da doenga, foram
estabelecidas diversas colaboragbes as quais puderam contribuir com a
disponibilidade de amostras FFPE. A utilizacido de amostras FFPE é sempre
um desafio, uma vez que a qualidade do material desejado (DNA ou RNA)
dependera de diversos fatores, como o tempo entre a retirada do tumor e a
fixacdo da amostra em parafina, tempo de fixacdo da amostra e a qualidade
do fixador utilizado. O tamanho da peca também é um fator importante, uma
vez que é sabido que em tumores maiores a parafina demora mais para
chegar ao centro do tumor, podendo dessa forma causar degradagao do
tecido (GILBERT et al. 2007; ZHANG et al. 2017).

A coorte inicial selecionada para esta parte do estudo era composta
por 37 pacientes, com maior proporcdo de pacientes do sexo feminino
(22/37) corroborando com os relatos ja descritos em literatura (ICARD et al.
2001; MICHALKIEWICZ et al. 2004; CUSTODIO et al. 2013; BULZICO et al.
2016; SCOLLO et al 2016; TELLA et al. 2018). Para o nosso conhecimento,
até o presente momento, ndao ha explicacbes em literatura da maior
prevaléncia doeng¢a em individuos do sexo feminino.

A idade média dos pacientes foi de 13,22 anos, diferindo do primeiro
pico de incidéncia do ADR (até os 5 anos) quando consideramos a
distribuicdo bimodal frequentemente atribuida a esse tumor (ELSE et al.
2014; SABARETNAM et al. 2016). Oito dos 37 pacientes estavam fora dos
picos esperados de idade de acometimento (até os 5 anos e apds a quarta

década de vida), e desses, quatro eram positivos para mutagédo p.R337H
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(média de idade de 13,7 anos) e os outros quatro eram negativos para a
mutacao (média de idade de 21,2 anos).

Recentemente, uma analise clinicopatoldgica incluindo 41 pacientes
pediatricos diagnosticados no Mayo Clinic - EUA, mostraram que ha fortes
evidéncias de que o curso natural do ADR é significativamente diferente e
favoravel em criancas com idades inferiores a 4 anos em comparagao com
aqueles com mais de 12 anos de idade. Entretanto testes genéticos néo
foram realizados, portanto nao foram obtidas conclusbes a respeito da
associagao das mutagées em TP53 com o ADR (GUPTA et al 2018).

Uma das limitacdes do presente estudo foi a qualidade das amostras.
Entre as 37 amostras selecionadas, 22 tinham DNA com qualidade e em
quantidade suficiente para os ensaios de CytoScan, mas apenas 12
passaram pelos critérios de qualidade recomendados pelo fabricante. Ainda
assim, somente sete amostras (trés TP53 p.R337 positivas e quatro TP53
p.R337 negativas) apresentaram qualidade satisfatéria para as analises.

Entre as amostras positivas para a mutagdo TP53 p.R337H foram
compartilhados entre os trés tumores ganhos de praticamente todo o
cromossomo 1, cnLOH no cromossomo 11 e perda do cromossomo 17. Em
2012, LETOUZE et al. avaliaram 25 ADRs pediatricos, sendo 13 casos
provenientes do Brasil (todos portadores da mutagdo p.R337H) e 12 de
outras partes do mundo (Franga, Suigca, Holanda e Estados Unidos)
incluindo portadores da p.R337H, outras mutagdbes em TP53 e TP53
selvagem. Os autores descreveram 16 alteracbes cromossOmicas

significativamente recorrentes em ADR pediatrico, incluindo ganhos no
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cromossomo 1 (1p13-1923), cnLOH no cromossomo 11 (11p15) e perda no
cromossomo 17 (17p11-17q12), dados estes que corroboram com 0s NOSS0S
achados.

Em dois dos trés casos positivos para a mutacdo foi observada a
perda em 17p13.3 onde se mapeia o gene DOC2BL. Interessantemente,
esta mesma alteracao foi identificada em um paciente da coorte do estudo
de LETOUZE et al. (2012) e que n&o era portador da mutacdo p.R337H.

Ha poucos estudos que avaliaram alteracbes gendmicas em
pacientes pediatricos com ADR, no entanto existem alguns que analisaram a
o perfil gendmico de carcinomas e adenomas adrencorticais. Em 2013,
RONCHI et al. (2013) avaliaram 46 tumores adrenocorticais, sendo 24
adenomas e 22 carcinomas. Utilizando a técnica de hibridagdo genémica
comparativa (HGC), um estudo identificou alteragbes com ganhos nos
cromossomos 4, 5, 12, e 19 e perdas em 1p, 17p, 22p, 11q e 29 em 62%
dos casos. Os autores identificaram que nos carcinomas existia um padrao
genético preciso incluindo perdas no cromossomo 1, o que foi associado a
um melhor prognéstico. Na nossa casuistica, diferentemente de RONCHI et
al. (2013) nés identificamos ganhos no cromossomo 1, interessantemente
um dos trés pacientes que tinha o ganho no chr 1 ao invés da perda, veio a
obito, mas apenas isso nao € suficiente para afirmarmos que nossos
achados associam esse fato a um pior prognaéstico.

A perda envolvendo 17q (start: 34071799- end: 42761941) foi
observada em todos os casos positivos para a mutacdo p.R337H. Nessa

regido estdo mapeados diversos genes, destacando-se o BRCA1 (17921.31)
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e TOP2A (17921.2) Em uma analise do perfil de expressao génica em
amostras de tumores adrenocorticais (adenomas e carcinomas) da infancia,
WEST et al. (2007) relataram expressdao aumentada do gene TOP2A. O
perfil de expressdo génica entre carcinomas e adenomas adrenocorticais
relatado por FERNANDEZ-RANVIER et al. (2008) também revelou aumento
de expressao do gene TOP2A. JAIN et al. (2013) confirmaram a expresséao
aumentada do gene TOP2A em carcinomas adrenocorticais quando
comparados a adenomas e tecidos normais. Os autores sugeriram que esse
gene € um potencial alvo terapéutico para o carcinoma adrenocortical (JAIN
et al. 2013). Nesses estudos, os autores ndo avaliaram a presenca de
mutagcdes no gene TP53. Em nosso estudo, os casos negativos para
pR337H tinham cnLOH nessa regidao o que poderia levar a duplicagdo do
gene e consequente aumento da sua expressao. Entretanto, néo foi possivel
avaliar a presenca da expressao desse gene entre as amostras testadas.
Baseados nos dados da literatura e em nossos achados, pode ser sugerido
que ganhos do gene TOP2A possam ser traduzidos para aumento de sua
expressao e que esse evento contribui para a carcinogénese da adrenal.

Em adicdo, os casos positivos para a mutagdo TP53 p.R337
apresentaram ganhos no cromossomo 3 (start 61891- end 62613) (ADR-14)
e em Xq26.3 (ADR-17), o que nao foi encontrado em nenhum caso negativo
para a mutagado. Usando uma abordagem diferente da descrita no presente
estudo, RUSSELL et al. (1999) compararam adenomas e carcinomas sendo
detectados resultados semelhantes aos aqui descritos. Os autores

identificaram ganhos no cromossomo 3 nos carcinomas adrenocorticais
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assim como ganhos no cromossomo X (RUSSELL et al. 1999, como os aqui
descritos.

Na nossa casuistica, os casos negativos para mutagdes no gene
TP53 apresentaram maior numero de alteracbes quando comparados aos
positivos. Este resultado diferiu dos descritos por LETOUZE et al. (2012).
Nesse estudo, os pacientes eram portadores de mutagdes no gene TP53,
incluindo a p.R337H e apresentaram um numero significantemente maior de
alteragdes quando comparados com os casos TP53 selvagem (LETOUZE et
al. 2012).

A combinacdo de cromossomos com um alto numero de CNAs
incluindo amplificagdes envolvendo grandes regides genbmicas nos
cromossomos 5, 7, 12 e 19 assim como grandes delegdes nos
cromossomos 1, 2, 13, 17 e 22 foi associada com um melhor progndstico
nos pacientes com ADR (RONCHI et al. 2013). Na presente casuistica,
dentre os pacientes negativos para a mutagdo p.R337H, foram identificados
ganhos nos cromossomos 5,7, 12, 15 e 20, um padrao bem parecido ao
descrito pelos autores. Interessantemente os quatro casos que
apresentaram essa combinacao de alteragdes estao vivos e bem, ainda que
0 padrao de delec¢des nao tenha sido exatamente o mesmo.

Nos dultimos anos, andlises de trés estudos com coortes
independentes de ADR identificaram perfis comuns de alteracdes
cromossbmicas (CNAs: Copy Number Alterations) (ASSIE et al 2014;

JUHLIN et al. 2015; ZHENG et al. 2016).
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Amplificacbes especificas foram observadas nas regides
cromossbmicas contendo o gene TERT (5p15.33), o qual codifica a
transcriptase reversa da telomerase, e o gene CDK4 (12q14); sua proteina
compode a via do ciclo celular. Na nossa casuistica, ainda que n&o tenha sido
na mesma regides, 0s casos negativos para a mutagcdo p.R337H
apresentaram ganhos nos cromossomos 5 e 12.

Por outro lado, as delegdes foram mais comumente observadas no
cromossomo 22, onde se mapeia o gene ZNRF3 (22912.1), e nos
cromossomos 9 e 13, contendo os genes CDKN2A (9p21.3) e RB1 (13q14),
respectivamente (ARMIGNACCO et al. 2017). Entretanto, na nossa
casuistica trés dos quatro pacientes negativos para mutagdes no gene TP53
apresentaram ganhos no cromossomo 13, na regido codificada pelo gene
GPC6. Ademais, apesar de trés estudos tracarem esse perfil de alteracoes,
todos eles foram realizados em uma coorte com média de idade acima da
quarta década de vida, 52,9 anos (JUHLIN et al. 2015) e 49 anos (ZHENG et
al. 2016), enquanto que a média de idade para o nosso estudo foi de 4,8
anos.

Os casos negativos para mutacbes no gene TP53 também
apresentaram em comum uma cnLOH mapeada em 17p13.3-925.3 (start:
33950977 - end: 43051391). Interessantemente, PINTO et al. (2015)
relataram uma associacdo entre a cnLOH em todo o cromossomo 17 em
pacientes portadores de mutagdes no gene TP53. Nesse estudo, os autores
encontraram cnLOH no cromossomo 17 em 28 de 37 ADR pediatricos e os

tumores que tinham mutagbes germinativas no gene TP53 apresentaram
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cnLOH envolvendo todo o cromossomo 17. Os autores sugeriram que 0s
pacientes portadores da mutacdo p.R337H, apresentavam um segundo
evento, como por exemplo cnLOH concomitante nos cromossomos 11 e
17p. Nossos achados sugerem que a cnLOH envolvendo o cromossomo 17
esta associada ao desenvolvimento do ADR e, provavelmente, nao
diretamente relacionada com presencga ou auséncia de mutagées no gene
TP53.

Nesse mesmo estudo, PINTO et al. (2015) reltaram a presenca de
cnLOH do cromossomo 11p, com selegao contra 0 cromossomo materno e
consequente expressao aumentada de IGF2, como um evento precoce € um
marco da tumorigénese adrenocortical pediatrica. O grupo, propbés que
mutacdes germinativas no gene TP53 podem contribuir para a tumorigénes
adrenocortical promovendo a instabilidade cromossémica. Ademais, neste
relato, os autores identificaram alteracbes em 11p e expressdao aumentada
de IGF2 em todos os casos de ADR com mutagbes germinativas no gene
TP53. A ¢cnLOH em 11p e alteragdes na expressdao de IGF2 ja foram
associadas a outros tumores pediatricos, como tumor de Wilms, e
hepatoblastoma (RAINIER et al. 1993, MUSSA et al. 2011), fato este que
também foi observado nos carcinomas adrenocorticais, que apresentam
alteragdes de imprinting genémico no cromossomo 11p15 (ASSIE et al.
2014). PINTO et al. (2015), encontraram a perda de heterozigose do
cromossomo 11p em 91% dos casos testados. Além disso, foi observada a
cnLOH do cromossomo 17 com selegédo contra o TP53 selvagem em 76%

dos tumores adrenocorticais. Segundo os autores, a cnLOH em 11p e 17
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ocorreu durante o inicio da tumorigénese, sugestivo de que estes eventos
estdo associados com o desenvolvimento tumoral. Nossos achados, ainda
que tenham sido feitos por uma abordagem diferente, corroboram com os
achados de PINTO et al. (2015) todos os nossos casos, independentemente
de serem positivos ou negativos para a mutagao p.R337H, apresentaram
cnLOH em 11p. Em nosso estudo, nao foi possivel avaliar a expressao de
IGF2.

Em 2016, ZHENG et al. relataram como a cnLOH pode estar
associada com uma duplicagdo do genoma completo (WGD), que se associa
a agressividade do tumor, sugerindo que WGD pode representar um
marcador de progressao tumoral.

Dentre as outras alteragdes identificadas somente nos casos com
auséncia de mutagbes no gene TP53, destacam-se alteragdes nos
cromossomos 16 e 21 que apresentaram um maior numero de genes
envolvidos. Em relagdo aos genes alterados no cromossomo 16, encontram-
se marcadores de diferenciagao celular, fatores de transcricdo, oncogene e
supressor tumoral. Como exemplo, o oncogene CREBBP esta envolvido na
co-ativacdo transcricional de muitos fatores de transcricdo diferentes e
alteragcdes nesse gene sao fortemente associadas leucemia linfoblastica
aguda em criangas (DING et al. 2017). Enquanto o supressor tumoral TSC2
ja foi associado com cancer de células renais em idade pediatrica (POTTER
et al. 2017) e tumores neuroenddécrinos (SCHRADER et al. 2017).

As alteragdes gendbmicas que diferenciavam os tumores positivos e

negativos para a mutagédo envolveram os cromossomos 1, 7 € 17. No nosso
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estudo, o principal processo biolégico identificado como alterado foi
relacionado a via da MAPK. Sabe-se que a MAPK é regulada pela via Wnt/3
catenina, que é essencial para o desenvolvimento embrionario da adrenal e
que esta envolvida na tumorigénese dessa glandula (BERTHON et al. 2012;
SIMON e HAMMER 2012). Desta forma, as alteragdes envolvendo os genes
da via MAPK podem contribuir para o desenvolvimento dos carcinomas
adrenocorticais.

Em 2015, um estudo investigou o status mutacional dos genes que
codificam a via de sinalizagdao da MAPK, tais como BRAF, HRAS, NRAS,
KRAS e EGFR em um grupo de 95 ADRs. Foram identificadas duas
diferentes alteragcbes em BRAF (c.1332G>A;p.R444R) no exon 11 e
(c.1799T>A, p.V600E) no exon 15. Embora tenha sido observado em nosso
estudo alteragdes nos cromossomos 11 e 15, 0 gene BRAF nao estava entre
os alterados ou mesmo outros genes da via MAPK (RUBIN et al. 2015).

Em resumo, os resultados da analise de SNP array mostraram que
pacientes portadores da mutagcdo p.R337H do gene TP53 apresentam
tumores com um menor numero de alteragdes quando comparados com 0s
tumores de pacientes ndo mutados. Foram descritas alteragées gendmicas
especificas entre os casos com e sem a mutagao no gene TP53 revelando
um perfil gendmico particular para cada grupo de tumores. Estes achados
dao suporte para a hipdtese que estes tumores sdo biologicamente e
molecularmente distintos podendo explicar as diferengas clinicas
previamente relatadas nestes pacientes.

Na terceira parte do estudo, foi possivel analisar dados do
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sequenciamento do genoma de trés pacientes, um pediatrico e dois adultos,
com ADR que foram previamente identificados como portadores da mutagao
fundadora p.R337H.

Interessantemente a paciente que apresentou o0 maior numero de
alteragdes foi a paciente diagnosticada em idade mais avangada, ademais,
esta paciente declarou-se como fumante compulsiva. Em 1996 HSING et al.
sugeriram um aumento do risco de desenvolvimento de ADR em fumantes
pesados do sexo masculino (razéo de risco 2.0, IC 95% 1.0-4.4), mas né&o
em fumantes do sexo feminino (HSING et al. 1996). O aumento do risco
para fumantes do sexo masculino também foi visto em outra série em
250.000 veteranos dos EUA (CHOW et al 1996). Além disso, um pequeno
estudo em ratos descreveu o desenvolvimento de trés ADRs em 80 ratos
que foram expostos a inalacdo crénica de tabaco em comparagdo com
nenhum caso nos 93 controles (DALBEY et al. 1980). No entanto, a
avaliacdo desses estudos deve ser analisada com cautela pois em nenhum
dos casos o ADR foi confirmado por exames histolégicos. KUPER et al.
(2002) fez uma revisao do uso de tabaco e a causa do cancer, e julgou que
as evidéncias disponiveis sobre uma possivel associagao entre o tabagismo
e o ADR eram inconclusivas.

A paciente, ADR-31, desenvolveu um linfoma de Hodgkin aos sete
anos de idade, e recebeu quimioterapia e radioterapia local. A taxa de
desenvolvimento de multiplos tumores primarios em pacientes com linfoma
de Hodgkin tem sido reportada de 7,5% (WEIR et al. 2013) a 7,8%

(BHULLER et al. 2016), e tem sido principalmente associada aos efeitos
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téxicos tardios devido ao tratamento (VOGT et al. 2017). Os pacientes que
sobreviveram ao linfoma de Hodgkin que foram tratados com radioterapia,
apresentam maior risco de desenvolvimento de canceres de mama, pulmao,
tiredide e coloretal (LISIK-HABIB et al. 2015; BHULLER et al. 2016). Ja os
pacientes que trataram com quimioterapia estdo mais suscetiveis ao
desenvolvimento de leucemias secundarias, canceres de pulmao,
gastrointestinal ou bexiga, assim como sarcomas de partes moles e
osteosarcomas (WOOD et al. 2012). Nao pode ser descartada a
possibilidade desta paciente ter desenvolvido o ADR, um segundo tumor
primario, também como resultado do tratamento quimioterapico.

Os cromossomos mais frequentemente alterados nos trés pacientes
avaliadas por NGS, foram os cromossomos 1, 11, 16, 17 e 19. Diversos
estudos ja relacionaram a relagédo de alteragbes nos cromossomos 11 e 17
com o desenvolvimento do ADR (WEST et al. 2007; JAIN et al. 2013; PINTO
et al. 2015). No entanto, considerando as ferramentas de predigdo (SIFT e
Poly-Phen-2) utilizadas nesse estudo, varias alteragdes envolvendo diversos
genes foram consideradas prejudiciais embora ainda n&o tenham sido
descritas no carcinoma adrenocortical.

Em 2014, o The European Newtwork for the Study of Adrenal Tumors-
ENSAT descreveu o primeiro perfil genémico de ADR baseado nas analises
de exoma e SNP-array, comparando mutagdes tumorais somaticas e o perfil
germinativo (ASSIE et al. 2014). Pouco tempo depois, os dados foram
confirmados pelos dois outros estudos utilizando coortes independentes de

ADR (JUHLIN et al. 2015; ZHENG et al. 2016), resultando em validagao de
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uma lista de genes drivers.

JUHLIN et al. (2015) relataram que as mutagdes potencialmente
causadoras da doenga afetam os genes GNAS, RB1 e NF2. Destes trés
genes, nos identificamos apenas uma alteragéo no gene GNAS (p.Glu52Lys)
no caso ADR-31. Ainda que a alteragdo ndo seja idéntica reportada no
estudo de JUHLIN et al. (2015) (Arg201Hist), torna-se interessante uma
investigacao mais detalhada do gene GNAS em ADR. Mutagbes localizadas
no éxon 8 do gene GNAS resultam na sindrome de McCune-Albright. Os
individuos afetados com essa sindrome apresentaram uma maior
predisposi¢cao para o desenvolvimento da Sindrome de Cushing, que é
altamente relacionada ao ADR (WEINSTEIN et al. 1991; GOUDIE et al.
2018).

Nos trés estudos descrevendo alteracdes no
ADR, o gene ZNFR3 foi 0 mais comumente alterado (21% nos trés estudos),
juntamente com mutag¢des no gene que codifica a beta catenina CTNNB1
(16%) (ASSIE et al. 2014; JUHLIN et al. 2015; ZHENG et al. 2016).
Mutagbes nesses genes foram consideradas como exclusivas do ADR nos
trés estudos (ARMIGNACCO et al. 2017). Interessantemente, nenhum dos
trés casos aqui analisados apresentou alteragdes nesses genes. No entanto,
ESPIARD e BERTHERAT (2015) associaram mutagdes somaticas nos
genes (ZNFR3 e CTBNNL1) apenas com casos de ADR esporadicos, o que
explicaria a auséncia de mutagdes nesses genes na nossa casuistica.

Os estudos disponiveis até o presente. realizaram analises de

sequenciamento em tumores adrenocorticais, visando a comparagao do
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perfil mutacional de carcinomas e adenomas. O grande diferencial do nosso
estudo, € que o mesmo foi realizado visando a comparagao entre
carcinomas adrenocorticais, positivos para mutagao fundadora p.R337H,
embora em diferentes idades de acometimento. Duas alteracbes estavam
presentes nos dois ADR adultos: FMN1 (p.R560C) e PRAMEF4 (p.D85N). A
expressdo do gene PRAMEF4 foi identificada em colangiocarcinoma e
canceres de figado, ovario, endométrio e testiculo (LI et al. 2016). Nao
temos conhecimento de outros relatos sobre esses dois genes no ADR.

Considerando o caso ADR-31, diversas alteragdes foram identificadas
exclusivamente no tumor pediatrico, dentre elas, uma variante no gene
ATRX (p.R663H). O gene ATRX codifica uma helicase que atua no
remodelamento da cromatina e na manutencao estrutural dos teldbmeros
(CLYNES et al. 2013). PINTO et al. (2015) relataram que os casos com
mutagbes germinativas no TP53 e somaticas em ATRX foram
significantemente associados com tumores maiores, de estadiamento
avancgado (llI/IV) e com uma sobrevida livre de doenga ruim. No nosso caso,
a paciente foi operada em outro servico e nos prontuarios ndo constam o
estadiamento e tamanho do tumor. No entanto, a sobrevida livre de doenca
dela foi ruim, uma vez que ela desenvolveu uma série de sarcomas de
partes moles (aos 10, 12, 14, 16 anos) apds o tratamento do ADR. Aos 20
anos, esta paciente desenvolveu um sarcoma de partes moles no braco e
veio a oObito, menos de um ano apds o diagndstico devido a metastase
pulmonar.

Outros genes que aparecem frequentemente mutados nos ADR sao
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CDKN2A, RB1, MDM2 e em uma menor frequéncia os genes MEN1, DAXX
e TERT (ARMIGNACCO et al. 2017). Na nossa casuistica, nédo foi
identificada alteragdo nestes genes, tais genes tem sido mais comumente
associados com ADR esporadico e provavelmente por isso nao foram
encontrados no nosso estudo.

Recentemente, VATRANO et al. (2018) identificaram que o perfil
mutacional dos ADR era diferente nos distintos tipos histolégicos do ADR,
apresentando uma alta prevaléncia de alteragbes somaticas nos casos cuja
a histopatologia era convencional comparado com 0s casos oncociticos.
Infelizmente, ndo foi possivel obter os dados histopatolégicos dos tumores
da nossa casuistica.

Para o nosso conhecimento, ndo ha relatos em literatura das
variantes patogénicas identificadas em nosso estudo (classificagdo do
Intervar), exceto a descrita no gene TP53, cuja associagdo com o ADR ja é
bem estabelecida. As alteragbes nos genes HBB, MSR1, SH3TC2, LSS e
ABCA4, ainda que tenha sido identificadas em poucos casos, podem estar
relacionadas com esse tipo tumoral. Portanto, ha a necessidade de uma
coorte mais robusta para investigar e validar os resultados aqui obtidos.

No entanto, frente a raridade do tumor, o maior desafio € conseguir
amostras suficientes para que possamos confirmar esses achados e, dessa

forma, associar ou nao essas alteragdes ao ADR.



106

CONCLUSAO

Os analises epidemioldgicas utilizando o SEER montrou que o ADR é
uma neoplasia rara nos Estados Unidos da América com a grande
maioria dos casos apresentando-se em estadios avancados e
acometendo individuos em idades mais avancadas. Além disso, os
dados revelaram maior sobrevida tanto para os pacientes
diagnosticados até os 19 anos de idade, quanto para os pacientes

cuja a extensdo da doenga era localizada;

A taxa de incidéncia de ADR nos EUA apresentou um aumento até a
década de 1990 e permaneceu estavel apos esse ano. As taxas de
incidéncia da doenca em individuos nas faixas etarias mais
avancadas estdo aumentando. Nao houve evidéncias de efeito de

coorte na populacao avaliada;

Apesar do pequeno numero amostral avaliado por SNP array, foi
possivel observar que os pacientes portadores da mutagdo TP53
p.R337H apresentaram niveis de instabilidade cromossémica
menores quando comparados aos pacientes que sdo negativos para a

mesma mutacao;
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O perfil genébmico dos pacientes com a mutagédo p.R337H mostrou-se

distinto dos casos sem a mutacgao;

Foram identificadas alteracbes em genes previamente associados ao
desenvolvimento do ADR, como o GNAS e o ATRX . Além disso,
foram detectadas alteragbes em genes ainda ndo associados com
essa neoplasia. Estas variantes tem potencial para contribuir para o
risco de desenvolvimento do ADR, no entanto sdo necessarios

estudos em uma coorte mais robusta e pareados por idade;

Considerando a raridade do tumor, principalmente quando se trata de
pacientes LFS, torna-se evidente a necessidade de colaboragbes com
um maior numero de centros de referéncia no Brasil para que seja
analisada uma grande coorte de casos e que conclusbes mais
definitivas sejam ser obtidas. Desta forma, seria possivel melhor
entender o papel da mutagédo p.R337H no processo carcinogénico da

adrenal.
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Apéndice 1 - Descricdo das alteracdes identificadas em todos os casos positivos para a mutagao TP53 p.R337H

chr Inicio Fim Event P- ge?r?h Pos: Pos: Neg: Neg: Neg: ADR ADR ADR ADR ADR- ADR ADR
(o} Value o Perda  cnLOH Ganho Perda cnLOH 7 14 17 23 35 36 37
1 121335715 149722200 Ganho 0,028 100% 0% 33% 0% 0% 50% Cg;ﬁg Ganho  Ganho cnLOH  cnLOH
1 179562142 183934679 Ganho 0,028 100% 0% 33% 0% 0% 75% CGn!a_r?hT) Ganho  Ganho cnLOH  ¢cnLOH  cnLOH
1 229888219 235661510 Ganho 0,028 100% 0% 33% 0% 0% 75% cGn;_nOhl-; Ganho  Ganho cnLOH  ¢cnLOH  cnLOH
1 176088267 177360373 Ganho 0,028 100% 0% 33% 0% 0% 50% Cg;ﬁg Ganho  Ganho cnLOH  cnLOH
1 178799440 179562142  Ganho 0,028 100% 0% 33% 0% 0% 50% CGn!a_r?hT) Ganho  Ganho cnLOH  cnLOH
1 95020946 95262854 Ganho 0,028 100% 0% 33% 0% 0% 50% cGn;_nOhl-; Ganho  Ganho cnLOH  cnLOH
1 152612910 152761909 Ganho 0,028 100% 0% 33% 0% 0% 50% Cg;ﬁg Ganho  Ganho cnLOH  cnLOH
1 156715644 156722936 Ganho 0,028 100% 0% 33% 0% 0% 50% CGn!a_r?hT) Ganho  Ganho cnLOH  cnLOH
1 159387974 159392191 Ganho 0,028 100% 0% 33% 0% 0% 50% cGn;_nOhl-; Ganho  Ganho cnLOH  cnLOH
1 170408391 170411944  Ganho 0,028 100% 0% 33% 0% 0% 50% Cg;ﬁg Ganho  Ganho cnLOH  cnLOH
1 174057159 174061337 Ganho 0,028 100% 0% 33% 0% 0% 50% CGn!a_r?hT) Ganho  Ganho cnLOH  cnLOH
1 161990164 161990270 Ganho 0,028 100% 0% 33% 0% 0% 50% cGn;_nOhl-; Ganho  Ganho cnLOH  cnLOH
7 66069154 66323116 Ganho 0,028 0% 0% 67% 100% 0% 0% cnLOH cnLOH Ganho Ganho Ganho Ganho
17 34071799 39371904 Perda 0,028 0% 100% 0% 0% 0% 100% Perda Perda Perda cnLOH  ¢cnLOH  ¢cnLOH cnLOH
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