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RESUMO 

 

 

Fortes FP. Análise do perfil de expressão gênica global e do padrão de 

metilação do DNA de genes candidatos em pacientes portadores de 

mutações germinativas no gene TP53. São Paulo; 2014. [Dissertação de 

Mestrado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

A Síndrome de Li Fraumeni (LFS) é uma síndrome rara autossômica 

dominante de câncer hereditário. No Brasil, uma forma variante da LFS, é 

frequente devido à ocorrência de uma mutação fundadora p.R337H TP53. A 

ocorrência de câncer e a idade de acometimento são variáveis mesmo em 

portadores da mesma mutação. Pacientes com mutações no gene TP53 

podem desenvolver amplo espectro tumoral, incluindo carcinomas 

adrenocorticais (ADR). Vários mecanismos podem estar envolvidos nesta 

variabilidade, tais como alterações genéticas e epigenéticas em genes 

envolvidos na carcionogênese. Entretanto, tais eventos ainda não foram 

esclarecidos. Além disso, é bem estabelecido que a proteína p53 regula 

diversas vias, incluindo a via da TDG. A TDG é uma timina DNA glicosilase 

importante na regulação dos níveis de metilação do DNA de diversos genes. 

O primeiro objetivo deste estudo foi identificar o padrão de metilação do 

DNA dos genes potencialmente relacionados com a via da TDG (CDKN2A, 

FOXA1, HOXD8, JUN, NKX2-2, OCT4, SOX2 e SOX17) em pacientes 

portadores de mutações germinativas no gene TP53 e controles, além de 

verificar os níveis de expressão da TDG em carcinomas adrenocorticais 

(ADR) de pacientes portadores e não portadores da mutação p.R337H 

TP53. O segundo objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de expressão 

gênica global em ADR de pacientes portadores e não portadores da 

mutação p.R337H TP53. O padrão de metilação dos genes foi avaliado por 

pirosequenciamento e os níveis de expressão da TDG foram avaliados por 

RT-qPCR e a análise de expressão gênica global foi avaliada pela técnica 

de microarray (4x44K, Agilent Technologies). A análise de metilação dos 



genes associados à via TDG, não revelou diferença estatisticamente 

significativa nas amostras de DNA de sangue periférico. Entretanto foi 

identificado um aumento dos níveis de expressão da TDG nos ADR positivos 

para a mutação p.R337H. Foram identificados 135 genes diferencialmente 

expressos na comparação entre ADR de pacientes com e sem a mutação 

p.R337H TP53. Genes que tem expressão aumentada e que são 

relacionados a um pior prognóstico em carcinomas adrenocorticais foram 

identificados com expressão diminuída nos portadores da mutação p.R337H. 

Concluímos com esse estudo que aparentemente a TDG não exerce papel 

na regulação da metilação dos genes candidatos avaliados. Este estudo 

revelou um perfil diferencial de expressão de transcritos nos ADR em 

portadores da mutação germinativa p.R337H TP53 sugerindo que a 

presença da mutação p.R337H possa exercer um efeito protetor nos 

pacientes porém está hipótese deverá ser confirmada em estudos 

conduzidos em um grupo amostral maior. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMMARY 

 

 

Fortes FP. [Analysis of global gene expression and DNA methylation 

pattern of candidate genes in patients with germline mutations in TP53 

gene]. Sao Paulo; 2014. [Dissertação de Mestrado-Fundação Antônio 

Prudente]. 

 

Li Fraumeni Syndrome (LFS) is a rare autosomal dominant hereditary cancer 

syndrome. In Brazil, a variant form of LFS is often due to a founder mutation 

p.R337H TP53. The occurrence of cancer in patients and the age of onset 

may vary even in patients who carry the same mutation. Patients with 

mutations in TP53 gene may develop a broad spectrum of tumors, including 

adrenocortical carcinomas (ADR). Several mechanisms may be involved in 

this variability, such as genetic and epigenetic alterations in genes involved 

in carcionogenesis. However, such events have not been clarified. 

Furthermore, it is well established that p53 regulates several pathways, 

including TDG pathway. TDG is a tymine DNA glycosylase that regulates 

DNA methylation levels of various genes. The first aim of this study was to 

identify the pattern of DNA methylation of genes potentially related to the 

TDG pathway (CDKN2A , FOXA1 , HOXD8 , JUN , NKX2 - 2 , OCT4 , SOX2 

and SOX17) in patients with germline mutations in TP53 gene and controls, 

and to check the expression levels of TDG in ADR patients with and without 

p.R337H TP53 mutation. The second objective of this study was to evaluate 

the global gene expression profile of ADR in patients with and without 

p.R337H TP53 mutation. The gene methylation pattern was assessed by 

pyrosequencing and TDG expression levels were assessed by RT-qPCR. 

Analysis of global gene expression was evaluated by microarray (4x44K, 

Agilent Technologies). The analysis of methylation-associated genes via 

TDG revealed no statistically significant difference in DNA samples from 

peripheral blood. However it was identified an increased expression level of 

TDG in ADR p.R337H mutation carrier. The presence of 135 differentially 



expressed genes between the ADR patients with and without p.R337H TP53 

mutation was detected. Genes which have increased expression and are 

related to a worse prognosis in adrenocortical carcinoma were identified with 

decreased expression in carriers of p.R337H mutation. This study concluded 

that TDG apparently does not play a role in regulating the methylation of 

evaluated candidate genes. Furthermore, a differential expression profile of 

transcripts in ADR p.R337H TP53 germline mutation carriers was revealed, 

suggesting that the presence of p.R337H mutation appears to exert a 

protective effect in patients with ADR. However, this hypothesis should be 

confirmed in studies conducted on a larger sample. 
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ANEXOS 

Anexo 1 Figuras dos genes candidatos avaliados e suas 

respectivas ilhas CpGs. 

Anexo 2 Foto dos géis de agarose 1% obtidos no produto das 

PCRs específicas para cada gene. M: Marcador de peso 

molecular Ladder 1kb plus ou Ladder 100 pb. CN: 

Controle negativo. 

Anexo 3 Heatmap mostrando as alterações nos níveis de 

expressão gênica de quatro carcinomas adrenocorticais 

positivos para a mutação p.R337H e sete carcinomas 



negativos para a mutação. Horizontalmente estão 

representados os 135 genes alterados. 

Anexo 4 Tabela com todos os genes identificados como 

diferencialmente expresso na análise de pacientes com 

carcinomas adrenocorticais com e sem a mutação 

p.R337H. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 A SÍNDROME DE LI-FRAUMENI 

 

A Síndrome de Li-Fraumeni (LFS, OMIM #151623) é caracterizada 

pela predisposição hereditária ao câncer, alto risco de desenvolvimento de 

tumores em idade precoce e a múltiplos tumores primários devido à 

inativação do gene TP53 (MALKIN et al. 1990; ACHATZ et al. 2007; 

MARCEL et al. 2009; PALMERO et al. 2010). Os tumores mais 

frequentemente associados à LFS são os de mama, carcinoma 

adrenocortical (ADR), sarcoma de partes moles, osteossarcoma e tumor do 

sistema nervoso central (SNC).  

Estima-se que pacientes com LFS apresentem 50% de chance de 

desenvolver tumores antes dos 30 anos de idade (MALKIN et al.1990; 

BIRCH et al. 2001). Evidências em literatura indicam que indivíduos 

portadores desta síndrome e que desenvolveram algum tumor na infância 

sejam mais predispostos à ocorrência de múltiplos tumores primários 

(HISADA et al. 1998).  

O diagnóstico clínico da síndrome foi inicialmente descrito por LI e 

FRAUMENI (1969). Pacientes que apresentam tumores característicos da 

LFS, mas que não preenchem o critério clássico típico da síndrome, são 

denominados como portadores da síndrome de Li-Fraumeni-like (LFL) 

(EELES 1995). Atualmente, o diagnóstico clínico na determinação da LFS e 
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da LFL são os mesmos propostos por LI e FRAUMENI em 1969 e os 

critérios de Birch, Eeles e Chompret (BIRCH et al. 1994; EELES 1995; 

BOUGEARD et al. 2008) (Quadro 1). O critério de Chompret é considerado o 

de maior utilidade clínica. Foi estimado que a sensibilidade e a 

especificidade desse critério são de 82% e 58%, respectivamente (TINAT et 

al. 2009). 

 

Quadro 1 - Critérios para diagnóstico da Síndrome de Li-Fraumeni. 
 

Clássico Li 
e Fraumeni 

Sarcoma na infância ou em idade jovem (antes dos 45 anos) e familiar de 1º 
grau com qualquer câncer em idade jovem (antes dos 45 anos) e familiar de 
1º ou 2º grau que tenha o diagnóstico de câncer em idade jovem (antes dos 
45 anos) ou sarcoma em qualquer idade. 

Variante 
Birch 

Câncer na infância ou sarcoma, SNC ou ADR antes dos 45 anos e familiar 
de 1º ou 2º grau com câncer típico da síndrome de Li- Fraumeni em qualquer 
idade e familiar de 1º ou 2º grau com qualquer câncer antes dos 60 anos de 
idade.  

Eeles 

LFL- E1 - Presença de dois familiares de 1º ou 2º grau com tumor típico em 
qualquer idade (sarcoma, câncer de mama, tumor SNC, leucemia, ADR, 
melanoma, câncer de próstata, câncer pancreático) 
LFL- E2 - Sarcoma em qualquer idade no paciente índice com dois dos 
seguintes tumores (podendo estar presentes no mesmo indivíduo): câncer 
de mama (pacientes com idade inferior à 50 anos) e/ou tumor SNC, 
leucemia, ADR, melanoma, câncer de próstata e pâncreas (pacientes com 
idade inferior à 60 anos) ou sarcoma em qualquer idade. 
 

Chompret 

Sarcoma, SNC, ADR ou câncer de mama antes dos 36 anos e familiar de 1º 
ou 2º grau com câncer antes dos 46 anos ou familiar com múltiplos tumores 
primários em qualquer idade. 
Múltiplos tumores, incluindo dois que sejam do tipo sarcoma, ADR, mama ou 
SNC com o primeiro tumor diagnosticado antes dos 36 anos, independente 
da história familiar, ou ADR em qualquer idade independente da história 
familiar. 

Chompret 
Modificado 

Paciente índice com câncer típico da síndrome de Li- Fraumeni antes dos 46 
anos e familiar de 1º ou 2º grau com câncer típico da Síndrome de Li- 
Fraumeni antes dos 56 anos (exceto câncer de mama, caso o probando 
tenha câncer de mama) ou múltiplos tumores. 
Paciente índice com múltiplos tumores, sendo pelo menos dois do espectro 
da LFS e o primeiro antes dos 46 anos ou ADR em qualquer idade ou câncer 
de mama antes dos 36 anos sem mutação nos genes BRCA1 ou 2. 
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A LFS/LFL tem caráter autossômico dominante. As mutações 

germinativas no gene TP53 foram reconhecidas como o principal 

mecanismo molecular responsável pela síndrome (FREBOURG et al. 1991). 

O gene TP53, um dos principais supressores de tumor, codifica uma 

fosfoproteína nuclear que atua como um fator de transcrição ativado em 

resposta a diversas formas de estresse celular e que exerce funções anti-

proliferativas (PETITJEAN et al. 2007; APARICIO e EAVES 2009; DEY et al. 

2010; FENG et al. 2011; GAMBINO et al. 2013). A proteína p53 possui 

diversos papéis, como por exemplo, a supressão da replicação do DNA e da 

proliferação celular em resposta a danos ao DNA. Neste último caso, a p53 

é ativada e pode induzir a parada do ciclo celular, permitindo que ocorra o 

reparo antes que a célula reinicie o ciclo celular. Em situações nas quais o 

dano ao DNA não é passível de correção, a p53 pode induzir à apoptose, 

evitando a propagação deste dano ou a disfunção celular (LANE 1992; 

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

As mutações do TP53 são encontradas em mais de 50% dos tumores 

(LATRONICO et al. 2001). Além disso, indivíduos que herdaram uma 

mutação germinativa em TP53 apresentam maior predisposição para o 

desenvolvimento de tumores na infância (MALKIN et al. 1990). As mutações 

germinativas do TP53 tendem a ocorrer predominantemente no domínio 

central de ligação ao DNA, codificado pelos éxons 5 a 8 e ainda nos éxons 4 

e 9 (OLIVIER et al. 2003). As mutações germinativas do gene TP53 de 

acordo com o códon estão representadas na Figura 1. 
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Fonte: PETITJEAN et al. (2007) 

Figura 1 - Distribuição das mutações germinativas do gene TP53 de acordo 

com o códon (n=636)  

 

1.2 A SÍNDROME DE LI-FRAUMENI E A MUTAÇÃO p.R337H 

 

No Brasil, uma forma variante da LFS é frequente devido à ocorrência 

de uma mutação fundadora, que corresponde à troca de uma arginina por 

uma histidina no códon 337, denominada p.R337H. O códon 337 está 

localizado no éxon 10 do gene TP53, dentro do domínio de oligomerização 

(DI GIAMMARINO et al. 2002) (Figura 2). 
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Figura 2 - Esquema representativo dos diferentes domínios da proteína p53 

(representação sem escala). A p.R337H encontra-se fora do hot spot de mutações 

(domínio de ligação ao DNA).  

 

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

vez em um paciente pediátrico com carcinoma adrenocortical (ADR) 

(VARLEY et al.1999). Em 2001, RIBEIRO et al. identificaram a presença da 

mutação germinativa p.R337H em 35 dentre 36 crianças com ADR 

provenientes de 28 famílias da periferia de Curitiba. Neste estudo, os 

autores relataram não haver aumento do número de casos de câncer na 

família dos indivíduos portadores desta mutação. No entanto, descrevem a 

ocorrência de casos de câncer de mama, leucemia e câncer colorretal em 

parentes de primeiro e segundo grau. A partir deste estudo, ficou 

caracterizada uma forte associação entre a mutação germinativa p.R337H 

no gene TP53 e o alto risco para o desenvolvimento de carcinomas 

adrenocorticais em crianças da região sul do Brasil (RIBEIRO et al. 2001).  

O acúmulo excessivo da proteína p53 no núcleo da célula tumoral do 

córtex da adrenal, no qual ocorre alto índice de remodelamento tecidual no 

período neonatal e em crianças, corroborou inicialmente para a hipótese 

proposta por RIBEIRO et al. (2001), que propunham que essa mutação 

fosse tecido-específica. Entretanto, os portadores da mutação p.R337H 
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podem desenvolver todo o espectro de tumores característicos da LFS. Essa 

diversidade fenotípica, apesar da herança da mesma mutação, sugere que 

outras variações somáticas ou germinativas podem ter um papel importante 

na caracterização do tipo de tumor além da idade e risco de 

desenvolvimento. 

A mutação p.R337H foi inicialmente avaliada em estudo conduzido 

por KATO et al. (2003). Neste estudo, a alteração missense foi considerada 

patogênica em ensaio de transativação de levedura (KATO et. al. 2003). 

Posteriormente, foram realizados estudos bioquímicos e estruturais para 

avaliar o efeito mutagênico da proteína frente a ocorrência da alteração 

p.R337H. Foi verificado que a p.R337H formava oligômeros somente se 

houvesse condições de pH específicas (DI GIAMMARINO et al. 2002). A 

ocorrência de pH intracelular alcalino (acima de 7,0) e/ou temperatura acima 

de 36,5ºC resulta na perda da função da p53, alterando as propriedades 

funcionais da proteína de forma pH-dependente (DI GIAMMARINO et al. 

2002; HAINAUT 2002). 

Em um estudo conduzido em 2007, foi verificado que a mutação 

p.R337H estava relacionada à ocorrência da LFS/LFL em pacientes 

brasileiros. Neste estudo foram avaliadas 45 famílias portadoras da LFS/LFL 

para a presença de mutações germinativas do gene TP53. A mutação 

p.R337H foi encontrada em 50% das famílias com critérios clínicos para 

LFS/LFL portadoras de mutações no gene TP53, sendo observada uma forte 

associação entre a mutação p.R337H e a LFL (ACHATZ et al. 2007). Os 
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autores verificaram que outros tumores, além dos carcinomas 

adrenocorticais, estavam presentes nestas famílas.  

Posteriormente, estudos para a detecção de mutações patogênicas 

no gene TP53 detectaram a alta ocorrência do mutante p.R337H em 

indíviduos provenientes da região Sul e Sudeste do Brasil (ACHATZ et al. 

2007). Acredita-se que esta mutação esteja presente em 0,3% da população 

desta mesma região do país (ACHATZ et al. 2009; GARRITANO et al. 2010; 

CUSTÓDIO et al. 2013). A partir de um estudo realizado no estado de São 

Paulo, os autores verificaram a presença da mutação p.R337H em 

aproximadamente 78% das crianças e em 13,5% dos adultos que 

apresentavam ADR esporádico e sem história familial de câncer 

(LATRONICO et al. 2001). 

Para confirmar a origem desta mutação, foram conduzidos dois 

estudos avaliando marcadores polimorficos intragênicos. Em 2004, um 

painel de cinco marcadores polimóficos intragênicos foi avaliado em 

22pacientes (16 crianças e 6 adultos) e em 60 indivíduos normais. A 

hipótese do estudo era que esta mutação tem origem comum, sendo 

caracterizada como uma mutação fundadora (PINTO et al. 2004). 

Posteriormente, esses dados foram confirmados em um estudo no qual 12 

indivíduos portadores da mutação p.R337H provenientes de oito famílias 

brasileiras aparentemente não-relacionadas foram genotipados para 29 TAG 

SNPs (GARRITANO et al. 2009). Os autores identificaram o haplótipo H3 em 

todos os indivíduos. Foi realizada uma PCR alelo-específica e demostrou-se 

que a p.R337H está presente somente no haplótipo que apresenta o 
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genótipo T no SNP28. Estes dados confirmaram que havia um efeito 

fundador associado com a mutação p.R337H do gene TP53.  

Até o momento, não foi documentada em literatura outra mutação 

fundadora no gene TP53. Um grande número de famílias portadoras da 

mutação p.R337H está sendo acompanhado no Departamento de 

Oncogenética do A.C. Camargo Cancer Center desde 2003, com o apoio 

financeiro do Projeto Temático da FAPESP INCITO (Projeto nº 08/57887-9), 

da bolsa de transferência de tecnologia (ICRETT) da Union Internacionale 

Contre Le Cancer (UICC) nº 978/2004 e do projeto Regular da FAPESP nº 

03/10121-8. Todos os pacientes envolvidos neste estudo são provenientes 

deste centro, que possui uma coorte única que permite a realização de 

estudos para a identificação de fatores genéticos e epigenéticos que 

modulam as correlações fenótipo/genótipo em um número expressivo de 

portadores da mesma mutação germinativa no gene TP53.  

 

1.3 A ASSOCIAÇÃO ENTRE TP53, TDG E A METILAÇÃO DO 

DNA 

 

 Dados recentes da literatura apontam que mutações em TP53 podem 

alterar indiretamente os níveis de diversos transcritos (PARIKH et al. 2013) e 

segundo DA COSTA et al. (2012), a proteína p53 é responsável pela 

regulação da transcrição da TDG. A timina-DNA glicosilase (TDG) é uma 

glicosilase especializada que remove a uracila e a timina do mau-

pareamento entre G-U ou G-T, atuando como a primeira enzima da via de 
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reparo por excisão de bases. Ela é responsável por reparar os erros de 

pareamento resultantes da desaminação espontânea da citosina metilada e 

pelo controle da desmetilação fisiológica do promotor de diversos genes 

responsáveis pelo desenvolvimento (MAITI e DROHAT 2011). 

 A enzima TDG é necessária para o recrutamento da p300 que, por 

sua vez, permite que os promotores regulados pelo ácido retinóicoprotejam 

as ilhas CpG da hipermetilação, além de ativar a desmetilação de 

promotores e estimuladores tecido-específicos em diferentes fases do 

desenvolvimento e por diferentes condições hormonais. Esta enzima 

também interage com a desaminase AID (activation induced desaminase) 

e com a proteína de resposta a danos GADD45a, produto de outro gene 

regulado pela p53. Assim, a TDG é responsável por promover estados 

epigenéticos adequados durante o desenvolvimento por dois passos: (1) a 5-

metilcitosina e a 5-hidroximetilcitosina são desaminadas pela AID resultando 

em timina e 5-hidroximetiluracila, respectivamente. (2) Posteriormente são 

submetidas ao processo de reparo por excisão mediado por TDG (MAITI e 

DROHAT 2011; CORTÁZAR et al. 2011; CORTELLINO et al. 2011). Esse 

processo pode ser diretamente influenciado pela p53 com regulação 

transcricional de TDG e GADD45a. As células que não possuem a atividade 

adequada da TDG apresentam duas alterações principais: (1) a diminuição 

da capacidade do reparo por excisão de bases, levando a maior 

sensibilidade aos danos mutagênicos (fenótipo mutante) e ao acúmulo de 

mutações e (2) o comprometimento da capacidade de manutenção do 
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padrão normal de metilação da região promotora de genes, levando à 

expressão inapropriada de genes do desenvolvimento (fenótipo epigenético). 

 Resultados prévios de estudos dos colaboradores desse projeto, Dr. 

Pierre Hainaut e Dr. Luis Felipe Ribeiro Pinto (Instituto Nacional de Câncer-

INCA, Rio de Janeiro, Brasil), elucidaram a interligação entre a função da 

p53 e a metilação do DNA (DA COSTA et al. 2012), porém ainda não há 

evidências na literarura de como mutações em TP53 podem alterar os perfis 

epigenéticos. Alterações dos padrões normais de metilação de genes 

mediadas via TDG (enzima regulada pela p53) podem ser um dos 

mecanismos relacionados à carcinogênese e à idade de ocorrência de 

tumores em portadores de mutações germinativas no gene TP53.  

De acordo com estudos publicados na literatura, sabe-se que a TDG 

tem papel fundamental na embriogênese e no desenvolvimento. 

Considerando que os genes relacionados com o desenvolvimento e com a 

embriogênese são os mais significativamente desregulados na ausência da 

TDG (CORTÁZAR et al. 2011), foram selecionados alguns genes cujos 

níveis de metilação da região promotora são provavelmente dependentes da 

atividade da TDG. Dentre os transcritos codificadores avaliados encontram-

se genes relacionados à pluripotência (SOX2 e OCT4), reguladores do 

desenvolvimento (HOXD8 e SOX17), controle da senescência replicativa 

(CDKN2A), fatores de transcrição relacionados ao desenvolvimento 

(FOXA1) e ALUyB8, uma sequência retrotransposon com metilação 

constitutiva e estável presente em múltiplas cópias no genoma humano (que 

servirá como controle da metilação do DNA). 
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1.4 O PROCESSO DE METILAÇÃO DO DNA 

 

O processo da carcinogênese é constituído pelo acúmulo de várias 

alterações genéticas, como por exemplo, mutações em ponto, perda de 

heterozigose, deleções, inserções, aneuploidia, amplificação gênica 

ealterações epigenéticas, como a metilação do DNA, modificação de 

histonas e regulação por miRNA. As alterações epigenéticas são herdadas 

na divisão celular e acarretam mudanças no fenótipo sem alterar as 

seqüências do DNA (SMIRAGLIA et al. 2003). Além disso, diversos estudos 

reforçam a importância das alterações epigenéticas na tumorigênese 

(ESTELLER et al.1999, 2000). 

A principal alteração epigenética em humanos é a metilação do DNA, 

um processo biológico que consiste na adição de um radical metil (CH3) no 

carbono 5 do anel de citosinas (C) localizadas a 5’ das guaninas (G). Os 

alvos primários desse processo são as ilhas CpG, que correspondem a 

regiões ricas de dinucleotídeo CpG, presentes principalmente nas regiões 

promotoras de determinados genes. A presença de metilação nas regiões 

promotoras está associada à supressão da expressão gênica, uma vez que 

esse processo inibe a transcrição, direta ou indiretamente (ESTELLER et al. 

1999, 2000; HABUCHI et al. 2001; BRAIT 2003). A hipermetilação pode 

inibir a transcrição em três vias principais: (1) a interferência direta na 

ligação de fatores de transcrição aos seus sítios de reconhecimento na 

região promotora, (2) a ligação de repressores transcricionais específicos ao 

DNA metilado e (3) a alteração da estrutura da cromatina (EL-NAGGAR et 
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al. 1999; ESTELLER et al. 1999; BAYLIN et al. 2001; BRAAKHUIS et al. 

2003; BRAIT 2003). 

Em células normais, a metilação é um evento importante no controle 

da expressão gênica ocorrendo em sítios pré-determinados, como nos casos 

da inativação de um dos cromossomos X em mulheres e do imprinting 

genômico (mecanismo de inativação de alelos específicos de acordo com a 

herança parental) (FALLS et al. 1999; JONES e TAKAI 2001; BRAIT 2003). 

Em células tumorais, a alteração do perfil de metilação resulta em 

modificações no padrão de expressão gênica, podendo levar ao 

silenciamento ou ativação de genes reguladores do ciclo celular (ESTELLER 

et al. 1999, 2000). No câncer, a hipermetilação é encontrada em locais 

normalmente não metilados, como por exemplo, nas regiões promotoras de 

genes supressores tumorais, impedindo a transcrição destes genes.  

A presença da altos níveis de metilação na região promotora de 

alguns genes tem sido considerada como marcador para vários tumores 

(JONES e LAIRD 1999; SANCHEZ-CESPEDES et al. 2000; ESTELLER et 

al. 2001). Alterações epigenéticas, principalmente a metilação do DNA, 

representam mecanismos moleculares plausíveis que podem contribuir para 

desvendar a diversidade fenotípica da LFS (HITCHLER e DOMANN 2007). 
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1.5 ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA EM LARGA ESCALA EM 

CARCINOMAS ADRENOCORTICAIS DE PACIENTES 

PORTADORES DA SÍNDROME DE LI-FRAUMENI 

 

O paciente que desenvolve carcinoma adrenocortical preenche 

critérios clínicos para a síndrome de Li-Fraumeni-like de acordo com o 

critério de Chompret modificado (TINAT et al. 2009). Além disso, o ADR 

pediátrico é mais prevalente em famílias LFS/LFL (MALKIN et al. 1990). Foi 

proposto que o paciente que desenvolver esse tipo de carcinoma na 

infância, tem uma probabilidade muito alta de apresentar mutações no gene 

TP53 (WEST et al. 2007). Em 2011, SEIDINGER et al. descreveram que 

aproximadamente 90% dos pacientes portadores de carcinoma 

adrenocortical são portadores da mutação p.R337H. Recentemente, um 

estudo realizado em pacientes com carcinomas adrenocorticais pediátricos 

revelou que o diagnóstico desse tipo tumoral em crianças pode ser uma 

abordagem eficaz para detectar indivíduos e famílias com mutações 

germinativas no gene TP53 com um alto risco de desenvolvimento de 

múltiplos tumores (CHOONG et al. 2012). 

O carcinoma adrenocortical é uma neoplasia rara, cuja incidência 

anual estimada é de aproximadamente 0.3/1.000.000 para indivíduos abaixo 

dos 15 anos de idade (STILLER 1994). Contudo, nas regiões Sul e Sudeste 

do Brasil, essa incidência é de 10 a 15 vezes maior do que a observada em 

outras partes do mundo (SANDRINI et al. 1997), fato ligado à presença da 

mutação p.R337H. A penetrância estimada para o ADR em portadores desta 
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mutação é de aproximadamente de 10% até os cinco anos de idade 

(FIGUEIREDO et al. 2006). 

O carcinoma adrenocortical é agressivo e acomete indivíduos de 

ambos os sexos, mas na maioria dos relatos publicados na literatura há uma 

proporção maior de indivíduos do sexo feminino. Existe uma distribuição 

bimodal, ocorrendo um pico de incidência até os cinco anos de idade e outro 

após a quarta década de vida (LATRONICO e CHROUSOS 1997). O 

excesso de produção dos hormônios adrenocorticais normalmente está 

relacionado com as manifestações sintomáticas do ADR, sendo que os 

pacientes frequentemente apresentam quadros de virilização, Síndrome de 

Cushing e hipertensão (LEFEVRE et al. 1984). 

Os protocolos quimioterápicos para o tratamento do ADR ainda são 

considerados pouco eficientes, ressaltando o diagnóstico precoce e a 

ressecção cirúrgica como os fatores mais importantes para a cura do 

paciente (ZANCANELLA et al. 2006). Os pacientes diagnosticados com 

estadio I e II são submetidos somente à ressecção cirúrgica. Nestes casos, 

o prognóstico é bem melhor do que nos estadios III e IV da doença, em que 

os pacientes são submetidos à quimioterapia, além da cirurgia. 

Há uma série de relatos em literatura em que análises de expressão 

gênica globais foram realizadas a fim de entender melhor essa neoplasia. 

FERNANDEZ-RANVIER et al. (2008) avaliaram a diferença entre os 

carcinomas adrenocorticais e os adenomas adrenocorticais. Neste estudo 

foram identificados 37 genes diferencialmente expressos nos carcinomas 

adrenocorticais, dentre eles cinco tiveram alta precisão diagnóstica 
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(IL13RA2, HTR2B, CCNB2, RARRES2 e SLC16A9). Dentre os cinco genes 

considerados como melhores marcadores, o gene IL13RA2, foi o de maior 

acurácia. Altos níveis de expressão desse gene foram identificados em um 

conjunto de genes que intervêm na metástase do câncer de mama para os 

pulmões (MINN et al. 2005). O Quadro 2 apresenta os principais trabalhos 

publicados na literatura que avaliaram o perfil de expressão de carcinomas 

adrenocorticais. Nestes trabalhos, não foi verificado o perfil de mutações 

germinativas do gene TP53 nos portadores de ADR, e, por este motivo, não 

foi possível identificar quais pertenciam efetivamente a famílias LFS/LFL. 
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Quadro 2 - Estudos publicados em literatura que descreveram o perfil de expressão gênica em larga escala em tumores 
adrenocorticais.  
 

Referência Tumor (n) Genes com expressão Diminuída Genes com expressão Aumentada Plataforma 

de Fraipont et al. 2005 
ADR (24) 
ACA (33) 

CYP11,CYP17, 
PP1A,RB1, 

TGFΒ3 

 
IGF2,TGHB2 

FGFR1,FGRF4 
TGFBR1 

 

cDNA microarrays 

Velázquez-Fernández et 
al. (2005) 

ADR (7)  
 ACA (13) 

CXCL10,RARRES2, 
ALDH1A1,CYBRD1 

USP4,UFD1L, 
INPPL1,H3F3B 

 

G2565BA DNA microarray scanner 
(Agilent Technologies) 

 

Slater et al. 2006 
ADR (10)  
ACA (10) 

PCP4,FMR1, 
QPCT,PALM 

CTSH,FGFR1, 
TRIP,DLL3, 

DUOX2 

D-Chips 11540 sondas 
personalizadas 

West et al. (2007) 

 
ADR (18) 
ACA (5) 
IND (1) 

NURR1,CDKN1, 
NGF1-B,KCNQ1 

HSD3B2 

 
FGFR4,IGF2 

SLC2AC,TOP2A 
UBE2S 

 

Affymetrix U133A Gene chip 

Fernandez-Ranvier et al. 
(2008) 

ADR (5)  
 ACA (74) 

HSD3B2,ALDH1, 
LRRN3,MGST1, 

PRLP 

 
IL13RA2,HTR2B,  

CCNB2, RARRES2, 
SLC16A9,ALDH1A1, 

 

Affymetrix HG-U133Plus 2.0 
Gene chip arrays 

Giordano et al. (2009) 
ADR (33) 
ACA (22) 

Normal (10) 

CDH2, NOV,  
FMO2, SYTL5, 

KCNQ1, HTR2B 
 

IGF2, CCNB2, CDC2, PTTG1, SPP1, 
TOP2A, CDKN3, BIRC5  

Affymetrix Human Genome 
U133 Plus 2.0 

Soon et al. (2009) 
ADR (12) 
ACA (16) 

Normal (06) 

 
FMO2, NAV3  

RPRM, SEPT4, 
EPHX2 

 

 
IGF2, CCNB1 

MAD2L1,GAS2L3 
, 

Affymetrix HGU133plus2.0 
genechip 

Demeure et al. (2013) 
ADR (44) 

Normal (04) 

 
NGB, GPX3, KPNA6,  

NR2F1, RFR 
 

DDR1, TARBP2, SAP30L 
CIRBP, MSH5 

Affymetrix U133 Plus 2 expression 
microarrays 

Legenda: ADR: Carcinoma adrenocortical, ACA: Adenoma adrenocortical, IND: Indeterminado
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Apesar de vários genes estarem desregulados, apenas o IGF2 

apresentou altos níveis de expressão em todos esses estudos (SOON et al. 

2008). É comprovado que a expressão aumentada desse gene em pacientes 

adrenocorticais está relacionada ao pior prognóstico e ao maior risco de 

recorrência tumoral (SOON et al. 2008).  

Como carcinomas adrenocorticais pediátricos são frequentemente 

reportados na LFS/LFL, em 2007, WEST et al. avaliaram o perfil de 

alteração gênica em 24 amostras provenientes de tumores adrenocorticais 

(18 carcinomas, cinco adenomas e um indefinido) e sete amostras de 

adrenais normais. Nesse estudo foi ultilizada uma plataforma da Affymetrix 

de 22kb, cobrindo aproximadamente 14.500 genes. Trinta e três porcento 

das sondas foram identificadas com expressão diferencial após a 

comparação entre amostras de carcinoma adrenocortical e tecidos normais 

de adrenal, com destaque para os genes FGFR4 e o IGF2 que 

apresentaram um nível de expressão aproximadamente 20 vezes maior no 

tecido tumoral. 

Para o nosso conhecimento, não há estudos de análise de perfil de 

expressão gênica comparando pacientes portadores de ADR com e sem a 

mutação p.R337H. A realização desta análise permite identificar genes que 

possam estar envolvidos com a mutação na carcinogênese. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Identificar o padrão de metilação do DNA dos genes possivelmente 

regulados pela TDG em pacientes portadores de mutações germinativas no 

gene TP53 e avaliar o perfil de expressão gênica global em tumores 

adrenocorticais de portadores e não portadores da mutaçãop.R337H no 

gene TP53. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Comparar o padrão de metilação do DNA da região promotora dos 

genes possivelmente regulados pela TDG (CDKN2A, FOXA1, 

HOXD8, JUN, NKX2-2, OCT4, SOX2 e SOX17) em portadores da 

mutação p.R337H com e sem câncer, portadores de outras mutações 

germinativas no gene TP53, indivíduos da família que não eram 

portadores de mutações e indivíduos saudáveis da população 

 

 Avaliar os níveis de expressão gênica da TDG em amostras de 

carcinomas adrenocorticais com e sem mutação a mutação p.R337H 

no gene TP53. 
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 Avaliar o perfil global de expressão gênica em pacientes com 

carcinoma adrenocortical com e sem a mutação germinativa 

p.R337H.  

 
 Avaliar o perfil global de expressão gênica em pacientes com 

carcinoma adrenocortical e comparar a amostras de glândula adrenal.  

 
 Realizar uma meta-análise com trabalhos que avaliaram carcinomas 

adrenocorticais e que tinham dados disponíveis em banco de dados 

públicos. 
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3 CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

 

 Após a aprovação do Comitê de Ética (Projeto de Pesquisa nº 

1669/12), foi realizado o levantamento dos pacientes utilizando os registros 

do setor de Oncogenética do A.C. Camargo Cancer Center para a seleção 

dos pacientes de acordo com os grupos descritos nos critérios de inclusão. 

 

3.1 CASUÍSTICA 

 

Foram selecionados para este estudo pacientes portadores de 

mutações germinativas no gene TP53, com diagnóstico clínico da LFS/LFL 

previamente identificadas e registradas no banco de dados do Departamento 

de Oncogenética do A.C. Camargo Cancer Center, localizado no estado de 

São Paulo, Brasil. Para o estudo de análise de metilação e expressão de 

transcritos foi utilizado amostras de sangue periférico que estavam 

armazenados no biobanco do A.C. Camargo Cancer Center. Foram também 

selecionados carcinomas adrenocorticais provenientes de pacientes com e 

sem a mutação germinativa p.R337H no gene TP53 e um grupo 

deindivíduos saudáveis sem história familiar de câncer. 
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3.1.1 Comparação do padrão de metilação do DNA da região 

promotora dos genes relacionados a via da TDG 

Foram obtidas amostras de sangue periférico de 50 indivíduos, 

selecionados em cinco grupos diferentes, nos quais: (1) 10 pacientes são 

portadores da mutação p.R337H no gene TP53 e desenvolveram câncer; (2) 

10 indivíduos são portadores da mutação p.R337H no gene TP53 e não 

desenvolveram câncer; (3) 10 indivíduos são portadores de outras mutações 

germinativas no gene TP53 (exceto p.R337H) e desenvolveram câncer; (4) 

10 indivíduos não portadores, familiares de pacientes com mutação 

germinativa no gene TP53 e que não tiveram a mutação detectada e (5) 10 

indivíduos saudáveis sem história pessoal de câncer (Quadro 3). 

 

  



22 

	

Quadro 3 - Características clínicas e biológicas dos pacientes portadores de 
LFS/LFL. 
 

Paciente Gênero 
Idade ao 

diagnóstico 
(anos) 

Tumor 
primário 

Classificação Critério 
Mutação no 
gene TP53 

GRUPO 1
 

1 F 28 Tireoide LFL Clássico p.R337H 
2 F 58 Sarcoma LFS Clássico p.R337H 
3 F 32 Mama LFL Chompret p.R337H 
4 F 7 Linfoma LFS Clássico p.R337H 
5 M 3 Adrenal LFL Chompret p.R337H 
6 F 32 Sarcoma LFS Classico p.R337H 
7 F 48 Mama LFL Chompret p.R337H 
8 F 46 Mama LFL Eeles 1 p.R337H 
9 M 56 Sarcoma LFL Eeles 2 p.R337H 

10 F 50 Mama LFL Birch p.R337H 
GRUPO 2

 
11 M 32 ausente LFS Clássico p.R337H 
12 F 57 ausente LFL Chompret p.R337H 
13 F 32 ausente LFL Clássico p.R337H 
14 F 33 ausente LFL Chompret p.R337H 
15 F 28 ausente LFL Chompret p.R337H 
16 M 31 ausente LFL Chompret p.R337H 
17 M 24 ausente LFL Chompret p.R337H 
18 M 56 ausente LFL Chompret p.R337H 
19 F 36 ausente LFL Chompret p.R337H 
20 M 69 ausente LFL Chompret p.R337H 

GRUPO 3
 

21 M 13 Linfoma LFL Chompret c.?(del 
exón4) 

22 F - Mama LFL Chompret p.T125T 
23 M 30 Pele LFL Chompret p.V197M 
24 F 13 Ossos LFS Clássico p.M237I 
25 F 44 Mama LFL Chompret - 
26 F 1 Adrenal LFL Chompret p.T125T 
27 F 14 Tumor de 

Ewing 
LFL Eeles 1 p.H193R 

28 F 1 Adrenal LFL Chompret p.T125T 
29 F 45 CRC LFL Chompret p.V197M 
30 F 14 Sarcoma LFL Eeles 1 p.H193R 

GRUPO 4
 

31 M 30 Rim LFL Chompret Ausente 
32 M 19 SNC LFS Clássico Ausente 
33 M 24 Mama LFL Chompret Ausente 
34 F 45 Tireoide LFL Chompret Ausente 
35 M 47 Rim LFL Birch Ausente 
36 F 50 Pelve LFL Birch Ausente 
37 F 28 Melanoma LFL Eeles 2 Ausente 
38 F 50 Melanoma LFL Chompret Ausente 
39 F 69 Mama LFL Chompret Ausente 
40 F 39 Mama LFL Birch Ausente 
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Cont/ Quadro 3 
 

GRUPO 5 
41 M 26 ausente ausente ausente ausente 
42 F 31 ausente ausente ausente ausente 
43 F 32 ausente ausente ausente ausente 
44 M 29 ausente ausente ausente ausente 
45 M 30 ausente ausente ausente ausente 
46 F 28 ausente ausente ausente ausente 
47 F 34 ausente ausente ausente ausente 
48 F 24 ausente ausente ausente ausente 
49 M 26 ausente ausente ausente ausente 
50 F 29 ausente ausente ausente ausente 

 

3.1.2 Avaliação do perfil global de expressão gênica em pacientes com 

carcinoma adrenocortical 

Foram incluídas neste estudo 11 amostras de tumores adrenocorticais 

(quatro com a mutação p.R337H e sete sem esta mutação) provenientes do 

Banco de Macromoléculas do A.C. Camargo Cancer Center (Quadro 4). 

 

Quadro 4 - Características dos 11 pacientes com carcinomas 
adrenocorticais 
 

ID 
Sexo 

Idade (anos) Mutação p.R337H 

GSR4T  M 24 Negativo 
GSR31T# F 30 Negativo 
GSR34T# F 46 Negativo 

GSR 6T-A# M 43 Negativo 
GSR 27T* F 0,5 Negativo 
GSR 30T# M 65 Negativo 
LFS 219B F 20 Negativo 
GSR1T F 4 Positivo 

LFS 396T-B F 10 Positivo 
MT 24T-A M 50 Positivo 
GSR 32T F 63 Positivo 

Legenda: *: Paciente portadora da mutação c.919+1G>A; #: Pacientes não rastreados para 
os outros exons codificantes do gene TP53. 
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3.2 MÉTODOS 

 

3.2.1 Extração de ácidos nucléicos (DNA e RNA) 

O DNA de sangue periférico foi previamente extraído com a utilização 

do Puregene Blood kit (Qiagen) seguindo as instruções do fabricante e 

estocado a -20°C. As amostras de DNA extraídas foram quantificadas por 

espectrofotometria em NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1, 

Labtrade) e estocadas a -20°C. Para verificar a integridade do DNA 

genômico extraído, 300ng de cada amostra foram submetidas à eletroforese 

em gel de agarose 1%.  

O RNA total das amostras de carcinomas adrenocorticais referentes 

aos pacientes portadores e não portadores da mutação p.R337H (Tabela 5), 

foi obtido utilizando o Kit RNAeasy (Qiagen), de acordo com especificações 

do fabricante. A quantificação e a qualidade do RNA foram avaliadas 

utilizando-se o NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade) e 

o Bioanalyzer (RNA 6000 NanoLabChip kit 2100 Agilent), respectivamente.  

 

3.2.2 Seleção dos genes candidatos para avaliação dos níveis de 

metilação do DNA 

Redes de interação proteína-proteína (PPI) associando a TDG e o 

TP53 foram construídas in silico e auxiliaram na escolha dos genes para a 

realizaçãodeste estudo. Foi identificada uma forte associação entre os 

genes SMADA4, SNIP1, SUMO2, SKIL, SERBP1, RXRA, THRA, SUMO3, 

RAD23B, NKX2-2, JUN e XPC e genes que participam das vias da TDG e 
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TP53 (Figura 3). Para caracterizar essas interações e associações entre 

genes foi implementado um algoritmo que realiza uma busca por interações 

proteína-proteína nos seguintes bancos de dados: DIP (disponível em 

http://dip.doe-mbi.ucla.edu), intAct (disponível em www.ebi.ac.uk/intact/), 

HPRD (disponível em www.hprd.org/ ), MINT (disponível em 

http://mint.bio.uniroma2.it/mint/) e STRING (disponível em http://string-

db.org/). Estes genes foram selecionados para complementar a seleção dos 

genes propostos no presente estudo. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Rede gênica indicando as interações entre os genes da via 

TDG/TP53 (imagem gerada usando o software NAViGaTOR, disponível em 

http://ophid.utoronto.ca/navigator/). O triângulo representa os genes diretamente 

conectados entre a TDG e o TP53. Círculos destacados indicam os genes selecionados 

para validação (JUN e NKX2.2). 
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3.2.3 Tratamento das amostras com bissulfito de sódio 

Após sua extração, 500ng de DNA de cada amostra foram 

submetidos ao tratamento com bissulfito de sódio pela da utilização do Kit 

EZ DNA Methylation Gold- Kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA). O 

tratamento com o sal bissulfito de sódio promove a desaminação de 

citosinas não metiladas, convertendo-as em uracilas, enquanto as citosinas 

metiladas são protegidas da ação do sal e permanecem inalteradas. 

Foi realizado um teste para verificar se as amostras foram 

apropriadamente convertidas. As amostras convertidas foram amplificadas 

utilizando um par de iniciadores rico em regiões T e A que amplificam 

especificamente o DNA convertido (STAT6: F: 

5´AAGTTTGGTTTTAAGGTTTGG3´ e R: 5´GGTTTGGATTTTAGTT3´). Após 

a PCR (Polimerase Chain Reaction) foi corrido um gel de agarose a 1% para 

analisar o produto da mesma (Figura 4). O tamanho do amplicon gerado foi 

de 201 pares de bases e as amostras que não amplificaram foram 

convertidas novamente. 
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M CN

201 pb

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Produto da PCR após eletroforese em gel de agarose 1% 

demonstrando que o DNA foi convertido completamente após tratamento 

com bissulfito de sódio . M: Marcador de peso molecular Ladder 100pb. CN: Controle 

negativo. pb: pares de bases 

 

3.2.4 Pirosequenciamento para investigação de ilhas CpG metiladas 

Os iniciadores dos genes CDKN2A, FOXA1, HOXD8, JUN, NKX2-2, 

OCT4, SOX2 e SOX17 foram delineados usando os parâmetros 

recomendados: tamanho dos iniciadores entre18 e 24 pares de bases, 

composição formada por mais de 50% de G+C, quando possível a posição 

3´ terminando em G, C, GC ou CG (pois aumenta a estabilidade do 

emparelhamento), porem não mais que 3 Cs ou Gs juntos, temperatura de 

melting entre 55-62ºC, não haver complementaridade evitando a formação 

de hairpin e evitando que 3´seja complementar ao 5´ para não formar loop.O 

Quadro 5 apresenta a sequência dos iniciadores utilizados para o 

pirosequenciamento. Para os genes CDKN2A, HOXD8 e SOX2, foram 

utilizados ensaios padronizados, produzidos pela empresa (Qiagen). 

(Quadro 6). O Anexo 1 apresenta as figuras representativas dos genes 

candidatos avaliados e suas respectivas ilhas CpGs. 
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Quadro 5 - Sequência dos iniciadores e as propriedades dos genes avaliados por pirosequenciamento. 
 

Gene Sequência dos Iniciadores Amplicon 
Ilhas 
CpG* 

Temperatura de 
Anelamento 

FOXA1 

 
F- 5´ TTTAGTTGTGGGGAGGATGG 

R- 5´[B] CACCCTACAATCCTCACTAC 
Seq- 5´TGTTTGTGTTTAAGA 

Py - 5´CGGGTTTGCGATAGTTTGGGGCGGTTTAGGTCGCG 
 

191pb  55ºC 

JUN 

F- 5´AGGATTTTGGGGTTATTGT3´ 
R - 5´[B] CTTTCCCTATCAAAAACTC3´ 

Seq-5´GTTAGTTTGGGTTG3´ 
Py-5´CGCGTATAAGTTTCGGGGTCGT3´ 

 

220pb  50ºC 

NKX2.2 

F- 5´GGGTATATGTTAGGATTTTGATA 3´ 
R-5´[B]CCTAAAAAAACCCAAATCTC3´ 

Seq- 5´GTTAAATTGAATA 3´ 
Py- 5´CGAATTGTGGTTTCGGGTACG 3´ 

 

430pb  49ºC 

OCT4 

F 5` TAGGAGGGTTTTGGAAGTTTAG 3` 
R 5`[B]AAACCCTCATTTCACCAAAC 3` 

Seq 5’ TTATTATTTGGAGGGGG 3’ 
Py 5´CGCGATTTCGGTTTATCGTAATTTATATTTTTTAGGTTTAAGCGA3´ 

174pb  55ºC 

SOX17 

 
F 5´GTTGTTTTATTTGGGAGGTG3´ 

R 5´[B] ACCCCTAAATAACCAAACAAA3´ 
Seq 5´GATTTGTTTTTTAG3´ 

Py 5´CGTTAATTCGGTATTGTTTAGGTGTTTACG3´ 
 

369pb  55ºC 

F: primer forward; R: primer reverse; Seq: região de sequenciamento; Py: sequência de referência (os CG em negrito são os sítios CpG que foram analisados 
pelo pirosequenciamento); pb: pares de bases;  número de CpG analisados por gene. * número de ilhas CpGs 
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Quadro 6 - Sequência dos ensaios e as propriedades dos genes avaliados por pirosequenciamento. 
 

Gene Ensaio Sequência dos iniciadores Amplicon Ilhas CpG* 
Temperatura de 

Anelamento 

SOX2 
Hs_SOX2_01_PM PyroMark CpG 

Assay (200) (PM00016856) 

 
5’CCCCGGCGCCGAGGTGCCGGACCG

CCGCCCCCAGC 3’ 
 

205pb  
 

56ºC 

HOXD8 
Hs_HOXD8_02_PM PyroMark CpG 

Assay (200) (PM00012026) 

 
5’ CGTTCCCTGGGCTGCACCCGCGT 

GTCCAGAGCTGC 3’ 
 

155pb   
 

56ºC 

CDKN2A 

 
Hs_CDKN2A_02_PM PyroMark CpG 

Assay (200) (PM00039907) 
 
 

5’ CGCCGTGAGCGAGTGCTCGGAGGA 
GGTGCTATTAA 3’ 

249pb 
 

 
56ºC 

Py: sequência de referência (os CG em negrito são os sítios CpG que foram analisados pelo pirosequenciamento); pb: pares de bases;  número de CpG 
analisados por gene.* Número de ilhas CpGs. 
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Após o tratamento com bissulfito de sódio e delineamento dos 

iniciadores, 25ng de cada amostra foram submetidas a uma amplificação 

pela técnica de PCR com um dos iniciadores marcados com fluoróforo 

biotina na extremidade 5’. A amplificação pela PCR para posterior 

pirosequenciamento foi realizada num volume de 50µl contendo: 1µl do DNA 

convertido (25ng), tampão 10x, 15mM de MgCl2, 10 µM de cada 

dinucleotídeo, 10 µM de cada iniciador (sendo um deles marcado com 

biotina na extremidade 5´) e 1U de HotStartTaq DNA polimerase (Qiagen). 

As condições de ciclagem foram 15 minutos a 95ºC, seguidos de 50 ciclos 

de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos (temperatura de anelamento de cada 

iniciador- Tabela 3 e 4) e 30-70 segundos a 72ºC com um tempo de 

extensão final de 10 minutos a 72ºC. Cinco µl do produto da PCR foram 

submetidos a uma análise de dispersão dos fragmentos de DNA utilizando 

gel de agarose 1% corado com SYBR safe (10.000x) (Invitrogen life Science 

Technologies, Carlsbad, CA, USA). Na presença de bandas intensas, com 

altura em pares de bases correta e sem bandas inespecíficas, os produtos 

da PCR foram submetidos à reação de pirosequenciamento. 

O restante do produto da PCR (45µl) foi transferido para uma placa de 

96 poços e imobilizado em 40µl de um tampão contendo beads de sefarose 

(3µl de beads streptavidin-coated Sepharose (Streptavidin Sepharose High 

Performace, GE Healthcare) + 37µl de tampão de ligação). A placa foi 

agitada por 15 minutos a 1.350 rpm e, em seguida, foi levada a bomba de 

vácuo (Vaccuun Presp Toll), onde o produto da PCR ligado as beads foi 

lavado com álcool 70%, desnaturado em solução de NaOH 0,2M e 
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submetido a um tampão de lavagem contendo 10mM de Tris. Em seguida, 

os produtos purificados foram incubados com 0,4µl de iniciadores de 

sequenciamento, previamente diluídos em 40µl de tampão de anelamento, a 

80ºC por 2 minutos, em placa especial para o pirosequenciamento (PSQ 96 

low plate) (Qiagen, Valencia, CA). Para o anelamento do iniciador a placa foi 

resfriada a temperatura ambiente por 10 minutos. Os produtos purificados e 

ligados ao iniciador foram transferidos à base do PSQ HS 96 A 

Pyrosequencer (Qiagen, Valencia, CA), onde acontece o 

pirosequenciamento em tempo real das regiões a serem validadas, usando 

os reagentes Pyromark Gold q96 (Qiagen, Valencia, CA). 

O pirosequenciamento é a tecnica mais utilizada na análise do padrão 

de metilação do DNA (DUPONT et al. 2009). A síntese de DNA ocorre por 

um complexo de reações que inclui enzimas (ATP sulfurilase, luciferase e 

apirase) e substratos (adenosina 5’ fosfossulfato e luciferina). Na reação de 

pirosequenciamento as enzimas, os substratos e os nucleotídeos A,T,C, e 

G, são carregados em um cartucho e dispensados um de cada vez em cada 

poço, na ordem determinada pelo aparelho. Após serem dispensados os 

nucleotídeos, a enzima DNA polimerase promove a incorporação de 

nucleotídeos a fita simples de DNA e libera um PPi (pirofosfato), que se liga 

ao ADP formando ATP, que é degradado pela luciferina liberando um pico 

de luz detectável (emissão de fótons) que é capturado por uma câmera de 

CCD e convertido em pico no pirograma (Figura 5). À medida que os 

componentes da reação diminuem, os nucleotídeos não incorporados são 

degradados pela enzima apirase e é introduzido um novo ciclo de reagentes. 
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Quando um novo nucleotídeo é incorporado em uma cadeia crescente de 

DNA pela DNA polimerase, o pirofosfato é gerado de maneira 

estequiométrica, resultando na produção de ATP, ou seja, o sinal 

fluorescente é gerado proporcionalmente à quantidade de nucleotídeos 

incorporados, de modo que os picos presentes no pirograma indicam o 

número e tipo de nucleotídeos presentes. 
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Figura 5 - Demostração do processo enzimático da reação de 
pirosequenciamento. Ilustração proveniente do Manual Pyromark Gold q96 
(Qiagen). 
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O uso do pirosequenciamento no estudo de metilação tem algumas 

vantagens em relação às outras técnicas, sendo este um procedimento tanto 

qualitativo quanto quantitativo. É possível identificar a quantidade exata de 

metilação de dinucleotideos CpGs específicos de maneira rápida e eficaz. 

Outra vantagem é a possibilidade de verificar a qualidade da conversão por 

bissulfito de sódio, já que podem ser inseridos na ordem de dispensação 

nucleotídeos controles que podem indicar a ocorrência de conversão parcial 

do DNA (AHMADIAN et al. 2006; DUPONT et al. 2009). A Figura 6 

apresenta a ordem de dinucleotídeos avaliados para o gene HOXD8. Os 

gráficos do pirograma mostram o controle de DNA 100% metilado e 0% 

metilado. Foram avaliados cinco dinucleotídeos CpG (lista transversal cinza) 

e um controle de conversão de bissulfito (lista transversal amarela). O 

controle de conversão por bissulfito consiste na dispensão de uma base 

citosina, no local da sequência de DNA não convertida onde haveria de fato 

uma citosina não precedida por uma guanina. Como não é esperado que 

essa citosina esteja metilada (pois somente citosinas precedentes de 

guaninas são passíveis de metilação em mamíferos), ela deveria ser 

totalmente convertida em timina. Se houvesse um sinal nessa região, isso 

indicaria uma conversão parcial de bissulfito. Em todas as reações de 

pirosequenciamento, foram utilizados DNA 100% metilados e 0% metilados 

como controles positivos e negativos, respectivamente (Figura 6). 
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Controle 0% 

 

 

 

 

 

 

Controle 100% 

 

 

 

 

 

 

Figura 6- Pirograma do controle 100% metilado e 0% metilado. A ordem de 

dispensação é referente ao gene HOXD8 

 

3.2.5 Síntese de cDNA e análise da expressão de transcritos (RT-

qPCR) 

Outra abordagem utilizada neste estudo foi a avaliação de carcinomas 

adrenocorticais com e sem a mutação p.R337H no gene TP53 quanto aos 

níveis de expressão da TDG. Foram selecionados os carcinomas 

adrenocorticais por serem característicos da LFS/LFL e por terem material 

disponível no banco. Para tanto, foi avaliada a síntese de cDNA e análise da 

expressão de transcritos (RT-qPCR) nos 11 carcinomas adrenocorticais 

(quatro positivos para a mutação p.R337H e sete negativos). 

Para a avaliação de alterações na expressão da TDG, as amostras de 

RNA foram digeridas com 1U de Dnase I Amplification Grade (Life 
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Technologies) em 10X Dnase I Reaction Buffer e 25mM de EDTA pH 8.0. As 

amostras foram incubadas por 15min em temperatura ambiente e a enzima 

foi inativada por aquecimento a 70ºC por 10min em um termociclador PTC-

100 (Peltier - EffectCycling - MJ Research). A síntese de cDNA foi realizada 

em um volume final de 20µl contendo 5x First-Strand Buffer (250mM Tris-

HCl, pH 8.3, 375mM KCl, 15mM MgCl2), 10mM de cada dNTP, 0,5µg/µl de 

Oligo(dT), 0,1M ditiotreitol e 200U da transcriptase reversa SuperScriptTM III 

(Invitrogen). As condições de incubação foram: 42ºC por 60min e 70ºC por 

15min.  

As reações foram realizadas utilizando o corante fluorescente Power 

SYBR Green (AppliedBiosystems), que contém todos os reagentes 

necessários para a reação. Foi utilizado o termociclador automático (ABI 

Prism 7500 Sequence Detection System) para a amplificação de RT-qPCR. 

As condições de reação para a análise dos transcritos foram: 40 ciclos, com 

a temperatura de desnaturação a 95°C por 15 segundos e a de anelamento 

de 60°C por 1 minuto. Os valores obtidos para todas as amostras foram 

normalizados pela razão entre valores obtidos para o gene de interesse e 

gene de referência. Para a análise de expressão da TDG, foram usados os 

genes de referência GAPDH, HPRT e ACTB selecionados a partir de testes 

realizados com controles endógenos testados no nosso laboratório. Os 

iniciadores para a amplificação dos transcritos foram desenhados utilizando 

o programa Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).  

A quantificação do gene alvo nas amostras foi obtida pelos valores de 

Ct aplicados na fórmula 2
∆∆Ct

 (LIVAK e SCHMITTGEN 2001). Para cada 
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amostra, o valor de ∆Ct foi determinado subtraindo a média das duplicatas 

dos valores de Ct do gene de interesse, da média das duplicatas dos valores 

de Ct do gene referência. Posteriormente, para determinar o ∆∆Ct, o valor 

de ∆Ct de cada amostra foi subtraído do valor da média de ∆Ct da amostra 

normal. Este último valor foi adicionado aà fórmula 2
-∆∆Ct

 e para cada 

amostra a quantidade de transcrito (N vezes > ou < que o normal) foi 

determinada pela comparação com amostra de controle constituída de RNA 

comercial de adrenal (Clontech). O Quadro 7 apresenta a lista dos 

iniciadores utilizados para a confirmação dos achados (genes alvo e 

endógenos).  

 

Quadro 7 - Lista de iniciadores utilizados para os genes alvos e endógenos. 
 

Gene 
Número de 

Acesso 
Sequência dos Iniciadores 

Tamanho 
do 

Amplicon 

GAPDH 
NM_002046 

NM_001256799.1 

 
F - 5'TGCACCACCAACTGCTTAG3' 
R - 5'GAGGCAGGGATGATGTTC3' 

176bp 

HPRT1 NM_000194.2 
 

F - 5'TCATTATGCTGAGGATTTGGAAAG3' 
R - 5'GGCCTCCCATCTCCTTCATC3' 

101bp 

TDG NM_003211.4 
 

F - 5'TTGCCCAAGAGGATGCAAAGA3´ 
R - 5'GAAGCCACAAGGTTCACTGC3' 

119pb 

ACTB NM_001101.3 
 

F - 5'TTCCTGGGCATGGAGTC3' 
R - 5'CAGGTCTTTGCGGATGTC3' 

84bp 

 

3.2.6 Investigação da mutação germinativa TP53 p.R337H em 

pacientes portadores de carcinomas adrenocorticais 

A análise da mutação p.R337H foram selecionadas 11 amostras de 

carcinomas adrenocorticais provenientes do Biobanco do A.C. Camargo 
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Cancer Center previamente revisados pelo Departamento de Patologia da 

mesma instituição. 

 Após a obtenção do DNA, foram utilizados os iniciadores 5’–CAA TTG 

TAA CTT GAA CCA TC–3’ e 5’–GGA TGA GAA TGG AAT CCT AT–3’ 

(IARC, 2010) para amplificação do éxon 10 do gene TP53, onde se mapeia 

a mutação p.R337H. A amplificação deste éxon consistiu de 35 ciclos de 

desnaturação a 94ºC, anelamento a 57ºC e extensão a 68ºC, utilizando-se 

1µ da enzima Tth DNA polimerase (Biotools). O produto da PCR foi digerido 

com 5µ da enzima HhaI (Fermentas) durante 16 horas a 37ºC. A presença 

da mutação resultou na perda do sítio de restrição da enzima HhaI dentro do 

amplicon. Portanto, após a eletroforese do produto da digestão em gel de 

agarose 2% em tampão TBE 1X (SAMBROOK e RUSSELL 2001), os 

padrões de bandas observados foram: fragmentos de 168 pb e 92 pb em 

células homozigotas normais, fragmentos de 260 pb, 168 pb e 92pb em 

células heterozigotas para a p.R337H e uma banda de 260 pb em células 

homozigotas para a p.R337H. Como marcador de peso molecular no gel foi 

utilizado o Ladder 1 Kb Plus (Invitrogen). O gel foi corado com o intercalante 

de DNA dupla fita, GelRed e fotografado sob luz UV. A Figura 7 demonstra 

os resultados esperados para a análise da presença da mutação germinativa 

p.R337H em heterozigose. 
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Figura 7 - Resultados esperados para a análise da presença da p.R337H 

(GenBank NM_000546.4 - c.1010 G→A). M= Marcador de peso molecular Ladder 

1kb plus, PB= pares de bases. N= Negativo (Homozigoto para o alelo G, não mutado), P= 

Positivo (Heterozigoto). Não foi encontrado o genótipo homozigoto para o alelo A.  

 

3.2.7 Sequenciamento de Sanger 

 Depois de identificada a presença de mutação no códon 337 do gene 

TP53 através da análise por restrição com a enzima HhaI, as amostras 

foram sequenciadas utilizando a metodologia tradicional de SANGER e 

COULSON (1975). O método consiste na adição de 

didesoxiribonucleotídeos (nucleotídeos modificados que não possuem um 

grupamento hidroxila OH no carbono 3’ da pentose) marcados com 

fluoróforos que atuam inviabilizando a elongação da cadeia de nucleotídeos 

pela DNA polimerase após serem inseridos na cadeia recémsintetizada. 

Para este estudo o método de sequenciamento foi bi-direcional. Para a 

remoção dos iniciadores e dNTPs remanescentes da PCR, 5 μL da solução 

contendo o fragmento dos genes de interesse amplificado foi purificado com 
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2 μL da mistura de enzimas Éxonuclease I (Exo I) e Shrimp Alkaline 

Phosphatase (SAP) (USB) em placa de 96 poços compatível para com o 

sequenciador automático utilizado no final do processo através de incubação 

a 37ºC por 30 minutos seguido de inativação por aquecimento a 80ºC por 15 

minutos. Após a purificação seguiu-se a reação de sequenciamento dos 

fragmentos dos genes de interesse bidirecionalmente, ou seja, nos sentidos 

foward e reverse, em reações independentes. Foi adicionado a 3,5 uL de 

solução de PCR purificada o volume de 0,3 uL de iniciador foward ou 

reverse, 1 uL de BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems), 1,5 uL de 

tampão Save Money 5X (Applied Biosystems) e 3,7 uL de água livre de 

nuclease (Sigma). A solução foi inicialmente desnaturada a 95°C por 2 

minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturação a 95°C por 18 segundos, 

anelamento a 55°C por 18 segundos e extensão a 60°C por 4 minutos. O 

termociclador utilizado para a reação de amplificação do sequenciamento foi 

o 96-Well GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Após a 

extensão das fitas de DNA, este foi precipitado e lavado. A placa contendo 

as reações foi centrifugada para sedimentar gotículas aderidas nas paredes 

dos poços. Foi adicionado 1 uL de EDTA 125mM pH 8,0 e 1 uL de acetato 

de sódio 3M pH 8,0 foi adicionado a cada poço, seguido pela adição de 25 

uL de etanol absoluto (Merck), agitação leve e incubação por 15 minutos no 

escuro e em temperatura ambiente. Decorrido o tempo, a placa foi 

centrifugada a 4000rpm por 30 minutos a 4ºC e o sobrenadante foi 

descartado por inversão. A placa foi então centrifugada invertida por 10 

segundos a 650rpm, aceleração e desaceleração de 2. A etapa de 

precipitação foi finalizada a partir da adição de 35 uL de etanol 70% gelado 
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(Merck) seguido por centrifugação a 4000rpm por 20 minutos a 4ºC, 

descarta do sobrenadante e centrifugação invertida 10 segundos a 650rpm 

com aceleração e desaceleração de 2. Os precipitados do sequenciamento 

foram secos a 95ºC por 20 minutos e ressupendidos em 13 μl de formamida 

Hi-Di (Applied Biosystems) seguido por desnaturação a 95ºC por 3 minutos. 

A solução obtida foi então utilizada para eletroforese no analisador 

automático de DNA, o sequenciador automático ABI Prism modelo 3130XL 

(Applied Biosystems). 

 As sequências obtidas foram analisadas através do software de 

análise de sequenciamento, CLC Main Workbench 5.0.2. (CLC bio). O 

programa alinha as sequências obtidas com as sequências referências de 

cada fragmento gênico de maneira a permitir uma análise comparativa que 

aponta conflitos entre as leituras. Estas sequências referências 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 sequência referência NM_000546.4.. Para cada sequência obtida 

foram avaliados os éxons e junção éxon-íntron.  

 

3.2.8 Perfil de expressão gênica global  

O perfil de expressão gênica foi avaliado em quatro carcinomas 

adrenocorticais positivos para a mutação p.R337H e sete carcinomas 

adrenocorticais negativos para a mutação p.R337H. Foi utilizada a 

plataforma Whole Human Genome 4x44K (Agilent Tecnologies), composta 

por 43.376 sequências biológicas e 32 sondas para controles positivos Spike 

in (disponível em http://www.genomics.agilent.com). Os procedimentos de 
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marcação das amostras, hibridação e detecção seguiram o protocolo Two-

color microarray-based gene expression analysis (Agilent Tecnologies). 

Como controle foi utilizado RNA de tecido normal de adrenal (pool de 62 

amostras de tecido adrenal normal, ambos os gêneros e idades entre 15 a 

61 anos) (Human Total RNA Master Panel II, Clontech). Durante a pré-

síntese de cDNA, na reação de marcação, as amostras apresentavam uma 

concentração de 200ng de RNA total diluídos em um volume de 1,5µL. 

Foram adicionados 1,8µL de T7 Primer em cada tubo contendo o RNA total, 

2µL de Spike A da diluição para o Cy3 (RNA dos tumores ADR) e de Spike B 

para o Cy5 (Tecido normal de ADR), totalizando um volume final de 5,3µL. 

Os iniciadores foram desnaturados a 65°C em um termociclador por 10 

minutos, e em seguida, incubados a gelo por 5 minutos. Para a síntese de 

cDNA foram adicionados 2µL de 5x First Strand Buffer, 1µL de 0,1M DTT, 

0,5µL de 10mM dNTP Mix e 1,2µL do Affinity Script RNaseBlock Mix, em um 

volume final de 10µL. As reações foram incubadas em um termociclador por 

2 horas à 40ºC e 15 minutos à 70ºC e então transferidas para o gelo por 5 

minutos. A transcrição de cDNA para cRNA ocorreu pela adição de 0,75µL 

de Nuclease-free water, 3,2µL de 5x Transcription Buffer, 0,6µL de 0,1M 

DTT, 1µL de NTP Mix, 0,21 µL de T7 RNA Polymerase Blend e 0,24µL de 

Cy3-CTP ou Cy5-CTP, totalizando um volume final de 16µL. As amostras 

foram mantidas por 2 horas em um termociclador a 40ºC. A purificação das 

sondas foi realizada com a utilização do RNeasy Mini Kit, seguindo as 

especificações do fabricante. A intensidade de marcação e o rendimento da 

reação foram avaliados para todas as amostras utilizando-se NanoDrop 

1000 (ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade) e 825ng de cada 
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amostra foram combinadas à mesma massa da referência. Foram 

adicionados 55µL 2x Hi-RPM Hybridization Buffer. As lâminas foram 

confeccionadas e a hibridização foi realizada a 65°C por 17 horas. A 

lavagem das mesmas ocorreu em banhos consecutivos em soluções de 

Wash Buffer 1 e Wash Buffer 2 por 1 minuto cada, acetonitrila por 10 

segundos e Stabilization e drying solution por 30 segundos. As lâminas 

foram escaneadas no Microarray Scanner System (Agilent Technologies) 

utilizando o software ScanControl 8.1 (Agilent Tecnologies) e os dados 

foram extraídos utilizando programa Feature Extraction 10.1.1.1 (Agilent 

Tecnologies).  

O programa R (versão 2.10.1) foi utilizado para remoção de controles 

e sondas com baixa reprodutibilidade, nomeados como NA (do inglês, not 

available). Foi calculada a razão entre a cianina 3 e cianina 5 (Cy3/Cy5) em 

log na base 2 para todas as sequências e realizada a média entre as 

sondas, quando mais de uma cobria um gene, resultando em um valor 

único. O programa TMeV versão 4.5 (disponível em http://www.tm4.org), 

considerando o teste t two-class (FDR 5% e 1.000 permutações), foi 

utilizado para a análise de dois estudos: (1) separação entre amostras 

positivas (P) e negativas (N) para a mutação germinativa p.R337H e (2) 

separação entre amostras tumorais (T) e normais (N), independente da 

mutação. Nesse segundo estudo foram selecionadas as sondas com valores 

>1 e <-1, onde o intervalo de confiança (IC) de 95% foi utilizado para 

selecionar os genes diferencialmente expressos. 
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3.2.9 Análise estatística (pirosequeciamento de RT-qPCR) 

Os dados de pirosequenciamento (% de metilação de cada gene) e 

de RT-qPCR foram analisados estatisticamente utilizando os softwares 

SPSS 17.0 (SPSS, Chicago, IL) e GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software 

Inc., La Jolla, CA). Testes não paramétricos para comparação múltipla (teste 

de Kruskal- Wallis com teste de Post Hoc de Dunn) foram realizados para 

avaliar diferenças entre grupos positivos e negativos para a mutação 

p.R337H. A significância foi definida como p<0,05. 

 

3.2.10  Meta-análise 

Foi realizada uma meta-análise para comparar o perfil de expressão 

dos genes diferencialmente expressos obtidos da comparação entre 

amostras tumorais e normais e entre amostras positivas e negativas para a 

mutação p.R337H com estudos publicados em literatura e disponíveis no 

banco de dados NCBI-GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo). Como 

palavras-chave “adrenocortical carcinoma”, “adrenocortical tumor” e 

“adrenocortical”. Foram utilizados dados disponíveis por SOON et al. (2009), 

GIORDANO et al. (2009), DURAND et al. (2011), HEATON et al. (2012) e 

DEMEURE et al. (2013), resultando em 250 amostras que foram 

processadas para remoção de possíveis outliers e de sondas com baixa 

reprodutibilidade. A comparação entreos grupos foi feita pelo teste t, 

considerando p<0,05, 1.000 permutações e FDR (False Discovery Ratio) 

<0,05.  
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4 RESULTADOS 

 

 

Os resultados obtidos neste estudo foram realizados em três etapas. 

Na primeira etapa, foi realizada a avaliação do padrão de metilação de ilhas 

CpG dos genes candidatos possivelmente regulados pela TDG. O objetivo 

desta etapa foi investigar se variações nos padrões de metilação nestes 

genes poderiam estar relacionados à carcinogênese e a mutação no gene 

TP53. Na segunda etapa foram avaliados os níveis de expressão da TDG 

em carcinomas adrenocorticais com e sem a mutação p.R337H. Na terceira 

etapa foi realizada a expressão gênica global em carcinomas adrenocorticais 

obtidos de pacientes portadores e não portadores da mutação p.R337H e 

realização de uma meta-análise para corroborar nossos achados.  

 

4.1 ANÁLISE DO PADRÃO DE METILAÇÃO DO DNA DE GENES 

CANDIDATOS EM SANGUE PERIFÉRICO POR 

PIROSEQUENCIAMENTO 

 

Após o delineamento dos grupos de estudo (Grupos de 1 a 5), foram 

desenhados os iniciadores utilizando o programa Primer Blast (disponível 

em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para cada um dos genes 

selecionados, que são potencialmente relacionados a via da TDG: CDKN2A, 

FOXA1, HOXD8, JUN, NKX2-2, OCT4, SOX2 e SOX17. O resultado das 
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padronizações e foto dos géis de agarose 1% estão representados no Anexo 

2.  

O padrão de metilação dos genes candidatos, CDKN2A, FOXA1, 

HOXD8, JUN, NKX2-2, OCT4, SOX2 e SOX17, foram avaliados por 

pirosequenciamento. Como observado na Figura 8, dentre os genes 

avaliados não foi observada diferença significativa entre os grupos G1, G2, 

G3, G4 e G5 na comparação do padrão de metilação dos genes candidatos 

no sangue periférico de pacientes com e sem a mutação p.R337H. Mais 

detalhadamente, foi possível observar que os genes CDKN2A, JUN, SOX2 e 

SOX17 e HOXD8 apresentam nível de metilação inferior a 5% para todos os 

grupos avaliados. Os genes FOXA1 e NKX2-2 apresentaram níveis de 

metilação abaixo de 15% para os grupos estudados e os níveis de metilação 

foram próximos a 80% para o gene OCT4 e para a sequência ALUyb8. 
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Figura 8 - Dot Plots representando os níveís de metilação dos genes candidatos CDKN2A, FOXA1, HOXD8, JUN, NKX2-2, 
OCT4, SOX2 e SOX17 e região controle ALUYb8 nos grupos G1 a G5 (Teste de Kruskal- Wallis). 
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4.2 AVALIAÇÃO DOS NÍVEIS DE EXPRESSÃO DA TDG POR RT-

qPCR EM CARCINOMAS ADRENOCORTICAIS 

 

Não foi possível verificar alteração no padrão de metilação dos genes 

genes selecionados da via TDG. Como a TDG não foi diretamente avaliada, 

foram realizados ensaios de RT-qPCR para avaliar os níveis de expressão 

da TDG em amostras de carcinomas adrenocorticais de pacientes com e 

sem a mutação p.R337H no gene TP53. 

Três das onze amostras de tumores adrenocorticais foram excluídas 

da análise de expressão dos transcritos por RT-qPCR; duas das amostras 

eram positivas para a mutação p.R337H. Os níveis de expressão da TDG 

nos casos positivos para a mutação p.R337H foram elevados em relação as 

amostras negativas para a mutação. No entanto, este dado não pode ser 

estatisticamente confirmado devido ao baixo número amostral (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Níveis de expressão da TDG em carcinomas adrenocorticais 

positivos e negativos para a mutação p.R337H (RT-qPCR).  
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4.3 EXPRESSÃO GÊNICA GLOBAL PELA TÉCNICA DE 

MICROARRAY EM AMOSTRAS DE CARCINOMAS 

ADRENOCORTICAIS 

 

 Considerando que tanto os resultados de metilação do DNA dos 

genes candidatos quanto os resultados referentes aos níveis de expressão 

da TDG foram inconclusivos, optou-se por acrescentar ao presente estudo 

uma análise global de expressão gênica em pacientes com e sem a mutação 

p.R337H. Foram utilizadas as mesmas amostras de carcinomas 

adrenocorticaisavaliadas nos ensaios de RT-qPCR. A mutação hereditária 

p.R337H foi avaliada para uma coorte de 11 pacientes com carcinoma 

adrenocortical, dos quais quatro eram positivos para essa mutação (Tabela 

7). Por ser um tumor raro, a casuística apesar de pequena é significativa. 

Todas as amostras apresentaram qualidade satisfatória quando 

considerados os critérios de background, uniformidade de hibridação, 

intensidade dos sinais verde e vermelho e variação das replicatas após 

análises pelo programa Feature Extraction v. 10.1.1.1 (Agilent Technologies). 

 A análise do perfil global de expressão foi realizada utilizando-se duas 

abordagens: (1) comparação entre amostras de pacientes positivos e 

negativos para a mutação p.R337H e (2) comparação entre grupos de 

amostras tumorais e normais. No primeiro estudo foram identificados 135 

genes diferencialmente expressos, sendo 41 genes com expressão 

aumentada e 94 genes com expressão diminuída. Já na análise avaliando 

amostras tumorais versus o pool de adrenal normal, 1.262 genes 
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diferencialmente expressos foram identificados, sendo 569 com expressão 

aumentada e 693 com expressão diminuída.  

 

4.3.1 Análise comparativa entre pacientes positivos e negativos 

para a mutação p.R337H 

Quando avaliados os genes diferencialmente expressos obtidos pela 

análise supervisionada considerando dois grupos (positivos e negativos), foi 

possível observar o agrupamento de todos os pacientes portadores de 

carcinomas adrenocorticais com a mutação p.R337H em relação aos não 

portadores da p.R337H (Figura 10). O anexo 3 mostra um heatmap com os 

135 genes alterados. 

 

 

Figura 10 - Agrupamento hierárquico supervisionado dos 11 casos de 

carcinomas adrenocorticais. Foram observadas duas classes distintas baseadas no 

perfil de expressão gênica.  
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Os 135 genes diferencialmente expressos foram identificados (valor 

de p <0,05), sendo 41 genes com expressão aumentada e 94 com 

expressão diminuída. Desta análise foram selecionados os 20 genes com os 

maiores fold-change conforme apresentado na Tabela 1. Dentre os 

principais transcritos alterados encontram-se os genes AMIGO2, LAMA2, 

MAP4K3 e MAP3K7CL com expressão diminuída e RYR1, EYA2 e 

ONECUT2 com expressão aumentada. 

O gene AMIGO2, que codifica uma molécula de adesão que participa 

da regulação da apoptose, foi identificado com expressão diferencial 12 

vezes menor em pacientes mutados quando comparados aos pacientes que 

não possuem a mutação germinativa p.R337H. Já o gene RYR1, mapeado 

na região 19q13.1, foi identificado com uma expressão 5 vezes maior em 

pacientes portadores da mutação. Nota-se que três dos dez genes 

(ONECUT2, GSC, EYA2) com maior fold-change para expressão aumentada 

em pacientes com a mutação são fatores de transcrição.Dentre os genes 

com a expressão diminuída encontra-se o IL2RG, que está relacionado com 

a diferenciação celular. Todos os genes alterados nesta análise estão 

apresentados no Anexo 4. 
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Tabela 1 - Vinte genes diferencialmente expressos e que apresentaram os 
maiores fold-change obtidos da análise supervisionada de pacientes com 
carcinoma adrenocortical portadores e não portadores da mutação p.R337H. 
 

Gene Região Descrição do gene 
Fold-

Change 

Expressão diminuída 

AMIGO2 12q13.11 Molécula de adesão com domínio Ig-like 2 -12,14 

LAMA2 6q22-q23 Laminina alfa 2 -4,29 

KCTD14 11q14.1 Domínio tetramerização do canal de 

potássio, contendo 14 -4,07 

PTGS2 1q25.2-q25.3 Prostaglandina-endoperóxido sintase 2 -3,52 

MAP3K7CL 21q22.3 MAP3K7 C-terminal como -3,43 

RXFP1 4q32.1 Receptor do peptídeo relaxina / família 

semelhante à insulina 1 -3,06 

ACTN3 11q13.1 Alfa actina 3 -2,68 

IL2RG Xq13.1 Interleucina 2 do receptor, gama -2,63 

MAP4K3 2p22.1 Mitogeno proteína quinase ativada 

quinase quinase quinase 3 -2,57 

CASD1 7q21.3 Domínio CAS1 contendo 1 -2,56 

Expressão aumentada 

RYR1 19q13.1 Receptor rianodina 1 5,90 

EYA2 20q13.1 Olhos homólogo ausente 2 4,84 

RRBP1 20p12 Proteína de ligação do ribossomo 1 4,56 

ANKRD18A 9p13.1 Domínio Ankyrin repetição 18 ° 4,11 

MDGA1 6p21 Domínio MAM contendo 

glicosilfosfatidilinositol âncora 1 3,67 

MYO5C 15q21 Myosin VC 3,65 

SPATA2 20q13.13 Espermatogênese associada 25 3,48 

FAM46C 1p12 Família com seqüência similaridade 46, 

membro C 

3,46 

ONECUT2 18q21.31 Onecut homeobox 2 3,09 

GSC 14q32.1 Homeobox Goosecoid 3,07 

 

Os 135 genes selecionados como diferencialmente expressos pela 

análise comparativa entre amostras positivas e negativas para a mutação 

p.R337H foram enriquecidos utilizando o programa Ingenuity Pathway 

Analysis (Figura 11). Nesta análise foram identificadas as doenças (A), 

funções moleculares e celulares (B) e processos fisiológicos (C) 
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significativamente relacionados (p<0,05) com a mutação e foram 

selecionadas as cinco biofunções com maior score para cada 

enriquecimento. Em (A) observa-se que os maiores scores (2,50) estão 

relacionados ao transtorno de desenvolvimento e doenças imunológicas, 

seguidos por doença neurológica, câncer, danos ao organismo e 

anormalidade. Já em (B) pode-se observar que os maiores scores (2,70) 

estavam relacionados com sinalização célula-célula e interação, função 

celular e manutenção, seguidos por metabolismo de carboidrato, morfologia 

celular, morte celular e sobrevida. Em (C) nota-se um mesmo score para os 

cinco primeiros processos fisiológicos (3,00): desenvolvimento embrionário, 

desenvolvimento de órgão, morfologia de órgão, desenvolvimento e função 

do sistema reprodutivo e desenvolvimento de organismo. 
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Figura 11 - Biofunções correlacionando com os genes diferencialmente 

expressos com média dos valores das sondas para cada gene. Os scores para 

cada via são calculados pelo teste exato de Fischer e são iguais a –log (valor de P). 

Imagens geradas pelo software Ingenuity Pathways Analysis (IPA). 

 

Com relação a análise de redes gênicas foram identificadas nove 

redes com scores significativos para os 135 genes avaliados. A Figura 12 

ilustra as duas principais redes envolvendo os genes diferencialmente 

expressos (score: 26 e 24 respectivamente). Na rede 1 encontra-se um dos 
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principais genes alterados, o AMIGO2, com expressão diminuída (fold-

change -12,14), além dos genes MYO5C, APMAP, ANKRD18A, LPO e 

LENG9. Também foram identificados na rede os genes KCTD14, ALPPl2, 

BPY2, MUC13, WFDC8, CD1E, ACTN3 e ALPPL2, apresentando expressão 

aumentada. É possível observar que todos os genes diferencialmente 

expressos identificados na rede apresentaram interação com a ubiquitina C 

(UBC), relacionada com degradação de proteínas, embora este gene não 

esteja alterado nesta análise. Na rede, o gene ANKRD18A aparece 

interagindo com o hsa-miR-4501, sugerindo que esse miRNA possa atuar 

como regulador da expressão diminuída desse gene. Com relação a rede 2, 

é possível observar o gene RYR1 com expressão aumentada (fold-change 

5,90), além dos genes MLLT4,e GPCr apresentando expressão diminuida. É 

possível verificar nessa rede a presença de vários miRNAs, como o hsa-

miR-1268a, hsa-miR-4278 e hsa-miR-4269, sendo que o miR-4278 aparece 

como um possível regulador da expressão do gene RYR1. Os genes com 

alterações na expressão em cada uma das vias são apresentados na Figura 

13. 

A relação destes genes com a via da TDG foi verificada em bancos de 

interação proteína-proteína. Nenhuma interação física foi identificada entre 

os genes possivelmente regulados pela TDG e os genes com maiores fold-

change encontrados na comparação entre os grupos com e sem a mutação 

germinativa p.R337H. 
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Figura 12 - Redes gênicas (1 e 4) representando as interações entre os principais genes alterados na comparação entre 
tumores com e sem a mutação p.R337H. (Vermelho: aumento de expressão; Verde: diminuição de expressão) 
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 Rede                                                                                       Genes alterados                                                                                                    Score 

 
Figura 13 - Genes com alterações na expressão em cada uma das vias obtidas pelo programa Ingenuity Pathways 
Analysis. A primeira coluna enumera as diferentes redes, a segunda coluna indica os genes alterados (vermelho: aumento de expressão; verde: 
diminuição de expressão) e a terceira coluna indica o score de cada rede gênica. 
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Análises de predição gênica foram realizadas pelo programa Ingenuity 

Pathways Analysis e a via da alfa-catenina apresentou-se alterada nos 

casos positivos para a mutação p.R337H. Embora o gene da alfa-catenina 

não tenha sido encontrado alterado quanto ao nível de expressão, diversos 

genes regulados por ele apresentaram-se desregulados (expressão 

diminuída) (Figura 14), indicando a importância dessa via e sua relação com 

a mutação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Genes com baixa expressão (em verde) nas amostras positivas 

para a mutação p.R337H e preditos de serem regulados pela alfa catenina. 

Figura gerada pelo programa IPA. Linhas azuis indicamregulação direta e predita na 

literatura. Em laranja, gene da alfa catenina, possivelmente apresentando expressão 

aumentada. 
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4.3.2 Análise comparativa entre carcinomas adrenocorticais e pool de 

amostras normais da glândula adrenal 

 A análise comparativa entre as amostras tumorais e o pool de 

amostras da glândula adrenal identificou 1.262 genes diferencialmente 

expressos, sendo 569 genes com expressão aumentada e 693 genes com 

expressão diminuída. Os principais genes alterados com maior fold-change 

estão representados na Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Vinte genes diferencialmente expressos e que apresentaram os 
maiores fold-change obtidos da análise supervisionada de pacientes com 
carcinoma adrenocortical e pool de amostras normais de glândula de 
adrenal. 
 

Genes expressão 

diminuída 
fold-change 

Genes expressão 

aumentada 
fold-change 

RPS4Y2 -6,94155 MND1 6,127488 

DAPL1 -6,64262 CENPK 5,609154 

RPS4Y1 -6,43845 PMAIP1 5,369513 

NPY -6,12089 HMMR 5,124664 

TTR -5,78298 C15orf48 5,084435 

PNMT -5,65355 BUB1 4,955434 

PHOX2B -5,6352 DEPDC1B 4,880333 

ALB -5,51946 SKA3 4,711333 

CHRNA3 -5,49989 NCAPG 4,687913 

DBH -5,48255 PBK 4,579659 

MYOC -5,01445 TTK 4,307721 

AVPR1A -5,00646 ORC6 4,23096 

DEFA3 -4,88693 ASPM 4,165642 

TH -4,8827 CDK1 4,109759 

CELF3 -4,81614 DTL 3,984648 

ADH1A -4,76964 ZNF404 3,897793 

LRRC38 -4,63859 CEP55 3,851176 

LUZP2 -4,57262 BIRC5 3,818644 

IGFBP6 -4,52282 CDKN3 3,758733 

SPON1 -4,48121 TOP2A 3,56888 
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Foi verificado em bancos de interação proteína-proteína que o JUN, 

selecionado como um dos possíveis genes possivelmente regulados pela 

TDG, interage fisicamente com o gene TOP2A, um dos genes identificados 

com aumento de expressão nos tumores. Tal interação pode resultar em 

uma proximidade entre os genes identificados como diferencialmente 

expressos e aqueles que possivelmente tem uma relação com a TDG. 

Foi realizada correlação entre os dados obtidos no estudo e os dados 

clínicos dos pacientes portadores dos tumores estudados (Quadro 8). Foram 

avaliados 11 tumores provenientes de pacientes com ADR. Destes, cinco 

tinham mutação germinativa, sendo quatro p.R337H e um com a mutação 

NM_000546.4: c.919+1G>A. Dois pacientes não tinham mutação 

germinativa no gene TP53 e quatro não foram testados para todos os éxons 

codificantes do gene TP53. Dentre os portadores de mutações conhecidas, 

um dos pacientes foi a óbito pouco tempo após o diagnóstico, já em estadio 

avançado.Os outros quatro portadores não desenvolveram metástases da 

doença e estão vivos, com média de seguimento de 6,2 anos livres de 

doença.  
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Quadro 8 - Características clínicas e biológicas dos pacientes com carcinoma adrenocortical. 
 

ID  Sexo p.R337H 
tumor 

Mutação 
germinativa TP53 

Status Metástase do 
ADR 

Idade ao 
diagnóstico

Seguimento 
(Anos) 

Outros tumores primários 
(idade em anos) 

Tumores em familiares (parentesco, 
idade em anos) 

GSR4T  M  (‐)  (‐)  Vivo  Não  24  10  Não  Não 
LFS219B  F  (‐)  (‐)  Vivo  Não  20  8  Não  Não 
GSR31T  F  (‐)  n/d  Vivo  Não  30  2  Não  n/d 
GSR34T  F  (‐)  n/d  (P/S)  (P/S)  46  (P/S)  Endometrio (42)  n/d 
GSR6TA  M  (‐)  n/d  Óbito  Óbito  43  Óbito  Não  n/d 
GSR30T  M  (‐)  n/d  Vivo  Não  65  1  Não  Próstata (tio materno, 70) 
GSR27T 

F  (‐)  c.919+1G>A  Vivo  Não  6 meses  3  Não 
Sarcoma (pai, 1, 27 e 36), leucemia (avô 
paterno, 75), mama (tia paterna, 27) 

LFS396T 
F  (+) 

c.1010 G>A 
p.R337H 

Vivo  Não  10  8 
Linfoma H(7), SPM (10, 12, 

14, 16), Renal (17) 
SNC (irmão, 19), Renal (pai, 40), SNC 

(avô paterno, 5) 
MT24TA 

M  (+) 
c.1010 G>A 
p.R337H 

Vivo  Não  50  8  Prostata (50)  Renal (irmã, 61) 

GSR32T 
F  (+)  n/d  Vivo  Não  63  1  Leucemia (53) 

Estômago (pai, 50), mama (irmã, 55), 
osso (tia paterna, n/d) 

GSR1T  F  (+)  n/d  Óbito  Óbito  4  Óbito  Não  Não disponivel 
Legenda: (F) feminino; (M) masculino; (SPM) sarcoma de partes moles; (SNC) sistema nervoso central; (Linfoma H) linfoma de Hodgkin; (ADR) 
carcinoma adrenocortical; (n/d) não disponível; (-) Negativo; (+) Positivo; (P/S) perda de seguimento. 
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4.3.3 Meta-análise 

Para comparar se a expressão de transcritos obtidos da análise 

comparativa entre as amostras tumorais e o pool de amostras da glândula 

adrenal corroboram com os estudos de carcinomas adrenocorticais da 

literatura, foi realizada uma meta-análise considerando seis estudos 

publicados. A Tabela 10 mostra as informações de cada um dos relatos da 

literatura utilizados e que apresentavam dados disponíveis no GEO (Gene 

Expression Omnibus; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). A comparação entre 

os genes diferencialmente expressos entre amostras tumorais vs. normais 

identificou 569 genes com expressão aumentada e 693 genes com 

expressão diminuída, e revelou concordância entre 253 genes em no 

mínimo três estudos, sendo 126 genes com expressão diminuída e 127 

genes com expressão aumentada. No presente estudo foram considerados 

os 15 genes que apareceram em pelo menos cinco dos seis relatos da 

literatura. Os dados estão apresentados na Tabela 3.  
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Tabela 3 - Genes identificados em cinco ou mais estudos da meta-análise. 
 

Gene Estudo 1GSE10927 2GSE12368 3GSE19775 4GSE19776 5GSE28476 6GSE33371 

 

CDKN3 

 

3.40 

 

1.45 

 

5.45 

 

1.21 

 

2.26 
 

 

1.46 

ZNF600 1.81 1.10  0.67 2.67 0.32 1.10 

DENND2A -1.52 -1.10  -1.06 -1.26 -0.34 -1.10 

TLE2 -1.93 -1.20 -0.54 -0.80 -2.76  -1.20 

LRRC32 -2.22 -1.30  -0.62 -2.40 -0.32 -1.31 

SETBP1 -2.23 -1.30 -0.39  -1.82 -0.33 -1.30 

FAM65C -2.25 -1.23 -0.33  -2.85 -0.34 -1.24 

EHD3 -2.31 -1.15  -0.65 -2.63 -0.33 -1.16 

NR2F1 -2.42 -1.40 -0.34 -1.53 -2.03  -1.40 

ADH1B -2.78 -1.58 -0.26 -2.00 -1.61  -1.59 

FMO2 -3.00 -1.81 -0.34 -1.93 -2.85  -1.82 

WFDC1 -3.37 -1.93  -1.41 -1.92 -0.33 -1.94 

PTH1R -3.55 -1.55 -0.43  -2.88 -0.35 -1.56 

IGFBP6 -3.85 -1.66  -1.28 -2.58 -0.32 -1.66 

C14orf132 -2.98 -1.27 -0.16 -2.27 -3.10 -0.35 -1.27 
1 Giordano et al. (2009); 2 Soon et al. (2009); 3-4 Demeure et al. (2013); 5 Durand et al. (2011); 6 Heaton et al. (2012). 
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4.3.4 Comparação dos dados deste estudo e da meta-análise  

 Análises de vias canônicas realizadas pelo programa Ingenuity 

Pathways Analysis indicaram cinco principais vias (Figura 15). A principal via 

canônica desregulada é a via da catecolamina, seguida das vias da ativação 

LXR/RXR; ciclo celular: G2/M, dano ao DNA, regulação do checkpoint; ciclo 

celular: controle da replicação cromossômica; e ativação FXR/RXR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Vias canônicas correlacionando os genes diferencialmente 

expressos com média dos valores das sondas para cada gene. Os scores para 

cada via são calculados pelo teste exato de Fischer e são iguais a –log (valor de P). A linha 

laranja representa o limiar definido pelo IPA. Imagens geradas pelo software Ingenuity 

Pathways Analysis (IPA). 
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 A análise de redes gênicas identificou 25 redes com scores 

significativos (score médio 26,6) para os 1.262 genes avaliados. A Figura 16 

ilustra as duas principais redes envolvendo os genes diferencialmente 

expressos (score: 42 e 27 respectivamente). A rede A apresenta diversos 

genes importantes como o COPS5 que está com a sua expressão 

aumentada e que interage com os genes CCPG1, ABCA10, DXH29, MYNN, 

UPF3B, TRMT1L, KLHL23 e MICU2.  

 É interessante notar que o gene SSB, envolvido com a modificação 

de tRNA e identificado no presente estudo com expressão aumentada 

apresentou baixo número de interações, porém faz a ligação entre dois 

genes com alto número de conexões, COPS5 e CD3. O mesmo foi 

identificado para o gene NCK1, que interage com dois genes altamente 

conectados, YWHAG e CD3. Com relação a rede B, é possível observar que 

o gene DENND2A também encontrado na meta-análise apresenta 

expressão diminuída. Essa mesma rede possui diversos genes alterados 

que são importantes na carcinogênese, dentre eles a TOP2A com a sua 

expressão aumentada e o SOX17 com a sua expressão diminuída. 
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Figura 16 - Redes gênicas A e B (2 e 12) representando as interações entre os principais genes alterados na comparação 
entre carcinomas adrenocorticais e adrenal normal. (Vermelho: aumento de expressão; Verde: diminuição de expressão) 
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 Análises de predição gênica foram realizadas pelo programa 

Ingenuity Pathways Analysis, e o gene TGFΒ3 foi predito como inibidor de 

uma série de genes diferencialmente expressos (ELN, ENG, FOS, FOSB, 

FOSL2, MMP2, NOV, SCD, SH3PXD2A, TAGLN, THBS1, TIMP3, TNS1, 

ACTA1, ACTA2, ACTG2 e CYR61) obtidos da comparação entre amostras 

tumorais e normais do estudo (Figura 17). Interessantemente, o gene 

TGFΒ3, que apresentou expressão diminuida nas amostras tumorais deste 

estudo, também foi encontrado em três dos seis trabalhos utilizados na 

meta-análise. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 - Genes com baixa expressão (em verde) nas amostras tumorais 

e preditos de serem regulados pelo gene TGFΒ3. Figura gerada pelo programa 

IPA. Linhas azuis indicam regulação direta e predita na literatura.  
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A Síndrome de Li-Fraumeni e sua variante, Li-Fraumeni Like, estão 

associadas com a predisposição hereditária ao câncer na qual portadores 

têm 90% de risco para o desenvolvimento de algum tipo de câncer ao longo 

de suas vidas (NAGY et al. 2004). As mutações germinativas no gene TP53 

estão presentes em 70% dos casos de LFS clássica (VARLEY et al. 1997) e 

em 29% das famílias LFL, de acordo com o critério de Chompret 

(BOUGEARD et al. 2008). No Brasil é frequente a ocorrência de uma 

mutação fundadora no gene TP53, a p.R337H, no domínio de 

oligomerização (DI GIMMARINO et al. 2002). No sul e sudeste do Brasil, a 

frequência estimada da mutação p.R337H alcança 0,3% da população, e a 

incidência do carcinoma adrenocortical chega a ser 10 a 15 vezes maior do 

que a descrita em outros países (SANDRINI et al. 1997, CUSTODIO et al. 

2013). Em 2006, ACHATZ et al. identificaram a presença desta mutação em 

famílias brasileiras com LFL, abrindo a discussão sobre o espectro de 

tumores que esta mutação predispõe. No presente estudo, também foi 

observada uma alta taxa da mutação p.R337H. Em 11 casos de carcinomas 

adrenocorticais avaliados, quatro (36,6 %) apresentaram a mutação.  

A proteína p53 é responsável pela regulação da transcrição da TDG. 

A TDG é uma glicosilase especializada que remove a uracila e a timina do 

pareamento incorreto entre G-U ou G-T, atuando como a primeira enzima da 

via de reparo por excisão de bases. Além do papel da TDG no reparo à 
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danos do DNA, foi demonstrado que a mesma está envolvida na regulação 

de eventos epigenéticos e que pode interagir com fatores de transcrição, 

DNA metiltranferases e histonas acetiltransferases para proteger as ilhas 

CpG de hipermetilação. Além disso, por sua atividade glicosilase, a TDG 

desempenha um papel ativo na remoção de 5mC e, assim, leva a ativação 

de genes por desmetilação (GALLAIS et al. 2007; LI et al. 2007; COSTA et 

al. 2012). A TDG ainda possui uma grande atividade durante a fase de 

desenvolvimento (CORTÁZAR, et al. 2011). Além disso, tem sido 

demonstrado que a TDG regula epigeneticamente vários genes que são 

importantes durante o desenvolvimento e determinação celular, como por 

exemplo, os genes das famílias homeobox e outros fatores de transcição 

(CORTÁZAR, et al. 2011). Neste estudo, diversos genes candidatos foram 

selecionados para avaliação do padrão de metilação baseado neste 

princípio.  

Os genes escolhidos neste estudo são genes relacionados ao 

desenvolvimento e embriogênese e foram selecionados pela sua provável 

interação com a proteína TDG, sendo oito genes avaliados: (1) os genes 

SOX2 e (2) OCT4 são genes relacionados à pluripotência; (3) o gene 

HOXD8, que além de ser um membro da família homeobox, é um fator de 

transcrição que desempenha um papel importante na morfogênese; (4) o 

gene SOX17 que é um importante regulador do desenvolvimento; (5) o gene 

CDKN2A relacionado ao controle da senescência replicativa; (6) o gene 

FOXA1, que é um fator de transcrição relacionado ao desenvolvimento 

embrionário, (7) o gene JUN que é um importante proto-oncogene e (8) o 
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NKX2-2 cujo produto tem um domínio homeobox e que também pode estar 

envolvido com a morfogênese. 

O padrão de metilação dos genes candidatos (CDKN2A, FOXA1, 

HOXD8, JUN, NKX2-2, OCT4, SOX2 e SOX17) possivelmente regulados 

pela TDG foram avaliados em amostras de sangue periférico de pacientes 

portadores de mutações germinativas no gene TP53 e em um grupo 

controle. Sabe-se que pacientes portadores de LFS podem apresentar 

diversos tipos tumorais em um amplo espectro de idade.  

Como pacientes LFS/LFL em grande parte apresentam mutações 

germinativas no gene TP53, e que portadores da mesma mutação nem 

sempre desenvolvem o mesmo fenótipo, avaliar o padrão de metilação dos 

genes candidatos em sangue periférico seria uma alternativa eficaz e não 

invasiva para o entendimento da variabilidade no espectro tumoral e/ou da 

idade de acometimento por tumores em portadores da síndrome. Alterações 

no padrão de metilação de genes possivelmente regulados pela TDG 

poderiam agir como modificadores de risco.  

Uma das hipóteses era que a presença de alterações no padrão de 

metilação em pacientes que são portadores da mesma mutação poderia ser 

um dos fatores que explicariam a diferença dos tumores desenvolvidos e a 

idade de aparecimento dos mesmos. No entanto, alterações nos níveis de 

metilação dos genes candidatos não foram confirmadas nas amostras 

avaliadas (Figura 8). Apesar de tratar-se de uma das maiores coortes de 

pacientes LFS/LFL portadores de mutações germinativas, o número de 
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pacientes que preenchiam os critérios de inclusão para o estudo pode ter 

sido restrito.  

Nenhum dos genes avaliados em pacientes LFS/LFL demonstrou 

hipermetilação em relação aos controles, sugerindo que a TDG não exerce 

papel na regulação da metilação dos genes candidatos avaliados ou que os 

genes candidatos não foram adequados, pois nem todos os genes 

possivelmente regulados pela TDG foram avaliados neste estudo, o que 

representa uma limitação na definição da sua real participação na 

variabilidade do fenótipo. Portanto, a utilização de uma plataforma que 

avaliasse o perfil de metilação global seria mais eficaz para este tipo de 

análise. Vale ressaltar também que a metilação é labil, e fatores como 

hábitos e idade dos pacientes podem interferir. A condução de um estudo 

que analisasse pacientes pareados com um grupo de referência para as 

mesmas características seria ideal para esse tipo de avaliação, contudo por 

tratar-se de uma síndrome rara, tal trabalho torna-se difícil. 

Foi demonstrado em literatura que em células-tronco embrionárias, a 

TDG se associa ao promotor do gene OCT4 (relacionado à característica de 

pluripotência) regulando a sua expressão via metilação do DNA. Porém o 

mesmo não foi observado em células em processo de diferenciação 

(CORTAZAR et al. 2011). Concordante com estes dados, o resultado 

observado no presente estudo (com células ja diferenciadas) não mostra 

diferença na metilação do promotor de OCT4. 

Estudo recente realizado por DA COSTA et al. (2012) demostrou que 

a expressão de TDG é diretamente regulada pela proteína p53 selvagem, o 
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que sugere que a perda da função de p53 pode afetar os processos 

mediados por TDG. Sabe-se que a perda de função de p53 pode levar a um 

impacto negativo sobre a estabilidade genética e epigenética da célula, via 

desregulação de diversos genes.  

Dentre os diversos mecanismos que podem alterar as funções do 

gene TP53, pouco se conhece sobre o impacto da mutação p.R337H, 

altamente frequente na população brasileira. Um dos objetivos deste estudo 

foi avaliar o possível efeito da mutação p.R337H nos níveis de expressão da 

TDG. Buscamos avaliar se a expressão da TDG em amostras de 

carcinomas adrenocorticais de quatro pacientes portadores da mutação 

germinativa p.R337H no gene TP53 e de sete pacientes sem a mutação, no 

entanto, apenas duas amostras positivas puderam ser avaliadas e desta 

forma, não foi possível realizar uma análise estatista adequada com estes 

dados, embora tenha sido possível verificar um aumento de expressão da 

TDG nas duas amostras positivas para p.R337H. NETTERSHEIM et al. 

(2013) avaliaram os níveis de expressão das enzimas desmetilantes TET e 

TDG em tumores derivados de células germinativas e encontraram altos 

níveis de TDG e TET nesses tipos de câncer. Embora o número de 

amostras seja limitado, os dados do estudo mostram que a TDG teve 

aumento de expressão em casos de carcinomas adrenocorticais 

provenientes de pacientes portadores da mutação p.R337H. 

Há poucos estudos em literatura sobre os níveis de TDG em tumores. 

PENG et al. (2006) relataram que a hipermetilação de TDG e consequente 

diminuição de sua expressão leva a deficiência de reparo em linhagens de 
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mieloma múltiplo. De modo similar, YATSUOKA et al. (1997) avaliaram os 

níveis de expressão de mRNA em 21 linhagens de câncer de pâncreas e 

encontraram diminuição de expressão de TDG. Interessantemente, os 

próprios níveis de expressão de TDG parecem ser epigeneticamente 

regulados por DNA metil-transferases, principalmente a DNMT3L (KIM et al. 

2010) e pela família de miRNA-29 (MORITA et al. 2013).  Uma das principais 

limitações nesta análise é que dentre amostras de ADR, apenas sete das 

onze amostras estudadas foram avaliadas para todo o gene TP53. Análises 

das quatro outras amostras ainda estão em andamento. É importante 

ressaltar que esta é uma limitação de nossos resultados, pois é possível que 

dentre os outros quatro pacientes, haja mutações no gene TP53 em outros 

éxons. 

O segundo objetivo do estudo foi analisar a expressão gênica global 

em carcinomas adrenocorticais de pacientes com e sem a mutação 

p.R337H, a fim de verificar quais genes estavam alterados quando esta 

condição estava presente. Além disso, foi realizada a análise para avaliar se 

os genes possivelmente regulados pela TDG estariam alterados. 

Na análise supervisionada foi realizada a comparação entre os grupos 

com e sem a mutação. Foram identificados 135 genes alterados, 94 com 

expressão diminuída e 41 com expressão aumentada. Dentre os principais 

genes alterados, foi identificado o gene AMIGO2, mapeado em 12q13.11. O 

produto codificado por este gene é uma molécula de adesão com domínio 

de imunoglobulina que participa da regulação negativa da apoptose e 

adesão celular. Em uma meta-análise com 220 amostras (126 tumores 
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primários e 84 metastáticos), relatada por TSOI et al. (2011) e envolvendo 

tumores gástricos, rim, próstata, cólon, células escamosas orais e cervicais, 

o gene AMIGO2 foi identificado com um potencial marcador para o 

desenvolvimento de metástases. Segundo RABENAU et al. (2004) o produto 

deste gene pode contribuir para a sinalização por meio do seu domínio 

intracelular. Os autores relataram que este gene se encontra 

diferencialmente expresso em 45% dos tumores gástricos em comparação 

com o tecido normal. No presente estudo, o gene AMIGO2 foi identificado 

com expressão diminuída em carcinomas adrenocorticais positivos para a 

mutação p.R337H em comparação com o grupo de amostras negativas. 

Dentre os pacientes positivos para a mutação germinativa p.R337H 

avaliados nesse estudo, 75% não desenvolveram metástase, então é 

possível que os baixos níveis de transcritos codificadores em amostras 

positivas para a mutação estejam relacionados ao menor potencial de 

invasão e metástase em carcinomas adrenocorticais.  

No presente estudo o gene LAMA2 foi identificado com expressão 4,2 

vezes menor em amostras de pacientes positivos para a mutação p.R337H. 

O produto do gene LAMA2 apresenta funções relacionadas a adesão 

celular, a organização da matriz extracelular e a regulação da migração 

celular. O produto deste gene  (mapeado em 6q22-q23) atua em diversas 

vias importantes como a via PI3K-AKT, via das integrinas e via da Rho 

GTPase. Segundo NI et al. (2012), a expressão diminuída de LAMA2 foi 

identificada em amostras tumorais de laringe quando comparadas à 

amostras normais. Em um estudo com 134 amostras de carcinoma 
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colorretal, LEE et al. (2012) identificaram o gene LAMA2 com altos níveis de 

metilação (80,6%) em comparação com tecido normal adjacente, sugerindo 

que a hipermetilação desse gene possa desempenhar papel importante na 

tumorigênese e ser utilizada como um biomarcador para esse tipo de 

carcinoma.  

O produto codificado pelo gene PTGS2, mapeado na região	1q25.2-

q25, catalisa a conversão do ácido araquidônico livre em prostaglandina H2 

(precursor de outras prostaglandinas e de tromboxanos). Estes compostos 

são essenciais na regulação da proliferação celular, angiogênese, resposta 

imune e inflamação, podendo contribuir para o desenvolvimento e 

progressão de neoplasias (CHANDRASEKHARAN et al. 2004). Além disso, 

esse gene participa de diversas vias importantes como a via do NF-kappaβ, 

ácido araquidônico, cálcio e lipídios. Estudos recentes descrevem que o 

gene PTGS2 tem sua expressão aumentada em pacientes com carcinomas 

colorretais (LIN et al.2013; ROELOFS et al. 2014). Sua expressão 

aumentada também foi relacionada à progressão do câncer de mama, além 

de estar relacionada ao pior prognóstico (BOCCA et al. 2013). Neste estudo, 

pacientes portadores da mutação p.R337H foram identificados com níveis de 

expressão desse gene 3,5 vezes menor quando comparados a  pacientes 

que não possuem a mutação, podendo ser um importante marcador em 

tumores adrenocorticais de pacientes com a mutação p.R337H.  

 Outro gene com baixa expressão nos portadores da mutação 

p.R337H (2,5 vezes menos expresso) é o gene IL2RG (receptor gama da 

interleucina 2). O produto deste gene é conhecido como a cadeia gama 
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comum a receptores de interleucina (BRANDT et al. 2007). A IL2 afeta o 

crescimento e a diferenciação das células T, células B, células natural killers 

(NK), células de glioma e células da linhagem dos monócitos após interação 

específica com seus receptores. A IL2RG foi descrita com a sua expressão 

diminuída em pacientes com carcinoma de pulmão de células não pequenas 

quando comparados a um grupo de indivíduos saudáveis (CHEN et al. 

2013). Segundo estudos de ZHANG et al. (2011), a expressão de IL2RG 

aparece inibida em células T de linfoma e é regulada por metilação e pela 

ação de miRNAs. No presente estudo esse gene foi aproximadamente 2,5 

vezes menos expresso em amostras de pacientes portadores da mutação 

p.R337H, indicando que diferentes mecanismos podem ser responsáveis 

pelo controle da expressão do IL2RG durante o desenvolvimento do ADR, o 

qual é um dos principais tumores relatados na LFS/LFL. 

 No presente estudo, o gene ADAMTS2 estava com expressão 2,6 

vezes diminuída em pacientes portadores da mutação p.R337H em 

comparação com pacientes sem a mutação. Este gene aparece envolvido 

em vários processos biológicos, incluindo a formação da estrutura do tecido 

conjuntivo e a migração celular. Em 2004, PORTER et al. descreveram que 

os níveis de expressão desse gene não demonstraram diferenças 

significativas na comparação entre carcinoma de mama e tecido mamário 

não neoplásico. Mutação em ADAMTS2 foi relacionada à Síndrome de 

Ehlers–Danlos tipo VII C (doença hereditária do tecido conjuntivo) devido ao 

defeito no processamento do procolágeno tipo I para colágeno (LE GOFF et 

al. 2011). As semelhanças de domínio e de sequência entre ADAMTS2 e 
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outros membros da família anti-angiogênica, como ADAMTS1 e ADAMTS8, 

também sugerem um possível papel na angiogênese. Baseado nessa 

hipótese, DUBAIL et al. (2010) demonstraram que o gene ADAMTS2 inibia a 

proliferação de células endoteliais via VEGF, incluindo as células endoteliais 

microvasculares humanas (HMVEC) e células endoteliais de veia de cordão 

umbilical (HUVEC). Este efeito mostrou ser específico para células 

endoteliais, uma vez que a proliferação de células de músculo liso e 

fibroblastos não foi afetada. Além disso, também foi mostrado que 

ADAMTS2 era responsável pela indução da apoptose e prevenção da 

formação de estruturas tubulares em HUVEC e impedia a montagem de 

células-tronco embrionárias em estruturas vasculares dentro de corpos 

embrióides, estimuladas por VEGF. É possivel que níveis reduzidos do 

transcrito ADAMTS2 inibam a proliferação de células endoteliais via VEGF, 

novamente indicando que os tumores com a mutação em TP53 devem 

apresentar um prognóstico mais favorável do que aqueles negativos para 

mutação. 

Um gene membro da família das quimiocinas CXC, o CXCL6, 

apresentou expressão duas vezes diminuída no grupo de portadores da 

mutação p.R337H. Esse gene foi identificado com a sua expressão 

aumentada em pacientes com osteossarcoma na infância comparado a 

tecido normal (LI et al. 2011). Vale ressaltar que este é um tumor 

característico da síndrome de Li-Fraumeni na infância (HISADA et al. 1998). 

Alta expressão do gene CXCL6 também foi relacionada com crescimento 

tumoral e angiogênese (RUBIE et al. 2008), porém neste estudo este gene 
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apresentava-se com expressão diminuída na presença da mutação, 

indicando outra vez o efeito protetor desta alteração.  

  Dentre os genes com expressão aumentada na presença da mutação 

p.R337H encontra-se o gene EYA2, mapeado em 20q13.1, o qual codifica 

uma proteína expressa durante o desenvolvimento muscular em associação 

com os fatores de transcrição PAX3 e SIX1 (HEANUE et al. 1999) e também 

está envolvido na apoptose (CLARK et al. 2002). A elevada expressão 

desse gene parece ser capaz de promover o crescimento de tumores de 

ovário (ZHANG et al. 2005). No presente estudo, os pacientes portadores da 

mutação apresentaram os níveis de expressão desse gene cinco vezes 

maior do que os pacientes que não tinham a mutação, demonstrando que 

este gene pode contribuir para o crescimento de tumores adrenocorticais. 

O gene RRBP1 apresentou níveis de expressão 4,5 vezes maior em 

pacientes portadores da mutação p.R377H. Em tumores de mama, este 

gene apresentou expressão diminuída (TELIKICHERLA et al. 2007). O 

mesmo foi observado em relação ao gene ANKRD18A (localizado na região 

9p13.1), que apresentou nível de expressão quatro vezes maior em 

pacientes portadores da mutação p.R377H, mas que apresentou expressão 

diminuída em câncer de pulmão (LIU et al. 2012).  

 O gene MDGA1 apresentou 3,5 vezes mais expresso em pacientes 

que eram portadores da mutação p.R337H. Em relação a este gene, foi 

realizado um estudo avaliando os níveis de sua expressão em vários tipos 

tumorais, dentre eles útero, pulmão e mama, comparados com os seus 

respectivos tecidos normais. Em todos os casos, os tecidos tumorais 
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apresentavam expressão aumentada, o que sugeria que o gene poderia 

estar envolvido com o processo tumoral (DE JUAN et al. 2002).  Este gene 

pode ter papel na proliferação celular anormal, assim como pode ter o 

mesmo perfil em diferentes tipos tumorais. 

Neste trabalho, o gene MLL2 apresentou uma expressão 1,5 vezes 

aumentada em pacientes que eram portadores da mutação p.R337H. Em 

2013, o gene MLL2 foi identificado com a expressão diminuída em pacientes 

com câncer de mama quando comparados a tecido normal (RABELLO et al. 

2013). 

Logo, de acordo com os resultados obtidos na análise de expressão 

gênica em larga escala, diversos genes que apresentavam expressão 

aumentada em carcinomas adrenocorticais de pior prognóstico, tiveram sua 

expressão diminuída em portadores da mutação p.R337H, enquanto que 

genes que habitualmente estavam com a expressão diminuída em diferentes 

tipos tumorais com prognóstico desfavorável descritos em literatura, 

apresentavam expressão aumentada em portadores desta mutação. Este 

fato pode estar relacionado a um melhor prognóstico nos pacientes LFS/LFL 

portadores desta mutação. Assim, a presença da mutação direciona vias 

moleculares distintas daquelas descritas em tumores esporádicos. Portanto, 

apesar do alto risco para o desenvolvimento do tumor, o paciente LFS/LFL 

possivelmente tem melhor prognóstico e, consequentemente, melhor 

sobrevida que os portadores de tumores esporádicos. 

Em resumo, os achados indicam que os tumores de pacientes com 

mutações em TP53 tem assinaturas genéticas distintas quando comparados 
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aos tumores esporádicos. Como consequência, estes tumores devem ter 

estratégias de tratamento diferenciadas em relação aos tumores 

esporádicos. 

Foi realizada uma análise para confirmar se havia alguma interação 

entre os genes candidatos avaliados nas análises de metilação deste estudo 

e os genes identificados com maior fold-change na análise de expressão 

global onde foi feita a comparação entre positivos e negativos para a 

mutação p.R337H. A relação destes genes com a via da TDG foi verificada 

em bancos de interação proteína-proteína. Nenhuma interação física foi 

identificada entre os genes potencialmente relacionados com a via TDG e os 

genes com maiores fold-change encontrados na comparação entre os 

grupos com e sem a mutação germinativa p.R337H. 

Posteriormente, foi realizada uma análise de predição de genes pelo 

software Ingenuity Pathways Analysis e foi verificado que diversos genes 

regulados pela alfa-catenina apresentavam baixa expressão em tumores  

p.R337H positivos. Dentre as moléculas relacionadas à adesão celular, 

encontra-se a alfa-catenina, uma proteína de ligação entre as caderinas e os 

filamentos contendo actina do citoesqueleto (ABERLE et al. 1996). Sabe-se 

que a dissociação e aquisição de motilidade celular afetam os passos iniciais 

da invasão e metástase. Embora não tenha sido encontradas alterações na 

expressão do gene que codifica a alfa catenina, a análise de predição 

indicou um possível aumento de expressão desta proteína nos casos 

positivos para p.R337H. A validação destes genes por imunohistoquímica 
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nos tumores será fundamental em estudos futuros e poderá confirmar estes 

achados.  

Os relatos da literatura indicam a baixa expressão da alfa-catenina 

em casos de pacientes com pior prognóstico para diversos tipos tumorais. A 

expressão reduzida de alfa-catenina foi relacionada à agressividade e 

progressão tumoral em carcinomas de mama (MORROGH et al. 2012) e 

cabeça e pescoço (TANAKA et al. 2003). De acordo com MORGAN et al. 

(2013), a baixa expressão de α- e β-catenina são marcadores putativos para 

distinguir o câncer de próstata localizado da doença metastática agressiva. 

Os resultados de expressão gênica da comparação entre tumores ocorridos 

em portadores e não portadores da mutação p.R337H, assim como os 

resultados obtidos da análise de predição apontam para o possível efeito 

protetor da mutação p.R337H, hipótese ainda não levantada em literatura.  

Foi observado que não há uma interação direta entre os genes 

relacionados com a alfa-catenina e TDG. Entretanto há uma interação entre 

o gene PTGS2 (que faz interação com a alfa-catenina) e o gene TP53. Com 

a ausência de resultados significativos nos estudos conduzidos nos genes 

candidatos deste estudo, será de grande importância em estudos futuros 

avaliar o gene PTGS2, que demonstrou estar envolvido com a via do TP53 e 

consequentemente com a TDG, podendo ser um candidato potencial para 

ser um modificador do fenótipo. 

Foi realizada neste estudo uma análise para identificação dos genes 

diferencialmente expressos nos ADR em relação ao tecido normal da 

glândula adrenal (pool de 62 amostras). Esta análise identificou 1.262 genes 
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diferencialmente expressos, sendo 569 genes com expressão aumentada e 

693 genes com expressão diminuída. Dentre os genes com maiores fold-

change identicados nesta análise (Tabela 2), muitos já tinham sido 

previamente descritos em carcinomas adrenocorticais (GIORDANO et al. 

2003; VELAZQUEZ-FERNÁNDEZ et al. 2005; WEST et al. 2007; DE 

REYNIES et al. 2009).  

Dentre os principais genes com aumento de expressão nos tumores 

encontra-se o TOP2A, que codifica a topoisomerase IIα, alvo molecular 

direto das antraciclinas. Esse gene está frequentemente co-amplificado com 

o HER-2 no câncer de mama e há vários estudos que concordam que o 

gene TOP2A tem um valor preditivo para a eficácia das antraciclinas para o 

tratamento do câncer de mama primário e metastático (ARRIOLA et al. 

2007). Em 2007, WEST et al. fizeram uma análise do perfil de expressão 

gênica em pacientes com tumores adrenocorticais (adenomas e carcinomas) 

na infância comparados ao tecido de adrenal normal. Nesta análise, o gene 

TOP2A foi identificado com expressão aumentada. Foi realizado também um 

estudo onde foi comparado o perfil de expressão gênica entre os carcinomas 

e adenomas adrenocorticais, e nesse caso o gene TOP2A foi identificado 

com expressão aumentada em pacientes com carcinomas (FERNANDEZ-

RANVIER et al. 2008). Recentemente JAIN et al. (2013) confirmaram a 

expressão aumentada do gene TOP2A em carcinomas adrenocorticais 

quando comparados à adenomas e tecidos normais. Os autores sugerem 

que esse gene é um potencial alvo terapêutico para o carcinoma 

adrenocortical (JAIN et al. 2013). Nossos dados corroboram com os dados 
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da literatura, onde o gene TOP2A foi identificado com expressão aumentada 

nas amostras tumorais. 

Outro gene encontrado com expressão aumentada neste estudo é o 

BIRC5, um membro da família IAP (inhibitor of apoptosis) que desempenha 

um papel fundamental na regulação da apoptose e divisão celular (TAMM et 

al. 1998, LI et al. 1998). Os achados deste estudo são concordantes com 

outros relatos da literatura. GIORDANO et al. (2009) analisaram o perfil de 

expressão gênica comparando pacientes com carcinomas adrenocorticais 

com adenomas e tecido normal de adrenal. O gene BIRC5 foi identificado 

com expressão aumentada nos pacientes com o tumor. Em outro estudo que 

realizou análise de expressão em pacientes com carcinomas adrenocorticais 

comparados a adenomas, o gene BIRC3, pertencente à família dos IAPs, 

também foi identificado com expressão aumentada nos tumores 

(VELAZQUEZ-FERNANDEZ et al.2005).  

 O produto do gene BUB1B, também envolvido na regulação do ciclo 

celular, controla o checkpoint mitótico e a segregação cromossômica (CHAN 

et al. 1999; WANG et al. 2004). Quando associado ao gene PINK1, BUB1B 

é um sinal de melhor sobrevida global em portadores de carcinomas 

adrenocorticais (REYNIÈS et al. 2009). Um estudo que avaliou os níveis de 

expressão gênica comparando carcinomas adrenocorticais a adenomas e 

tecidos normais de adrenal, identificou um padrão de expressão aumentado 

do gene BUB1B nos indivíduos portadores de tumor (GIORDANO et al. 

2003). Este dado é concordante com os achados do presente estudo onde a 
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expressão do gene BUB1B estava aumentada nos casos de carcinoma 

adrenocorticais em relação ao caso de adrenal normal. 

 Neste estudo ambos os genes RPS4Y1 e RPS4Y2 foram identificados 

com uma expressão diminuída em indivíduos com carcinomas 

adrenocorticais. O gene RPS4Y1 codifica a proteína ribossômica S4. A 

proteína ribossomal S4 é a única proteína ribossomal conhecida que é 

codificada por mais de um gene. O gene RPS4Y2 codifica uma proteína 

ribossômica que é altamente semelhante à RPS4Y1 (LOPES et al. 2010) 

Ambos os genes estão mapeados no cromossomo Y e, para o nosso 

conhecimento, não foram avaliados em tumores adrenocorticais. 

 O gene NPY, também apresentou expressão diminuída nos tumores. 

Este é um neuropeptídeo de 36 aminoácidos altamente conservado que 

coexiste com noradrenalina em nervos simpáticos. O NPY foi originalmente 

isolado a partir de cérebro de porco, o homólogo humano foi deduzido a 

partir da estrutura de RNA isolado de clones de feocromocitoma humano 

(O´HARE et al.1989). O peptídeo não é encontrado apenas na glândula 

adrenal, mas também é vastamente observado no sistema nervoso 

simpático (VARNDELL et al. 1984; O´HARE et al.1989). KÖRNER et al. 

(2004), relataram um aumento na expressão do receptor de NPY funcional 

na glândula adrenal e nos tumores relacionados à glândula, bem como em 

tumor extra-glandular. No entanto, quando avaliada a expressão proteica do 

neuropetídeo por imunoistoquímica, foi observada expressão fraca a 

moderada em tumores originados da medula da adrenal. Foi também 

observada perda da expressão em tumores do córtex da adrenal quando 
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comparado às fibras nervosas no córtex adrenal normal. A perda de 

expressão do neuropeptídio no córtex da adrenal do estudo de KÖRNER et 

al. (2004),  corrobora com a identificação da perda de expressão do 

transcrito NPY identificado no presente estudo.  

Frente a estes resultados, foi conduzida a análise para confirmar se 

havia alguma interação entre os genes candidatos avaliados nas análises de 

metilação deste estudo e os genes identificados com maior fold-change na 

análise de expressão global onde foi feita a comparação entre carcinoma 

adrenocortical e tecido de glândula adrenal normal. Foi verificado em bancos 

de interação proteína-proteína, que o JUN, selecionado como um dos 

possíveis genes relacionados à TDG, interage fisicamente com o gene 

TOP2A, um dos genes identificados com aumento de expressão nos 

tumores. Tal interação pode resultar em uma proximidade entre os genes 

identificados como diferencialmente expressos e aqueles que possivelmente 

têm uma relação com a TDG.  

Com o objetivo de identificar candidatos potenciais para a 

confirmação dos nossos achados, e que também tenham sido investigados 

em outros trabalhos, foi realizada uma meta-análise com dados de 

expressão gênica global de carcinoma adrenocortical. Foram utilizados seis 

relatos da literatura que apresentaram dados de microarrays disponíveis no 

banco de dados GEO (Tabela 3).  

Dentre os 15 genes que estavam presentes em cinco ou mais 

trabalhos, o gene IGFBP6 (também encontrado entre os 20 principais genes 

da Tabela 2) foi identificado com expressão diminuída em carcinomas 
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adrenocorticais. É descrito em literatura que quando a expressão deste gene 

está diminuída, ocorre a inibição da proliferação celular, aumento da 

apoptose e senescência celular prematura. De modo oposto, quando 

IGFBP6 apresenta-se com altos níveis de expressão, há um aumento da 

proliferação celular e sobrevivência (MICUTKOVA et al. 2011). Vários 

estudos anteriores mostraram que a IGFBP6 é acompanhada principalmente 

de fenótipo antiproliferativo devido à sua ligação com IGF2 e o bloqueio da 

via de sinalização de IGF1 (BACH et al. 2005).  Em carcinoma da 

nasofaringe, IGFBP6 foi sugerido como um supressor tumoral (KUO et al. 

2010).  

O IGF2, (Insulin-like growth factor II), é um mitógeno e desempenha 

um papel importante na regulação da proliferação celular, na diferenciação e 

no desenvolvimento embrionário (TORESTSKY e HELMAN 1996). O gene 

IGF2 está mapeado em 11p15.5 e  evidências sugerem que esteja envolvido 

no processo neoplásico e na progressão de tumores malignos como mama, 

próstata, bexiga, cólon, gástrico e ovário (LI et al. 1998; SHIRAISHI et al. 

1998; FREIER et al. 1999). Além disso, o aumento dos níveis de expressão 

do fator de crescimento IGF2 atua na patogênese dos carcinomas 

adrenocorticais. Estudos de larga escala tem demonstrado que pelo menos 

80% dos ADR esporádicos foram identificados com a expressão aumentada 

quando comparados a adenomas e a tecidos normais (HEATON et al. 2012). 

Altos níveis de expressão do transcrito e da proteína foram identificados em 

quase todos os ADR infantis (GIORDANO et al. 2003; WEST et al. 2007). 

Um estudo realizado em adultos com ADR identificou um aumento na 
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expressão do IGF2 e outras anormalidades em 11p15 as quais são 

frequentes nos carcinomas adrenocorticais, mas raros nos adenomas 

(GICQUEL et al. 1997). Em outro estudo realizado em quatro pacientes com 

ADR infantis, foi relatado o aumento da expressão do IGF2 e a perda de 

heterozigose (LOH) em 11p15 (WILKIN et al. 2000). Além disso, o aumento 

da expressão do IGF2 em carcinomas adrenocorticais foi associado ao pior 

prognóstico e ao maior risco de recorrência (SOON et al. 2008). 

Corroborando com a literatura, neste estudo o gene IGF2 foi identificado 

com um aumento de expressão em 63% das amostras de ADR quando 

comparado ao tecido normal. Frente aos parametros estabelecidos para 

inclusão, o gene IGF2 não estava entre os 1262 genes alterados, porém por 

ser um gene relevante na literatura sobre carcinoma de adrenocortical, este 

gene foi avaliado e apresentou um aumento de expressão considerável, mas 

sem significância estatística. 

O gene inibidor de quinase ciclina-dependente 3 (CDKN3) foi 

identificado com a sua expressão aumentada em pacientes com carcinomas 

adrenocorticais, corroborando com dados da literatura para este tipo tumoral 

(GIORDANO et al. 2009; SOON et al. 2009; HEATON et al. 2012; 

DEMEURE et al. 2013). O CDKN3 pertence à família de proteínas fosfatases 

e a função deste gene tem sido estudada em vários tipos de câncer (XING et 

al. 2012). Estudos realizados em pacientes com carcinoma hepatocelular 

demonstraram que a expressão desse gene também estava aumentada 

(XING et al. 2012). Dados similares foram encontrados em carcinoma 
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cervical, nos quais a expressão aumentada deste gene foi associada a uma 

menor sobrevida (ESPINOSA et al. 2013).  

Corroborando com diversos relatos na literatura (GIORDANO et al. 

2009; DURAND et al. 2011; HEATON et al. 2012; DEMEURE et al. 2013), os 

achados deste estudo identificaram expressão diminuída do gene WFDC1 

em pacientes com carcinomas adrenocorticais. O gene WFDC1 está 

mapeado em 16q24, uma região frequente de perda de heterozigose em 

diferentes tipos de câncer. Devido à LOH, a expressão diminuída de WFDC1 

foi identificada em muitos tipos de tumores (próstata, mama, bexiga, pulmão 

e cérebro) e pode estar envolvida na inibição da proliferação celular 

(MADAR et al. 2009).   

Nesta análise, foi utilizado o programa Ingenuity Pathways Analysis 

para a identificação de vias canônicas envolvidas nos carcinomas 

adrenocorticais. Cinco principais vias estão representadas na Figura 15 e a 

principal delas é a via das catecolaminas, na qual quatro genes (DBH, CCD, 

PNMT e TH) estavam com expressão diminuída. As catecolaminas são uma 

importante classe de neurotransmissores sintetizados a partir do aminoácido 

tirosina nos tecidos nervosos e na glândula adrenal. As principais 

catecolaminas são dopamina, noradrenalina e adrenalina (GOLDSTEIN et 

al. 2003), e acredita-se que tais moléculas tenham um importante papel na 

carcinogênese, principalmente no processo de angiogênese 

(CHAKROBORTY et al. 2009). 

Ainda utilizando o programa Ingenuity Pathways Analysis foi realizada 

uma análise de predição de genes e foi verificado que muitos genes  
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regulados pelo TGFΒ3 apresentavam baixa expressão. Nestes achados o 

gene TGFΒ3 também foi identificado com expressão diminuída, sendo que 

este resultado corrobora com diversos estudos, como o de DE FRAIPONT et 

al. (2005) que compararam 24 carcinomas adrenocorticais e 33 adenomas, e 

verificaram que a expressão do TGFΒ3 estava significantemente diminuída 

em carcinomas adrenocorticais. Além disso, estudos recentes continuam 

reforçando que a expressão desse gene está diminuída em carcinomas 

adrenocorticais (GIORDANO et al. 2009; HEATON et al. 2012; DEMEURE et 

al. 2013). O TGFΒ3 atua na embriogênese e na diferenciação celular. Além 

disso, ele tem um papel duplo na tumorigênese, atuando tanto na indução 

quanto na supressão do fenótipo tumoral (SHEEN et al. 2013). 

Em resumo, frente aos resultados obtidos, não foi possível confirmar 

que alterações em TP53 são capazes de modular a TDG, porém estudos 

com um maior grupo amostral, outros delineamentos metodológicos, como a 

análise de metilação global, serão necessários para esclarecimento dessa 

hipótese. Os resultados de expressão gênica global deram evidências de 

que a mutação p.R337H pode ter uma função protetora nos portadores, pois 

genes que habitualmente apresentam expressão aumentada, e que são 

relacionados a um pior prognóstico em carcinomas adrenocorticais ou outros 

tumores, foram identificados com expressão diminuída nos portadores da 

mutação. O mesmo foi verificado de forma inversa em genes que 

apresentam expressão diminuída em tumores e que neste estudo estavam 

com expressão aumentada.  
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Além disso, ainda que o ADR seja considerado um tumor agressivo 

(DE FRANCIA et al. 2012), nesta casuística os pacientes que 

desenvolveram o tumor e que tinham mutação germinativa no gene TP53, 

apresentaram, surpreendentemente, um prognóstico favorável da doença.  

Dos cinco tumores que tinham mutação germinativa, sendo quatro p.R337H 

e um com a mutação  NM_000546.4 - c.919+1G>A, um foi a óbito devido ao 

diagnóstico em estadio avançado e os outros quatro estão vivos e livres da 

doença, com média de seguimento de  6,2 anos livres de doença.  

Este perfil de expressão gênica diferenciado pode explicar outras 

características verificadas em pacientes LFS/LFL portadores desta mutação, 

nos quais é observado um prognóstico diferente em relação aos tumores 

ocorridos na população geral. Para confirmação desta hipótese, há a 

necessidade de validação dos resultados em uma coorte maior de pacientes 

com e sem a mutação p.R337H. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

 Não foram identificadas alterações nos padrões de metilação dos 

genes candidados possivelmente regulados pela TDG (CDKN2A, 

FOXA1, HOXD8, JUN, NKX2-2, OCT4, SOX2 e SOX17) em pacientes 

portadores de mutações germinativas no gene TP53 e controles 

saudáveis.   

 

 Níveis aumentados do transcrito TDG foram identificados em dois 

casos de carcinomas adrenocorticais provenientes de pacientes 

portadores da mutação p.R337H TP53, sugerindo uma possível 

relação entre a mutação e a TDG.   

 

 Foi observado diferença entre o perfil de expressão gênica global na 

comparação entre pacientes portadores da mutação p.R337H  e não 

portadores. Vários genes relatados como associados com pior 

prognóstico em carcinomas adrenocorticais ou outros tumores  

esporádicos apresentaram o mesmo sentido da expressão nos ADR 

sem a mutação e o inverso nos casos com a mutação. Esses 

resultados sugerem pacientes com a mutação germinativa no gene 

TP53 possivelmente apresentam um prognóstico favorável da 

doença, ainda que o ADR esporádico seja considerado um tumor 

agressivo. 
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 A meta-análise comparando os achados de tumores adrenocorticais 

com a glândula adrenal revelou concordância em 253 genes 

presentes em, no mínimo, três estudos da literatura. Vários 

candidatos a marcadores moleculares foram identificados incluindo o 

TOP2A e TGFβ3, já descritos como associados com o ADR. 

 

 Tumores de pacientes com mutações germinativas em TP53 têm 

assinaturas genéticas distintas quando comparados aos tumores 

esporádicos. Isto pode ser indicativo que estes tumores devam ter 

estratégias de tratamento diferenciadas em relação aos tumores 

esporádicos. São necessários estudos futuros incluindo estratégias 

de validação para confirmar estes achados. 
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Anexo 1 - Figuras dos genes candidatos avaliados e suas respectivas ilhas CpGs foram geradas pelo site 
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks.v e indicam: cromossomo e local da sonda alterada (barra vertical vermelha); 
gene contendo íntron e éxons; Ilha CpG (em verde); Polimorfismos de base única (barra vertical preta simboliza cada 
polimorfismo).  
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Anexo 2: Foto dos géis de agarose 1% obtidos no produto das PCRs 
específicas para cada gene. M: Marcador de peso molecular Ladder 1kb 
plus ou Ladder 100 pb. CN: Controle negativo. 
 



 

	

Anexo 3 - Heatmap mostrando as alterações nos níveis de expressão gênica de 
quatro carcinomas adrenocorticais positivos para a mutação p.R337H e sete 
carcinomas negativos para a mutação. Horizontalmente estão representados os 
135 genes alterados. 
 
 

 
 
 
 

 
 

 



 

	

Anexo 4 - Tabela com todos os genes identificados como diferencialmente 

expresso na análise de pacientes com carcinomas adrenocorticais com e sem 

a mutação p.R337H. 

 

Gene Região Fold-Change Função 
Expressão diminuída 

AMIGO2 12q13.11 -12,14  
LOC387723 10q26.3 -4,77  

LAMA2 6q22-q23 -4,29  
KCTD14 11q14.1 -4,07  
ST7-AS1 7q31.2 -3,86  
PTGS2 1q25.2-q25.3 -3,52  
C21orf7 21q22.3 -3,43  

LOC100240734 12q13.13 -3,15  
RXFP1 4q32.1 -3,06  
ACTN3 11q13.1 -2,68  
IL2RG Xq13.1 -2,63 D 

MAP4K3 2p22.1 -2,57  
CASD1 7q21.3 -2,56  

CCRN4L 4q31.1 -2,52  
LOC100131289 6p22.1 -2,51  

SCN9A 2q24 -2,50  
TTC30B 2q31.2 -2,45  
GOLGA5 14q32.12 -2,36 ON 

NRP2 2q33.3 -2,30  
ETAA1 2p14 -2,30  
KLHL33 14q11.2 -2,30  
COL6A6 3q22.1 -2,29  

FAM117B 2q33.2 -2,21  
CD1E 1q22-q23 -2,19 D 

ADAMTS2 5qter -2,12  
LOC493754 7q11.21 -2,12  

SF3B4 1q21.2 -2,04  
BTNL8 5q35.3 -2,04  

POU4F2 4q31.2 -2,04  
CXCL6 4q13.3 -2,03 CC 

TOX 8q12.1 -2,03 FT 
FAM83B 6p12.1 -1,98  

HSD17B11 4q22.1 -1,97  
RASGEF1B 4q21.21 -1,93  

DLG1 3q29 -1,87  
GHRLOS2 3p25.3 -1,82  

OR2A7 7q35 -1,81  
LOC100131840 3p21.31 -1,79  

PVRL4 1q22-q23.2 -1,76  
TMEM119 12q23.3 -1,75  

OMD 13A5;13 -1,73 ON 



 

	

MLLT4 6q27 -1,72 FT,ON 
ZNF556 19p13.3 -1,72  

UGT2B11 4q13.2 -1,70  
KCNH5 14q23.2 -1,66  
STRN3 14q13-q21 -1,63  
ST18 8q11.23 -1,63  

NUMB 14q24.3 -1,60  
OR52K3P 11p15.4 -1,53  
PRODH2 19q13.1 -1,53  

INSM2 14q13.2 -1,51 FT 
ACOT12 5q14.1 -1,49  

ORF1 18q23 -1,46  
S100G Xp22.2 -1,43  
FGF5 4q21 -1,37  

FGF21 19q13.33 -1,36 CC 
OR1L3 9q33.2 -1,35  
ALPPL2 2q37 -1,35  
RIMS1 6q12-q13 -1,29  

ADAM5P 8p11.22 -1,28  
LOC100506317 Cromossomo 2 -1,28  

KIAA1486 2q36.3 -1,28  
BPY2B Yq11.223 -1,28  
GAGE1 Xp11.23 -1,28  
GPX6 6p22.1 -1,28  

RGS13 1q31.2 -1,27  
MAGEB18 Xp21.3 -1,27  

BPIFB4 20q11.21 -1,26  
MAGEA9 Xq28 -1,26  
C15orf43 15q21.1 -1,26  
C3orf49 3p14.1 -1,26  
DSCR10 21q22.13 -1,25  

LOC100130264 20p11.23 -1,25  
DYDC1 10q23.1 -1,25  
ECT2L 6q24.1 -1,24  
SETP4 Xq21.1 -1,24  
tAKR 10p15.1 -1,23  

RNF133 7q31.32 -1,23  
C15orf55 15q14 -1,22  
MUC13 3q21.2 -1,22  

LOC100507096 4q24 -1,22  
SPACA7 13q34 -1,21  

RPTN 1q21.3 -1,20  
LOC126536 19p13.12 -1,20  

PKD1L3 16q22.2 -1,20  
LOC57399 5q12.1 -1,18  
C17orf47 17q22 -1,18  
NPY2R 4q31 -1,18  

DMRTC2 19q13.2 -1,18  
WFDC6 20q13.12 -1,17  



 

	

WFDC8 20q13.12 -1,17  
KCNA1 12p13.32 -1,17  
GAFA3 4p14 -1,16  
DCDC1 11p13 -1,16  

Expressão aumentada 
SPINK7 5q32 1,37  
DDX10 11q22-q23 1,44  
RGMB 5q15 1,53  
MLL2 12q13.12 1,55 FT 

FGF22 19p13.3 1,58 CC 
GNAT1 3p21 1,64  
CAPN5 11q14 1,90  
NR2C2 3p25 1,93  
RNF207 1p36.31 1,93  
C11orf84 11q13.1 1,93  
NLRP4 19q13.43 1,99  
CSH2 17q24.2 1,99  

SPRYD3 12q13.13 2,02  
C17orf79 17q11.2 2,03  
U2AF2 19q13.42 2,13  
ASCL3 11p15.3 2,19  
TCTE1 6p21.1 2,20  

DNAJB3 2q37 2,26  
DSCR8 21q22.2 2,28  
ACTL7B 9q31 2,34  
C2orf70 2p23.3 2,37  

LPO 17q23.1 2,38  
C12orf44 12q13.13 2,39  
C20orf3 20p11.2 2,42  
MUC3A 7q22 2,50  

SLC26A4 7q31 2,51  
FOXE3 1p32 2,63  
NOVA1 14q 2,82  
LENG9 14q13.4 2,84  
BAHD1 15q15.1 3,05  

GSC 14q32.1 3,07 FT 
ONECUT2 18q21.31 3,09 FT 

LOC100506066 Chromosome 11 3,13  
FAM46C 1p12 3,46  

C20orf165 20q13.13 3,48  
MYO5C 15q21 3,65  
MDGA1 6p21 3,67  

ANKRD18A 9p13.1 4,11  
RRBP1 20p12 4,56  
EYA2 20q13.1 4,84 FT 
RYR1 19q13.1 5,90  

 
Genes selecionados na análise comparativa entre as 11 amostras positivas e negativas para a 
mutação p.R337H. Os genes foram classificados como D = diferenciação, CC = crescimento 
celular, FT = fator de transcrição, ON = oncogene e ST = supressor tumoral. 


