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Glossario de Abreviaturas

ACC - adrenocortical carcinoma

ACAVDL - acyl coenzyme-A dehydrogenase, very long chain gene
ACTH - adrenocorticotrope hormone

ADCC - antibody dependent celular toxicity
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CDKNL1A - cyclin-dependent kinase inhibitor 1 A (p21,Cip1)

CDKNLAC - cyclin-dependent kinase inhibitor 1C

CYP11A - cytochrome P450, family 11, subfamily A, polypeptide 1 gene
CYP21A2 - cytochrome P450, family 21, subfamily A, polypeptide 2 gene
CYP11B1 - cytochrome P450, family 11, subfamily B, plypepetidel gene

DHEA - dehydroepiandrostenedione



DNA - deoxyribonucleic acid

EF2 - transcription factor 2

EGF - epidermal growth factor

EGFR - epidermal growth factor receptor

EIF2B1 - eukaryotic translation initiation factor 2B, subunit 1 alpha, 26kDa
FGF - fibroblast growth factor

GBR2 - growth factor receptor-bound protein 2

GH - growth hormone

GSK3p - glycogen synthase kinase 3, subunit

H19 - imprinted maternally expressed transcript gene

HIF1la - hypoxia-inducible fator 1«

HR - hybrid receptors

HSD3BL1 - hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 1
gene

HSD3B2 - hydroxy-delta-5-esteroid dehydrogenase, 3-beta and esteroid delta-isomerase 2
gene

IGF - insulin-like growth factor

IGFBP 1-6 - IGF binding proteins 1-6

IGF2 - insulin-like growth factor 2

IGF1 - insulin-like growth factor 1

IGF1R - insulin-like growth factor 1 receptor

IGF2R - insulin-like growth factor 2 receptor

IR - insulin receptor

IRA - insulin receptor isomer A

IRB - insulin receptor isomer B



IRS 1-6 - insulin receptor substract 1-6

LOH - loss of heterozygosity

MAPK - mitogen-activated protein kinase

MC2R — melanocortin 2 receptor

MDM2 — Mdm2 p53 binding protein homolog

MDR1 - ATP-binding cassette, subfamily B, member 1 gene; ABCB1 gene
MENZ1- multiple endocrine neoplasia 1 gene

MHCII — major complex histocompatibility

MMPs - matrix metalloproteinases

M6PR - mannose 6-phospate receptors

PI3K - phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate kinase

PIGF - placental growth factor

PKA — protein kinase A

PPRARg - peroxisome proliferator-activated receptor y
PRKARL1A — cAMP-dependent protein kinase type 1 « regulatory subunit
PTEN - phosphatase and tensine homolog

RAR - retinoic acid receptor

MRNA — messenger RNA

RXR - retinoic X receptor

RXRA - retinoic X receptor «

RPS6KB2 - ribossomal protein S6 kinase, 70kDa, polypetide 2
SCLU - secretory clusterins

SOD - superoxide dismutase gene

TGFa - transforming growth factor «

TGFg - transforming growth factor g



TGFpR1 — tumor growth factor receptor g1

TOP2A - topoisomerase Il «

TP53 — tumor protein p53 gene

UBC - ubiquitin C

UPA - urokinase-type plasminogen activator

UPAR - urokinase-type plasminogen activator receptor
VEGF — vascular endothelial growth factor

XPO1 —exportin 1

WT1 — Wilm’s tumor 1 gene

3--HSD - 3-4-hydroxysteroid dehydrogenase



Abstract:

The adrenocortical carcinoma is a rare and aggressive malignancy. Most patients present at
diagnosis an advanced stage disease and the therapeutics arsenal is frequently inefficient in
controlling the tumour’s progression. The overall Syear survival remains under 50% whereas
its therapeutic management has not been updated for the last 20years. Radical surgical
resection of the lesion followed by adjuvant mitotane remains the main treatment for these
cases. Chemotherapy and radiotherapy have recently been introduced in the field with sparse
success. Recent studies have shown that the IGF system, implicated in various tumours’
progression and resistance to conventional cancer therapy, is altered in these tumours. These
tumours present with a hyper-expression of the IGF2 and IGF1R, responsible for an over-
activation of its pathway and consequently an increase in cell proliferation in prejudice of
programmed cell death. This discovery has established the beginning of a new era in
adrenocortical carcinoma’s management by introducing a target therapy already seen in other
tumours. The IGF1R is the main target of this new generation of drugs for which pre-clinical
trails have already taken place with positive results. The aim of this study is to make a
revision of adrenocortical carcinoma’s molecular pathogenesis, to summarise recent
discoveries concerning the IGF system and adrenal carcinogenesis and to present a new

category of therapeutic drug candidates, the IGF1R inhibitors.

Keywords: Adrenocortical carcinoma, Adrenocortical carcinoma’s treatment, IGF system,

IGF1R target therapy
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Resumo:

O carcinoma adrenocortical é uma neoplasia rara e agressiva. Na grande maioria dos casos a
doenca encontra-se, no momento do diagndstico, num estadio avancado, sendo o arsenal
terapéutico frequentemente insuficiente no controlo da progressdo tumoral. A sobrevida aos
5anos mantém-se inferior a 50% enquanto o plano terapéutico para estes doentes nao sofre
alteracbes ha cerca de 20anos. A resseccdo cirdrgica seguida de terapia adjuvante com
mitotano permanece o tratamento de primeira linha. A quimio e a radioterapia foram
recentemente introduzidos sem que apresentem grande sucesso. Estudos recentes
identificaram alteracdes no sistema IGF nestes tumores. Este sistema esta ja implicado na
progressao tumoral e resisténcias a terapia oncologica convencional em diversos tumores. No
ACC, verifica-se uma hiper-expressdo do gene IGF2 e do recetor IGF1R responsaveis por
uma superactivacao desta via de sinalizacdo, privilegiando a diviséo celular em detrimento da
morte celular programada. Esta descoberta marcou o inicio de uma nova era no tratamento do
ACC ao introduzir a terapia dirigida ao sistema IGF ja utilizada noutros tumores. O IGF1R é
o0 alvo principal desta nova geracdo de farmacos sendo que os primeiros ensaios pré-clinicos
mostraram resultados positivos. O objetivo deste artigo € rever 0s mecanismos moleculares
subjacentes a patogénese molecular do carcinoma adrenocortical, explorar o papel do na
carcinogénese adrenocortical e apresentar uma nova categoria de farmacos candidatos ao

tratamento desta neoplasia, os inibidores do IGF1R.

Palavras-Chave: Carcinoma adrenocortical, Tratamento do carcinoma adrenocortical, Sistema

IGF, Inibidores do IGF1R
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1. Introducéo

O carcinoma adrenocortical (ACC) é uma das neoplasias mais raras e a segunda mais
agressiva no dominio dos tumores endocrinos [8]. Atinge entre 0,5 a 2pessoas por milhdo
[3,5,8,9,35,37,43] e apresenta uma distribuicdo bimodal, afetando preferencialmente criangas
com idades inferiores a cinco anos e adultos na sua 42 e 52 décadas de vida [16,34,36,46,77].
A incidéncia no sexo feminino é ligeiramente superior a do sexo masculino com um réacio de
1,5 [16,36,43,77].

O tratamento de eleicdo neste tipo de tumores é a resseccao cirtrgica completa da lesdo [43].
Contudo, a maioria dos casos apresenta, no momento do diagndstico, uma forma avancada da
doenca, comprometendo o sucesso do tratamento cirurgico [7,27]. As taxas de recorréncia
rondam os 70-80% [8,77] sendo que o periodo livre de recorréncias ronda os 25meses [16].

A terapia adjuvante baseia-se na quimioterapia com mitotano em exclusivo ou em associacéo
com outros agentes e na radioterapia [16,36,43,46,67,77]. O mitotano (M) é o farmaco de
primeira linha no controlo da hipersecrecdo adrenal. No ACC, atua reduzindo a producao de
corticosteroides e estimulando a producdo de radicais livres de oxigénio, sendo estes
responsaveis pela sua atividade citolitica. A sua utilizacdo acompanha-se de um aumento da
sobrevida e do periodo livre de recorréncias [67,70]. Dois esquemas terapéuticos citotoxicos
estdo atualmente em estudo (WWW.FIRM-ACT.ORG) envolvendo a administracdo de
mitotano em associa¢do com etoposido (E), doxorrubicina (D) e cisplatina (C) [5] ou com
streptozotocina (S) [33]. De uma forma geral o ACC é resistente a quimioterapia, sendo que
0s primeiros resultados obtidos para o esquema EDCM e SM rondam os 49% e 36% de
respostas positivas [5,33], respetivamente, com reducdo da massa tumoral e aumento da
sobrevida e do periodo livre de doenca. O papel da radioterapia no tratamento do ACC esta

ainda longe de consenso. Durante anos aceitou-se que estes tumores ndo respondiam ao
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tratamento por irradiagdo, sendo a sua utilizagdo limitada ao tratamento paliativo. Contudo,
estudos recentes contrariam esta tendéncia, mostrando uma resposta positiva com reducdo do
risco de recorréncia local ap6s radioterapia [48,56].

Apesar do esforgo aplicado no desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas para o
ACC, a sobrevida destes doentes mantém-se inferior aos 35% aos cinco anos [6,45,52] e 0
plano terapéutico nao sofre atualizacbes ha cerca de 20anos [45].

Em contraste com a estagnacdo no campo da terapéutica, observam-se grandes avangos na
compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes a carcinogénese adrenocortical. A
identificacdo de genes, vias moleculares e alteragdes cromossomicas implicadas no
desenvolvimento destes tumores traduz-se na possibilidade de desenvolver novos agentes
terapéuticos. De entre as alteracfes encontradas destaca-se a hiperproducdo de IGF2 nestes
tumores. Cerca de 90% de ACC esporadicos apresenta uma hiper-expresséo do gene IGF2 [6]
comparativamente com as celulas adrenocorticais normais ou derivadas de adenomas
adrenocorticais.

O papel do sistema IGF na carcinogénese de outros tumores é ja amplamente reconhecido e a
utilizacdo de agentes terapéuticos dirigidos contra este sistema, nos mesmos, mostra
resultados positivos. As recentes descobertas tornaram o sistema IGF no principal alvo de
ensaios terapéuticos procurando aplicar agentes modeladores da sua atividade no tratamento
do carcinoma adrenocortical. Os primeiros resultados de estudos préclinicos sdo otimistas,
mostrando uma reducdo da proliferacdo tumoral e regressao da massa tumoral.

Com este trabalho pretende-se uma revisdo dos mecanismos moleculares subjacentes a
carcinogénese corticoadrenal, uma exploracdo do papel do sistema IGF na carcinogénese em
geral e no carcinoma adrenocortical bem como apresentar os inibidores da atividade deste

sistema como futuros agentes terapéuticos.
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2. Patogénese Molecular

Da compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes ao desenvolvimento de tumores
poderé resultar um aumento da sobrevida dos individuos por eles afetados. A identificacdo de
genes, vias de sinalizacdo e alteragdes cromossomicas implicadas na patogénese tumoral tém
impacto ndo sé na precisdo do diagndstico, como também na definicdo de estratégias
terapéuticas mais eficazes, contribuindo para uma melhoria do prognéstico da patologia a que
se reportam.

Os avancos na compreensdo dos mecanismos moleculares implicados na patogénese do ACC
devem-se em grande parte a analise de familias com uma predisposicdo para 0 seu
desenvolvimento. A presenca de mutacOes genéticas consistentes nos individuos afetados
marcou 0 ponto de partida no estudo dos tumores adrenocorticais esporadicos. Sindromas
como o de Li-Fraumeni, MEN tipo 1, Polipose Adenomatosa Familiar, o Sindroma de
Beckwith-Wiedmann ou de Carney estdo na base dos novos conhecimentos adquiridos
relativos a fisiopatogenia do ACC. As mutacbes dos genes TP53, MEN1, APC, IFG2 e
PRKAR1A encontrados em cada um das sindromes, respetivamente, surgem igualmente
implicadas no desenvolvimento de tumores esporadicos [6,7,34,46,60,62,65,79].

De uma forma genérica podemos reunir as alteracfes moleculares encontradas no ACC em
trés grandes grupos: alteracfes genéticas, envolvendo genes reguladores do ciclo celular e os
genes reguladores da esteroidogénese; alteracbes nas vias de sinalizacdo intracelular e as

alteracdes cromossdmicas.
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2.1 Genes do controlo do ciclo celular

Neste grupo encontram-se 0s genes estimuladores da proliferacdo celular - os proto-
oncogenes - e 0s genes inibidores da proliferacdo celular - 0s genes supressores tumorais. Os
proto-oncogenes estdo implicados nos processos de crescimento, diferenciacdo e proliferagéo
celular normais, codificando fatores de crescimento, recetores membranares e proteinas
ligantes do DNA. Os genes supressores tumorais sao responsaveis por garantir a constancia
das caracteristicas celulares ao longo das varias geracdes. Estes genes tém a capacidade de
“sentir” 0 meio intra e extracelular, detetar alteragdes no mesmo, e coordenadamente alterar a
progressao do ciclo celular, inibindo-o.

A transformacdo neoplasica implica a perda das duas copias de genes supressores tumorais
numa célula (fenotipo mutante recessivo) ou a expressdo de um oncogene (fenotipo mutante
dominante). O oncogene resulta da mutacdo de um proto-oncogene, com a sua consequente
hiperactivacao ou hiper-expressdo promovendo a proliferacdo celular [1].

Estudos envolvendo carcinomas adrenocorticais identificaram mutagGes em ambos 0s grupos
de genes. No grupo dos oncogenes destacam-se as mutacdes em genes codificadores de
ciclinas, cinases, topoisomerases e de diversas familias de fatores de crescimento (IGF2,
insulin-like growth factor 2, FGF, fibroblast growth factor, TGFa, transforming growth
factor o, TGFp, transforming growth factor g, VEGF, vascular endothelial growth factor).
De entre 0s genes supressores tumorais distingue-se o gene TP53, mutado em 25-35% dos

casos esporadicos e em 70% dos casos de Sindroma de Li-Fraumeni [6,7,62].
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2.1.1 Genes de ciclinas, cinases e topoisomerases

O ciclo celular compde-se de quatro fases, G1, S, G2 e M, e dois check-points principais
(check-point G1 e checkpoint G2). A fase G1 corresponde a um periodo de crescimento
celular, a fase S a0 momento da replicacdo do DNA, a fase G2 permite um novo periodo de
crescimento antes da divis@o celular propriamente dita, a fase M. Entre a fase G1 e a fase S
encontra-se o primeiro check-point do ciclo celular, check-point G1, momento que determina
se a célula prosseguira ou ndo para a fase S. Células apresentando lesdes no DNA ou cujo
meio extracelular ndo é favoravel a proliferacdo celular, ndo transitardo para a fase S. O
segundo check-point, check-point G2, surge entre a fase G2 e a fase M. Novamente apenas as
células aptas para terminar o ciclo transitardo para a fase M. Caso fiquem retidas num dos
check-points as células poderao: reparar as suas lesdes no DNA e prosseguir no ciclo celular;
ativar as vias da apoptose e sofrer morte celular programada; entrar em senescéncia celular;
ou entrar num estado especializado designado de GO. Em GO a célula fica retida numa das
fases do ciclo, sendo sua velocidade de sintese proteica muito reduzida, e podendo

permanecer nesse estado durante semanas ou anos até novo estimulo para concluséo do ciclo.

GO

Check-point G1 Check-point G2

Fig. 1 - Ciclo Celular. Adaptado a partir de Regateiro, FJ (2002).
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A transicdo entre as varias fases é feita gracas a variacGes ciclicas de proteinas que interagem
entre si formando um complexo regulador do ciclo celular. Estas sdo as proteinas cinase
dependentes das ciclinas, as CDKs 1 a 20, e as ciclinas, CCN A até F. A interacdo entre
ambas resulta na fosforilagdo de residuos de tirosina e serina de diversas proteinas
intracelulares, intervenientes na progressdo do ciclo celular. Durante todo o ciclo celular a
concentracdo de CDKs mantém-se praticamente constante enquanto os valores para as
ciclinas sofrem oscilagdes. Durante a fase G1 a concentracdo de ciclinas na célula aumenta de
forma progressiva, sendo que ap6s a transi¢do para a fase S estas sdo degradadas implicando
uma nova producdo para que ocorra a transicdo para a fase M. Esta producdo ciclica de
ciclinas é fungéo de fatores de crescimento existentes no meio extracelular e disponiveis para
interagir com a célula [1,53].

Nas células tumorais existe uma desregulacdo deste complexo cinase-ciclina favorecendo a
progressdao no ciclo celular. Estudos recentes envolvendo células de ACC constataram a
existéncia de alteracGes na expressdo de genes envolvidos nas transicdes G1/S, check-point
G1, e G2/M, check-point G2. Nestas células, durante a fase G1 e S ha uma hiperexpressao dos
genes CCNE1 e CCNE2 [25] e dos genes CDK2 e CDKA4, facilitando a transicao para a fase
G2. A fase G2 e M sédo marcadas por um aumento da expressdao dos genes CCNB1[61],
CCNB2 [25], CDK1, CDK7, CDC25B (cell division cycle 25 control homolog B, uma
fosfatase ativadora das CDKs), TOP2A (topoisomerase Il alpha) [25,34,], proteina
interveniente na replicacdo do DNA), o gene UBC (ubiquitin C) e MDM2 (mdm2 p53 binding
protein homolog) [52,79]. Estes dois Gltimos genes parecem estar implicados na inativacédo da
p53. A proteina MDM2 ¢ responsavel pela ubiquitinacdo da p53 e sua consequente
degradacdo pelo complexo da ubiquina. Zsippai et al (2011) demonstrou ainda um aumento

na expressao da proteina exportina (gene XPO1), implicada na translocacdo citoplasmatica da
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TOP2A e na resisténcia a varios agentes de quimioterapia. Estas alteragdes sdo a favor da
disfungdo dos mecanismos reguladores do ciclo celular e em beneficio da proliferacdo das

células, que se verifica nos tumores adrenocorticais.

2.1.2 Genes de Fatores de Crescimento

Os fatores de crescimento atuam como reguladores do crescimento celular em organismos
multicelulares. Tém uma producdo autdcrina ou pardcrina e a sua acdo € mediada por
recetores membranares, sendo que apenas as células que os expressem a superficie serdo alvo
da sua acdo. Da interacdo ligando-recetor resulta uma cascata de sinalizagdo celular com
consequente alteracdo do padrdo de sintese proteica, cujo objetivo final € a progressédo no
ciclo celular. Existem varios tipos de fatores de crescimento, constituidos em familias, sendo
que alguns apresentam especificidade para os tecidos alvos e outros tém uma a¢do mais geral

[1,53].

2.1.2.1 Insulin-like Growth Factor, IGF2

O IGF2 comporta-se como um fator de crescimento estimulando a proliferacdo celular, por
intermédio do recetor IGF1R. Embora a sua atividade predomine durante o periodo fetal, a
sua producdo mantém-se constante ao longo de toda a vida do individuo. O gene IFG2 situa-
se no cromossoma 11pl5 estando sujeito a imprinting materno. Nesse mesmo locus
localizam-se outros dois genes, o gene H19 (imprinted maternally expressed transcript) e o
gene CDKN1C (clyclin-dependent kinase inhibitor 1C), sendo que ambos sdo objeto de
imprinting paterno. O gene H19 ndo tem produto proteico, atuando apenas como regulador da

transcricdo do gene IGF2, sendo que na presenca do RNA H19 ha uma reducdo da producao
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de IGF2. A CDK1C é uma proteina inibidora das cinases responsaveis pela transicdo entre a
fase G1 e fase S do ciclo celular, bloqueando-o. Devido ao imprinting parental apenas o alelo
paterno do gene IGF2 é expresso enquanto apenas 0s genes maternos do H19 e CDKN1C séo
transcritos [6,18,21,22,23,24,54,62].

A sindrome de Beckwith-Wiedmann caracteriza-se por uma hiperprodugdo de IGF2 com o
desenvolvimento de tumores durante a infincia (tumor de Wilm’s, hepatoblastoma, ACC,
entre outros). As alteracfes genéticas subjacentes a esta sindrome envolvem os genes IGF2,
H19 e CDK1C. Trés mecanismos estdo envolvidos na génese destes tumores: a perda de
imprinting materno, uma duplicacdo do alelo paterno com perda do alelo materno
(unidissomia parental paterna), e alteracbes epigenéticas [6,9,16,21] com bloqueio da
transcricdo do gene H19. Os dois primeiros sdo 0s mais frequentemente encontrados sendo
que todos resultam num aumento da expressé@o do gene IGF2 com consequente estimulagao
do crescimento celular.

Estudos em linhas celulares de ACC concluiram que o gene IGF2 é o gene mais hiper-
expresso comparativamente com células adrenocorticais normais e de adenomas corticais
[6,7,37]. Verificou-se ainda que nestes tumores a expressdo do recetor IGF1R esta também
aumentada, por mecanismos ainda desconhecidos, bem como a proteina ligante dos IGFs, a
IGBP2 [6,7,9]. Pensa-se que estas condicGes sejam favoraveis ao estabelecimento de
estimulos autdcrinos e parédcrinos de crescimento e proliferacdo tumorais. Tais factos
justificam a tentativa de utilizacdo do IGF2 como marcador tumoral e de progndstico nos

casos de ACC.
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2.1.2.2 Fibroblast Growth Factor, FGF

O FGF é uma familia de fatores de crescimento capazes de estimular a proliferacdo de varios
tipos celulares. A sua acao estende-se desde a angiogénese, ao processo de cicatrizacdo e ao
desenvolvimento embrionario. Conhecem-se pelo menos 22 membros desta familia, FGF 1 a
22, para quatro recetores membranares, FGFR 1 a 4 [30,37].

Na glandula suprarrenal normal, as células adrenocorticais expressam o FGF1 e FGF2, que
atuam nesse tecido como potentes agentes mitogénicos.

No ACC verifica-se que existe uma hiper-expressdo dos recetores 1 e 4 do FGF [7,16,34,52].
Tal como para outras descobertas, o papel destas moléculas na tumorigénese adrenocortical
ainda esta por esclarecer. Ainda assim, cré-se que estes recetores participem na transformacéo

tumoral pela sua acdo na proliferacdo celular e da vascularizacao.

2.1.2.3 Transforming Growth Factor «, TGF«

O TGFa é uma subclasse da familia TGF, independente do TGFB. Ambas a subclasses estéo
implicadas na transformacéo tumoral por mecanismos envolvendo o controlo do ciclo celular.

No ACC, ainda que ndo se constate um aumento da expressao deste fator de crescimento, a
sua acdo mitogénica parece relacionar-se com uma hiperexpressdo do recetor EGFR,
epidermal growth factor receptor [7,16]. O EGFR surge hiperexpresso em cerca de 90% dos
ACC ainda que o seu ligando, EGF, ndo apresente alteracBes na sua concentracao. Pensa-se
entdo que o TGFa, presente no ACC, atue via recetor do EGF promovendo a proliferacdo e o

crescimento tumoral [7].
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2.1.2.4 Transforming Growth Factor g, TGFf

Tal como as restantes familias de fatores de crescimento o TGFp esta igualmente envolvido
no crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celular.

As células corticoadrenais normais produzem o TGFB1 e TGFB2 responsaveis por modelar o
crescimento celular de forma autdcrina. Ainda que ndao tenham uma a¢éo direta no controlo da
esteroidogénese estes fatores sdo também capazes de regular a producéo de hormonas através
do seu papel no controlo da transcricdo génica. Assim, ao inibir a transcricdo de genes
intervenientes na esteroidogénese, os TGFp inibem-na [7].

No ACC, tanto o TGFB2 quanto o seu recetor TGFBR1 surgem hiper-expressos
comparativamente aos tumores benignos. Outros dois membros desta familia, a activina e a
inibina, mostraram ter um papel na carcinogénese corticoadrenal, desconhecendo-se ainda o
mecanismo subjacente a sua acéo.

Sabe-se que em ratinhos, a activina é responsavel por regular o crescimento celular e a
esteroidogénese, apresentando uma acgdo inibitoria de ambos o0s processos. Esta ainda
implicada na estimulacdo da apoptose em células indiferenciadas do cértex (zona X). A
inibina atua como antagonista da acdo da activina competindo pelos seus recetores. Ela é
ainda responsavel por determinar a diferenciacdo das células adrenocorticais progenitoras em

células produtoras de glucocorticoides ou esteroides sexuais [7].

2.1.2.5 Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF

O VEGF € uma sub-familia de fatores de crescimento, integrado na familia platelet-derived
growth factor. A sua acdo é maioritariamente dirigida ao tecido vascular estimulando a

angiogénese (producdo de vasos a partir de vasos pre-existentes) e vasculogénese (producéo
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de vasos de novo). Conhecem-se pelo menos cinco elementos desta sub-familia, os VEFGs de
A a D e o PIGF (placental growth factor) [20,63].

No ACC, verifica-se que ha um aumento da expressdo de VEGFs relativamente aos tumores
benignos. Contrariamente ao que seria esperado, estes tumores ndo sdo dos mais

vascularizados tendo em conta a sua atividade angiogénica [16].

2.1.3 TP53

O gene supressor tumoral TP53 localiza-se no cromossoma 17(17p13) codifica a proteina
p53. Esta esta implicada no controlo de diversas fungdes biologicas, como sejam o controlo
do ciclo celular, apoptose, senescéncia, metabolismo do DNA, angiogénese, diferenciacdo
celular e resposta imunitaria. MutacOes neste gene sdo identificadas em mais de 50% dos
tumores independentemente da sua origem, tornando-o um dos principais alvos de estudo da
biologia molecular.

No que respeita a sua atividade supressora tumoral, a p53 é capaz de prevenir a formacao de
tumores através de dois processos, a senescéncia celular e a apoptose celular. Esta proteina
atua em resposta a stresses celulares, como sejam lesées no DNA; dependendo do tipo de
stress a sua resposta levard a um blogueio permanente do ciclo celular ou a morte celular
programada, sendo que 0 mecanismo subjacente a esta selecdo ainda ndo esta completamente
elucidado. A inducdo da apoptose celular resulta da interacdo da p53 com a regido promotora
do gene BAX regulando negativamente a sua transcri¢do. A proteina BAX é um dos membros
da familia Blc-2, que ao formar heterodimeros com a Bcl-2 inibe a sua acdo, inibindo
consequentemente a apoptose. A senescéncia celular resulta da acdo da p53 em dois

momentos do ciclo celular, na transicdo G1/S e na transicdo G2/M.
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A fase G1 do ciclo celular antecede a replicacdo do DNA, fase S, e serve para 0 crescimento
da célula. A transicao entre as duas fases é mediada pela acdo de um complexo formado pelas
cinases dependentes de ciclinas e ciclinas, que alteram a fosforilacdo de diversas proteinas
intracelulares favorecendo a progressdo do ciclo. A p53 é capaz de bloquear o ciclo celular
durante este periodo gracas a ativacdo da CDKN1A, uma proteina inibidora das cinases
dependentes da ciclina, capaz de impedir a sua acdo. Apos a replicacdo do DNA, a célula da
entrada numa nova fase de crescimento e eventual reparacdo de erros, a fase G2, a qual se
segue a divisao celular propriamente dita, a fase M. A p53 pode novamente bloquear o ciclo
celular nesta fase por inibicdo direta da cinase CDK1. Este bloqueio permanente do ciclo
celular corresponde a senescéncia celular, sendo as células posteriormente eliminadas por
acdo do sistema imunitario [1,53,64].

No ACC, tal como ja referido, o gene TP53 encontra-se mutado em cerca de 25-30% dos
casos esporadicos [6]. Verifica-se ainda que estas alteracbes surgem maioritariamente em
tumores de grandes dimensdes e num estadio avancado, donde se conclui que ocorrem
tardiamente na evolucdo tumoral apontando para um pior prognostico destes casos. No
entanto, estudos recentes envolvendo microssatélites, constataram que cerca de 85% dos
casos de ACC apresentam alteracBes no cromossoma 17pl13, evidenciando a presenca de
outros genes, intervenientes na patogénese do ACC, nessa mesma regido. Os genes ACAVDL
(acyl coenzyme-A dehydrogenase, very long chain) e ALOX15B (arachidonate 15-
lipoxygenase, second type), sdo os principais candidatos uma vez que se localizam nesse
mesmo cromossoma e surgem hipoexpressos em tumores corticoadrenais malignos

comparativamente com tumores benignos [6,7,16,61].
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2.2 Genes Reguladores da Esteroidogénese

A suprarrenal € a maior glandula do organismo sendo responsavel pela producéo de diversas
hormonas essenciais & sobrevivéncia do individuo. Histologicamente é composta duas partes
distintas, o cortex e a medula. A medula, porcdo central da glandula, é responsavel pela
producdo de catecolaminas, epinefrina e norepinefrina, em resposta a estimulacdo simpatica.
Por seu turno, o cOrtex constituiu a porcdo externa da glandula e divide-se em trés camadas
fisiologicamente distintas. A camada mais externa, a zona glomerulosa, é responsavel pela
sintese de aldosterona, intervindo na regulacdo do equilibrio hidroelectrolitico do organismo.
A camada mais interna, a zona reticular, € o local de producéo de esteroides sexuais (DHEA,
dehydroepiandrostenedione) em resposta a estimulacdo pela hormona pituitaria ACTH entre
outras (por exemplo, a Cortical Androgen-stimulating Hormone). A zona fasciculada é a
camada intermédia onde ocorre a producdo de glucocorticoides (cortisol e cortisona) em
resposta a ACTH.

A producdo hormonal é maioritariamente controlada pela hormona ACTH libertada pela
glandula pituitaria. Ao interagir com o seu recetor, presente nas células adrenocorticais, a
ACTH ativa a via cAMP-PKA com consequente alteracdo da transcricdo génica em beneficio
da producdo de enzimas esteroidogénicas. A ACTH tem um papel fundamental na
esteroidogénese e é determinante para a diferenciacdo das células corticoadrenais [26].

No ACC verifica-se que, paralelamente a uma disfuncdo dos mecanismos de regulacdo do
ciclo celular, ha uma perda da diferenciacdo celular. Nestes tumores coexistem células
diferenciadas produtoras de hormonas esteroides e células pouco diferenciadas apenas
capazes de produzir os seus precursores. Tal facto revela uma falta de maturacdo na
esteroidogénese que vai de encontro a perda de diferenciacdo celular que ocorre durante a

transformacdo tumoral. De entre os genes particularmente atingidos durante a carcinogénese
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destacam-se 0s genes MC2R, do recetor da ACTH, e os genes CYP11B1, HSD3B2 e AKR1B1,

genes de enzimas intervenientes na esteroidogénese [52].

2.2.1 MC2R

O MC2R é o recetor da ACTH expresso a superficie das células adrenocorticais. Pertence a
superfamilia dos recetores acoplados a proteina G, estando o seu gene localizado no
cromossoma 18 (18pll). Estudos com células derivadas de ACC revelam que ha um
decréscimo na expressdo do recetor nestes tumores, comparativamente aos tumores benignos
ou as células adrenocorticais normais [51]. Esta caracteristica é tanto mais marcada quanto
menor o grau de diferenciacdo do tumor [52]. O mecanismo subjacente a esta perda de
expressdo ainda esta por elucidar sendo que, na maioria dos casos, parece envolver uma perda
da heterozigotia (LOH, loss of heterozygosity) com inativacdo do gene [6,16,62]. Estas
descobertas sdo a favor de um papel da ACTH na diferenciacdo celular e restricdo do

crescimento celular.

2.2.2 Genes de Enzimas da Esteroidogénese

Os genes CYP11B1 (cytochrome P450, family 11, subfamily B, plypepetidel) [6,34], HSD3B2
(hydroxy-delta-5-esteroid dehydrogenase, 3-beta and esteroid delta-isomerase) [35,79] e
AKR1B1 (aldo-keto reductase family 1, member B1) sdo os mais afetados pela transformacao
tumoral das células adrenocorticais [52]. Eles codificam enzimas intervenientes na
esteroidogénese, respetivamente, a enzima 11B-hidroxilase, 3-B-HSD (3-B-hydroxysteroid
dehydrogenase) e a aldose reductase humana [38]. As duas primeiras participam na via

principal de producdo de corticosteroides enquanto a ultima é responsavel pela destoxificacdo
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de radicais livres produzidos durante o processo. As trés enzimas limitam o fluxo da
esteroidogénese, sendo que na auséncia de uma delas h4& um blogueio no processo. As
alteracdes constatadas na expressao destas enzimas no ACC estdo de acordo com a deficiente
producdo de hormonas e com a secre¢do de precursores hormonais que se verifica nestes
tumores.

Outros genes da esteroidogénese, tais como os genes CYP11A1l, CYP21A2, HSD3B1, entre
outros, sdo também afetados pela transformacdo tumoral [6]. No geral parece existir uma
reducdo da expressdo de genes envolvidos no metabolismo do colesterol e lipidos no ACC, o
que justifica o seu baixo teor em gordura comparativamente com 0s adenomas ou tecido

adrenal sdo.

2.3 Vias de sinalizagéo intracelular

As vias de sinalizacdo servem como vias efetoras da acdo de ligandos intra ou extracelulares.
A sua ativacdo estd dependente da interacdo ligando-recetor e dessa ativacdo resultam
alteracdes em diversas proteinas intracelulares culminando com modificacbes na sintese
proteica.

No ACC, diversas vias de sinalizacdo intracelular mostraram estar alteradas. De entre estas
destacam-se a via da ACTH-cAMP-PKA, a via do Wnt, a via do acido retindico e a do
complemento e apresentacdo antigénica. Ainda que 0 seu papel na carcinogénese
adrenocortical ndo esteja totalmente elucidado, pensa-se que o seu contributo nao seja

negligenciavel.
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2.3.1 Viada ACTH-cAMP-PKA

Tal como ja foi referido acima, a ACTH medeia as suas agdes através da ativacdo da proteina
cinase A (PKA), por ativagdo do seu recetor MC2R, promovendo a transcricdo de genes de
enzimas esteroidogénicas, a diferenciago e o crescimento celulares [7].

Acredita-se que esta via esteja implicada na patogénese do ACC por trés razdes principais: a
primeira reporta ao facto de mutagOes ativadoras de componentes desta via terem sido
detetadas noutros tumores enddcrinos, como sejam a acromegalia e os adenomas tiroideus
toxicos; em segundo lugar, por existir uma correlagdo positiva entre os niveis de ACTH e o
tamanho do cortex suprarrenal, como ocorre na doenca de Cushing, e em ultimo lugar, porque
alteracdes nesta via sdo encontradas em sindromas hereditarios com predisposicdo para 0
desenvolvimento de tumor adrenocorticais como o Sindroma de Carney [7,62]. Contudo,
ainda ndo foram identificadas alteracGes concretas nesta via, aguardando-se novos estudos

que esclarecam os mecanismos subjacentes as mesmas.

2.3.2 Viado Wnt

A familia Wnt é composta por um grupo de fatores de crescimento com um papel muito
importante no desenvolvimento e homeostasia do organismo. A via candnica de sinalizacao
do Wnt culmina com a acumulagdo da [B-catenina no citoplasma, disponivel para sofrer
translocacdo para o nucleo. Esta inicia-se com a interacdo do Wnt com o seu recetor, membro
da familia Frizzled, o que resulta na inibi¢cdo do complexo APC (adenomatous polyposis coli)
— GSK3p (glycogen synthase kinase 3p), responsavel pelo sequestro da [-catenina no
citoplasma. Na auséncia de fosforilagdo pelo complexo APC-GSK3p a p-catenina esta livre

para translocar para o nlcleo e ai interagir com fatores de transcri¢do e regular a transcricdo
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de genes alvo do Wnt. Na auséncia de estimulacdo pelo Wnt a B-catenina é fosforilada e
degradada pelo proteossoma [6,12,44,68].

A via de sinalizacdo do Whnt esté ja implicada na patogénese de diversos tumores, como sejam
o0s tumores colorectais hereditarios e esporadicos [44].

No que respeita ao ACC, em cerca de 85% [7] dos casos verifica-se uma acumulacdo anormal
da B-catenina no citoplasma e nucleo das células tumorais [2,12,16,52,62]. A pesquisa de
mutacfes no seu gene, mostrou que estas eram tdo frequentes em tumores benignos quanto
em tumores malignos. Tais resultados levam a concluir que a ativagdo constitutiva da f-
catenina é um passo precoce na transformacdo tumoral adrenocortical [62]. Fica ainda por

explorar o papel dos restantes componentes desta via na carcinogénese do ACC.

2.3.3 Viado Acido Retinoico

O é&cido retinoico € um metabolito da vitamina A que estd envolvido no crescimento e
diferenciacdo celular. Existem dois recetores celulares nesta via, 0 RAR (retinoic acid
receptor), que liga o acido all-trans retinoico, e 0 RXR (retinoic X receptor), que liga o acido
9-cis retinoico. Estes ligandos estdo implicados na patogénese de varios tumores sendo
utilizados no tratamento dos mesmaos.

O cértex suprarrenal normal produz retinoides, ainda que o seu papel na fisiologia adrenal
esteja por esclarecer. Sabe-se que o tratamento de células de ACC com acido 9-cis-retinoico
leva a uma inibicdo do crescimento celular. Estudos em ACC mostraram que a expressdo de
recetores do &cido retinoico e a producdo de acido retinoico se encontram reduzidas nestes
tumores. O recetor RXRA (retinoic X receptor «) e a ALDH1Al e ALDH1A3 (aldehyde
dehydrogenase lal and 3), enzimas intervenientes na sintese do acido retinoico, estdo

reduzidos em diversos estudos de microarray em ACC [52,79].
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2.3.4 Viado complemento e apresentacdo antigénica

Zsippai et al (2011) detetou alteracbes na apresentacdo antigénica e vias de ativacdo do
completemento. De acordo com este estudo, no ACC, h4 uma reducdo na expressao de
componentes da via classica e alternativa do sistema do complemento, como sejam as cadeias
Clg, C1QA e C1QB do complemento e os fatores H e D. Verificou ainda que as células
tumorais ndo expressam a superficie moléculas do complexo major de histocompatibilidade
classe 1l (MHCII). Uma vez que estas moléculas sdo normalmente expressas na zona
reticular, as MHCII podem ser utilizadas como marcador de benignidade.

Ainda que relevantes, estas alteragdes sdo ainda tema de debate, desconhecendo-se o seu

papel na patogenese do ACC.

2.4 Instabilidade Cromossdmica

Partindo de mutacdes genicas pontuais foi possivel identificar padrdes de alteracOes
cromossomicas presentes na maioria destes tumores. Cerca de 62% dos ACC esporadicos
apresentam perdas de material genético nos cromossomas 1p, 17p, 22p, 22q, 29 e 11q, quando
estudados por hibridizacdo gendmica comparativa [6,16,37]. Sabe-se ainda existir uma
correlacdo positiva entre o numero de alteracdes cromossémicas e o tamanho do tumor,
sugerindo uma acumulacdo das mesmas ao longo da progressdo tumoral [6]. Estudos com
marcadores de microssatélites permitiram ainda identificar de forma mais especifica essas
alteracdes verificando-se uma perda de heterozigotia (LOH) ou desequilibrios alélicos no
cromossoma 11(11g13) em mais de 90% dos casos [6,16,17], no cromossoma 17(17p13) em
mais de 85% [6,16] e no cromossoma 2(2p16) em cerca de 95% dos casos de ACC estudados

[6,16].
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Fig.2 — Resumo das alteracdes moleculares no ACC.

3. Sistema IGF

3.1 Componentes e Definigcdo

O sistema IGF é constituido por dois ligandos, trés grupos de recetores membranares e

diversas proteinas ligandos dos IGFs, as IGFBP (IGF binding proteins). Este grupo de fatores

de crescimento, 0s seus recetores e os modeladores da sua atividade sdo dos principais
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intervenientes no processo de crescimento, desenvolvimento e manutencdo das fungdes do

organismo [31,32,39,40,41,49,54,55,57,58,59,71,76].

3.1.1 Ligandos: IGF1 e IGF2

O IGF1 é o principal representante deste sistema uma vez que é o responsavel pela sua
atividade bioldgica po6s-natal. Pelo contrario, o IGF2 é o responsavel pelas aces do sistema
no periodo pré-natal, promovendo o crescimento e desenvolvimento fetal e da placenta. A
funcdo enddcrina do IGF2 ap6s o nascimento é ainda um enigma [19], ainda que este
permaneca 0 ligando em maior concentracdo no plasma sanguineo (IGF2~90nmol/L e
IGF1~20nmol/L) [49]. E, no entanto, sujeito a um maior controlo de atividade,
nomeadamente a nivel da sua degradacdo por intermeédio do recetor IGF2R .

Os IGFs séo produzidos localmente, atuando autocrina e paracrinamente, e pelas células
hepaticas para a corrente sanguinea. A producdo hepatica de IGF1 é regulada pela Hormona
de Crescimento (GH), desconhecendo-se os mecanismos reguladores da producéo de IGF2 a
este nivel. Sabe-se, no entanto, que esta ndo responde a variacdes na concentracdo de GH

[13,47].

3.1.2 Recetores: IGF1R, IGF2R e IR

No que respeita aos seus recetores, o recetor IGF1IR ¢é o principal mediador da atividade
biologica do sistema. Trata-se de um recetor tirosina cinase, constituido por quatro cadeias
proteicas, duas o e duas 3, organizadas em dois dominios, um intracelular e outro extracelular.
O dominio extracelular é o responsavel pela interacdo ligando-recetor, apresentando afinidade

para os dois IGFs, IGF1 e IGF2. O dominio intracelular possui atividade de tirosina cinase,
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dando inicio a cascata de sinalizacdo intracelular desencadeada em resposta a ativacdo do
recetor pelo seu ligando.

O recetor IGF2R pertence ao grupo dos MG6PR, mannose 6-phospate receptors, ndo
manifestando atividade intrinseca. Este recetor interage apenas com o IGF2 e funciona como
um regulador da sua biodisponibilidade. Da interacdo ligando-recetor resulta a endocitose do
complexo com destruicdo endossémica do IGF2 e reciclagem do recetor IGF2R a nivel do
complexo de Golgi [39,72,76].

O recetor da insulina, IR, tal como o IGF1R, pertence ao grupo dos recetores tirosina cinase,
partilhando uma homologia de 60% com este Gltimo. O IR surge a superficie celular sob a
forma de dois isomeros, o isomero A (IRA) e o isomero B (IRB). Estes s@o o resultado de um
splicing alternativo no exdo 11 do RNA, distinguindo-se pela sua distribuicdo tecidular e
pelas suas afinidades para os diferentes ligandos do sistema. O isdmero B predomina em
tecidos envolvidos no controlo do metabolismo energético, como sejam o figado, rim,
musculo e tecido adiposo, sendo apenas ativado pela insulina. O isdbmero A tem uma
distribuicdo ubiquitaria, sendo que predomina em tecidos com uma elevada atividade mitotica
e pouco diferenciados. Este recetor € capaz de interagir com todos os ligandos do sistema,
tendo particular afinidade para o IGF2 [4,40,51,69].

Da expressdo simultanea de cadeias dos recetores IGF1R e IR resultam os recetores hibridos
(HR, hybrid receptors). Estes sdo mais um exemplo da complexidade deste sistema, sendo
que as suas potencialidades estdo ainda em estudo. Sabe-se apenas que partilham algumas
propriedades dos dois recetores IR e IGF1R e que, por isso, poderdo fazer parte integrante da
fisiopatologia de diversas doencas envolvendo o sistema IGF bem como na resisténcia a

diversos agentes terapéuticos [4,29,32,39,50,74].
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2.1.3 IGF Binding Proteins

As IGFBPs sdo um grupo de seis proteinas sollveis capazes de ligar os IGFs com maior
afinidade que os seus recetores. Tém atividade IGF-dependente e IGF-independente, sendo as
principais modeladoras da atividade do sistema.

No que respeita a sua atividade IGF-dependente, as IGFBPs séo responsaveis pelo transporte
plasméatico dos IGFs, protegendo-os da protedlise, e seu armazenamento nos tecidos,
garantindo a obtencdo de concentracbes adequadas de ligando nos érgdos alvo. Sdo ainda
modeladoras da biodisponibilidade dos IGFs, limitando 0 seu acesso aos recetores
membranares e assim atenuando a sua atividade biologica.

Algumas destas IGFBPs tém ainda a capacidade de atravessar a membrana celular e atuar de
forma autonoma a nivel intracelular (atividade IGF-independente) [29,39,72]. Contudo,
desconhecem-se ainda 0s mecanismos reguladores desta atividade IGF-independente. Por
exemplo, sabe-se que a IGFBP3 pode ter uma agédo potenciadora ou inibidora da atividade do
IGF1 dependendo do contexto celular em que se encontra. Assim, em células epiteliais
normais a IGFBP3 potencia a atividade dos IGF1, enquanto em células tumorais tem o efeito
contrario [58].

A producdo das IGFBPs é regulada pelo proprio sistema IGF (sendo que o IGF1 e IGF2 sdo
capazes de estimular a sua producdo) bem como por outros agentes, como sejam a vitamina

D, retinoides, a p53, os anti-esterogenios e o TGF-f [50,51,55].

3.2 Atividade Bioldgica dos IGFs

Da interacdo ligando-recetor resulta a ativacdo de cascatas de sinalizacdo intracelular cujo

objetivo final é modificar a transcricdo génica com consequente alteracdo da sintese proteica e
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expressdo da atividade biologica do ligando. No caso especifico do IGF1R, a sua ativagdo
resulta no desenrolar de duas cascatas de sinalizacdo, a via da PI3K (phosphatidylinositol
(3,4,5) -triphosphate kinase) e a via da MAPK (mitogen-activated protein kinase)

[31,39,40,57,59,66,72,74].

3.2.1 Vias de Sinalizagéo Intracelular: PIP3K e MAPK

No seu dominio intracelular o IGF1R estd em relacdo com diversas proteinas efetoras
responsaveis pela transducdo do sinal ao longo de toda a via intracelular. Estas sdo capazes de
alterar o seu estado de fosforilagdo e transmiti-lo a outras proteinas intervenientes na cascata
de sinalizacdo, ativando-as ou inibindo-as.

A via PI3K inicia-se pela ativacdo dos IRS (insulin receptor substract 1-6) e da proteina Shc.
O IRS1, apos fosforilacdo pelo dominio cinase do IGF1R, ativa a proteina p85, subunidade
reguladora da cinase do fosfatidil inositol (PI13K), com consequente, ativacdo da RPS6KB2
(ribossomal protein S6 kinase, 70kDa, polypetide 2), bem como da proteina cinase B (Akt).
Da ativacdo da Akt resulta uma melhoria da sintese proteica, por intermédio da ativacdo do
mTOR, e uma reducdo da apoptose, pela fosforilacdo e inativacdo da BAX, proteina
proapoptdtica [59]. A atividade do PI3K é contrabalancada pela atividade da enzima PTEN
(phosphatase and tensine homolog) responsavel pela sua desfosforilacdo [66,58].
Paralelamente a esta cascata desenrola-se a via da MAPK. O IRS1 e a proteina Shc
fosforilados sdo capazes de ativar a proteina GBR2 (growth factor receptor-bound protein 2),
membro da cascata da MAPK, com consequente ativacdo das proteinas Ras, Raf cinase,
MEK, e MAPK. A MAPK é responsavel pela regulacdo de fatores de transcricdo como o
MYC, CREB, FOS, alterando a transcricdo de diversos genes intervenientes no ciclo celular

[58,59].
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3.2.2 IGFs e o Ciclo Celular

A nivel celular os IGFs comportam-se como fatores de crescimento, promovendo a
progressdo no ciclo celular. Por intermédio do recetor IGF1, os IGFs facilitam a transicao
entre as fases GO e G1 e as fases G1 e S. Durante a fase GO, fase de repouso do ciclo, o
IGF1R medeia a ativacdo da RPS6KB2, via PIP3K, com fosforilacdo da proteina ribossomal
S6 e aumento do pool de ribossomas necessario para a entrada no ciclo. A transicdo G1/S é
facilitada pelo aumento da expressdo dos genes da ciclina D1 e da CDK4, pela fosforilacéo e
inibicdo da proteina CDKN1B, libertacdo do fator de transcrigdo E2F e sintese da ciclina E.
Este aumento da ciclina D1 é conseguido gracas as cascatas de sinalizacdo intracelular, que
favorecem a transcricdo do seu gene e a estabilizacdo do seu mRNA, enquanto inibem a
transcricdo de genes de proteinas inibidoras das CDKs, como a CDKNI1B. A inibi¢cdo da
GSK-3p responsavel pela degradagdo da ciclina DI, e o sequestro citoplasmatico da
CDKN1A (proteina inibidora das CDKs) apos fosforilacdo pela proteina Akt. Esta inibi¢éo
contribui igualmente para a transposicdo do check-point G1. O IGF1R poderda também
auxiliar na transicdo G2/M ao promover o aumento da sintese das ciclinas A e B e da CDK1
[32,58,59].

Para além do seu papel indutor do ciclo celular, o IGF1R é capaz de inibir a apoptose celular.
Esta sua atividade anti-apoptética é mediada pela proteina cinase B (Akt), por inativacdo da
BAX, e por inibicdo da GSK3p e da proteina p53 [59]. A BAX € uma proteina pro-apoptotica
responsavel por permear a membrana mitocondrial a ativadores das caspases como sejam 0
citocromo c. A proteina GSK3p, é responsavel pela ativacdo do fator de iniciacdo da traducédo
EIF2B1 cuja fosforilagdo é pro-apoptética. Ao inibir a proteina GSK3p a PKB consegue uma
reducdo na apoptose celular. A PKB é capaz de antagonizar a acdo da p53 através da

fosforilacdo e consequente translocacédo nuclear do seu inibidor, a MDM2 [32,58].
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Fig. 3 — Sumario da atividade biolégica dos IGFs. Adaptado a partir de Jacobs, CJ (2008).

4. Sistema IGF e a Glandula Adrenal

Os IGFs estdo implicados no desenvolvimento, crescimento e manutencdo das fungbes do
cortex adrenal. As células corticais sdo responsaveis pela producdo de IGFs que atuam
localmente como fatores de crescimento. Também no cortex adrenal sdo expressas as seis
IGFBPs e os recetores IGF1R, IGF2R e IR. A producdo local de IGFs é estimulada pela
ACTH, igualmente responsavel pela producédo das IGFBPs 1 e 4. As IGFBPs 3 e 5 estdo sob
controlo dos IGFs, desconhecendo-se os mecanismos reguladores da producdo das IGFBPs 2
e 6 [19].

Tal como na maioria dos organismos, o periodo fetal é marcado pelo predomino do IGF2,
Produzido localmente, atua de forma autOcrina ou paracrina sobre os recetores IGF1R

mediando o crescimento e a diferenciacdo do cdrtex adrenal. Sob controlo da ACTH, o IGF2
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estimula a esteroidogénese, pelo aumento da producdo das suas enzimas, e a expressdo de
recetores de ACTH a superficie das células corticais. Cria-se assim um ciclo autocrino e
parécrino favoravel ao desenvolvimento da glandula.

No periodo p6s-natal inicia-se a atividade do IGF1 que passa a liderar as acdes mediadas pelo
IGF1R. Tal como o IGF2 na vida fetal, o IGF1 é responséavel pelo crescimento e manutencéo
das funcBes do cortex adrenal. Embora o IGF1 seja o principal mediador do sistema IGF neste
periodo e para o resto da vida do individuo, o IGF2 permanece o principal agente estimulador
da esteroidogénese, nomeadamente da androgénese. Este aparente contrassenso esta
relacionado com o facto das concentracGes plasmaticas de IGF2 se manterem elevadas apesar
do decréscimo de producdo a nivel local. A interacdo IGFs-IGFBPs parece contribuir

igualmente para esta diferenca de potencial esteroidogénico entre os dois IGFs [18,19,54].

5. Sistema IGF e Cancro

Diversos estudos concluiram existir uma correlacdo positiva entre os niveis de IGFs e o risco
de desenvolver uma neoplasia [2,29,66,71,72]. Em diversos tumores foi ja documentada a
presenca de uma expressdo aumentada de IGF1, IGF2 e do recetor IGF1R [2,66] associada a
uma reducdo da expressdo do recetor IGF2R [31,32,40,58,72]. Tendo em consideracdo o seu
papel no controlo do ciclo celular, ndo é dificil compreender a sua acdo no crescimento
tumoral. Continua, no entanto, por esclarecer em muitos casos 0 mecanismo subjacente a
estas alteracdes.

Variacdes nos valores de IGFBPs estdo igualmente implicadas na transformacdo tumoral
mediada por este sistema [2,32]. Por exemplo, as elevadas concentracdes de IGFs que se
observam em tumores, fazem-se acompanhar de uma reducdo da IGFBP3. Esta proteina para

aléem da sua funcdo de transporte de IGFs, manifesta atividade pré-apopotética IGF-
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independente [58,73]. Este é outro dominio do sistema IGF cujo significado ainda esta por

esclarecer.

5.1 Patogénese Molecular

Diversos mecanismos moleculares foram propostos para explicar estas alteragdes no controlo

da expressao de elementos do sistema IGF:

perda de imprinting paterno no gene IGF2, com aumento da sua expressao [51,58];
amplificacdo do gene IGF1R, com aumento da sua expresséo [58];

desregulacdo das proteinas convertases, responsaveis pela degradacdo de IGFBPs, e
consequentemente aumento da biodisponibilidade dos IGFs [58];

aumento da expressdo dos fatores de transcricdo AP-2 (transcription factor AP-2),
promotores da transcri¢do dos genes IGF e IGF1R [58];

modificacdes postranscripcionais do IGF1R, com maior eficiéncia da sua ativacdo em
baixas concentracGes de IGFs [58];

hiper-expressdo do recetor IRA [58];

reducdo da expresséo de IGBPs [58];

hiper-expressdo ou ativacdo constitutiva de moléculas efetoras da via de sinalizacéo
do IGFIR [58];

perda de expressdo de genes supressores tumorais, como o TP53, WT1, PTEN [49] e
IGF2R. O gene WT1 liga os promotores da transcricdo do IGF1R e IGF2, inibindo a

sua acdo. Na sua auséncia hd um aumento da atividade destes promotores. [58].
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5.2 Progressao Tumoral

Para aléem do seu papel no crescimento tumoral o sistema IGF parece estar igualmente
envolvido em mecanismos de progressao tumoral, nomeadamente na metastizacdo tumoral. A
angiogénese, migragdo e invasdo tumoral e localiza¢bes secundarias (metastiza¢do) sdo outros

alvos da acédo dos IGFs [57,58,73].

5.2.1 Angiogénese e Linfangiogénese

A disponibilidade de nutrientes e oxigénio € um dos fatores limitantes do crescimento
tumoral. Para superar esse obstaculo, os tumores em crescimento adquirem a possibilidade de
estimular a producdo de novos vasos a partir de vasos previamente existentes, isto é a
capacidade de angiogénese. Para além de suprir o crescimento tumoral, 0s novos vasos
servem de via de passagem para novas localizacbes tumorais, processo designado de
metastizacao.

O sistema IGF é reconhecido como potente modelador da angiogénese tumoral. Destacam-se
trés mecanismos na angiogénese mediada por IGFs: a amplificacdo e desencadear do estimulo
hipdxico, principal ativador de macanismos de angiogénese; a migracdo e diferenciacdo de
células endoteliais; e a interacdo com outras vias de sinalizacéo.

Tanto a insulina quanto os IGFs sdo capazes de desencadear e amplificar o estimulo hipoxico,
promovendo a producdo do HIFl«a (hypoxia-inducible fator 1¢). Este forma um complexo
nuclear com o recetor aryl hydrocarbon responsavel por regular a transcricdo de genes de
resposta a hipoxia, como por exemplo o gene VEGFA [41,59,66,76]. O IGF1 induz de forma
direta a producdo de HIFle, através das vias MAPK e PIP3K. Por seu turno, o HIFl« é

necessario a producdo de IGF2, IGFBP2 e IGFBP3 [58].
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Gracas a sua capacidade de induzir a migracao e diferenciacdo endotelial, os IGFs promovem
o0 desenvolvimento de novos vasos. Os mecanismos associados a esta capacidade estdo ainda
por esclarecer; sabe-se apenas que o IGF1 atravessa o endotélio vascular por via transcelular,
ligando-se a matriz extracelular, onde mantém a estabilidade e sobrevivéncia celular [58].
Estudos em ratinhos ndo expressando o recetor no endotélio vascular para a insulina e IGFs
verificaram uma reducdo da neovascularizagdo associada a hipdxia [58].

O sistema IGF pode ainda colaborar com outros recetores de tirosina cinase, como o recetor
EGFR, na inducdo da angiogénese.

A formacdo de novos vasos linfaticos por acdo do sistema IGF é mediada pelos fatores
VEGFC e VEGFD. Tal como para a angiogénese 0S mecanismos subjacentes a esta
capacidade estdo ainda por esclarecer. Ambos os fatores ligam o recetor VEGFR3
responsavel pela formacdo de novos vasos linfaticos. O VEGFC é ainda capaz de recrutar
vasos linfaticos previamente existentes envolvendo-os na invasdo tumoral e disseminacao
distal. Estudos recentes indicam que a ativacdo direta do IGF1R presente na superficie das
células dos vasos linfaticos pode facilitar a linfangiogénese, por aumento da motilidade e

proliferacdo dessas células [58].
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Fig. 4 Atividade do sistema IGF na angiogénese e linfangiogénese.

5.2.2 Invasdo Tumoral

A invasdo tumoral implica a destruicdo das ligacdes intercelulares e da matriz extracelular. O
sistema IGF €& capaz de regular a expressao e atividade das MMPs (Matrix
Metalloproteinases) e do sistema UPAR/UPA (uUPAR, urokinase-type plasminogen activator
recetor; UPA, urokinase-type plasminogen activator ) facilitando a invasdo tumoral.

As MMPs sdo enzimas responsaveis pela remodelacdo da matriz extracelular e pela
homeostasia dos tecidos. As MMP 2, 9 e 14 foram implicadas na degradacdo da matriz,
invasdo tumoral, e angiogénese tumoral. Em estudos envolvendo o sistema IGF, este foi
identificado como promotor da sintese dessas trés enzimas, através da ativacdo da via da
PIP3K. Verificou-se ainda a existéncia de uma dependéncia entre os dois sistemas uma vez
gque a MMP2 aumenta a biodisponibilidade de IGF, degradando as IGFBP3 e 5. Recentemente
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a MMP7, frequentemente elevada durante a progresséo tumoral, foi implicada na degradagéo
de todas as IGFBPs e identificada como agente promotor da fosforilagcdo e sinalizacdo via
IGF1R.

O sistema UPAR/UPA [constituido pelo ativador urokinase do plasminogénio (uPA) e pelo seu
recetor (UPAR)] faz também parte integrante dos mecanismos de degradacdo da matriz
extracelular e de invasdo tumoral. O uPA liga-se ao seu recetor convertendo o plasminogénio
em plasmina, protease responsavel pela degradacdo da matriz. Em células tumorais, 0 uPA
pode ainda atuar como agente promotor da angiogénese. As vias de sinalizacdo do IGF1R
estdo envolvidas na transcricdo de uPA de forma direta, levando a um aumento da sua

producéo nas células tumorais [58].

5.2.3 Metastizacédo

A invasio tumoral e migragdo sanguinea ou linfatica segue-se a incubac&o em locais distantes
do tumor primario. A capacidade de colonizacdo das celulas tumorais esta dependente da
complementaridade entre os fatores tumorais e o tecido hospedeiro. Diversos estudos
demonstraram que o 1G1 e IGF1R estdo envolvidos na promoc¢éo do crescimento de células
tumorais metastaticas em 6rgaos como o figado, 0 0sso e a mama.

Testes em ratinhos com neoplasia do célon mostraram que quando submetidos a elevadas
concentracdes de IGF1 hd um aumento da proliferacdo do tumor primario e um maior

desenvolvimento de metastases hepaticas, comparativamente aos casos controlo [58].
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5.3 Papel na Resisténcia a Terapia Oncoldgica Convencional

Diversos estudos constataram que o tratamento de linhas celulares cancerigenas com IGF1 as
torna menos suscetiveis & morte celular induzida por agentes citostaticos ou radioterapia. Este
efeito foi também encontrado in vivo onde a utilizagdo de modeladores do IGF1R parece
aumentar a eficacia da terapia oncoldgica convencional. A anélise de células tumorais tratadas
com agentes citostaticos evidenciou uma expressdo aumentada dos recetores IGF1R [2] e IRA
[11] & sua superficie, confirmando as suspeitas de que o sistema IGF estaria implicado nessa
resisténcia a terapia convencional.

Os mecanismos subjacentes a esta resisténcia sdo varios e alguns incompletamente
esclarecidos. Em primeiro lugar encontramos o papel dos IGFs como fatores de crescimento
capazes de promover a divisdo celular e inibir a apoptose [32]. Sabe-se ainda que a
sinalizacdo pelo IGF1R esta implicada na expressdo do fenotipo multirresistente por inducéo
de genes como o MDR1 (ATP-binding cassette, subfamily B, member 1; ABCB1) e SOD
(superoxide dismutase). A proteina ABCBL1 € uma proteina responsavel pelo transporte, para
0 exterior da célula, de agentes usados na quimioterapia, reduzindo a sua absorcdo e sua
atividade a nivel celular. A enzima MnSOD medeia a destoxificacdo de radicais livres de
oxigénio cuja producdo esta na base do mecanismo de acdo de diversos agentes citostaticos
[40,58].

No que respeita a radioterapia, 0 IGF1R intervém na resposta tumoral, modelando a funcéo do
gene ATM (ataxia telangectasia mutated), interferindo com a funcéo da p53 e estimulando a
producdo de clusterinas secretoras (SCLU, secretory clusterins). O gene ATM comporta-se
como gene supressor tumoral, suspendendo a progressao do ciclo celular quando deteta lesdes
no DNA. A ataxia telangectasia € uma doenca rara e hereditaria que se caracteriza por uma

hipersensibilidade a radiacdo. Estudos com células expressando a forma mutada do gene ATM
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revelaram que estas apresentam baixos niveis de IGF1R, e que aumentando a sua expressao, e
possivel restabelecer a sua radiorresisténcia. Tais descobertas implicam o IGF1R na resposta
celular ao insulto radioativo e na resisténcia a radioterapia [40,66].

As sCLU tém sido implicadas na sobrevivéncia e resisténcia a terapéutica hormonal,
radioterapia e quimioterapia, em diversas linhas celulares tumorais. Estas chaperorinas
citoprotectoras sdo ativadas em momentos de stress celular prevenindo a agregacao proteica
[78]. As sCLU interagem e inibem a proteina BAX, bloqueando a ativacdo da via intrinseca
da apoptose. Estdo ainda implicadas na ativacdo da via do NF-kB, via interveniente na
resposta inflamatoria, na sobrevivéncia e proliferacdo celular [83]. Diversos estudos
constataram que as células tumorais irradiadas apresentam uma elevada expressdo das
proteinas SCLU e que esta se associa a um aumento da atividade do IGF1R. A administracdo
de inibidores de tirosina cinase torna as células novamente radiossensiveis implicando o
IGF1R na resisténcia a radioterapia mediada pelas sCLU [58].

A comunicacdo entre a via de sinalizacdo do IGF1R e vias de sinalizacdo de outros fatores de
crescimento ou hormonas esta igualmente implicada na resisténcia a diversos agentes
terapéuticos. O facto da atividade do IGF1R se cruzar com a de outros recetores, constitui
uma via de escape a tratamentos dirigidos aos mesmos. Tal ocorre, por exemplo em
tratamentos com inibidores do EGFR e de recetores de hormonas esteroides [41]. Quando em

associacdo com inibidores do IGF1R o tratamento recupera a sua eficacia [40,66].
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Fig. 5 — Papel do sistema IGF na resisténcia a terapia oncoldgica convencional.

6. Sistema IGF e o Carcinoma Adrenocortical

O sistema IGF tem sido objeto de diversos estudos envolvendo 0os mecanismos patogénicos e
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos no ACC. A atencdo dada a este grupo de fatores
de crescimento decorre da constatacdo de que cerca de 90% dos ACC esporadicos apresentam
uma hiper-expressdo do gene IGF2 [6,7]. Partindo desta desregulacdo na producdo de IGF2
verificou-se que a carcinogénese cortical envolve outros elementos do sistema IGF. A
hipersecrecdo de IGFBP2, o decréscimo da expressdao do recetor IGF2R e o aumento da
expressdo do IGF1R sdo outras alteracdes encontradas nestes tumores [18,54,73]. No
conjunto esta disfuncdo do sistema IGF estabelece um ciclo autocrino e paracrino favoravel a

progresséo tumoral.
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6.1 Hiper-expresséo do gene IGF2

Os mecanismos subjacentes ao aumento da producdo de IGF2 por estes tumores foram ja
explicados anteriormente. Verifica-se que estas alteracdes na producdo de IGF2 sdo de cariz
exclusivamente quantitativo, surgem tardiamente na evolugdo tumoral sendo possivel
estabelecer uma correlacdo positiva entre os niveis de IGF2 locais e a agressividade do tumor.
Os ACCs com hiperexpressdo do gene IGF2 estdo associados a um aumento em cinco vezes
do risco de recorréncia em tumores esporadicos. Contrariamente a IGFBP2, os niveis
sanguineos de IGF2 mantém-se dentro do normal nestes doentes [9,22].

A hiper-expressdo do gene IGF2 isoladamente é insuficiente para a carcinogénese
adrenocortical. Estudos em ratinhos transgenicos com uma elevada producdo de IGF2
mostraram que estes ndo chegam a desenvolver tumores. Tal facto denuncia a necessidade de

outros fatores promotores da transformacéo tumoral [18].

6.2 Hiper-secrecdo de IGFBP2

Desconhecem-se ainda 0s mecanismos subjacentes a esta secrecdo anormal de IGFBP2.
Contudo, verifica-se que a taxa de mMRNA desta proteina se mantém dentro de niveis normais
nestas células, indiciando a ocorréncia de alteracdes predominantemente postranscripcionais
[18,54].

No ACC, a IGFBP2 facilita a proliferacdo tumoral por mecanismos IGF-dependentes e IGF-
independentes. A IGFBP2 permite a obtencéo de elevadas concentracdes tumorais de 1GF2,
pela sua funcdo de transporte e protecdo do IGF. Gragas a sua interacdo com a matriz
extracelular e membrana celular, a IGFBP2 facilita a interacdo IGF2-IGF1R. A sua atividade

proteolitica permite uma maior disponibilizacdo de 1GF2 pelas outras IGFBPs [10]. A
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IGFBP2 consegue ainda aceder ao interior das células estimulando a atividade da enzima
catalase, destoxificadora de radicais de oxigénio, favorecendo a sobrevivéncia celular [18].

O seu papel na progressdo tumoral ainda ndo estd completamente esclarecido, no entanto, a
presenca de valores elevados de IGFBP2 no plasma associa-se a um pior progndstico
[9,10,22,60]. Cerca de 80% dos tumores metastasicos apresentam valores séricos muito
elevados comparativamente a casos controlo. Diferengas estas, ndo encontradas entre casos
controlo, os casos em remissdo completa ou a doenca localizada, razdo pela qual a IGFBP2

ndo é utilizada como marcador tumoral no seguimento deste doentes [9,22,60].

6.3 Hiper-expressdo do IGF1R e Hipo-expressao do IGF2R

O ACC acompanha-se de um aumento do numero de recetores IGF1 sem que se verifiqguem
alteracdes qualitativas ou funcionais do mesmo. O facto de a sua expressao ser regulada por
genes alvo da carcinogénese tumoral, como os genes TP53, BRCAL, WT1 e IGF2, justifica em
parte estas alteracGes [54]. In vitro este aumento na expressdo de IGF1R favorece a
proliferacdo tumoral dependente dos IGFs [18].

Verifica-se ainda que o recetor IGF2R se encontra hipo-expresso em cerca de 58% dos casos
de ACC [18]. Esta alteracéo é favoravel a proliferacdo tumoral por contribuir para uma maior
disponibilidade tumoral de IGF2. Contudo, 0s mecanismos envolvidos nesta alteracdo estéo

ainda por esclarecer.
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6.4 Producéo de IGF1

O gene IGF1 é igualmente expresso no tecido tumoral. Contrariamente ao IGF2, apo6s
diversos estudos, ndo foram ainda detetadas alteragdes qualitativas ou quantitativas na sua

producéo [18].

6.5 Papel na Resisténcia a Terapia Oncoldgica Convencional

O papel da radio e quimioterapia no tratamento do ACC esta longe de consenso. Durante anos
acreditou-se que o ACC era radiorresistente limitando-se a utilizacdo deste método
terapéutico a paliacdo da dor. Estudos recentes vém contrariar esta crenga, mostrando uma
resposta positiva na diminuicdo do risco de recorréncia local em tumores submetidos a
radioterapia [56].

No que respeita a quimioterapia, 0 ACC é tido como um tumor resistente. A expressao do
gene ABCB1 esta subjacente a ineficacia dos agentes citotoxicos pelo mecanismo
anteriormente referido. A capacidade do mitotano interferir, inibindo, a proteina ABCB1,
permite a acumulacdo de outros citotdxicos no interior da célula, estando na base da sua
utilizacdo nos esquemas de primeira linha [5,34]. Ainda assim, a resposta tumoral ao
tratamento quimico é pouco satisfatéria, variando entre 36 e 49% [5,33].

Desconhece-se o papel do sistema IGF nesta resisténcia ao tratamento oncoldgico sendo uma
area ainda por estudar. Ndo se pode, no entanto, rejeitar uma relacdo entre as alteragdes no

sistema IGF encontradas no ACC e a sua resposta a estes métodos terapéuticos.
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Fig. 5 — Reviséo dos efeitos do sistema IGF nas células adrenocorticais normais e no ACC.

Adaptado a partir de Fotter et al (2004).

7. Terapia Dirigida ao Sistema IGF

7.1 Principais Mecanismos de Ac¢édo

O recetor IGF1R surge atualmente como um dos principais alvos terapéuticos em oncologia.

Ensaios in vitro mostraram excelentes resultados na inibicdo do crescimento tumoral sendo 0s

primeiros ensaios in vivo muito promissores.
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A terapia dirigida contra o IGF1R tem como objetivo uma reducgéo da atividade deste recetor.
Tal € conseguido agindo sobre os seus ligandos, os IGFs, ou sobre o préprio recetor. Assim,
alguns farmacos atuardo reduzindo a concentracdo de IGFs, como sejam os inibidores da
hormona de crescimento; outros interferirdo na sua interagdo com o recetor, como é 0 caso
dos anticorpos anti-IGFs ou das IGFBPs soltveis [2]. Agindo sobre o recetor sera possivel
prevenir a sua ativacdo pelos IGFs - papel desempenhado pelos anticorpos anti-IGF1R;
prevenir a sua atividade de tirosina cinase - inibidores de tirosina cinase -; ou interferir com as
pequenas moléculas da cascata de sinalizacdo intracelular [31,57].

Técnicas mais sofisticadas utilizando RNA antisense, oligonucleotidos antisense, small RNA
interfering, plasmideos de expressdo antisense [2,29,32,51,58,59,72,74], estdo ainda em
desenvolvimento aguardando-se novos estudos que comprovem a sua utilidade no tratamento
de tumores.

Um dos problemas na utilizacdo destes farmacos € a definicdo de biomarcadores capazes de
determinar os casos que mais beneficiardo com cada um. Entre os principais candidatos
destacam-se o racio IGF1R/IR, o estado de fosforilacdo do recetor IGF1R, as alteragcdes na
expressdo do IGF1R no tumor ou em células mononuclerares sanguineas e a expressao de
varios componentes envolvidos na cascata de sinalizacdo do IGF1R (Akt, IRS-1) [2].
Atualmente os anticorpos anti-IGF1R e os inibidores de tirosina cinase sdo os farmacos mais
amplamente estudados. Sao ja de utilizacdo na terapia oncoldgica, sendo a maioria dos seus

efeitos adversos conhecidos.

7.1.1 Anticorpos Anti-IGF1R

Os anticorpos anti-IGF1R impedem a interacdo ligando-recetor, favorecendo a internalizacéo

e degradacdo do recetor por endocitose. Apresentam ainda um outro mecanismo de acgéo
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baseado na sua atividade ADCC (antibody dependent celular toxicity) [54]: ao fixar-se a
superficie celular, sinaliza a célula para destruicdo mediada por linfécitos T, amplificando o
seu efeito antitumoral.

O melhor exemplo de farmacos pertencentes a este grupo € o CP-751,871 (Figitumumab),
atualmente em estudos de fase Il1. Este anticorpo monoclonal conta com excelentes resultados
no tratamento do carcinoma pulmonar nao pequenas células onde conseguiu uma resposta de
cerca de 54% [2,74], quando associado a terapia oncolégica convencional.

Outros farmacos estdo ainda em estudo sendo que todos eles se caracterizam pela sua
administracdo endovenosa e pela auséncia de efeitos adversos graves, excetuando raros casos
de alteragdes hematoldgicas severas (trombocitopenia) [74].

A principal desvantagem destes farmacos é a sua ineficacia contra recetores IRA. Estes
recetores, ao serem ativados pelo IGF2, constituem um mecanismo de resisténcia ao
tratamento com inibidores do IGF1R. Estudos recentes verificaram que as células tumorais
quando tratadas com anticorpos anti-IGF1R sofrem uma reducdo da atividade deste recetor
gue se acompanha de um aumento de sinalizacdo atraves do IRA [4,11,69].

Tais resultados sdo a favor da utilizacdo complementar de farmacos que reduzam a atividade

do IRA ou capazes de inibir ambos os recetores em simultaneo.

7.1.2 Inibidores de Tirosina Cinase

O mecanismo de acdo destes farmacos baseia-se na inibicdo da atividade tirosina cinase do
recetor IGF1R impedindo a propagacdo do sinal pelas vias intracelulares, e a sintese proteica
mediada pelos ligandos.

O sucesso no tratamento da leucemia mieloide crénica com imatimib em 2001, marcou o fim

da descrenca nesta classe farmacoldgica. Desde entdo novos agentes desta classe tém sido
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desenvolvidos e aplicados no controlo de diversas doencas para além do cancro, como sejam
doenga de Alzheimer, condices inflamatorias, etc [40,66].

Os inibidores de tirosina cinase tém a particularidade de serem menos especificos que 0s
anticorpos anti-IGF1R, podendo atuar noutros recetores de tirosina cinase homologos ao
IGF1R, como sejam, os recetores da insulina [2,59,76]. Estes dois recetores apresentam uma
homologia de 84% no seu dominio cinase, o que justifica a interacdo do farmaco com ambos.
Assim, surgem como solucéo para a resisténcia mediada pelo IRA, uma vez que atuam sobre
este inibindo a sua atividade. No entanto, esta caracteristica podera ser motivo de alteracdes
metabdlicas significativas, dada a possivel inibi¢do simultanea do recetor IRB.

Uma das grandes vantagens destes farmacos é a sua administracdo por via oral [59]. Tal como

nos anticorpos anti-IGF1R a ocorréncia de efeitos adversos graves € pontual.

7.2 Efeitos Adversos

De uma forma geral os inibidores do IGF1R sdo bem tolerados. Os efeitos secundarios
associados a sua utilizacdo sdo facilmente controlados e raramente mortais.

A hiperglicemia é o efeito adverso mais frequentemente encontrado aquando da utilizacao de
inibidores da atividade do recetor IGF1R. O mecanismo subjacente a esta alteracdo ainda nao
estd completamente esclarecido, acreditando-se que esteja relacionado com alteraces no eixo
Hipdfise-GH-IGF. Ao inibir a atividade dos recetores IGF1R deixa de existir o feedback
negativo desse eixo hormonal com consequente hiperestimulacdo do mesmo. Esta resulta num
aumento da concentracdo de hormona de crescimento instalando-se um estado de
insulinoresisténcia com consequente hiperglicemia. No que respeita os inibidores de tirosina
cinase, um outro mecanismo envolvendo a sua interacdo com os recetores IRB, podera estar

na origem das alteracbes metabdlicas associadas a sua utilizacdo. A administracdo de
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metformina ou insulina podera permitir o restabelecimento da glicemia a valores normais
[2,4,51,59,74].

Fadiga, anorexia, perda de peso, alteracdes das enzimas hepéticas e, raramente, alteracfes
hematoldgicas (anemia, leucopenia, trombocitopenia) cursam igualmente com a
administracdo destes farmacos [2,31,59,74].

Estes farmacos associam-se ainda a um risco de neurotoxicidade e comprometimento da
funcdo cardiaca devido ao papel do IGF1R no desenvolvimento neuronal e manutencdo da
atividade cardiaca [31,51].

O atraso de crescimento subjacente a utilizacdo de inibidores do IGF1R em criancas,
contraindica-0s nesta faixa etéaria. Nos adultos, uma deficiente atividade do recetor IGF1R
resulta num aumento da massa adiposa, reducdo do tecido muscular e é fator de risco para o

desenvolvimento de aterosclerose [50].

8. Inibidores do IGF1R no Tratamento do Carcinoma Adrenocortical

A constatacdo de alteracfes no sistema IGF tornou-o um dos principais alvos da terapia
farmacoldgica. Esta € uma area em desenvolvimento sendo que poucos estudos foram
terminados encontrando-se muitos outros a decorrer.

Em 2008 Almeida et al demostrou que o inibidor de tirosina cinase, NVP-AEW541,
apresentava atividade anti-tumoral em linhas celulares de adrenocarcinoma. Este efeito era
dose e tempo dependente e relacionava-se com aumento da atividade das caspases 3 e 7,
confirmando o papel do IGF1R na inibi¢do da via intrinseca da apoptose.

Seguiu-se o trabalho desenvolvido por Barlaskar et al (2009). Este, servindo-se do inibidor de
tirosina cinase, 0 NVP-AEW541, e de um anticorpo monoclonal anti-IGF1R, AMC-A12,

concluiu que ambos os farmacos reduziam eficazmente a proliferacdo tumoral em linhas
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celulares e xenoenxertos de ACC. In vitro, o anticorpo AMC-A12 levou a uma reducgdo da
expressdo do IGF1R (~80%) e da producdo de P-Akt (~70%), enquanto o0 NVP-AEW541
levou a uma inibicdo total da atividade tirosina cinase do recetor. Ambos os farmacos
conseguiram uma reducdo significativa da proliferacdo tumoral em linhas célulares de ACC,
superior a 50% para 0 AMC-A12 e proximo de 100% para 0 NVP-AEW541. In vivo, esta
terapia provou ter efeitos semelhantes, atrasando a progressédo tumoral de xenoenxertos, com
resultados préximos de valores estatisticamente significativos (p=0,086). Este estudo provou
ainda que os inibidores do IGF1R sdo mais eficazes no controlo da proliferacdo celular, que o
mitotano em exclusivo; e que existe uma potenciacdo dos efeitos do mitotano quando em
associagdo com os inibidores do IGF1R. In vitro verificou-se uma reducdo de 85% da
viabilidade celular com o NVP-AEW541 e de 77% com o0 mitotano em exclusivo,
verificando-se apenas 9% de viabilidade celular aquando da associagdo dos dois farmacos. In
vivo, verificou-se uma reducdo de 51% no tamanho tumoral com o AMC-A12 versus 25%
com o mitotano em exclusivo, e uma reducdo de 70% aquando da associacdo dos dois
farmacos.

Recentemente, Haluska et al (2010) reforcou a seguranca do tratamento com anticorpos anti-
IGF1IR no ACC. Concluiu que na generalidade dos casos 0 mesmo é bem tolerado sem a
ocorréncia de reacdes adversas graves. O efeito secundario mais frequentemente encontrado
foi a hiperglicemia, facilmente controlada pela administracdo de metformina.

Em 2011, Doghman M, Axelson M e Lalli E, mostraram que o PPP (picropodophyllin) tem
uma acdo inibitoria sobre o crescimento de linha celulares de ACC in vitro. O PPP é um
membro da familia dos ciclogicanos, que foi recentemente descrito como inibidor de tirosina
cinase. De acordo com este estudo o PPP exerce um efeito inibitorio sobre a proliferacdo
celular em menores concentracdes do que o NVP-AEW541. Ficou ainda claro que o PPP atua

por outro mecanismo para além da referida inibicdo da atividade de tirosina cinase do recetor.
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O PPP é um estereoisdmero do PPT (podophyllotoxin), capaz de interferir com a preparacdo
dos microtdbulos na mitose, levando a um bloqueio na progressdo do ciclo celular.
Aguardam-se novos estudos que melhor caracterizem o mecanismo de acdo deste agente
farmacologico e a sua utilidade no tratamento do ACC.

Outros farmacos foram recentemente objeto de estudo no tratamento do ACC. As
tiazolidinedionas, agonistas do PPRARy (peroxisome proliferator-activated receptor ),
mostraram-se capazes de reduzir a proliferagéo celular e estimular a apoptose por mecanismos
envolvendo ndo sé a inibicdo da sinalizacdo pelo IGF1R como também pela reducdo de outros
fatores envolvidos na progressdo tumoral (VEGF, MMP2, Ki67) [14]. Pelo contrério, a
associacdo bevacizumab (anticorpo anti-VEGF) e capecitabina provou ser um fracasso no

tratamento do ACC avancado, ndo apresentando qualquer atividade nestes tumores [80].

9. Conclusao:

O carcinoma adrenocortical é uma doenca rara e geralmente fatal. A cirurgia permanece 0
tratamento de primeira linha e a Unica possibilidade de cura. A esta associa-se frequentemente
tratamento adjuvante, que consiste na administracdo de mitotano, radio ou quimioterapia. O
diagnostico tardio, as limitacGes da cirurgia e a ineficacia da terapia adjuvante atualmente
disponivel nestes tumores justificam a curta sobrevida destes doentes.

Estudos recentes tém vindo a esclarecer os mecanismos moleculares subjacentes a patogénese
do AAC. A compreensdo da patogenia destes tumores poderd permitir a identificacdo de
novos alvos terapéuticos. E neste contexto que o sistema IGF surge como um dos principais
objetos de investigacéo.

Este sistema esta implicado no desenvolvimento de diversos tumores, promovendo o

crescimento e progressdo tumorais. No que respeita ao ACC, foram detetadas diversas
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alterac6es no seu funcionamento: a hiper-expressao do gene IGF2, o aumento da expressao do
recetor IGF1R e da proteina IGFBP2, e uma reducdo na expressdo do recetor IGF2R, parecem
favorecer a carcinogénese adrenocortical promovendo o crescimento e progressdo tumorais.
Os primeiros estudos envolvendo a utilizagdo de inibidores do IGF1R no tratamento do ACC
sdo muito otimistas. Verifica-se uma reducgéo da proliferagdo tumoral in vitro e in vivo e uma
potenciacdo dos efeitos do mitotano quando em associacdo com estes farmacos. Novos
estudos serdo ainda necessarios por forma a garantir a eficacia e seguranca destes agentes
farmacoldgicos no tratamento do ACC.

Como principais problemas colocam-se os disturbios metabo6licos, nomeadamente no que
respeita a interacdo entre os inibidores de tirosina cinase e os IRB; a potencial resisténcia
mediada pelos recetores IRA, aquando da utilizacdo de anticorpos anti-IGFIR; e a
comunicagdo cruzada entre o sistema IGF e outras vias de sinalizagdo. A solucéo passara pelo
desenvolvimento de farmacos seletivos para os recetores IGF1R e IRA, e pela associacdo de
inibidores do recetor IGF1R e inibidores de outras vias de sinalizacdo também alteradas no
ACC, como sejam 0 VEGF, FGF, entre outras.

Seria ainda interessante avaliar a resposta a quimio e radioterapia ap0s ou em associagdo com
a utilizacdo destes agentes, uma vez que o IGF1R estd implicado na resisténcia a terapia

oncoldgica convencional.
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