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Resumo

Os tumores adrenocorticais (ACT) podem ser classificados em adenomas (ACA) ou
carcinomas adrenocorticais (ACC). Ao contrario dos ACA, os ACC sédo raros, mas
altamente agressivos. Atualmente, o diagndstico baseia-se em caracteristicas
imagiolégicas e histologicas (Weiss score) pouco especificas, o que dificulta o
diagnostico diferencial dos ACT. A dificuldade em diagnosticar precocemente os ACC,
a conhecida heterogeneidade dessa patologia, e o fato de existir apenas um tratamento
farmacologico disponivel (o mitotano), resultam numa elevada percentagem de
pacientes com ACC, com progndstico desfavoravel. Por isso, é fundamental estudar
mecanismos celulares relevantes em oncologia, para entender melhor a patofisiologia
dos ACC. A autofagia € um processo celular dindmico em que a célula degrada e recicla
0s seus componentes. O duplo papel da autofagia tem sido alvo de estudo no cancro,
visto que por um lado este mecanismo esta associado a morte celular, mas também
pode atuar na sobrevivéncia celular. O papel da autofagia nos ACT, ainda é pouco

conhecido.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressédo de proteinas envolvidas na
autofagia nos ACT e verificar se estas podem ser potenciais marcadores de diagndstico
ou prognéstico dos ACC. Além disso, estudamos o potencial da autofagia no tratamento
dos ACC.

Para isso, a expresséo das proteinas envolvidas na autofagia, ATG5, LC3, e p62, foi
avaliada por imunohistoquimica em cortes histolégicos de ACC (n=21) e ACA (n=19). A
marcagdo das proteinas foi comparada entre os grupos e correlacionada com as
caracteristicas dos ACT e dos pacientes. Além disso, células de ACC (linha celular JIL-
2266) foram incubadas com mitotano, isoladamente ou em combinag¢éo com um inibidor
tardio do fluxo autofagico (bafilomicina), e a expressao de LC3 e p62 foi avaliada por

western blot.

Neste estudo, verificAmos que as proteinas autofagicas ATG5, LC3 e p62 estdo
presentes na maioria dos ACT, tanto benignos quanto malignos. Os ACC com maior
expressao de ATG5 apresentaram um Weiss score mais elevado, juntamente com
caracteristicas de invasdo capsular, sinusoidal e venosa. A maioria dos ACA exibiu
marcagao nuclear para o p62, ao contrario dos ACC. Nenhuma das proteinas estudadas

se correlacionou com a sobrevida dos pacientes.
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Nas células tratadas com concentra¢cdes mais elevadas de mitotano, a expressao de
LC3-1l aumentou em compara¢ao com o veiculo correspondente. Além disso, 0s niveis
de LC3-Il foram ainda mais elevados quando as células foram co-tratadas com mitotano

e bafilomicina, em comparacdo com o tratamento apenas com mitotano.

Este estudo demonstrou que a proteina ATG5 parece estar envolvida na progressao
tumoral dos ACC, enquanto a auséncia de marcacdo nuclear de p62 pode ser um
indicativo de malignidade nesse tipo de tumor, e consequentemente um bom marcador
de diagnéstico. Nenhuma das proteinas estudadas demonstrou potencial como
marcador de progndstico para os ACT. Além disso, os resultados deste estudo indicam
gque o mitotano modula a autofagia, e sugerem que esta evidéncia esta relacionada com

a inducao da sintese de autofagossomas.

Palavras-chave: Tumores adrenocorticais, autofagia, diagnéstico, prognéstico, mitotano
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Abstract

Adrenocortical tumors (ACT) can be classified as adrenocortical adenomas (ACA) or
carcinomas (ACC). Unlike ACA, ACC are rare but highly aggressive. Currently, the
diagnosis is based on poorly specific imaging and histological (Weiss score) features,
which makes the differential diagnosis of ACT difficult. The difficulty in early diagnosis of
ACC, the known heterogeneity of this pathology, and the fact that only one
pharmacological treatment is available for ACC (mitotane) result in a high percentage of
patients with poor prognosis. Therefore, it is crucial to study relevant cellular
mechanisms in oncology to better understand the pathophysiology of ACC. Autophagy
is a dynamic cellular process in which the cell degrades and recycles its protein
components. The dual role of autophagy has been the subject of cancer research, as
this mechanism is associated with cell death on the one hand, but can also promote cell
survival. The role of autophagy in ACT is still poorly understood.

Thus, the aim of this work was to evaluate the expression of proteins involved in
autophagy in ACT and to verify whether they could be potential diagnostic or prognostic
markers for ACC. Additionally, we studied the potential of autophagy in the treatment of
ACC.

For that, the expression of the autophagy-related proteins ATG5, LC3, and p62 was
evaluated by immunohistochemistry, in histological sections of ACC (n=21) and ACA
(n=19). The proteins expression was compared between the groups and correlated with
the characteristics of ACT and the patients. Additionally, ACC cells (JIL-2266 cell line)
were incubated with mitotane, either alone or in combination with a late-stage autophagic

flux inhibitor (bafilomycin), and LC3 and p62 expression was evaluated by western blot.

In this study, we observed that the autophagic proteins ATG5, LC3, and p62 are present
in most ACT, both benign and malignant. ACC with higher ATG5 expression showed the
higher Weiss score and characteristics of capsular, sinusoidal, and venous invasion.
Most ACA exhibited nuclear p62 staining, unlike ACC. None of the studied proteins

correlated with patient survival.

In cells treated with higher concentrations of mitotane, LC3-Il expression increased
compared to the corresponding vehicle. Furthermore, LC3-1l levels were even higher
when cells were co-treated with mitotane and bafilomycin, compared to mitotane

treatment alone. The levels of p62, in turn, did not show significant changes.
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This study demonstrated that the ATG5 protein appears to be involved in the tumor
progression of ACC, while the absence of nuclear p62 staining may be an indicator of
malignancy in this type of tumor, and consequently a good diagnostic marker. None of
the studied proteins demonstrated potential as prognostic markers for ACT. Additionally,
the results of this study indicate that treatment with mitotane modulates autophagy and

suggest that this evidence is related to the induction of autophagosome synthesis.

Keywords: Adrenocortical tumors, autophagy, diagnosis, prognosis, mitotane
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1.1. Glandula Suprarrenal

As suprarrenais sao glandulas enddcrinas retroperitoneais localizadas no polo superior
de cada rim. Cada glandula é constituida por duas regifes, que tém origens
embriolégicas distintas: o cortex e a medula. O cértex corresponde, a regido mais
externa e é derivado da mesoderme, enquanto que a medula, regido mais interna, deriva

das células da crista neural, originadas da aorta dorsal (1).

O cortex adrenal é composto por células esteroidogenicas capazes de produzir,
glucocorticoides, mineralocorticoides e androgénios (Figura 1). O cortex é dividido em
trés zonas com carateristicas histoldgicas distintas e cada uma tem um perfil enzimatico
caracteristico que permite a producéao de diferentes hormonas: a zona reticular, situada
mais internamente, produz precursores de androgénios, nomeadamente a
dehidroepiandrosterona (DHEA); a zona fasciculada, que é a zona intermédia, secreta
glucocorticoides, principalmente cortisol; e a zona glomerulosa, a zona mais externa, €

responsavel pela producéo de mineralocorticoides, predominantemente aldosterona (2).

A producédo de glucocorticoides e de androgénios é principalmente regulada pela
hormona adrenocorticotropica (ACTH) que deriva da via da pré-opiomelanocortina e
cuja libertacdo é controlada, pela concentragéo plasmatica de cortisol. J& a secrecao de
mineralocorticoides é regulada pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona, que
depende principalmente da osmolaridade plasmatica e da ativagéo por parte do sistema

nervoso simpatico (3).

1
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Figura 1- Esteroidogénese nas varias zonas do cortex adrenal. 33-HSD isomerase: hidroxiesteroide desidrogenase;
CYP11A1l: enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol; CY11B2: sintetase de aldosterona; CYP21A2: 21-
hidroxilase; CYP17: 17-hidroxilase; CYP11B1: 11-hidroxilase; SULT2A1: sulfotransferase; DHEA:
dehidroepiandrosterona; DHEA-S: sulfato de dehidroepiandrosterona.

Por outro lado, a medula adrenal é responsavel por produzir catecolaminas,
nomeadamente epinefrina e norepinefrina, que estao envolvidas na resposta do sistema

nervoso a situagoes de stress (4).
1.2. Tumores Adrenocorticais

Os tumores adrenocorticais (ACT) sdo tumores originados no coOrtex da suprarrenal.
Estes podem ser classificados de acordo com o seu comportamento biolégico em
malignos (carcinoma) ou benignos (adenoma) e ainda pelo seu comportamento
funcional, em funcionantes ou ndo funcionantes (5). Os ACT funcionantes caraterizam-
se pela capacidade de produzir hormonas esteroides de modo auténomo, provocando
sintomas relacionados com o excesso hormonal. Por sua vez, os ndo funcionantes, ndo
produzem ou produzem niveis demasiado baixos e por isso ndo levam a manifestagfes

clinicas (6). Estes ultimos séo frequentemente diagnosticados acidentalmente, durante
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exames radiolégicos que foram feitos por outros motivos que ndo a suspeita de patologia

da suprarrenal, denominados assim de incidentalomas (7).

Dentro dos tumores funcionantes do cortex da suprarrenal, as manifestages clinicas
associadas sao diversas dependendo da hormona produzida. A producao autonoma de
elevadas quantidades de cortisol é responsavel pela sindrome de Cushing, cujas
principais manifestacdes clinicas séo a hipertensao arterial, aparecimento de estrias e
acumulacdo de gordura abdominal e cervical (8). A producdo em excesso de
aldosterona conduz ao aparecimento de hiperaldosteronismo, que pode ser traduzido
no sindrome de Conn, em que 0s sintomas mais notérios sdo a hipertensao arterial e a
hipocalemia (9). A secrecdo em excesso de androgénios, dehidroepiandrosterona
sulfato (DHEA-S) e androstenediona, tem como manifestagdes clinicas o aparecimento

de caracteristicas fenotipicas masculinas em mulheres (7).

Ainda que os adenomas adrenocorticais (ACA) nao funcionantes (ACAn) sejam
frequentes (incidéncia entre 3-10%) (10), a incidéncia de carcinomas adrenocorticais
(ACC) é baixa, sendo apenas de 0,7-2 casos por milhdo, de habitante, por ano (11). Os
ACC apresentam dois picos de incidéncia: em criangas com menos de 5 anos e em
pessoas entre 0s 40 e os 60 anos de idade, com maior incidéncia em individuos do sexo
feminino (12). A maioria dos ACC sao funcionantes e produzem cortisol, androgénios

ou ambas as hormonas (13).

Os ACC, apesar de raros, sdo muito agressivos e associam-se geralmente a um mau
prognéstico. Este mau prognostico é consequéncia da dificuldade de haver um
diagnostico precoce, da facilidade de metastizacdo dos ACC e da inexisténcia de

tratamentos eficazes (14, 15).
1.2.1 Diagnéstico dos tumores adrenocorticais

ApoGs a identificacdo de uma massa no cortex suprarrenal € realizado um estudo
bioquimico para avaliacdo da funcionalidade do tumor (16), contudo o diagnéstico é
sobretudo baseado em caracteristicas imagiolégicas, como o tamanho do tumor e a
densidade radiolégica. As técnicas mais utilizadas para avaliar esses parametros sao a
tomografia computadorizada e a ressonancia magnética. Um tumor com um diametro
superior a 4 centimetros e um valor de unidades de Hounsfield (HU) superior a 10, é
geralmente um ACC e, portanto, recomendado para cirurgia. Neste tipo de tumores, as
biopsias sdo desaconselhadas por estarem associadas a um risco elevado de
disseminacao tumoral e pela inexisténcia de marcadores moleculares especificos para

diagnéstico (17).
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Apbs a remocao cirdrgica do tumor, o diagnéstico é baseado no reconhecimento de
caracteristicas macroscopicas e microscopicas associadas a malignidade. Dentro das
caracteristicas macroscopicas destacam-se o0 tamanho, as areas de necrose e de

hemorragia, integridade da capsula e invasao tecidos adjacentes (18).

O sistema de pontuacdo Weiss é o método de diagnéstico mais utilizado para os ACT
(19) e baseia-se no reconhecimento microscépico de nove parametros morfol6gicos: a
presenca de citoplasma eosinofilico (“escuro”), de arquitetura difusa, necrose, de
ndcleos atipicos, indice mitético, mitoses atipicas, invasao sinusoidal, venosa e capsular

(Tabela 1). A malignidade esta associada a presenca de 3 ou mais critérios.

Tabela 1- Weiss score para diagnostico de ACC

Critério 0 1

indice mitético <5 por 50 campos de alta > 5 por 50 campos de alta
poténcia poténcia

Mitoses atipicas Ausente Distribuicdo anormal de

cromossomas ou humero

elevado de fusos mitéticos

Nucleos atipicos Ausente Presente
Necrose tumoral Ausente Presente
Células claras >25% do tumor tem células <25% do tumor tem
claras células claras
Arquitetura difusa <1/3 do tumor tem zonas >1/3 do tumor tem zonas
de células sem padréo de células sem padréo
Invaséao sinusoidal Ausente Presente
Invaséo venosa Ausente Presente
Invasdo capsular Ausente Presente

1.2.2. Estadiamento e tratamento dos tumores adrenocorticais

Quando um ACT apresenta caracteristicas sugestivas de ACA e é funcionante, a cirurgia
€ o tratamento recomendado. Se 0s pacientes recusarem a cirurgia, 0 tratamento
médico passa por usar bloqueadores dos recetores hormonais, de modo a diminuir a
sintese excessiva de hormonas. No caso de ser um ACAnN, estes geralmente ndo
requerem tratamento, sendo 0s pacientes seguidos para monitorizacdo do tamanho do

tumor e dos niveis hormonais (20, 21).
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No caso, de haver suspeita de malignidade e o tumor ser localizado, a abordagem

terapéutica mais eficaz é a ressecéo cirargica completa (RO) (22).

Ap0s a cirurgia, o estadiamento dos ACT é realizado de acordo com o sistema ENSAT
(European Network for the Study of Adrenal Tumors) que corresponde a uma adaptacéo

do sistema tumor- nédulo- metastase (TMN) (Tabela 2) (23).

Tabela 2- Classificagdo dos ACC segundo European Network for the Study of Adrenal Tumors (ENSAT)

Estadios TMN
I T1; NO; MO
1 T2; NO; MO
1 T3-T4; N1; MO
v T1-T4; NO-N1; M1

T1: tumor <5cm; T2: >5cm; T3: invasdo tumoral dos tecidos circundantes; T4: invas&do tumoral nos 6rgdos adjacentes.
NO: sem linfonodos positivos, auséncia de metastases nos ganglios linfaticos; N1: linfonodos positivos, presenga de
metéstases nos ganglios linfaticos. M1: presenga de metastases a distancia.

Outro parametro utilizado para fazer o estadiamento do tumor e, portanto, avaliar o seu
prognostico é a analise da expressdo do marcador de proliferacdo, Ki-67, através da
técnica de imunohistoquimica (IHQ)(24). Estes fatores (sistema ENSAT e expresséao de
Ki-67), tém a limitacdo de ndo conseguirem prever o prognostico de alguns tumores
devido a sua heterogeneidade. Embora ainda ndo tenham aplicabilidade clinica,
diversos estudos indicam que a analise genética e epigenética dos tumores pode ser
atil no prognéstico. Por exemplo, a expressao genética elevada de PINK1 (envolvida na
mitofagia) e a metilacdo das regibes do DNA contendo sequéncias CpG (citosina-
guanina) estdo associadas a um progndstico desfavoravel (25). Além disso, estudos
anteriores observaram que pacientes com ACC funcionantes produtores de

glucocorticoides parecem também ter um pior prognéstico (26, 27).

Nos pacientes em que a ressecao cirdrgica completa ndo é possivel, ou o tumor tem um
estadio I/ll com Ki-67>10%, ou um estadio Ill, é realizado tratamento farmacolégico
adjuvante com mitotano (28). Se o tumor tiver estadio 1V, realiza-se tratamento com
mitotano combinado com quimioterapia usando etoposido-doxorrubicina-cisplatina
(EDP) (24). Neste ultimo caso, a cirurgia pode também ser realizada para controlar a

progressao do tumor primario ou tratamento de metastases (28-30).
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A acdo do mitotano envolve a inibicdo de enzimas esteroidogenicas (CYP11Al e
CY11B1), a despolarizacdo da membrana mitocondrial e o stress do reticulo

endoplasmético (RE), levando a morte celular das células adrenocorticais (31-33).

Este farmaco provoca efeitos secundérios, tais como distarbios gastrointestinais
(nauseas, vomitos) e neurologicos (tremores musculares, perdas de memoria, tonturas
e sonoléncia) (34). Estes efeitos secundarios levam a que 20 % dos pacientes tenham
uma baixa tolerancia a este farmaco (35). Além disso, a eficacia do mitotano é limitada.
O uso de mitotano como terapia adjuvante reduz a taxa de recorréncia da doenca em
38% dos pacientes com ACC e diminui as mortes relacionadas em 31%, apGs a cirurgia
(36-38).

1.3. Hallmarks do cancro

As células tumorais adquirem um conjunto de alteragbes que as caraterizam e as
distinguem de células normais, que sdo denominadas como hallmarks of cancer. Estas
foram descritas, pela primeira vez, em 2000, por Hanahan e Weinberg (39) e desde

entdo tém vindo a ser atualizadas, sendo a versdo mais atual de 2022 (Figura 2) (40).

As células tumorais adquirem estas caracteristicas através de mutacdes e interagdes
com o microambiente tumoral. As alteracdes descritas promovem a sobrevivéncia em

condi¢cbes desfavoraveis e a proliferacao de forma descontrolada (40).
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Figura 2- Hallmarks of cancer. Figura adaptada do artigo (40)

1.4. Autofagia

A autofagia € um mecanismo dindmico, onde ocorre degradacdo de componentes

intracelulares (41).

A autofagia envolve normalmente o sequestro de proteinas codificadas por genes
mutados ou com altera¢cfes no enovelamento, assim como de organelos danificados ou
envelhecidos em estruturas autofagicas. Para tal, é necessario a associacdo de
proteinas que ajudam na formacéao destas estruturas, para que posteriormente todo este

material possa ser sequestrado e degradado ou reciclado (42).

A autofagia participa na regulagdo de diferentes processos como a homeostasia
energética e o metabolismo celular, e por isso esta presente quer em contexto
fisioldgico, quer patoldégico (ex: doencas neurodegenerativas, cardiomiopatia e cancro)
(43).

7
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O papel da autofagia no cancro tem sido descrito paradoxalmente. Inicialmente, foi
descrito como um mecanismo que promovia a sobrevivéncia do tumor, e posteriormente,
outros estudos demonstraram que a autofagia também pode promover a morte das

células tumorais (44).

S&do0 conhecidos trés tipos principais de autofagia: macroautofagia, microautofagia e
autofagia mediada por chaperones (AMC) (Figura 3) (45).

A macroautofagia, € um processo catabdlico ndo seletivo. Os componentes a degradar
sdo capturados do citoplasma e envolvidos pelo fagéforo, uma estrutura de dupla
membrana, que se elonga até formar o autofagossoma. De seguida, o autofagossoma
funde-se com um lisossoma, originando o autofagolisossoma, onde 0s componentes
sdo degradados, por hidrolases lisossomais, em pH acido (46). A biogénese do
autofagossoma € um processo complexo, regulado por proteinas e lipidos provenientes
de vérios locais da célula (RE, locais de contacto entre o RE e as mitocondrias,
complexo de Golgi e membrana plasmatica) (47). Ap6s a degradacdo, os produtos
resultantes séo libertados de volta para o citosol, de modo a reciclar os compostos
macromoleculares e gerar energia mantendo a viabilidade celular perante condi¢cbes

desfavoraveis e protegendo a célula do stress (48).

A microautofagia ocorre diretamente na membrana lisossomal, ndo havendo a formacgéo
do autofagossoma, uma vez que o fag6foro ndo esta envolvido. Primeiro, as proteinas
ligam-se diretamente ou sao transferidas atraves do corpo multivesicular para a
membrana lisossomal e depois o lisossoma engloba a carga autofagica, pela
invaginagcdo da membrana, o que permite o sequestro do material a ser degradado, para

o interior do lisossoma (49).

A autofagia mediada por chaperones, € um processo especifico e importante no caso,
por exemplo, das proteinas globulares ou hidrof6bicas, que séo de dificil acesso. Este
mecanismo também nao forma um fagéforo, uma vez que o contetdo é incorporado.
Para isso, é necessario que as proteinas contenham uma sequéncia de aminoacidos
especifica (KFERQ) que vai permitir a ligacdo a Heat shock cognate 71 kDa protein
(Hsc70), um chaperone citosdlico. Esta ligacdo, juntamente com a assisténcia de co-
chaperones, forma um complexo com a proteina, facilitando o seu transporte para a
superficie do lisossoma, onde vai ser internalizada e posteriormente degradada. Na
membrana do lisossoma, as proteinas vao ser reconhecidas e ligadas ao recetor
Lysosome-Associated Membrane Protein 2A (LAMP2A). De seguida, ocorre a

multimerizacdo do LAMP2A formando-se um complexo de translocacdo, o que leva a

8
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internalizac&o para o lumen lisossomal, onde as proteinas sdo degradas por proteases
(50, 51).

a) Macroautofagia Autofagolisossoma
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b) Autofagia mediada pelos chaperones
(AMC)

c) Microautofagia

Figura 3 - Os trés tipos de autofagia. A macroautofagia depende da formagao de autofagossomas, vesiculas citosolicas
de dupla membrana gue transportam o contetdo citoplasmatico para o lisossoma. Na microautofagia, os lisossomas
incorporam e digerem, por¢des do citoplasma por invaginagdo. Na autofagia mediada por chaperones, as proteinas
desdobradas sao transportadas até & membrana lisossomal onde s&do internalizadas e degradadas. Esquema adaptado
do artigo (52) e criado no BioRender.

Neste trabalho, apenas a macroautofagia sera detalhada e estudada e, desta forma,

sera denominada apenas como “autofagia”, ao longo do texto.

Como referido acima, a autofagia apresenta quatro etapas principais: iniciacao,

formacdao do fagoforo, expansao das membranas e maturacéo (fusao) (Figura 4) (53).

Um dos estimulos para a ativacdo da autofagia amplamente descritos € a inibicdo da
via do mammalian target of rapamycin (mTOR). Contudo, importa salientar que
diferentes estudos descrevem a ativacdo da autofagia independente da via mTOR (54-
56).

A iniciacdo da autofagia ocorre no citoplasma através da ativacdo complexo ULK1(57).
Quando este complexo ULK1 est4 ativo € translocado para a membrana do RE. Depois,
o complexo ULK1 ativa outras proteinas importantes, como a VPS34 e a Beclina-1.
Importa referir que a Beclina-1 pode interagir com o Bcl-2, uma proteina anti-apoptética,
0 que impede a ativacdo da autofagia. Esta ligacao permite a interacédo entre a autofagia

e a apopotose (58, 59).
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Posteriormente, ocorre a expansao do fagéforo. A expansdo da membrana é regulada
por dois sistemas de conjugacéao do tipo ubiquitina, ATG12-ATG5 e o sistema LC3-PE.
No primeiro sistema, o0 ATG12 é conjugado com o ATG5 através de reacbes de
ubiquitinacdo mediadas pelo ATG7 (enzima tipo E1, enzima ativadora) e pelo ATG10
(enzima tipo E2, envolvida na conjugagdo). O ATG7 ativa o ATG12, de forma
dependente de ATP. Apés a ativagdo, o ATG10 facilita a ligacdo covalente do ATG12
ao ATG5. H4 ainda uma interacdo deste complexo com o homodimero ATG16,
formando o complexo ATG5- ATG12-ATG16, que é essencial para a

extensao/alongamento do fagéforo (60).

O segundo sistema semelhante a ubiquitinacdo, importante para a formacdo e
maturacdo do autofagossoma, induz a conjugacgédo de fosfatidiletanol com o LC3. Este
é clivado no C-terminal pela protease ATG4 de maneira a formar LC3-I citosélico. Por
sua vez, o LC3-| citosdlico é conjugado com fosfatidiletanolamina (PE), resultando na
forma lipidica de LC3 (LC3-Il), que permanece anexada a membrana do autofagossoma.
O ATG7, 0 ATG3 e o complexo ATG12-ATG5-ATG16 (enzima tipo E3, ubiquitina ligase)
estdo envolvidos de forma direta na conjugag¢éo do LC3-1l. O LC3-Il é encontrado na
superficie luminal e citosolica do autofagossoma, desempenhando um papel importante
guer no fecho da membrana e no reconhecimento seletivo da carga, quer na fusdo do
autofagossoma com o lisossoma. Apoés a fusdo com os lisossomas, o LC3-1l do Iimen
€ degradado, enquanto o citosdlico pode ser reciclado. O LC3-1l € o principal marcador
associado aos autofagossomas. Os niveis de LC3-Il aumentam quando a sintese de
autofagossomas € maior ou quando a sua degradacéo esta inibida, dai ser um marcador

muito utilizado nos estudos sobre autofagia (50, 53, 61).

A formacéo do autofagossoma ¢€ finalizada pelo fecho do fagoforo. O autofagossoma
aproxima-se do lisossoma e, a membrana externa do autofagossoma funde-se com a
membrana lisossomal. Depois, as hidrolases degradam a membrana interna e o
contetdo que esta dentro do autofagossoma é exposto, completando a fusdo. A
degradacéo inicia-se pela destruicdo da membrana interna, seguido do transporte dos
residuos para o exterior do autofagolisossoma. Desta forma, os nutrientes séo
reciclados, para o citosol, podendo ser utilizados para fornecer energia para outros

processos celulares (57).

Um componente fundamental e que estabelece ligagdo direta com o LC3, é o
p62/SQSTML1 (sequestroma 1). O p62 é essencial para identificar e entregar o contetdo

a ser degradado ao LC3 para que depois possa ocorrer a degradacdo seguindo as
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etapas referidas em cima. O p62, liga as proteinas ubiquitinadas e interage com o LC3-

II. No final do processo autofagico, o p62 é degradado (62, 63).

Importa referir, que a andlise dos niveis de p62, juntamente com a avaliacao dos niveis
de LC3-Il é importante para garantir uma correta interpretacao do fluxo autofagico (61,
63).

A autofagia é frequentemente estudada no contexto tumoral, uma vez que como descrito
acima, apresenta um duplo papel na progressao tumoral (promocdo quer da
sobrevivéncia quer da morte celular) (59). No caso dos ACT, o numero de estudos que
avaliaram a expressao das proteinas envolvidas na autofagia, tal como LC3 e o p62, é
reduzido. No entanto, em estudos anteriores, em que avaliaram a expressdo de LC3 em
ACT, verificaram que o numero de células isoladas dentro dos tumores, com expressao
de LC3 era superior nos tumores malignos (64). Para além disso, também foi sugerido
que a inibicdo da autofagia pode ser utilizada como terapia adjuvante do mitotano e da
cisplatina para melhorar a eficacia da terapia (65). Contudo, um estudo mais detalhado,
incluindo a avaliacao do fluxo autofagico, € necessario para aprofundar o entendimento
do papel da autofagia no contexto dos ACT e avaliar o potencial da translacdo deste

conhecimento para a pratica clinica (50, 66).
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Figura 4- Esquema das varias etapas da autofagia. A autofagia € um processo altamente regulado, focado na degradagao
lisossomal dos componentes celulares e/ou reciclagem de componente citosdlicos. A iniciagdo da formacéo do fagéforo
inicia-se quando o complexo cinase ULK1 é ativado. Um conjunto de proteinas ATG constituem complexos funcionais,
que sao ativados e recrutados para membranas para iniciar a autofagia. A conversao de LC3-1 em LC3-Il na etapa da
expansédo da membrana e a degradagdo do p62 na etapa da maturagcdo sdo passos cruciais do processo autofagico.

Esquema adaptado do artigo (67)e criado no Biorender
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2. Objetivo
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Com este trabalho pretendemos avaliar a expressdo de proteinas envolvidas na
autofagia nos ACT e verificar se estas podem ser potenciais biomarcadores de
diagnéstico ou prognéstico dos ACC. Além disso, pretendemos estudar o potencial

terapéutico da autofagia no tratamento dos ACC.
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3. Material e Métodos
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3.1. Analise da expressdo das proteinas autofagicas em

tumores adrenocorticais

3.1.1 Amostras

Para este estudo foram utilizadas 40 amostras de ACT das quais 21 eram ACC e 19
ACA. Dentro dos ACA, 63% eram tumores nao funcionantes (ACAn, n = 12) enquanto
37% eram ACA funcionantes produtores de cortisol (ACAc, n=7). Todas as amostras

foram obtidas durante adrenolectomias.
As caracteristicas dos pacientes e dos tumores estao presentes na tabela 3.

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica da Unidade Local de Salde de S&o
Jodo (CE 62-14), do Instituto Portugués de Oncologia (CE 14/2020) e da Unidade Local
de Saude de Santo Antonio (173-DEFI/180-CE).

Tabela 3 — Carateristicas dos pacientes e dos respetivos tumores adrenocorticais.

ACA
ACC
ACAN ACAc

N 21 12 7
Idade a cirurgia 52+10 59+12 337
Sexo F:M 14:7 9:3 6:1
Tamanho do tumor (cm) 10+£5,6 41+2.2 3,5%+0,9
(intervalo) (2,7-20) (1,8-9,5) (2,4-5)
Weiss score
(intervalo) 38 0 ot
ENSAT score
1 17%
2 25% NA NA
3 33%
4 25%
Funcionalidade
N/F 10% 100% 0
Cortisol 10% 0 100%
Aldosterona 5% 0 0
Androgénios 10% 0 0
Cortisol + Androgénios 5% 0 0
Desconhecido 60% 0 0

ACC: Carcinoma adrenocortical; ACA: Adenomas adrenocorticais; ACAn: Adenomas adrenocorticais nao
funcionantes; ACAc: Adenomas adrenocorticais funcionantes com sindrome de cushing ENSAT: European

Network for the Study of Adrenal Tumors; NA: Nao aplicavel.
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3.1.2. Imunohistoquimica
Para avaliar a expressao das proteinas, envolvidas na autofagia, nomeadamente o

ATG5, 0 LC3 e o0 p62 foi realizada a técnica de imunohistoquimica (IHQ).

Para isso, foram efetuados cortes histolégicos de 3um do tecido, para cada amostra e
estes aderidos em laminas adesivadas (SuperfrostTMPIlus, Germany). Os cortes foram
desparafinados em xilol e hidratados utilizando concentra¢des decrescentes de etanol
(100%, 95%, 70%), seguidos de lavagem em agua corrente. Em seguida, foi realizada
a recuperacao antigénica. Para o LC3 e o0 p62 este procedimento foi realizado através
da utilizacdo de uma solucéo de tampéo citrato (0,01M, pH 6,0), durante 15 minutos, no
microondas, enquanto para o ATG5 a recuperagdo antigénica foi feita utilizando uma
solugdo de tampéo citrato (0,01M, pH 6,0) na panela de pressado, durante 3 minutos.
Posteriormente foram efetuadas 3 lavagens com o tampé&o fosfato salino (PBS), com
Tween 20 (P1379-1L, Sigma- Aldrich, St.Louis, MO, USA), a 0,05% (PBS-T). Para o
bloqueio da peroxidase enddgena os cortes foram incubados com uma solugdo de
peroxido de hidrogénio (Merck, Germany), a 3% em metanol (Fisher Scientific, UK),

durante 20 minutos e de seguida foram feitas 3 lavagens em PBS-T.

Na IHQ efetuada para avaliacdo da expressdo do LC3 e do p62, os cortes foram
incubados durante 30 minutos, em camara himida, com soro normal de cabra (1:5 em
Albumina sérica bovina (BSA) 10%, S-1000, Vector Laboratories, Newark, USA), para o
bloqueio de marcacao inespecifica. Na IHQ para estudo do ATG5, o passo do bloqueio
com soro normal, ndo foi necessario. Posteriormente, os cortes foram incubados,
também em camara humida, com os respetivos anticorpos primarios, durante a noite, a
4°C (Tabela 4).

Tabela 4 — Referéncias e diluicdes dos anticorpos.

Anticorpo Marca, Referéncia Diluicdo

ATG5 Invitrogen, MA5-35339  1:100 em PBS-T

LC3B Abcam, ab192890 1:500 em BSA
5%

p62 Abcam, ab109012 1:200 em BSA 5
%

ATGS5: Autophagy protein 5; LC3: Protein light chain 3; p62: Sequestosome; BSA: Albumina sérica bovina; PBS: Tampéao
fosfato salino; PBS-T: tampéo fosfato salino com 0,05%Tween 20.
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De seguida, na IHQ para o ATG5, os cortes foram incubados, durante 60 minutos, a
temperatura ambiente, com o polimero do kit comercial Dako Real™ EnVision™ (K5007,
Dako, Dinamarca). Na IHQ para o LC3 e para o0 p62 os cortes foram incubados
inicialmente, com o anticorpo secundario (BA-1000, Vector, preparado numa diluicdo de
1:200 em BSA 5 %), durante 30 minutos, a temperatura ambiente, e posteriormente
incubados com o complexo Avidina-Biotina (ABC, PK-4000, Vector, Vectastain, 1:100
em BSA 5%).

O passo de revelacgéo, foi realizado usando o DAB (3,3-diaminobenzidina, Dako) como
cromogéneo. Na IHQ do LC3, a incubacdao foi realizada durante 1 minuto. Na IHQ do
ATG5 e na IHQ do p62, a incubacédo foi de 4 minutos. A contrastagdo nuclear foi
realizada com hematoxilina mayer (1.09249.2500, Sigma-aldrich). Por dltimo, as
laminas foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol (70%, 95%, 100%)

e montadas com Entellan, para depois serem observadas no microscopio 6tico.

Os controlos positivos utilizados foram os seguintes: placenta para o ATG5, rim para o
LC3 e estbmago para o p62. Os mesmos tecidos sem incubagdo com o anticorpo

primario, foram utilizados como controlo negativo.

3.1.3. Andélise morfométrica computorizada do LC3 e do ATG5, nos ACT
A marcacéo para o LC3, e para o ATG5 nas amostras de ACT, foi quantificada atraves
da avaliacdo da proporcdo da area marcada a castanho, em relacéo ao tecido total da

amostra.

Para isso, as laminas foram digitalizadas utilizando o sistema Olympus® VS110 ™virtual
slide scanning e o programa VS-ASW (version 2.3 for Windows) e posteriormente
analisadas usando o programa imageJ. (National Institutes of Health, USA). No ImageJ,
a imagem original foi decomposta em 3 imagens de cores com base no sistema Red-
Green-Blue (RGB). Desta forma, conseguimos obter a imagem com coloragéo castanha
que, corresponde & marcacao da proteina em andlise e a imagem com coloracéo azul,
que corresponde a coloragdo com hematoxilina e, portanto, a area total do tecido.
Fazendo o racio entre a area marcada para a proteina de interesse e a area total do

tecido, obtivemos a % de area marcada das respetivas proteinas, por area de tumor.

3.1.4. Analise semi-quantitativa do p62, nos ACT

O p62 apresentou diferentes localizacdes dentro da célula, e por isso nao foi possivel
recorrer a uma analise morfométrica computorizada, como descrito para o ATG5 e o
LC3. Em alternativa, realizou-se uma andlise semi-quantitativa, adaptada do estudo

Niklaus M et al (68), como apresentado na tabela 5.
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Tabela 5- Descricao dos scores utilizados para avaliar as diferentes localiza¢des dentro da célula.

Score 0 Score 1 Score 2
Nucleo <10% dos nucleos >10% dos nucleos NA
marcados marcados
Citoplasma Sem Expressao Expresséo
expressao intermédia elevada
Dot-like Ausente Presente NA

NA: ndo aplicavel

Para avaliacdo da percentagem de nucleos marcados, nos ACT foram analisadas 10
fotografias aleatérias de cada caso, capturadas na ampliagdo 200x, e 0os nucleos
quantificados usando o programa ImageJ. A andlise da expressao do p62 foi realizada

por duas pessoas individualmente.

3.2. Estudos invitro da modulacdo da autofagia como potencial
terapéutico em ACC

3.2.1 Culturacelular

A linha celular humana de ACC, JIL-2266, gentilmente cedida pelo Professor Martin
Fassnacht (Univerisdade Wirzburg, Alemanha), foi implementada no nosso laboratoério.
Estas células foram cultivadas em meio DMEM: F12 (1:3, Ham, Invitrogen, USA),
suplementado com soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum, FBS (10%, Santa cruz
Biotechnology, USA)), insulina (5ug/ml,Sigma-Aldrich, USA), hidrocortisona (0,4ug/ml,
Sigma-Aldrich) toxina da colera (8,4ng/mL, Sigma-Aldrich) , adenina (24 ug/ml ,Sigma-
Aldrich), fator de crescimento epidérmico (Epithelial-Growth Factor, EGF, 10ng/ml,
Invitrogen) e penicilina-streptomicina (15140-122, Gibco, Grand Island, USA), a partir de
agora denominado por meio completo. As células foram mantidas a 37°C com uma

atmosfera himida de 5% de CO..

Uma vez que esta linha celular estava a ser estabelecida no laboratério pela primeira
vez, efetuou-se a genotipagem da linha celular, com base no perfil short tandem repeat
(STR), usando Powerplex 16 HS kit (Promega), no servico de Gendmica do Instituto de
Investigacdo e Inovacdo em Saude (i3S). Em paralelo, foi realizado o teste do
mycoplasma, através do método PCR em tempo real, para garantir a auséncia de

contaminac&o, no servico Cell culture and genotyping do i3S.
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3.2.2. Otimizag&o da densidade celular
A otimizacdo da densidade celular ideal para cada tipo de placa, foi efetuada pelo

método de exclusdo por azul de tripano.

Para isso, diferentes densidades das células JIL-2266 foram semeadas, em triplicado,
em placas de 6, 12, 24 e 96 pocos e incubadas a 37°C, em meio de cultura completo,
durante 24h, 48h e 72h. As diferentes densidades celulares testadas foram baseadas
na literatura (69). ApGs esse periodo, as células foram tripsinizadas e a densidade
celular foi determinada. Para isso, foi adicionado o corante azul tripano (T8154, Sigma-
Aldrich), a suspensao celular, na diluicdo de 1:10 e transferido para a camara de
Neubauer. As células viaveis (que nao incorporaram o corante) e as células mortas (com
0 corante incorporado), foram contadas. As células vidveis em cada poco, foram
determinadas através da seguinte equacao:

n
7 * x * 10* = nimero de células/mL

Onde n corresponde ao nimero de células viaveis contadas e o x corresponde a diluicdo

que foi preparada.

3.2.3 Otimizagdo da concentragdo do mitotano

3.2.3.1 Método Alamar blue
As células foram semeadas na densidade de 1,5 x 10 células/poco, em placas de 96
pocos, em meio completo e incubadas a 37°C com 5% de CO.. ApOs 24h, foi adicionado
a cada pogo, 100pl de mitotano (C2719, Alsachim) nas concentragfes (40, 80, 100 e
120uM), ou o respetivo veiculo (EtOH), ou o branco (apenas meio completo) Além disso,
na mesma altura, foi adicionado o Alamar blue (10%, BUF012B, AbD Serotec, UK). De
seguida, as 0, 12, 18, 36, 42 e 48 horas apoés a incubagdo com mitotano, foram medidas
as absorbancias, no comprimento de onda de 570 nm e 595 nm, usando o leitor de
placas (Thermo Scientiffic™Multiskan™ Microplate Photometer). A % de reducdo da

resazurina foi calculada através da seguinte formula:

Eox A2 * AA1 — EoxAl x AA2
EredAl = Abrancod2 — EredA2 * AbrancoAl

%redugao = ( ) * 100

Onde:
A1 = absorvancia lida a 570 nm
A2 = absorvancia lida a 595 nm

Eox1 = coeficiente de oxidagao a 570 nm = 80,573

20



FCUP | ICBAS
Novas perspetivas sobre o papel da autofagia no carcinoma adrenocortical

Eox2 = coeficiente de oxidagdo a 595 nm = 117,216
Eredl = coeficiente de reducdo a 570 nm = 155,667

Ered2 = coeficiente de reducdo a 595 nm = 14,652

3.2.3.2Ensaio de exclusédo do Azul de tripano

As células foram semeadas nas placas de 6 pocos, na densidade de 2,5 x 10°
células/poco e incubadas com meio de cultura completo, a 37°C com 5% de CO.. Apds
24 horas, o meio foi removido, e as células foram incubadas, com diferentes
concentragbes de mitotano (40, 80, 100, 120 pM). Como controlo, as células foram
incubadas com meio completo ou com um volume equivalente de veiculo (EtOH). Apés
24 e 48 horas, as células foram tripsinizadas e a densidade celular foi determinada apds

incubacdo com azul de tripano, como acima descrito, na secgéo 3.2.2.

3.2.4. Avaliacdo daexpressao das proteinas LC3 e p62, nas células JIL-2266, por

imunofluorescéncia

As células JIL-2266 foram semeadas (2,5 x 10° células/poco), em lamelas imersas em
placas de 6 pogos, com meio completo ou com meio sem soro (como indutor da
autofagia). Passadas 48 horas, as células foram lavadas com PBS e fixadas com
paraformaldeido 5%, durante 15 minutos. As células foram em seguida permeabilizadas
com triton X-100 0,3% (142314, Panreac, Espanha) durante 15 minutos e incubadas
com BSA 1% preparada em PBS 0,3% triton X-100, durante 1 hora.

As células foram incubadas durante a noite, a 4°C, com 0s anticorpos: anti-p62 (1:250,
ab109012, Abcam), ou anti-LC3 (1:250, ab192890, Abcam), diluidos em PBS com 1%
BSA e 0,3% Triton X-100. No dia seguinte, as células foram incubadas com o anticorpo
secundario anti-Rabbit (1:1000, Alexa Fluor 555, ref.4413, Cell-Signaling Technology,
Danvers, MA), durante 2 horas. Por fim, as laminas foram montadas com o meio
vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA) que contém o DAPI para marcagdo
dos nucleos. As prepagtes foram observadas num microscopio de fluorescéncia (Nikon

Eclipse Ci-plus microscope, Nikon, Shi-nagawa, Tokyo, Japan).

3.2.5 Avaliacdo do efeito do mitotano na expressdo do LC3 e p62 e no fluxo

autofagico das células JIL-2266 por western blot
3.2.5.1 Cultura celular e extracao proteica

As células foram plagueadas (2,5 x 10° células/poco) em placas de 6 pocos, e incubadas

durante 24 horas, com meio de cultura completo a 37°C e 5% de CO,. Passado esse
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tempo, para avaliar o efeito do mitotano na expressdo das proteinas autofagicas, as
células foram incubadas com mitotano nas concentragfes de 40, 80, 100 e 120uM.
Como controlo, as células foram incubadas com meio completo e com um volume

equivalente de veiculo (EtOH).

Para avaliar o efeito do mitotano no fluxo autofagico, apds as 24 horas, efetuou-se o co-
tratamento das células JIL-2266 com mitotano e com um inibidor da autofagia
(bafilomicina). As células foram incubadas durante 4 horas com mitotano (40uM),
bafilomicina (20nM, B1793, Sigma-Aldrich), ou ambos (co-tratamento), como
representado na figura 5. Como controlo, as células foram incubadas com meio
completo e com um volume equivalente de veiculo (EtOH no caso do mitotano e DMSO

no caso da bafilomicina).

Mitotano
40uM

A Branco

Mitotano 40pM
B + BafA1 20nM

BafA1 20nM

(D
)

Figura 5- Esquema das condi¢cdes do ensaio da monitorizagdo do fluxo autofagico em placa de 6 pogos. BafAl-
Bafilomicina; Veiculo: veiculo do mitotano (EtOH) e veiculo da bafilomicina (DMSO).

Ap0Os os tempos acima referidos, o pellet foi recolhido em cada condigdo e efetuou-se a
lise celular. Para isso, as células foram tripsinizadas e as suspensdes celulares foram
centrifugadas a 1500 rpm, durante 5 minutos. Apds descarte do sobrenadante, o pellet
foi lavado com PBS e centrifugado novamente. Depois de descartar o sobrenadante,
foram adicionados ao pellet 30 pl de tampao lise (RIPA), suplementado com um cocktail
de inibidor de proteases (04693124001, Roche, Suica). Durante a lise celular, as
amostras foram mantidas em gelo durante 30 minutos, com agitagdo. Apos

centrifugac@o a 14000 rpm, durante 10 minutos, a 4°C, recolheu-se o sobrenadante.
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3.2.5.2Western blot

ApOGs a extracdo proteica, a concentragdo de proteina foi quantificada utilizando o kit
BCA Protein Assay (Thermo ScientificTM PierceTM), de acordo com as instru¢des do
comerciante. Em resumo, numa placa de 96 pocos, adicionou-se a cada poc¢o 25ul de
cada amostra ou dos padrées com concentracdes crescentes de BSA. Posteriormente,
adicionou-se 200ul de uma solucdo contendo &cido bicinconinico (BCA) em todos o0s
pocos. De seguida, a placa foi incubada a 60°C. Passados 30 minutos, a absorbancia
(570nm) foi medida no leitor de placas. Para a separacao das proteinas por eletoforese
(SDS-PAGE), ap6s a desnaturacédo, a 95°C, por 5 minutos, 15ug de proteinas foram
corridas em gel de agarose (15% de acrilamida). Em seguida, o gel foi transferido para
uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad laboratories, UK) e a transferéncia foi
confirmada, através da incubacdo da membrana com a solugéo de Ponceau (P7170-1L,
Sigma- Aldrich). A membrana foi posteriormente bloqueada com leite a 5%, numa
solugdo salina tamponada de Tris, contendo 0,05% Tween 20 (TBS-T), durante 1 hora.
Passado este tempo, a membrana foi incubada a 4°C, durante a noite, com o respetivo
anticorpo primario: anti-GAPDH (1:10000, Ab8245, Abcam, UK) ou anti-LC3 (1:2500,
ab192890, Abcam) ou anti-p62 (1: 10000, ab109012, Abcam), diluidos em leite 5%, em
TBS-T. De seguida, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundério, anti-
rabbit conjugado com a enzima Horserasdish Peroxidase (HRP) (1:10000, ab6721,
Abcam) a temperatura ambiente, durante 1 hora. A revelacdo foi realizada por
guimioluminescéncia usando o reagente de detecdo Enhanced chemiluminescence
(ECL) (1705060, Bio-Rad) no sistema de imagem Chemi-DocTM XRS+ System (Bio-
Rad). As intensidades das bandas foram quantificadas utilizando o programa Image Lab

(verséo 6.1, Bio-Rad Laboratories).
3.3. Andlise estatistica

Todas as variaveis continuas estéo apresentados como média * erro padrdo, a ndo ser
que esteja especificado de forma diferente. As variaveis categoricas estdo apresentadas
como n e a respetiva percentagem. A normalidade das variaveis continuas foi avaliada
através do teste Shapiro-Wilk. Para as variaveis com distribuicdo normal, utilizou-se o
teste ANOVA com a anadlise post-hoc de Dunnett, para comparar mais do que dois
grupos e o teste t para comparar apenas dois grupos. Para as variaveis que nao
apresentam distribuicdo normal, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis com a andlise post-
hoc de Dunn, para comparar mais do que dois grupos e o teste Mann-Whitney para
comparar dois grupos. As variaveis categoéricas foram comparadas entre 0s Vvarios

grupos utilizando o teste de Fisher ou o chi-squared test, dependendo do tamanho
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amostral. A correlacdo entre as variaveis com distribuicdo normal, foi avaliada através
do teste de Pearson, enquanto que a correlacdo entre variaveis que ndo apresentam
distribuicdo normal foi realizada pelo teste de Spearman. Para comparar a sobrevida
apos cirurgia, dos pacientes com os diferentes parametros de expresséo do P62 utilizou-
se o teste Kaplan-Meier, enquanto que para o LC3 e o ATG5 utilizou-se a regresséo de
Cox ajustada a idade. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
Para determinar a acuidade de diagndstico dos diferentes marcadores, usou-se o valor
da &rea abaixo da curva Receiver Operating Characteristic, (ROC) (AUC), onde um valor
compreendido entre 0,9 e 1 € considerado excelente, entre 0,8 e 0,9 bom, entre 0,7 e
0,8 razoavel, entre 0,6 e 0,7 fraco e, abaixo de 0,6 muito fraco. As andlises estatisticas
foram feitas no programa GraphPad (verséo 8.0.1, para o Windows, La Jolla, CA, USA),
com excecao das regressbes de Cox, que foram realizadas recorrendo ao programa
SPSS (versao 29, para o Windows, USA).
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4. Resultados
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4.1 Analise da expressdo das proteinas autofagicas em
tumores adrenocorticais
4.1.1 Expressdo do ATG5 nos ACT

A expresséo de ATG5 foi positiva para todos os ACT, com excecdo de 2 ACA (1 ACAn
e um ACAc). Nos casos em que a marcagao foi positiva, a marcacdo do ATG5 foi
citoplasmatica (Figura 6).

Apesar da expressdo de ATGS5 ter sido superior nos ACC (19,14 + 3,45 %), esta nao foi
significativamente diferente em relagdo aos ACA (13,99 + 2,88 %, p=0,30),

independentemente da funcionalidade (ACAn: 9,71 = 2,37%, p=0,07; ACAc: 21,95 +
6,15, p=0,57, Figuras 6E e 6F).

Os dois casos de ACC, que apresentam % de expresséo de ATG5 mais elevada (47,3%
e 59,9%), foram os tumores que apresentaram o valor no sistema de Weiss mais
elevado dentro da coorte estudada (Weiss score= 8). Para além disso, tém um valor de
ENSAT, 3 e 4 respetivamente.
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Figura 6 - Cortes histolégicos de ACT marcados para a proteina ATG5 (200x). A: carcinoma adrenocortical (ACC), B:
adenoma adrenocortical ndo funcionante (ACAn), C: adenoma adrenocortical funcionante com sindrome de Cushing
(ACACc), D: controlo positivo (placenta), E: representacéo grafica da area marcada entre ACC e ACA (Teste t: p>0,05), F:
representacao grafica da area marcada entre os ACC e os ACAn e ACAc (ANOVA: p>0,05).

4.1.2 Expressao do LC3 nos ACT

O LC3 estava expresso em todos os casos com excecdo de 1 ACC e 1 ACAc. A
localizag&o observada para o LC3 foi citoplasmaética (Figura 7).

A expressao de LC3 foi semelhante nos ACC (25,37 = 4,27%) e ACA (17,56 + 1,66%,
p=0,37) (Figura 7E), independentemente da funcionalidade (ACAn: 17,29 + 1,94%,
p=0,37; ACAc: 18,13 + 3,42, p=0,66, Figura 7F).
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Figura 7 - Cortes histolégicos de ACT marcados pelo anticorpo LC3 (200x). A: carcinoma adrenocortical (ACC), B:
adenoma adrenocortical ndo funcionante (ACAn), C: adenoma adrenocortical funcionante com sindrome de Cushing
(ACAc), D: controlo positivo (rim), E: representacdo gréfica da area marcada entre ACC e ACA (Teste t: p>0,05), F:
representacao grafica da area marcada entre os ACC e os ACAn e ACAc (ANOVA: p>0,05).

4.1.3 Expresséo do p62 nos ACT

O p62 estava expresso em todos os casos de ACT, exceto em 2 ACC e 1 ACAn. A

andlise da marcacdo do p62 ndo foi efetuada utilizando a mesma metodologia das
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proteinas anteriores, uma vez que este ndo se localizava apenas num Unico
compartimento celular. Foi possivel observar quer marcacdo nuclear quer
citoplasmética. Dentro da citoplasmética, verificamos que havia tumores com marcacao
difusa e outros do tipo dot-like (ponteado nas células). Uma vez que esta proteina foi
analisada de forma diferente das restantes, os resultados serdo apresentados
isoladamente. Na figura 8, 9 e 10 estdo representadas as diferentes marcagbes e a

distribuicdo pelos diferentes grupos de ACT.

Em relacdo a localizacdo nuclear, observaram-se significativamente menos ACC com
este tipo de marcacdo em comparacdo com os ACA (5,56% vs 72,22%, p<0,0001,
Figura 8G). Nao se verificaram diferencas significativas entre os restantes grupos
(p>0,05, Figura 8H)
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Figura 8- Imagens representativas da localizag&o nuclear do p62 (200x). A: ACC com expressao nuclear <10%; B: ACC
com expressdo nuclear >10%; C: ACAn com expressao nuclear <10%; D: ACAn com expressao nuclear =10%; E ACAc
com expressao nuclear <10%; F: ACAc com expressao nuclear >10%; G e H: Distribuicdo dos casos pela expressédo do
p62, entre ACC, ACA (ACAn e ACAc), onde a azul encontram-se 0s casos com >10% de expressédo nuclear (azul) e a
cinzento os casos com <10% de expressao nuclear (cinzento) (p<0,0001 entre ACC e ACA, teste de Fisher).

O numero de tumores com marcacgdo citoplasmatica e a respetiva intensidade, foi
semelhante entre os diferentes grupos de ACT (p>0,05, Figura 9).
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Figura 9- Imagens representativas da marcagao citoplasmatica do p62 (200x). A: ACC com score 0; B: ACC com score
1; C: ACC com Score 2; D: ACAn com score 0; E: ACAn com score 1; F: ACAn com Score 2; G: ACAc com score 0; H:
ACAc com score 1; I: ACAc com Score 2; J: Distribui¢do dos casos de ACC e ACA quanto ao score 0 (cinzento), score
1 (azul) e score 2 (azul-escuro); K: Distribuicdo dos casos de ACC, ACAn e ACAc quanto ao score 0 (cinzento), score 1
(azul) e score 2 (azul-escuro) (p>0,05, teste de Fisher).

Quando analisada a marcagéo do tipo dot-like entre os tumores, verificou-se que a %
de ACT com este tipo de marcagéo era semelhante nos varios grupos (p>0,05, Figura
10)
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Figura 10- Imagens representativas da marcacao dot-like do p62 (200x). A: ACC sem marcacao dot-like; B: ACC comm
marcacao dot-like; C: ACAn sem marcacgéao dot-like; D: ACAn com marcacédo dot-like (seta); E: ACAc com marcagéo dot-
like; F: Distribuicdo dos casos guanto a presenca (azul) ou auséncia (cinzento) de marcacéo do tipo dot-like, entre ACC
e ACA; G: Distribuicdo dos casos quanto a presenca (azul) ou auséncia (cinzento) de marcacao do tipo dot-like, entre
ACC, ACAnN e ACAc, (p>0,05, teste de Fisher).

4.1.4 Acuidade das proteinas ATG5, LC3 e p62 para o diagnéstico de ACC

A acuidade das proteinas ATG5, LC3 e p62 para o diagnéstico dos ACC, foi realizada
recorrendo-se as curvas ROC (Figura 11 e 12). Tanto para o ATG5 como para o LC3,
as AUC das curvas ROC foram inferiores a 0,7, pelo que estas proteinas demonstraram
uma baixa acuidade para distinguir os ACC dos ACA, independentemente da

funcionalidade (Figura 11).
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Figura 11- Representacdo grafica das curvas ROC para os marcadores ATG5 e LC3. A: andlise entre carcinomas (ACC)
e adenomas (ACA), B: analise entre carcinomas (ACC) e adenomas funcionantes (ACAc) com sindrome de Cushing, C:
analise entre carcinomas (ACC) e adenomas ndo funcionantes (ACAn).

Através da andlise da marcacédo nuclear para o p62, obtivemos valores de AUC de 0,83,
entre ACC e ACA, 0,77 entre ACC e ACAc e de 0,86 entre ACC e ACANn. Assim, a

marcagao nuclear parece ter uma boa acuidade de diagndstico entre ACA e ACC. Para

0s restantes tipos de marcagéo, os valores de AUC foram inferiores a 0,7 (Figura 12).
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Figura 12 Representagdo grafica das curvas ROC para as vérias localizagdes do marcador p62 A: analise entre
carcinomas e adenomas, B: andlise entre carcinomas e adenomas funcionantes com sindrome de Cushing, C: anélise
entre carcinomas e adenomas nao funcionantes

4.1.5 Correlagcdo das caracteristicas dos pacientes e dos tumores com a
expressao do ATG5, do LC3 e do p62

N&o foram observadas correlagfes significativas entre a expressdo dos marcadores
autofagicos e as caracteristicas dos pacientes, nem nos grupos dos ACC, nem nos

grupos de ACA, independentemente da funcionalidade (Tabela 6).

Tabela 6- Correlagdo dos marcadores com as carateristicas dos pacientes e dos tumores nos ACT.

33

Correlacao Coeficiente de correlacéo (r) p
Proteina Caracteristicas dos ACC ACAnN ACAc

pacientes/tumores

ATG5 Idade -0,04 0,07 0,23 ns

Tamanho do tumor -0,001 -0,32 0,56 ns

Weiss score 0,19 - - ns

ENSAT score 0,35 - - ns

LC3 Idade 0,08 0,18 -0,87 ns

Tamanho do tumor 0,12 -0,19 -0,18 ns

Weiss score 0,04 - - ns

ENSAT score -0,02 - - ns
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Para o grupo dos ACC correlacionou-se ainda a percentagem de rea marcada com a
classificacdo ENSAT, presenca ou hdo de metastases, invasdo capsular, invasdo
venosa e invaséao sinusoidal. Nenhuma diferenca foi observada entre a expresséo das
proteinas e os varios parametros (Tabela 7). No entanto, de notar que os ACC que
apresentam maior expressdo de ATGS5, tém valores de Weiss score superiores e
apresentam invasdo capsular, venosa e sinusoidal.

Tabela 7- Percentagem de area marcada do ATG5 e do LC3 (metastizacdo, a classificagdo ENSAT e presenga de
invasdo capsular, venosa e sinusoidal).

ATG5 LC3

Metastizagdo sim 12,9 + 3,67 17,68 £ 12,59
nao 17,67 £ 5,37 27,45 * 8,451
p 0,62 0,52

ENSAT le?2 8,75+ 2,88 32,09 + 15,05
3e4 22,72 +591 19,47 £5,922
p 0,08 0,39

Invaséo Capsular sim 16,06 + 3,91 20,57 £ 4,193
nao 10,91 +£8,31 45,57 + 28,44
p 0,44 0,41

Invasao Venosa sim 15,57 + 6,11 29,06 + 6,95
nao 14,20 + 3,39 24,31 + 9,055
p 0,96 0,46

Invasao sim 17,51 + 4,22 24,82 + 6,76

Sinusoidal
nao 11,95 + 7,950 28,95+ 11,83
p 0,54 0,76

Relativamente ao p62 também né&o foram observadas diferencas significativas entre a

localizacdo da sua marcacao e os varios parametros dos ACC analisados (Tabela 8).
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Tabela 8- Tipo de marcacéo celular do p62 de acordo com a metastizagao, a classificacdo ENSAT e a presenca de invaséo capsular, venosa e sinusoidal).
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Nuclear Citoplasma Dot-like
Ausente Presente Baixo Alto Ausente Presente
1-2 100% 0% 0% 100% 50% 50%
ENSAT 34 100% 0% 20% 80% 60% 40%
p >0,9999 >0,9999 >0,9999
Yes 100% 0% 33% 67% 33% 67%
Metastases No 100% 0% 67% 33% 0% 100%
p >0,9999 0,5238 0,3333
Yes 100% 0% 50% 50% 10% 90%
Invaséo Capsular No 100% 0% 0% 100% 0% 100%
p >0,9999 >0,9999 >0,9999
Yes 100,00% 0% 50% 50% 0% 100%
Invaséo venosa No 100% 0% 57% 43% 14% 86%
p >0,9999 >0,9999 >0,9999
Yes 100% 0% 56% 44% 11% 89%
Invaséo sinusoidal No 100% 0% 33% 67% 0% 100%
p >0,9999 >0,9999 >0,9999
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4.1.6 Acuidade das proteinas ATG5, LC3 e p62 para o progndstico de ACC

A acuidade das proteinas ATG5 e LC3 para o prognéstico de ACC foi avaliada através

das regressdes de Cox, ajustadas a idade (Tabela 9).

A expressdo destas proteinas ndo se correlacionou com a sobrevida apés cirurgia, dos

pacientes com ACC (Tabela 9).

Tabela 9- Regresséo de Cox ajustada a idade para as proteinas ATG5 e LC3.

Proteina HR 95% ClI p
ATG5 1,07 0,99 -1,17 0,10
LC3 1,03 0,99 -1,08 0,12

Para o p62, utilizou-se o método de Kaplan-Meier para comparar os diferentes tipos de
marcagcado desta proteina, com a sobrevida dos pacientes com ACC, ap0és cirurgia
(Figura 13). Uma vez que ndo tinhamos informacgéo relativa aos pacientes com ACC
com marcac¢ao nuclear e com um score de 2 no citoplasma, nao foi possivel verificar se
estas caracteristicas tém influéncia no tempo de sobrevida destes pacientes. As
restantes marcacdes celulares ndo apresentaram relacdo com o tempo de sobrevida
dos pacientes (Figura 13).

100 . o 100
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Percentagem de sobrevivéncia ¥
Percentagem de sobrevivéncia @

50 50+ 1 p62 sem Dot-like
i~ p62 score 1 (citoplasma)
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p=0,33 p=0,32
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Meses apds a 1° cirurgia Meses apds a 1° cirurgia

Figura 13- Curvas de Kaplan-Meier para estimar a probabilidade de sobrevivéncia de acordo com os diferentes tipos de
marcacao para o p62.

4.2 Analise do potencial terapéutico da autofagia em ACC
4.2.1 Implementacéo da linha celular JIL-2266
Os estudos mecanisticos in vitro para melhorar o conhecimento sobre ACC e explorar

novas estratégias terapéuticas sdo ainda um desafio dada a complexidade bioldgica e

a raridade da doenca, o que limita a disponibilidade de modelos celulares.

Para ultrapassar este desafio, durante este estudo, estabelecemos uma nova

colaboracdo com o grupo do Professor Martin Fassnacht (Univerisdade Wirzburg,
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Alemanha) que desenvolveu recentemente uma nova linha celular de ACC, JIL-2266.
Esta linha celular foi implementada no laboratério e apds genotipagem para validacédo
da sua autenticidade (Figura suplementar 1), verificou-se ainda que as células estavam

ausentes de mycoplasma (Figura suplementar 2).

O numero de células escolhido a plagquear em placas de 6, 12, 24 e 96 pocos, para
efetuar os trabalhos in vitro de estudo da autofagia subsequentes, encontra-se na
Tabela 10. A escolha foi baseada na andlise dos gréficos (Figura suplementar 3)
relativos a viabilidade e densidade celular, nos varios tempos testados (24, 48 e 72

horas).

Tabela 10- Otimizagao da densidade celular por pogo para as placas de 6, 12, 24 e 96 pogos.

Placa Densidade celular/poc¢o
Placa de 6 pocos 2,5x10°

Placa de 12 pocos 1x10°

Placa de 24 pogos 5 x 10*

Placa de 96 pocos 1,5x10*

4.2.2 Andlise da expressao do LC3 e p62 na linha celular JIL-2266

A semelhanca dos ACT avaliados por imunohistoquimica, avaliou-se a expressdo de
LC3 e p62 na linha celular de ACC JIL-2266 (Figura 14). Para além disso, e apesar de
ndo ter sido possivel quantificar, em condi¢cdes de privacdo de nutrientes (meio sem
soro- descritas como indutoras de autofagia), o perfil de localizagdo do p62 e do LC3
observado assemelhava-se mais ao tipo “puncta” em relagao as células cutivadas em

meio com 10% de soro.
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Figura 14- Marcacgdo do LC3 e do p62 nas células JIL-2266, analisado por imunofluorescéncia (400x), azul: DAPI
(nGcleos); verde: LC3 ou p62.

4.2.3 Efeito do mitotano na expressado do LC3 e p62 na linha celular JIL-2266

Visto que o Unico farmaco aprovado pela Food and Drug Adminitration (FDA) para o
tratamento do ACC é o mitotano (70), e apds a confirmagéo da expressdo das proteinas
autofagicas nas células JIL-2266, o objetivo foi avaliar o potencial terapéutico da
modulagéo da autofagia nos ACC. Para isso, avaliou-se primeiro o efeito do tratamento

do mitotano nesta linha celular, nomeadamente na expresséo do LC3 e do p62.

Inicialmente foi necessario otimizar a concentracdo de mitotano adequada para os
estudos in vitro. Para isso, avaliou-se a viabilidade celular através do ensaio com o
alamar blue. No entanto, ndo se observaram diferencas significativas entre as diferentes
concentracdes de mitotano e o veiculo, em nenhum dos tempos avaliados (p>0,05,
Figuras 15 e 16). Importa referir que a observacao microscopica indicou menor nimero
de células a partir do tratamento com a dose 80uM as 24h, o que sugeriu que o mitotano

estaria a influenciar o metabolismo celular e por isso a diminuigdo da densidade celular
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estava a ser mascarada no ensaio de alamar blue. Concluiu-se assim que este ensaio
nao era o adequado para a otimizacao da dose apropriada de mitotano para os estudos
de autofagia e, por isso em alternativa efetuou-se o ensaio de exclusdo por azul de
tripano.
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Figura 15- Efeito das diferentes concentragdes de mitotano (20, 40, 80, 100, 120 uM) na viabilidade das células JIL-2266
analisado pelo ensaio de alamar blue, n=5.
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Figura 16- Efeito das diferentes concentrag6es de mitotano (20, 40, 80, 100, 120 uM) na viabilidade das células JIL-2266,
avaliado pelo ensaio de alamar blue, normalizado ao veiculo, em diferentes tempos (n=5).

Para o ensaio de exclusédo por azul de tripano, com base na otimizagdo anterior do
namero de células e do descrito na bibliografia referente as doses de mitotano, as
células JIL-2266 foram semeadas (2,5 x 10° células/poco) em placas de 6 pocos e
tratadas com diferentes concentragdes de mitotano (40, 80, 100, 120 yuM) assim como

com o respetivo veiculo (EtOH) e apenas com meio (branco), durante 48 horas.

O numero de células vidveis nas condi¢cdes de 100 e 120uM de mitotano foram
significativamente menores relativamente ao veiculo (49 £ 12,4%, p<0,05, e 17 + 3,5%,
p<0,001, respetivamente) (Figura 17 e 18). A analise microscopica efetuada em
paralelo, corroborou que nas condi¢des referidas as células apresentavam diferente
morfologia e reducdo no numero de células vivas (Figura 17) em relacdo as células

tratadas com o veiculo ou com o branco.
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Figura 17- Efeito das diferentes concentra¢es de mitotano (20, 40, 80, 100, 120 uM), na morfologia das células (100x).
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Figura 18- Efeito das diferentes concentragbes de mitotano (20, 40, 80, 100, 120 uM), na densidade celular analisado
pelo ansaio de exclus&o por azul de tripano (teste de Kruskal-Wallis (* p <0,05 entre o tratamento com mitotano 100 uM

e o veiculo; ***p<0,001 entre o tratamento com mitotano 120 uM e o veiculo).

De seguida, a expressao do LC3 (-l e -1l) e do p62 foi analisada por western blot ap6s o

tratamento das células JIL-2266 com mitotano.

Nas células tratadas com concentra¢des de mitotano mais elevadas (a partir dos 100uM)

a expressao do LC3-1l estava aumentada em relacdo ao respetivo veiculo. Os niveis do

p62 ndo apresentaram alteracdes relevantes em nenhuma das condigbes testadas.

(Figura 19).
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Figura 19- Efeito do mitotano nos niveis de expresséo do LC3 e do p62, nas células JIL-2266, analisado por western blot.
As células foram tratadas s6 com meio completo (branco), com as varias concentragdes de mitotano e com os respetivos
veiculos de cada concentragdo, A: imagem representativa do western blot do LC3, p62 e GAPDH, B: Quantificacdo da
expressado de LC3-1l normalizada para o GAPDH onde cada ponto corresponde a uma réplica biolégica, C: Quantificacdo
da expressao de p62 normalizada para o GAPDH, onde cada ponto corresponde a uma réplica biolégica, Kruskal-Wallis,

p>0,05.
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4.2.4 Estudo do fluxo autofagico nalinha celular JIL-2266 apds tratamento com

mitotano

Por ultimo, para avaliar o fluxo autofagico em células tratadas com mitotano, foi efetuado
o co-tratamento do farmaco com a bafilomicina (inibidor da autofagia na formagéo do
autofagolisossoma). As células JIL-2266 foram tratadas com mitotano (40uM) e com
bafilomicina (20 nM) durante 4 horas, segundo as indicacdes das guidelines do estudo

da autofagia (50).

Verificou-se que os niveis de LC3-Il estavam aumentados quando as células eram co-
tratadas com mitotano e bafilomicina comparando com as células que tratadas apenas

com mitotano. Os niveis de p62 ndo mostraram alteragdes consideraveis (Figura 20).
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Figura 20- Efeito do co-tratamento do mitotano com a bafilomicina nos niveis de expressdo de LC3-ll e p62, analisado
por western blot. As células foram tratadas durante 4 horas com mitotano 40 uM e com bafilomicina 20nM, A: western
blot da expresséo do LC3, p62 e GAPDH, B: quantificagdo da expressdo do LC3-1l normalizada para o GAPDH, onde
cada ponto corresponde a uma réplica bioldgica, C: quantificac@o expresséo do p62 normalizada para o GAPDH, onde
cada ponto corresponde a uma réplica bioldgica.
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5. Discussao



FCUP | ICBAS
Novas perspetivas sobre o papel da autofagia no carcinoma adrenocortical

O diagndstico diferencial entre ACA e ACC é atualmente baseado em caracteristicas
radioldgicas e histolégicas pouco especificas (71). Além disso, a cirurgia completa (RO)
€ o0 Unico tratamento com potencial curativo para os ACC. Quando essa opc¢do nao é
viavel, recorre-se ao tratamento farmacolégico com mitotano, o Unico farmaco
disponivel para esses tipos de tumores (72). Assim, a dificuldade em identificar
precocemente os ACC e o numero reduzido de terapias disponiveis para esta patologia,
resultam numa percentagem elevada destes pacientes com um progndstico
desfavoravel (73). Atualmente, os fatores de progndstico utilizados séo a classificacédo
ENSAT e o Ki-67. Contudo, estes fatores ndo tém capacidade de abranger a
heterogeneidade biolégica dos ACC (74). Por isso, € fundamental estudar mecanismos
celulares relevantes em oncologia, como a autofagia, para entender melhor a
patofisiologia dos ACC e identificar novos marcadores moleculares que possam ser

utilizados na pratica clinica para o diagndstico e/ou prognéstico desses tumores.

O primeiro objetivo deste estudo foi analisar a expressao de proteinas envolvidas na
autofagia (ATG5, LC3 e p62) em ACA e ACC e avaliar o potencial destas proteinas para
o diagndstico e/ou progndéstico dos ACC.

O ATG5 é uma proteina envolvida nas fases iniciais da autofagia, em particular na
formacao do autofagossoma (75). Neste estudo, verificamos que a % de area marcada
para esta proteina foi semelhante entre ACA e ACC. No entanto, verificamos uma
grande heterogeneidade na % de area marcada nos ACC. Curiosamente, os ACC com
maior expressdo de ATG5 sdo tumores com o Weiss score mais elevado, e que
apresentaram invasao capsular, venosa e sinusoidal, sugerindo que esta proteina
podera estar envolvida na progressao dos ACC. Estudos anteriores, noutros tipos de
tumores, reportaram que a inibicdo do ATG5, por siRNA ou apos tratamento com
cloroquina, impede a transicéo epitelial-mesenquimental (EMT), tornando as células de
carcinoma gastrico menos invasivas (76, 77). No cancro colorretal, a expressao de
ATG5 parece estar associada a um aumento da invasdo vascular tumoral (78). Assim,
estes estudos e os resultados do nosso trabalho apontam para o papel desta proteina

na progressao tumoral.

O LC3 é um dos principais marcadores utilizados para identificar a formacdo de
autofagossomas. O LC3 apresenta-se como LC3-l e LC3-Il. O LC3-I é a forma citosdlica
e é convertido em LC3-1l quando sofre lipidacdo (conjugacgéo de fosfatidiletanolamina)
e se liga a membrana do autofagossoma. Tal ocorre ap6s indugéo do fluxo autofagico.
Esta proteina € importante no reconhecimento do conteudo a degradar e no fecho do

fagoforo (79). Neste estudo, verificamos que o LC3 estd expresso na maioria dos ACT
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e que apesar de nao ser significativo, a sua expressao foi superior nos ACC. Além disso,
verificou-se que ha uma heterogeneidade superior na expressao de LC3 dentro deste
grupo, em comparacdo com os ACA. Kim HM et al também avaliaram a expresséo de
LC3 em ACT e classificaram todos os ACC como negativos para esta proteina, com a
excecdo da existéncia de células positivas isoladas dentro do tecido. Curiosamente,
nesse estudo verificou-se que a presenca dessas células era significativamente superior
em ACC em comparacdo com os ACA (64). Importa salientar que ndo € possivel
comparar os nossos resultados com os descritos no estudo de Kim HM et al, uma vez
que: i) efetuaram a andlise em tissue microarrays e, portanto, num fragmento de tecido
muito inferior ao que foi utilizado neste estudo e ii) 0 método de avaliacao da expressao
foi diferente (64). No entanto, tendo em consideragéo os resultados obtidos por ambos
os estudos podemos concluir que o LC3 parece estar aumentado nos ACC, mas que ha
uma grande heterogeneidade na expressao desta proteina quer inter-, quer intratumoral.
De notar que a avaliacdo do LC3 por IHQ no presente estudo, ndo permite a distingao
entre a forma conjugada e ndo conjugada do LC3, pelo que ndo poderemos relacionar

diretamente os resultados obtidos com o estado da autofagia nos ACC.

O p62 é uma proteina importante na autofagia, uma vez que se liga ao material
ubiquitinado e ao LC3-Il, promovendo a degradacdo do conteudo celular (80). No final
do processo autofagico, esta proteina é também degradada e desta forma, a diminuigéo
na expressao de p62 sugere que ha inducdo da autofagia(81). Contudo, para confirmar
gue a autofagia esta a ser induzida, a avaliacdo da expressédo do p62 é complementada
por ensaios para a monitorizagéo do fluxo autofagico (82). No nosso estudo verificamos
uma heterogeneidade na marcacdao intratumoral, quer na localizagéo celular (nucleo e
citoplasma), quer na marcacgéao citoplasmatica (marcacédo difusa ou em dot-like). Esta
heterogeneidade intratumoral para a expresséo do p62 ja foi anteriormente descrita em
ACT (64). A marcacao do p62 em dot-like foi descrita anteriormente como sendo um
bom indicador de autofagia por estar relacionada com a acumulagdo de agregados
dentro de autofagossomas (83). No presente estudo, verificamos que este tipo de
marcacdo estava presente tanto em ACA como em ACC, numa percentagem

semelhante.

Verificamos ainda que o numero de ACC com expressdo de p62 no nucleo foi
significativamente inferior em comparacdo com os ACA. Um estudo anterior, que
também avaliou a expressao de p62 em ACT, verificou que a expressao desta proteina
era semelhante em ACC e ACA. No entanto, esse estudo ndo avaliou isoladamente a

marcacgao do p62, nos varios compartimentos celulares (64).
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Para além do papel do p62 na autofagia, esta proteina quando localizada no citoplasma,
ativa a via Nuclear Factor Kappa B (NF-KB), uma via que promove a proliferacédo e
sobrevivéncia das células tumorais, levando a expressdo de genes associados a
invasao tumoral (84). Ja no nucleo, esta proteina tem capacidade de interagir com
fatores envolvidos na regulacdo da transcricdo génica, como Nuclear Factor Erythroid
2-Related factor 2 (NRF2) (regula a transcricdo de genes que protegem a célula do
stress oxidativo), genes pro-inflamatérios através da interagdo com a via NF-KB
(resposta inflamatéria) e reparacdo de danos no DNA, podendo ser associada a um bom
prognostico (85). Assim, 0s nossos resultados sugerem que a reduzida % de localizacao
nuclear de p62 parece ser uma carateristica dos tumores adrenocorticais malignos. Isto
€ corroborado pela andlise das proteinas autofagicas como potenciais marcadores de
diagnostico, no presente estudo, onde a marcacao nuclear do p62 demonstrou ser um

bom biomarcador, ao contrario, das restantes proteinas analisadas.

Estudos anteriores demonstraram que a autofagia tem um papel importante na
disponibilizacdo de colesterol, necessaria para a esteroidogénese (86). Por
consequéncia, quando a a autofagia esta inibida, ha um comprometimento da
esteroidogénese e, portanto, ha uma diminui¢do da sintese de esteroides (87). Por isso,
a avaliacao das proteinas autofagicas foi avaliada de acordo com a funcionalidade dos
ACA. No entanto, ndo se verificaram diferencas entre ACA funcionantes e néo
funcionantes sugerindo que a autofagia ndo parece estar envolvida no mecanismo
associado a producao ou ndo de hormonas, neste tipo de tumores. Estas analise ndo
foi realizada nos ACC porque a nossa coorte de ACC apresenta uma grande
variabilidade em relacdo a funcionalidade e os respetivos subgrupos seriam muito

pequenos.

Em relacdo ao progndstico, nenhuma das proteinas se correlacionou com a sobrevida
dos doentes, apds cirurgia e por isso, nenhuma parece ter potencial como marcador de

prognastico neste tipo de tumores.

Os resultados da imunohistoquimica dos ACT demonstraram que a maioria dos ACC
expressam ATG5, LC3 e p62 e que os ACC com expressao mais elevada de ATG5
apresentam um Weiss score maior, logo tumores mais agressivos. Desta forma,
pretendeu-se avaliar ainda se a autofagia se poderia relacionar com a resposta a terapia
em ACC. O mitotano, o Unico farmaco aprovado para o tratamento de ACC, apresenta
grandes limitagBes visto que uma elevada percentagem de pacientes, desenvolvem
resisténcia a este farmaco. Desta forma, € essencial uma compreensdo dos

mecanismos de acdo do mitotano (88, 89).
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O mitotano promove a morte celular em parte por causar stress no RE. A autofagia é
um mecanismo associado a resisténcia dos tumores a terapia, homeadamente pela
inibicdo da morte celular causada pelo stress do RE. Desta forma a modulacdo da
autofagia podera ser um mecanismo de resisténcia ao mitotano (90). De facto, a terapia
combinada de mitotano com cloroquina (um inibidor tardio da autofagia) promoveu
niveis mais elevados de (Poly (ADP- ribose) polymerase) (PARP) clivada (sugerindo
maior inducdo de apoptose), quando comparados com o tratamento isolado com
mitotano, numa linha celular proveniente de uma metastase hepatica num doente ACC
com sindrome de Lynch (CU-ACC?2) (65). Apesar do numero reduzido de publicacdes
sobre a autofagia em ACC, para além do estudo anterior, destaca-se o estudo que
reporta que o tratamento concomitante de outro farmaco, cisplatina, com cloroquina
aumentou a taxa de apoptose da linha celular de ACC, SW13, quando comparado com
a monoterapia com cisplatina. Estes resultados foram confirmados in vivo (66).
Verificou-se ainda que o tratamento das células SW13 com acido tauroursodeoxicolico
diminuiu o stress do RE, induziu autofagia e inibiu a apoptose das células ACC (90).
Importa salientar que a inducéo da autofagia referida acima foi avaliada pelo aumento
dos niveis de LC3-Il. Contudo, como descrito nas guidelines dos estudos da autofagia,
para a monitorizagdo da indug&o ou inibicdo da autofagia é essencial avaliar o fluxo

autofagico (50).

Assim, 0 segundo objetivo deste trabalho foi estudar o fluxo autofagico de células de

ACC em resposta ao tratamento com mitotano.

Para isso, neste estudo utilizamos como modelo uma linha celular de ACC, a JIL-2266.
Esta linha celular foi implementada no nosso laboratério no decorrer deste trabalho
experimental. A linha celular JIL-2266 foi recentemente estabelecida pelos nossos
colaboradores e demonstra ser um modelo promissor para o estudo da doencga, pois &
derivada de um tumor primario de ACC (69). Isso contrasta com a linha celular SW13,
mencionada anteriormente, que, embora inicialmente descrita como proveniente de um
tumor primario do cortex da suprarrenal, a sua incapacidade para a esteroidogénese
tem levantado a questdo de estas células serem provenientes nao de um tumor primario

mas sim de uma metastase na glandula suprarrenal (91).

Iniciou-se este estudo pela avaliacdo da expressdo e localizacdo das proteinas
autofdgicas, LC3 e p62, por imunofluorescéncia, na nova linha celular a fim de verificar
se seria um bom modelo de estudo. Apds confirmacédo da expresséo de LC3 e p62 nas
Jill-2266, o efeito do tratamento do mitotano nos niveis de LC3-1l e p62 foi analisado.

Verificou-se que apds o tratamento com 100 uM de mitotano durante 48 horas, o
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farmaco reduziu o numero de células relativamente ao veiculo. Interessantemente,
nesta condicdo, os hiveis de LC3-Il (principal marcador associado a sintese de
autofagossomas) também aumentaram em relacao ao controlo. ApGs o tratamento das
células de ACC com uma dose superior de mitotano (120 uM), verificou-se um aumento
ainda mais acentuado quer na reducédo da densidade celular, quer no aumento dos
niveis de LC3-1l. Importa referir que este resultado foi reprodutivel nas diferentes
réplicas biolégicas. Por outro lado, ndo se observou uma tendéncia evidente na
alteracdo dos niveis de p62.Tal pode estar relacionado com a ampla gama de funcdes
atribuidas ao p62. Como descrito anteriormente, para além do seu papel na autofagia,
0 p62 participa na regulacdo de processos, como a apoptose, ou o estado redox (92).
Assim, para monitorizar o fluxo autofagico foi essencial efetuar o ensaio de co-

tratamento do mitotano com o inibidor tardio da autofagia, a bafilomicina.

A Bafilomicina bloqueia o passo da formagéo do autofagolisossoma (93), promovendo
assim a acumulacdo de LC3-II, pois o fluxo autofagico € bloqueado numa fase tardia.
Se o tratamento induzir a formagdo dos autofagossomas, o co-tratamento com

bafilomicina vai promover posteriormente a sua acumulacao na célula (94).

Interessantemente, o co-tratamento do mitotano com a Bafilomicina nas células de ACC,
promoveu um aumento da expressdo do LC3-lIl maior do que o tratamento com o
mitotano apenas. Este resultado indica que o mitotano é um indutor da sintese de
autofagossomas nas condic¢des testadas (50, 95). Por outro, lado, os niveis de p62, mais
uma vez ndo sofreram alteragBes acentuadas. Os resultados obtidos neste estudo
indicam que o tratamento com o mitotano seguramente provoca altera¢des na autofagia,
e sugerem que esta evidéncia estd relacionada com a inducdo da sintese de
autofagossomas. A semelhanca de outros modelos tumorais, a indugéo da sintese de
autofagossomas apds tratamento com o farmaco pode estar associada a resisténcia do
ACC a terapia com mitotano (96). De facto, como descrito acima, outro estudo reportou
uma taxa de apoptose superior numa linha celular proveniente de metastase hepatica
num doente ACC com sindrome de Lynch no tratamento com mitotano e cloroquina (um
inibidor da autofagia) quando comparado com o tratamento apenas com mitotano (65).
No presente estudo, utilizando como modelo uma linha celular de ACC proveniente do
tumor primario, a evidéncia da inducao da sintese de autofagossomas apés tratamento
com mitotano fortalece a necessidade de aprofundar o estudo da modulacdo da

autofagia para melhorar a eficacia do tratamento do ACC.

Como Debnath et al defenderam recentemente, ha duas considera¢des chave no

desenvolvimento de terapias dirigidas: “quando” e “como” dirigir (97). Dada a
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importancia fundamental da autofagia na homeostasia, 0 momento da intervencado é
particularmente crucial. Estes autores defendem que se deve considerar a inibicdo da
autofagia na terapia anti-tumoral apenas em contextos onde ha uma dependéncia
claramente aumentada da autofagia no tumor em comparag¢éo com o resto dos tecidos.
Os ensaios clinicos sobre a utilizacdo da hidroxicloroquina como agente antitumoral
exemplificam a complexidade desta abordagem. Estes estudos apesar de terem
apresentado algum sucesso, ndo foram transformadores e apresentaram muitos
desafios relativamente as doses necessarias (98). De facto, no presente estudo, quando
efetuamos os ensaios preliminares para a monitorizagdo do fluxo autofagico in vitro,
verificamos que o co-tratamento do mitotano com uma dose diferente de bafilomicina
(resultados ndo apresentados), ndo se induzia alteracdes nos niveis de LC3-Il. Esta
evidéncia, juntamente com os resultados da avaliacdo dos marcadores de diagndstico
e progndstico, sugere-nos a importancia de, no futuro, se avaliar se os ACC séo
verdadeiramente dependentes da autofagia ou se apenas se caraterizam por

acumulacdo de autofagossomas ou por alteracfes de LC3-1l e p62.

As principais limitacdes deste estudo incluiram o numero reduzido de casos e a falta de
informacgdes clinicas em alguns pacientes. Adicionalmente, os estudos in vitro foram
realizadas apenas numa linha celular de ACC e com um numero de réplicas biol6gicas
insuficiente limitando a robustez dos resultados. No futuro, pretendemos validar estes
resultados, numa coorte de doentes ACT aumentada, e expandir o estudo do fluxo
autofagico noutras linhas celulares. Pretendemos também detalhar o estudo
mecanistico da autofagia, quer pela utilizacdo de inibidores do fluxo autofagico iniciais
e tardios, quer pela utlizacdo de ensaios adicionais, como o0 ensaio da
monodensilcadaverina e a visualizagdo de autofagossomas e autofagolisossomas, por

microscopia eletrénica.
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6. Conclusao
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Neste estudo verificamos que as proteinas autofagicas ATG5, LC3 e p62 estdo
presentes na maioria dos ACT benignos e malignos. Os ACC com expressdo mais
elevada de ATG5, apresentavam um Weiss score maior e presenca de invasdo
capsular, sinusoidal e venosa, indicando que o ATG5 esta envolvido na progressao dos
ACC. A maioria dos ACC nao apresentou marcacao nuclear para o p62, ao contrario
dos ACA, sugerindo que a auséncia dessa marcacdo pode ser um bom indicador de
malignidade nesse tipo de tumor. Nenhuma das proteinas estudadas se correlacionou
com a sobrevida dos doentes e por isso, nenhuma parece ter potencial como marcador
de prognéstico de ACT. Além disso, os resultados deste estudo indicam que o
tratamento com o mitotano modula a autofagia, e sugerem que esta evidéncia esta

relacionada com a indugéo da sintese de autofagossomas.
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Figuras suplementares
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Results of similarity search on the 8581 human cell lines with STR profiles in Cellosaurus release 48.0
Export table

Accession ¢  Name ¢ N°Markers | Scoret | Ameb | CSFIPGF | D251338 | D3513585 DSSS1& | D7SB20: | DS117% | DI3SHI% | DI6SSI® | D18SSH | D19543% | D2151%  FGAS | PentaDs Penta®  THOE  TPOX | vWAS
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https://web.expasy.org/cellosaurus-str-search/

Figura suplementar 1 — Validag&o da linha celular JIL 2266 por analise de perfil de STRs autossémicos.
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DNA
Ladder a1 A2 A3 A4 As A7 A8 B1 B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 C1 CTR- CTR+ CTR+ B

Jil-2264

Figura suplementar 2-Gel de agarose da amplificacao por PCR (primers MGS01/GP01) do sobrenadante da linha
celular JIL2266 para confirmagao da auséncia de contaminag&o por mycoplasma.
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Figura suplementar 3- Graficos para otimizagédo da densidade celular ideal para a placa de 6, 12 e 24 pogos, as 24, 48
e 72 horas. A e B: Densidade celular e viabilidade celular para a placa de 6 pogos; C e D: Densidade celular e viabilidade
celular para a placa de 12 pogos; E e F: Densidade celular e viabilidade celular para a placa de 24 pogos; G: viabilidade
celular para a placa de 96 pocos, utilizando o ensaio do alamar blue.



