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Resumo

O presente trabalho apresenta a analise estatistica de dados referentes
a tumores adrenocorticais em humanos. O principal objetivo é relacionar o
diagnoéstico desses tumores, em adenomas ou carcinomas, com informacdes
genéticas, clinicas e demograficas dos pacientes. Resultados indicam grande
heterogeneidade nas caracteristicas genéticas e clinicas dos pacientes nos
diferentes grupos de faixa etaria, bem como a significaAncia de variaveis

genéticas na predicao do diagndstico dos pacientes.
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1. Introducéao

As glandulas adrenais (ou suprarrenais) sao glandulas enddcrinas,
localizadas nos polos superiores dos rins, que participam de todo metabolismo
do corpo. Sua funcéo principal esta ligada a sintese de hormdnios importantes

no processo metabdlico, e de alguns horménios sexuais.

Glandulas Adrenais
(Suprarrenais)

I fn Tumor induz

producéo extra de:
= Andrégenos
= Cortisol
= Estrogénio
= Aldosterona

Veia cava

Figura 1: Localizacao das glandulas adrenais.

Tumores adrenocorticais ocorrem nas células do cortex da glandula
adrenal (capa externa da glandula adrenal, responsavel pela producdo de
esterodides), podendo aparecer em qualquer idade da vida de um individuo.

O diagnéstico, em adenoma ou carcinoma, € definido pela combinacéo
de critérios clinicos, hormonais e radiologicos do paciente. O que ocorre € que
esses critérios, muitas vezes, ndo sao suficientes para um diagnostico correto
do tumor (GOMES et al, 2003). Esse fato leva muitos pesquisadores a
buscarem critérios adicionais para tornar esse diagndstico mais assertivo e

confiavel, como é o caso desse estudo.



2. Objetivos

O principal objetivo deste estudo € determinar, a partir de caracteristicas
genéticas, um méetodo mais assertivo no diagnostico de pacientes com tumor
adrenocortical. Mais especificamente, deseja-se verificar se as expressdes dos
genes POD1, BUB1B e PINK1 sao diferenciais em adenomas e carcinomas.
Ainda, pretende-se relacionar as expressdes desses genes com dados clinicos
e demogréaficos dos pacientes (Sexo, Faixa etaria, Escore de Weiss, entre
outros) a fim de determinar um limiar de separacdo entre adenomas e
carcinomas baseado nas informacfes genéticas, além das clinicas e

demograficas.

Adicionalmente, existe interesse em analisar se a expressdo combinada
dos genes alvo citados estd associada ao diagnéstico dos pacientes, além da

relacdo de associacdo entre cada par destes genes.

3. Descricdo do Estudo

Os dados utilizados neste estudo referem-se a informacfes clinicas,
demograficas e genéticas de 130 pacientes diagnosticados com tumor
adrenocortical. Esses diagnosticos foram realizados entre janeiro de 1981 e
outubro de 2014, no Hospital das Clinicas Campus de S&o Paulo - FMUSP
(108 pacientes) e Campus de Ribeirdo Preto - FMUSPRP (22 pacientes).

Dentre todos os pacientes, tém-se os seguintes Grupos de faixas etérias:

o Pediatricos (35 pacientes);
o Adolescentes (16 pacientes);
o Adultos (79 pacientes).

Essa categorizacdo foi proposta pioneiramente neste estudo, ja que a
classificacdo etaria comumente utilizada nas pesquisas tem sido em dois
niveis: Pediatricos e Adultos (de 0 a 18 anos de idade, e acima de 18 anos de
idade, respectivamente). Essa nova categorizacao foi proposta pois ha indicios
de que existam diferencas entre as caracteristicas de um tumor adrenocortical
nos diferentes grupos etarios. As glandulas adrenais humanas ainda estdo em

formacdo até os cinco anos de idade, logo, acredita-se que considerar



pacientes com idade inferior e superior a cinco anos ho mesmo grupo pode
levar a perda de informagfes relevantes sobre o diagndstico dos pacientes e

caracteristicas do tumor.

Neste estudo, a informacdo genética considerada foi obtida através do
método de quantificacdo de expressdo genética PCR real-time. Essa € uma
técnica de laboratdrio baseada no principio da reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) para multiplicar acidos nucleicos e quantificar o DNA obtido.
Resumidamente, o método quantifica determinado gene no material genético
de um paciente.

A resposta obtida por esse método € o numero de ciclos (C;) necessarios
para amplificacdo total das amostras, usando primers que amplificam cada
gene de interesse. A Figura 2 representa a placa comercial onde a amplificacéo
do material genético dos pacientes € feita. Cada gene é amplificado em
triplicata, ou seja, o primer para amplificacdo de cada gene alvo é inserido em
trés “caselas” com material genético do mesmo paciente. A triplicata é utilizada
para controle da variabilidade. Para mais detalhes sobre o método, ver LIVAK
and SCHMITTGEN (2001).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A |Norm.i|Norm.1|Norm.1|Norm.2|Norm.2|Norm.2| Gene1 | Gene1 | Gene1 | Gene2 | Gene2 | Gene2
Paciente 1 {

B Gene3 | Gene3 | Gene3 | Genes | Genes | Genesq

D Calib. | Calib. | Calib.

Figura 2: Esquema de placa comercial utilizada para amplificagéo de
material genético via PCR real-time.

A partir do numero de ciclos C, (expressado), é feita a seguinte

transformacéao:
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e AC.q =[Média dos ciclos do Gene Alvo — Média dos ciclos do
Normalizador] para a amostra q; 0]

e AAC; = AC, — AC;, € a diferenca na leitura dos ciclos do gene alvo
entre amostras q e de um calibrador; ()

e Expressio Relativa = 272 (1

Normalizador é um gene enddgeno, cuja expressdo € estavel sob
diversas situacoes. Neste estudo, foram utilizados dois normalizadores: GUSB
e B-actina. Calibrador € um tecido normal (sem tumor) comercial de referéncia.
Ambos, normalizador e calibrador, sdo utilizados para controle dos dados.

Em (1) e (Il), a média se refere a média das triplicatas avaliadas em cada
individuo. No caso do normalizador, se refere, ainda, & média entre os dois
normalizadores utilizados.

O valor da expresséo relativa, 2744, indica a expressdo normalizada de
um gene alvo no tecido tumoral relativo a um tecido normal. Essa medida é
usada para aferir a expressao de um gene em uma amostra de tecido, e sua
natureza multiplicativa é decorrente do processo exponencial que descreve a
reacdo PCR (LIVAK and SCHMITTGEN, 2001).

4. Descricado das Variaveis

4.1 Variaveis Clinicas e Demograficas

e Grupo: variavel categérica que indica a faixa etaria a qual o paciente
pertence. Apresenta trés niveis:
o Pediatrico: 0 a 5 anos de idade
o Adolescente: 5 a 18 anos de idade
o Adulto: acima de 18 anos de idade
e |dade: refere-se a idade, em anos, em que o paciente foi diagnosticado
com tumor adrenocortical.
e Sexo: variavel indicadora para o sexo do paciente:
o Masculino;

o Feminino.
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Diagndstico: variavel categorica que traz informacédo sobre a gravidade
do tumor. Apresenta dois niveis:

o Adenoma, tumor classificado como benigno;

o Carcinoma, tumor classificado como maligno.
Evolucdo: variavel indicadora para ocorréncia de Obito do paciente
devido ao tumor adrenocortical. Apresenta 0s niveis:

o N&o houve oObito decorrente do tumor até o final do

acompanhamento médico;
o Houve 6bito decorrente do tumor durante o acompanhamento
médico.

Escore de Weiss: variavel quantitativa discreta, que assume valores de
0 a 9, de acordo com os critérios de Weiss. Os nove critérios de Weiss
sdo critérios anatopatoldgicos, que estdo descritos na Tabela A.5. A
cada critério apresentado pelo paciente, soma-se um ponto ao seu
escore de Weiss. O diagnéstico do paciente pode ser feito com base no
escore de Weiss: de 0 a 3 pontos, diagnostica-se o paciente com
adenoma; acima de 3 pontos, diagnostica-se 0 paciente com carcinoma.
Data de Nascimento: expresso em dia, més e ano (dd/mm/aaaa).
Metastase: variavel indicadora para a ocorréncia de metdstase no
paciente. Apresenta as categorias:

o nao houve metastase;

o houve metéastase.
DataDiag: expresso em dia, més e ano (dd/mm/aaaa). Indica a data em
gue o paciente foi diagnosticado com tumor adrenocortical.
DataFim: expresso em dia, més e ano (dd/mm/aaaa). Indica a data em
gue o paciente encerrou acompanhamento médico, seja por falecimento,
pelo fim do tratamento do tumor, ou outro motivo qualquer.
Tempo: indica o tempo, em anos, que O paciente esteve sob
acompanhamento médico para tratamento do tumor, ou seja, é a
diferenca entre a data de diagndstico do paciente e a data do fim do

acompanhamento.
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4.2 Variaveis Genéticas

e SF1: expressédo relativa do gene SF1 no material genético de cada
paciente.

e PODI1: expressao relativa do gene POD1 no material genético de cada
paciente.

e BUBI1B: expresséao relativa do gene BUB1B no material genético de
cada paciente.

e PINK1: expressao relativa do gene PINK1 no material genético de cada
paciente.

e P53: variavel categorica que se refere a incidéncia de mutagédo no gene
P53 em cada paciente (apenas para 0s grupos Pediatrico e
Adolescente). Apresenta dois niveis:

o Sim, caso haja ocorréncia de mutacdo no gene P53;
o Nao, caso nédo haja mutacao nesse gene.

¢ |IGF1R: expressao relativa do gene IGF1R no material genético de cada
paciente.

e |GF2: expresséao relativa do gene IGF2 no material genético de cada
paciente.

e [B-catenina anormal: variavel categorica que se refere a presenca de
anomalia na proteina [(B-catenina em cada paciente. Apresenta dois
niveis:

o Presente, caso haja anomalia na proteina -catenina no paciente;

o Ausente, caso ndo haja anomalia nessa proteina.

5. Anélise Descritiva

Na analise descritiva preliminar dos dados, sdo apresentadas tabelas de
medidas resumo (médias, desvios-padrdo, maximos, minimos e tamanhos
amostrais) e graficos de dispersao (boxplots e dotplots) e de perfis (médias e
erros-padréo) para variaveis quantitativas. Tabelas de frequéncias e graficos
de barras sdo apresentados para descrever as variaveis categoricas. Para mais
detalhes, ver BUSSAB e MORETTIN, 2013. Sdo também apresentadas curvas
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de Kaplan-Meier para descrever os tempos até a ocorréncia de eventos de
interesse (ver COLOSIMO e GIOLO, 2006).

5.1 Variaveis Clinicas e Demogréficas

Analisando-se o diagndstico dos pacientes (Tabela A.6), se adenomas ou
carcinomas, divididos em cada grupo (Grafico B.1), nota-se que entre 0s
pacientes pediatricos e adultos, é maior a ocorréncia de adenomas (77 e 56%,
respectivamente). Ja entre os adolescentes, a ocorréncia de carcinomas (62%)
€ mais frequente. No contexto de razdes de chances, tem-se que a chance de
um adolescente ter diagndstico de carcinoma é 5.63 vezes maior que a chance
de um pediatrico. J& a chance de um adulto ter diagndstico de carcinoma é
2.68 vezes maior que a chance de um pediatrico. Finalmente, a chance de um
adolescente ter diagndstico de carcinoma € 2.10 vezes maior que a chance de

um adulto.

Quanto ao diagnostico dos pacientes dentro de cada grupo divididos por
sexo (Tabela A.10 e Gréafico B.2), observa-se que para pediatricos, a
ocorréncia de adenomas € maior que a de carcinomas em ambos 0s sexos (83
e 66%, respectivamente). J4 para os adolescentes, a ocorréncia de carcinomas
€ maior para o sexo feminino (66%), e nao ha diferencas de diagndstico para o
sexo masculino. No caso dos adultos, tem-se predominéncia de adenomas
para o sexo feminino (60%) e de carcinomas para o sexo masculino (58%). No
contexto de razdes de chances, tem-se que para os pediatricos, a chance de
um individuo do sexo masculino ter diagnéstico de carcinoma € 2.38 vezes
maior que a chance de um paciente do sexo feminino ter o mesmo diagndstico.
No grupo dos adolescentes, a chance de uma paciente ter diagnéstico de
carcinoma é o dobro da chance de um paciente do sexo masculino. Ja para os
adultos, a chance de um individuo do sexo masculino ter diagndéstico de
carcinoma € 2.06 vezes maior que a chance de uma paciente ter 0 mesmo

diagnéstico.

A andlise do diagnostico dos pacientes por grupo e Evolucéo (Tabela
A.11 e Gréfico B.3) permite observar que, dentre 0os pacientes que néo vieram
a Obito em decorréncia do tumor, had predominancia de diagnosticos de

adenoma para todos os grupos (75, 64 e 90%, respectivamente). Ja entre 0s
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casos em que houve morte decorrente do tumor, ha totalidade de pacientes

com carcinoma.

JA o estudo do diagnostico dos pacientes em cada grupo, pela
ocorréncia de metastase (Tabela A.12 e Gréfico B.4), mostra que os pacientes
que sofreram metastase sao, em sua totalidade, pacientes com carcinoma. Nos
pediatricos e adultos que ndo sofreram metastase ha predominancia de
pacientes com adenoma (96 e 69%). J4 para os adolescentes que nao

sofreram metéastase, a predominancia € de pacientes com carcinoma (60%).

O Grafico B.5 apresenta a dispersdo da idade de diagnostico dos
pacientes nos diferentes grupos. Para categorias combinadas (Diagnéstico-
Grupo) com tamanho amostral menor que 10, optou-se por utilizar o dotplot, e
para amostras maiores que 10, boxplot. Observa-se que, dentro de cada grupo,
a distribuicdo da idade de diagndstico ndo parece ter relagio com o
diagndstico. Ja o Grafico B.6 permite observar que, dentro de cada grupo, a
distribuicdo das idades de diagndstico € homogénea.

Sobre a dispersdo do escore de Weiss dos pacientes (Grafico B.7), nota-
se que, em todos 0s grupos, apesar das medianas do escore dos pacientes
com carcinoma se mostrarem superiores as dos pacientes com adenomas,
existem pacientes com escores acima de trés que foram diagnosticados com
adenoma (notadamente nos pediatricos). Este fato parece demonstrar
inconsisténcia, visto que a classificacdo do tumor em adenoma utilizando o
critério de Weiss € para escores menores ou iguais a trés.

Quanto a dispersdo do tempo de acompanhamento médico dos
pacientes (Grafico B.8), nota-se, em todos os grupos, menor mediana de tempo
de acompanhamento para pacientes diagnosticados com carcinoma, sendo
mais evidente entre os pediatricos e adolescentes. Além disso, 0s pacientes
adultos diagnosticados com adenoma apresentam menor tempo de
acompanhamento mediano em relagdo aos pediatricos e adolescentes com
mesmo diagnaostico.

Ainda, no Grafico B.9, vemos a curva de sobrevivéncia, com estimador
de Kaplan Meier, para cada grupo (independente do diagndstico). E possivel
observar que é menor a sobrevivéncia para o grupo de pediatricos, seguido dos

adultos. Os adolescentes apresentam maiores probabilidades de
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sobrevivéncia. Nesse grafico, o evento considerado € o Obito do paciente
decorrente do tumor. Devido a isso, existem muitas censuras, ja que a grande
parte dos pacientes foi diagnosticada com adenoma, ndo resultando em 6bito.
As funcbes de sobrevivéncia para pacientes diagnosticados com
carcinoma, segundo Grupo, sdo apresentas no Grafico B.10. Nota-se que a
sobrevivéncia é maior entre os pacientes adultos, seguido pelos pediatricos e
por ultimo, adolescentes. No entanto, deve-se considerar que a maior parte das
observacdes € censurada, isto é, ndo ha ocorréncia de 6bito até a data da

ultima consulta.

5.2 Variaveis Genéticas

O comportamento dos genes de interesse, com base nas médias e
desvios-padrédo da expressao relativa, pode ser visto nos Graficos B.11 a B.18.
Devido a escala da medida de expressao genética, os desvios abaixo da média
foram truncados em zero nos graficos citados. Ainda, as Tabelas A.7 a A.9
apresentam as medidas resumo dessas variaveis.

O gene SF1 apresenta média de expressdo relativa nos carcinomas
maior que nos adenomas para os grupos Adolescentes (2.32 e 0.84) e Adultos
(3.48 e 1.93). Ja para os pediatricos, a média da expressdo relativa dos
pacientes diagnosticados com carcinomas € inferior a média de expressao
relativa nos adenomas (0.68 e 2.23). Tal fato reflete o efeito da faixa etaria no

padrdo da expressdo deste gene. Contudo, destaca-se a elevada

heterogeneidade da expressao génica entre individuos do mesmo grupo, que
pode ser ressaltada pelos valores dos coeficientes de variagdo (CV)
apresentados na Tabela A.15. Destaca-se, por exemplo, o CV igual a 187.18
em adenomas pediatricos.

Nos casos dos genes POD1 e BUB1B, nota-se uma tendéncia que se
mantém entre 0s grupos, jA que para todas as faixas etarias, as médias de
expressao relativa destes genes em pacientes diagnosticados com carcinoma
(0.91, 1.12 e 1.78 para expressdo relativa de POD1 em pediatricos,
adolescentes e adultos, respectivamente, e 20.45, 8.89 e 8.2 para BUB1B) séo
superiores as médias de expressao relativa de pacientes com diagnostico de

adenoma (0.62, 0.52 e 1.28 para expresséo relativa de POD1 em pediatricos,



16

adolescentes e adultos, respectivamente, e 3.03, 3.04 e 0.59 para BUB1B). Em
algumas categorias combinadas (Diagnostico-Grupo) essas diferencas de
médias sdo pouco notaveis. Também hé casos com grande variabilidade nos
valores das expressoes relativas, como em carcinomas adultos (CV igual a
458.17 e 140.87 para POD1 e BUB1B, respectivamente), por exemplo.

O gene PINK1 apresenta a maior heterogeneidade entre os grupos.
Entre os pediatricos, a média e dispersdo das expressoes relativas entre os
pacientes diagnosticados com adenoma e carcinoma € praticamente igual
(médias iguais a 0.83 e 0.48, respectivamente). No caso dos adolescentes, a
média e desvio-padrdo para 0s pacientes com carcinoma s&do bastante
superiores as dos pacientes com adenoma (médias iguais a 3.97 e 1.01,
respectivamente). Finalmente, entre os adultos a situacdo anterior se inverte: a
meédia e desvio-padrdo para os pacientes com carcinoma sao inferiores as dos
pacientes com adenoma (médias iguais a 0.65 e 1.1, respectivamente). Os
coeficientes de variacdo para adenomas e carcinomas nos diferentes grupos
também séo bastante elevados (Tabela A.15).

Nos boxplots e dotplots das expressodes relativas dos genes alvo citados
acima, pode-se verificar alguns valores atipicos (outliers) dentre as categorias
combinadas. E importante salientar que estes outliers ndo configuram erros de
medicdo, uma vez que o uso de normalizadores e calibradores no processo de
PCR real-time visa justamente anular tais fontes de variabilidade.

Os Gréficos B.19 e B.20 representam as médias e desvios-padrdo das
expressOes relativas dos genes IGF1R e IGF2 (normalizado e calibrado),
respectivamente, dentro de cada grupo e para cada diagnostico. No caso do
gene IGF1R, nota-se que a média da expresséo relativa desse gene é superior
em pacientes com carcinomas, em relacdo aqueles com adenomas, para 0s
grupos pediatrico e adolescente. Ja para o grupo de adultos, diferencas entre a
expressado relativa de IGF1R entre adenomas e carcinomas ndo sao muito
notaveis, ainda que a média da expressdo relativa para carcinomas seja
ligeiramente inferior a de adenomas.

Ja para o gene IGF2, as diferencas entre pacientes diagnosticados com
adenoma e carcinoma sdo mais evidentes para os grupos de adolescentes e
adultos, com a média da expressao relativa de IGF2 maior nos pacientes com

carcinoma destes grupos. O grupo de pediatricos ndo apresenta grandes
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discrepancias entre as meéedias da expressao relativa de IGF2, apesar dos
pacientes com carcinoma apresentarem média ligeiramente menor.

Em ambos os gréficos, B.19 e B.20, temos categorias combinadas
(Diagndstico-Grupo) com numero reduzido de observacoes, ou seja, 0 peso de
cada observacao € grande no célculo da média e desvio padréo.

A analise do diagnéstico dos pacientes, em adenomas ou carcinomas,
por grupo e ocorréncia de mutacdo no gene P53 (Tabela A.13) é apresentada
no Grafico B.21. No grupo pediatrico, a predominancia de pacientes com
diagnoéstico de adenoma é superior ao de carcinoma, tanto para pacientes que
sofreram mutacdo no gene P53, quanto para os que néo sofreram (74 e 83%,
respectivamente). Entretanto, para os adolescentes, a predominancia é de
carcinomas para 0s pacientes com mutacdo no gene P53 (72%), e de
adenomas para os pacientes sem a presenca de tal mutacdo (75%). No
contexto das razdes de chances, tem-se que a chance de um paciente que
apresenta mutacao no gene P53 ser diagnosticado como maligno € 1.75 vezes
maior que a chance de um paciente que ndo apresenta mutacdo nesse gene,
no grupo pediatrico, e 7.5 vezes maior no grupo adolescentes.

O comportamento do diagnostico dos pacientes em relacao a expressao
anOmala da proteina B-catenina por grupo pode ser visto na Tabela A.14, e
graficamente no Grafico B.22. No grupo pediatrico, tanto na auséncia como ha
presenca de anomalia na proteina B-catenina, ha predominancia de pacientes
diagnosticados com adenoma (80 e 100%, respectivamente). No grupo de
adolescentes, nenhum paciente apresentou anomalia na [(-catenina.
Finalmente, entre os adultos, na presenca de anomalia, prevalece o
diagnéstico de adenoma (60%), e na auséncia de anomalia, ha igualdade na
proporcao de pacientes com cada diagndstico.

O estudo das expressfes combinadas dos pares de genes (Gréficos
B.23 a B.28) foi feito sob duas abordagens: calculo de correlacbes entre as
expressoes relativas de cada par de genes alvo (Tabelas A.01 a A.04), ou
medindo as diferencas de ciclos ACigene1r — ACigenez (€Xpressdes normalizadas,
mas nao calibradas), como pode ser visto nas Tabelas A.15a A.17.

O célculo de correlagdes, métodos de Pearson e Spearman (mais
robusto), dentro de cada grupo, apresentou somente um par de genes com

correlacdo acima de 0.7 (0.737 pelo método de Pearson, entre BUB1B e SF1
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no Grupo dos adolescentes) e poucos pares de genes com correlacbes
moderadas (0.54 pelo método de Spearman, entre SF1 e POD1 no Grupo dos
pediatricos, por exemplo), fato considerado inesperado com base em
publicacdo de estudo anterior (FRANCA et al, 2003). Nos gréaficos das
diferencas (Graficos B.23 a B.28), mais uma vez, o que chama atencédo é a
heterogeneidade entre os grupos de ldade. Por exemplo, no Gréfico B.23,
temos a medida AC:ppp1 — ACigys1p (EXpressdo combinada de POD1 e
BUB1B). Para os grupos Pediatrico e Adolescente, temos que, em média, as
medidas de expressdo de BUBI1B sao superiores as de POD1 (médias

menores que zero). Ja para o grupo Adulto, o contrario ocorre.

6. Analise Inferencial

Nesta secdo serdo apresentadas analises inferenciais buscando atender
aos objetivos do estudo. Devido ao carater binario da varidvel resposta de
interesse (Diagnostico: adenoma ou carcinoma), optou-se, primeiramente, por
ajustar modelos de regressao logistica aos dados (Hosmer and Lemeshow,
2000).

Uma pré-selecao de variaveis preditoras foi feita da seguinte maneira:
ajustou-se um modelo de regressao logistica para cada variavel do estudo na
presenca do fator Grupo e da interacdo entre eles. Ressalta-se que o efeito de
interacdo entre grupo e expressao génica é o de maior interesse, pois permite
analisar se o padrdo de expressdo € diferente relativamente a faixa etéria.
Resultados destes ajustes podem ser vistos na Tabela A.19. Utilizando um
nivel de significancia (a) de 30%, os modelos incluindo as interagbes entre
Grupo e Sexo, Grupo e SF1, Grupo e BUB1B e Grupo e PINK1 foram pré-
selecionados.

Para as variaveis que ndo mostraram significancia (a um nivel a de 30%)
da interacdo com Grupo no passo anterior, foram ajustados modelos reduzidos
sem as interagbes (somente com efeitos principais). Mantido o mesmo a,
nenhuma das varidveis consideradas neste passo foi selecionada (detalhes na
Tabela A.20).

Como era de interesse observar a relacdo das expressdes relativas

entre os genes alvo, o terceiro passo de pré-selecdo considerou o ajuste de
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modelos logisticos para as interagdes, duas a duas entre estes genes (sempre
juntamente com Grupo). Como pode ser visto na Tabela A.21, as interacdes
entre SF1 e POD1 (valor-p igual a 0.08), POD1 e BUB1B (valor-p igual a 0.25)
e entre POD1 e PINK1 (valor-p igual a 0.23) mostraram-se estatisticamente
significantes (a um nivel a de 30%). Como em presenca de outros genes POD1
mostrou significancia, decidiu-se avaliar a significancia da interagdo de POD1
com Grupo na presenca destes genes (Tabela A.22). Assim, na presenca de
SF1 e BUB1B, a interacdo de POD1 com Grupo mostrou-se significante.

Finalmente, nos modelos em que as interacdes entre os pares de genes
nao se mostraram significantes, estas foram removidas, e ajustaram-se nNovos
modelos para observar a significancia de um gene na presen¢ca do outro
(Tabela A.23).

Neste processo de pré-selecédo de variaveis, notou-se néo fazer sentido
considerar como variaveis preditoras Weiss (ja que a informacao da resposta
Diagnéstico € determinada, em geral, pelo escore de Weiss) e Idade (pois a
classificacdo de um paciente em cada Grupo de faixa etaria é baseado na
Idade de diagndstico, ou seja, estar-se-ia considerando a mesma informacao
duas vezes.).

Ap6s o procedimento de pré-selecdo de variaveis citado acima, o
modelo “completo” foi ajustado incluindo, simultaneamente, as seguintes
variaveis explicativas: Grupo, Sexo (em interacdo com Grupo), SF1 (em
interacdo com Grupo), BUB1B (em interacdo com Grupo), POD1(em interacao
com Grupo, na presenca de SF1 ou BUBI1B), PINK1 (em interagdo com
Grupo), e as interacdes entre SF1 e POD1, POD1 e BUB1B e POD1 e PINKL1.

A reducdo do modelo completo foi feita manualmente, com base nos
valores-p de cada variavel, e adotando um novo nivel de significancia de (a)
10%. Quatro modelos mostraram-se significantes.

No primeiro modelo, cujo ajuste pode ser visto em detalhe na Tabela
C.1, o Diagndstico do paciente é predito pelas variaveis Grupo, SF1, BUB1B e
POD1. Aparecem no modelo interagdes significantes entre o Grupo dos adultos
e BUB1B (valor-p 0.02), e o Grupo dos adultos e POD1 (valor-p 0.01). Isto é,
em comparacao com o Grupo de referéncia (pediatricos), a expressao relativa
de BUB1B ¢é significativamente diferente no Grupo dos adultos. Este

comportamento se repete para a expressdo relativa de POD1. E importante
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notar que o sinal do efeito estimado de interacédo entre o Grupo dos adultos e
BUB1B é negativo, e positivo para a interacdo entre Grupo adulto e POD1. Em
outras palavras, ao aumentar em uma unidade a expresséo relativa de BUB1B
de um paciente do adulto, a probabilidade deste paciente ser diagnosticado
com carcinoma diminui, mantendo fixas as demais variaveis do modelo. O
oposto ocorre ao aumentar em uma unidade a expressao relativa de POD1 de
um paciente adulto: a probabilidade deste paciente ser diagnosticado com
carcinoma aumenta, mantendo fixas as demais variaveis do modelo.

Ainda no modelo 1, mostra-se significante a interacdo entre 0os genes
SF1 e PODL1. O sinal negativo desta interacéo, na presenca de sinais positivos
para ambos os efeitos principais correspondentes, indica que a cada mudanca
de uma unidade na expressdo destes genes ha uma diminuicdo esperada que
se multiplica na chance do diagndstico de carcinoma. Na analise de diagndstico
do ajuste do modelo 1 (Gréfico C.1), notamos pontos de influéncia e alavanca,
que, apesar de bastante evidentes, ndo indicaram nenhum valor clinicamente
atipico, apos averiguacao. O poder preditivo do modelo € de aproximadamente
85%, visto na Curva ROC, indicando bom ajuste.

No modelo 2 (detalhes na Tabela C.2), o Diagnéstico é predito pelas
variaveis Grupo, BUB1B e PINK1. Nota-se que os efeitos desses genes sao
inversos, ja que, a estimativa do efeito de BUB1B € positivo e a estimativa do
efeito de PINK1 é negativo. De acordo com o ajuste, o aumento de uma
unidade na expresséo relativa de BUB1B conduz a um aumento esperado na
chance do diagnostico do paciente ser carcinoma de 25%, mantidas fixas as
categorias de grupo e expressao relativa de PINK1. O oposto acontece com
PINK1, isto €, a cada unidade acrescida na expressao relativa de PINK1, a
chance do diagndstico ser carcinoma diminui 17%, mantidas fixas as categorias
de grupo e expressao relativa de BUB1B. Os graficos de analise de
diagnéstico do ajuste do modelo 1 (Grafico C.2) indicam bom ajuste (destaque
para curva ROC, com poder preditivo de 81%). Nota-se, contudo, a presenca
de pontos influentes e de alavanca, em particular os dados do paciente 867a.
Uma revisdo destes dados nao indicou nenhum valor clinicamente atipico.

Considerando o terceiro modelo selecionado (ajuste apresentado na
Tabela C.3), o Diagnéstico do paciente é predito em fungdo das variaveis

Grupo e da interagao entre SF1 e POD1 (na presenca de efeitos principais
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desses genes). O sinal negativo desta interacdo, na presenca de sinais
positivos para ambos os efeitos principais correspondentes, indica que a cada
mudanca de uma unidade na expressdo destes genes hd uma diminuicdo
esperada que se multiplica na chance do diagndstico de carcinoma. Na analise
de diagnostico do ajuste do modelo 3 (Grafico C.3), é possivel notar o menor
poder preditivo entre os quatro modelos apresentados (aproximadamente 66%,
como se vé na Curva ROC). Ainda assim, apresenta residuos bem
comportados, e pontos de alavanca e influéncia que nao indicaram nenhum
valor clinicamente atipico.

Dado o reduzido tamanho amostral para algumas variaveis do estudo,
modelos de regressdo logistica penalizados (KOSMIDIS and FIRTH, 2009)
também foram ajustados para as variaveis p53, IGF1R, IGF2 e B-catenina,
utilizando o pacote brglm do R (Tabela A.24). Vé-se que as variaveis IGF1R e
IGF2 séo significantes na predicao do Diagnostico. Dessa forma, ajustou-se um
modelo logistico contendo essas duas variaveis genéticas, bem como Grupo, e
as interacdes entre elas. Ap6s a reducdo do modelo citado, o modelo 4
(detalhes na Tabela C.4) foi obtido, somente com os efeitos principais. Vé-se
que ambos os efeitos de IGF1R e IGF2 sao positivos no ajuste da
probabilidade do Diagndstico, ou seja, a cada aumento de uma unidade na
expressao relativa de IGF1R, a chance esperada do diagndstico ser carcinoma
aumenta em 45%, mantidas fixas as categorias de Grupo e expressao relativa
de IGF2. Da mesma forma, a cada aumento de uma unidade na expressao
relativa de IGF2, a chance esperada do diagnéstico do paciente ser carcinoma
cresce em 1.9%, mantendo fixas as demais variaveis do modelo. Na andlise de
diagnéstico do ajuste do modelo 4, Grafico C.4, notamos um bom ajuste (80%
de poder preditivo, segundo a curva ROC). Também se destaca que o paciente
A10 aparece como ponto influente no ajuste, mas uma conferéncia de seus
dados nao evidencia nenhuma observacgéao clinicamente atipica.

E apresentada na Tabela C.5 um comparativo entre os valores
observados e ajustados segundo os quatro modelos finais para o Diagndstico
de pacientes. Com excec¢ao do modelo 3, os demais apresentam bons ajustes
relativamente aos valores observados. Na comparacédo dos modelos, que pode
ser vista na Tabela C.6, nota-se que, pelo critério Deviance, 0 modelo 3 nao

estad bem ajustado.
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7. Conclusdes

A analise descritiva dos dados indicou algumas diferencas entre os
diagnoésticos de adenoma e carcinoma relativamente ao grupo de faixa etaria
ao qual o paciente pertence, as quais se mostraram significantes na analise
inferencial, uma vez que os quatro modelos ajustados apresentam efeito
significante para os Grupos adolescente e adulto em comparacdo com o
pediatrico, que € o Grupo de referéncia. Tal fato corrobora a classificacdo de

faixa etaria proposta pioneiramente neste estudo.

Por meio do ajuste de modelos de regresséao logistica péde-se confirmar
0 preponderante poder preditivo do escore de Weiss relativamente as demais
variaveis, o que ja era esperado decorrente de como o diagndstico € realizado.
Na auséncia desta informacéo, foi possivel identificar variaveis genéticas com
efeito preditivo significante, como SF1, BUB1B, POD1, PINK1 (modelos 1 e 2),
IGF1R e IGF2 (modelo 4).
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Tabela A.1: Correlacdes entre os genes SF1, POD1, BUB1 e PINK1 (Pearson
na diagonal superior e Spearman na diagonal inferior).

Geral
SF1 POD1 BUB1B PINK1
SF1 1 0.017 -0.039 -0.019

POD1 0.347 1 0.144 -0.014
BUB1B 0.269 0.059 1 0.160
PINK1 0.275 0.167 0.160 1

Tabela A.2: Correlagbes entre os genes SF1, POD1, BUB1 e PINK1 para o
grupo Pediéatrico (Pearson na diagonal superior e Spearman na diagonal

inferior).
Pediatrico
SF1 POD1 BUB1B PINK1
SF1 1 0.247 -0.071 -0.026

POD1 0537 1 0.019 -0.163
BUB1B 0.41 0.234 1 -0.037
PINK1 0.13 0.055 0.155 1

Tabela A.3: Correlagfes entre os genes SF1, POD1, BUB1 e PINK1 para o
grupo Adolescente (Pearson na diagonal superior e Spearman na diagonal
inferior).

Adolescente
SF1 POD1 BUBI1B PINK1

SF1 1 0.019 0.737 0.084
POD1 0.486 1 0.033 -0.089
BUB1B 0.525 0.288 1 0.534
PINK1 ~ 0.179 -0.226 0.029 1

Tabela A.4: Correlacfes entre os genes SF1, POD1, BUB1 e PINK1 para o
grupo Adulto (Pearson na diagonal superior e Spearman na diagonal inferior).

Adulto

SF1 POD1 BUB1B PINK1

SF1 1 -0.011 -0.039 0.009
POD1  0.295 1 0.217  0.019
BUB1B 0.209 0.065 1 -0.003

PINK1 0.357 0.325 0.272 1




Tabela A.5: Critérios histologicos de Weiss para Carcinoma Adrenocortical.

Critério Achados
Grau nuclear Ill ou IV
indice mitotico > 5/50 campo de grande aumento
Presenca de mitoses atipicas
Células claras constituindo 25 % ou menos do tumor
Arquitetura difusa
Necrose celular no tumor
Invaséo de estruturas venosas
Invasao sinusoidal
Invasao sinusoidal

OO N0 WNFP

Tabela A.6: Frequéncias de Diagndstico

Diagnoéstico Frequéncia %
Adenoma 77 59
Carcinoma 53 41

Tabela A.7: Medidas Resumo para Variaveis Quantitativas (Pediatricos).

Pediatrico
Adenoma Carcinoma
Variavel Média DP Min Max N Média DP Min Max N
Idade 1.84 0.77 0.43 333 27 244 093 090 383 8
SF1 223 4.17 0.02 21.00 27 068 052 025 165 8
POD1 0.62 161 0.01 845 27 091 103 0.14 285 6
BUB1B 3.03 3.21 0.14 11.12 27 20.45 31.38 0.12 76.64 8
8
3
3
8
8

PINK1 0.83 082 001 344 26 048 0.31 0.01 0.96
IGFIR 294 135 116 5.27 10 8.05 3.52 4.04 10.62
IGF2  34.17 9.98 22.89 50.40 10 31.64 12.59 18.60 43.72
Weiss 4.31 228 0.00 800 26 6.38 1.30 4.00 8.00
Tempo 835 5.26 0.08 19.17 27 481 580 045 16.75

Tabela A.8: Medidas Resumo para Variaveis Quantitativas (Adolescentes).

Adolescente
Adenoma Carcinoma
Variavel Media DP Min Max N Media DP Min Max N
Idade 950 459 504 16.90 6 13.25 4.42 554 17.70 10
SF1 0.84 0.48 0.27 154 6 232 4.15 0.05 13.59 10
POD1 052 052 006 147 6 112 273 0.03 837 9
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BUB1B 3.04 6.15 0.17 15.56
PINK1 1.01 1.12 0.05 3.16
IGF1R 181 155 046 3.51
IGF2  33.43 41.41 0.27 79.85
Weiss 2.17 1.47 1.00 5.00
Tempo 7.39 5.53 0.00 15.16

8.89 13.63 0.06 35.49
3.97 8.80 0.23 27.34
462 4.66 1.32 9.95
106.22 94.27 4.66 190.92
6.70 1.64 4.00 9.00 10
2.54 3.04 0.67 10.42 10

W w|wo| o
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Tabela A.9: Medidas Resumo para Varidveis Quantitativas (Adultos).

Adulto
Adenoma Carcinoma
Variavel Média DP Min Max N Média DP Min Max N
Idade 40.59 13.95 18.00 74.70 44 42.23 16.77 19.00 83.00 35
SF1 193 3.11 0.04 10.67 44 3.48 596 0.01 20.46 35
POD1 1.28 2.19 0.04 11.10 44 1.78 8.14 0.00 48.47 35
BuB1B 059 1.07 0.04 6.18 42 8.20 11.56 0.10 43.48 34
PINK1 1.10 145 0.04 7.88 42 065 0.69 0.01 3.05 34
IGF1R 1.39 1.02 0.00 334 16 1.17 0.88 0.00 294 14
IGF2 10.96 28.55 0.00 112.49 16 73.20 73.13 0.00 228.49 14
Weiss 0.72 093 0.00 4.00 43 574 194 3.00 9.00 34
Tempo 495 526 0.00 19.09 44 418 589 0.00 31.35 35

Tabela A.10: Frequéncias da variavel Sexo por Grupo e Diagnéstico.

S Pediatrico Adolescente Adulto

exo Adenoma Carcinoma Adenoma Carcinoma Adenoma Carcinoma
Feminino 19 4 4 8 36 24
Masculino 8 4 2 2 8 11

Tabela A.11: Frequéncias da variavel Evolucéo por Grupo e Diagnéstico.

Pediatrico Adolescente Adulto

Evolucéo

Nao houve 6bito

decorrente do 27 3 5 2 32 18
tumor

Houve 6bito

decorrente do 0 5 0 7 0 12
tumor

Tabela A.12: Frequéncias de Metastase por Grupo e Diagnaéstico.

Adenoma Carcinoma Adenoma Carcinoma Adenoma Carcinoma

Pediatrico Adolescente Adulto

Metastase . ; ;
Adenoma Carcinoma Adenoma Carcinoma Adenoma Carcinoma

N&o 26 1 6 3 32 14
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ocorreu

Ocorreu 0 7 0 5 0 16

Tabela A.13: Frequéncias de Mutacao no gene P53 por Grupo e Diagndstico.

Mutacéao Pediatrico Adolescente
P53 Adenoma Carcinoma Adenoma Carcinoma
Nao 5 1 3 1
Sim 20 7 2 5

Tabela A.14: Frequéncias de proteina (-catenina andmala por Grupo e
Diagnastico.

B- Pediatrico Adolescente Adulto

Catenina Adenoma Carcinoma Adenoma Carcinoma Adenoma Carcinoma
andmala

Ausente 8 2 2 2 5 5

Presente 1 0 0 0 3 2

Tabela A.15: Coeficientes de Variacao.

Pediatrico Adolescente Adulto
Adenoma Carcinoma Adenoma Carcinoma Adenoma Carcinoma

Coeficiente de variagéo

Variavel
Idade 42.04 38.07 48.27 33.37 34.38 39.72
SF1 187.18 76.15 57.54 178.76 161.53 171.48

POD1 261.20 112.51 100.38 243.20 170.96 458.17
BUB1B 105.87 153.48 202.49 153.31 180.14 140.87

PINK1 99.46 64.58 111.02 221.43 131.25 106.51
IGF1R 45.82 43.71 85.68 100.97 73.28 75.15
IGF2 29.22 39.79 123.88 88.75 260.60 99.91
Weiss 52.84 20.43 67.94 24.42 129.58 33.88

Tempo 62.96 120.58 74.73 119.56 106.30 140.99

Tabela A.16: Medidas Resumo para Expressdes Combinadas (Pediatrico).

Pediatrico
Adenoma Carcinoma
Variavel Média DP Min Max N Média DP Min Max N
BUB-PINK -1.22 234 -6.56 4.07 26 -2.43 3.74 -6.86 3.01 8
POD-BUB 260 260 -466 6.68 27 1.10 4.24 -475 575 8
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POD-PINK 143 335 -6.88 6.24 27 -1.33 279 -557 2.87
SF1-POD -3.93 2.07 -7.82 0.16 27 -1.20 215 -425 215
SF1-BUB -1.33 229 -5.64 3.19 27 -0.10 3.12 -419 4.12
SF1-PINK 250 2.17 -7.33 1.89 27 -253 1.83 -6.23 -1.10

00|00 |00 |0

Tabela A.17: Medidas Resumo para Expressées Combinadas (Adolescentes).

Adolescente
Adenoma Carcinoma
Variavel Média DP Min Max N Média DP Min Max N
BUB-PINK 203 6.63 -2.82 1530 6 4.43 10.89 -1.45 34.82 10
POD-BUB 0.84 6.43 -11.93 563 6 -3.46 1446 -3355 7.50 10
POD-PINK 128 336 -3.68 469 6 238 340 -457 6.85 10
6
6
6

SF1-POD 032 085 -1.20 1.10 131 488 -6.78 1299 10
SF1-BUB -220 6.36 -15.15 1.06 -5.68 13.60 -31.15 13.59 10
SF1-PINK  -0.17 123 -229 1.49 -1.25 981 -26.01 1359 10

Tabela A.18: Medidas Resumo para Expressées Combinadas (Adultos).

Adulto
Adenoma Carcinoma
Variavel Média DP Min Max N Meédia DP Min Méax N
BUB-PINK 297 243 -0.14 12.09 43 -052 3.64 -7.53 10.30 35
POD-BUB -3.29 262 -10.70 185 44 133 398 -9.08 9.20 35
POD-PINK -0.39 230 -6.54 572 44 081 3.09 -7.34 557 35

SF1-POD 0 0
SF1-BUB 0 0
SF1-PINK 0 0

Tabela A.19: Modelos de regressao logistica para pré-selecao de varidveis com
interacdes.

Varidvel Resposta: Adenoma (0) e Carcinoma (1)

Variavel Coef )
Preditoras Parametros Ajustados T DP Estat.z P n
Estimado valor
no Modelo
Intercepto -1.22 0.40 -3.02 <0.01
Grupo  GrupoAdolescente 1.73 0.65 2.64 001 130
GrupoAdulto 0.99 0.46 2.14 0.03
G Intercepto -1.56 0.55 -2.83 <0.01
sors’ GrupoAdolescente 225 082 274 001 130

GrupoAdulto 1.15 0.61 1.89 0.06
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Smasc 0.87 0.82 1.05 0.29
GrupoAdolescente*Smasc -1.56 1.43 -1.09 0.28
GrupoAdulto*Smasc -0.14 0.98 -0.14  0.89
Intercepto -0.63 0.56 -1.14  0.25
GrupoAdolescente 0.76 0.88 0.86 0.39
Grupo, SF1 GrupoAdulto 0.21 0.62 0.34 0.73 126
SF1 -0.56 0.50 -1.12  0.26
GrupoAdolescente*SF1 0.86 0.67 1.28 0.20
GrupoAdulto*SF1 0.63 0.50 1.26 0.21
Intercepto -1.59 0.50 -3.18 <0.01
GrupoAdolescente 1.85 0.76 2.43 0.01
Grupo, GrupoAdulto 1.33 0.55 2.42 0.02
POD1  poD1 0.11 025 043 066 2
GrupoAdolescente*POD1 0.07 0.44 0.17 0.86
GrupoAdulto*POD1 -0.09 0.26 -0.36 0.71
Intercepto -1.80 0.54 -3.31 <0.01
GrupoAdolescente 1.86 0.82 2.27 0.02
Grupo, GrupoAdulto 0.73 0.63 1.16 0.25
BUB1B  BuBiB 0.09 007 122 o022 %
GrupoAdolescente*BUB1B -0.02 0.10 -0.22  0.83
GrupoAdulto*BUB1B 0.38 0.20 1.95 0.05
Intercepto -0.61 0.59 -1.04 0.30
GrupoAdolescente 0.74 0.87 0.85 0.40
Grupo, GrupoAdulto 0.77 0.67 1.15 0.25
PINKL  piNK1 -0.90 080 -113 026
GrupoAdolescente*PINK1 1.06 0.86 1.24 0.22
GrupoAdulto*PINK1 0.46 0.84 0.55 0.58
Intercepto -4.39 1.75 -250 0.01
GrupoAdolescente -1.00 3.43 -0.29 0.77
Grupo, GrupoAdulto -4.25 3.56 -1.20 0.23
Weiss  \eiss 0.59 028 208 004 2
GrupoAdolescente*Weiss 0.79 0.75 1.05 0.29
GrupoAdulto*Weiss 2.65 1.18 2.25 0.02
Intercepto -2.20 0.61 -3.61 <0.01
GrupoAdolescente 1.28 1.03 1.24 0.22
Grupo, GrupoAdulto 1.62 0.68 2.40 0.02
Evolugdo  Eyolucio 2076 201701 001 099 1%
GrupoAdolescente*Evolugdo -1.28 3819.27 0.00 1.00
GrupoAdulto*Evolucéo -1.62  3471.94 0.00 1.00
Intercepto -3.26 1.02 -3.20 <0.01
GrupoAdolescente 2.57 1.24 2.07 0.04
Grupo, GrupoAdulto 2.43 1.07 2.28 0.02
Metastase Metastase 2282 406464 001 100 32
GrupoAdolescente*Metastase -2.57 5748.26 0.00 1.00
GrupoAdulto*Metastase -2.43  4873.33 0.00 1.00
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Tabela A.20: Modelos de regressao logistica para pré-selecdo de variaveis sem
interacoes.

Varidvel Resposta: Adenoma (0) e Carcinoma (1)

Variaveis Parametros Coef. DP Estat. p- n
Preditoras Ajustados Estimado Z valor
Intercepto -1.52 0.45 -3.36 <0.01
GrupoAdolescente 191 0.69 2.75 0.01

Grupo, POD1 127
P GrupoAdulto 1.26 0.51 2.49 0.01
POD1 0.02 0.04 0.51 0.61
Intercepto -2.20 0.61 -3.61 <0.01
~  GrupoAdolescente 1.28 1.03 1.24 0.22

Grupo, Evolugéo 111
P ¢ GrupoAdulto 1.62 0.68 2.40 0.02
Evolucéo 19.74  1278.86 0.02 0.99
Intercepto -3.26 1.02 -3.20 <0.01
2.57 1.24 2.07 0.04

Grupo, Metastase GrupoAdolescente 112
GrupoAdulto 2.43 1.07 2.28 0.02
Metéstase 21.45 1806.51 0.01 0.99

Tabela A.21: Modelos de regressao logistica relacionando os genes alvo e
considerando interagdes.

Varidvel Resposta: Adenoma (0) e Carcinoma (1)

Variéveis Pa_rémetros Cpef. DP Estat.Z p-valor n
Preditoras Ajustados Estimado
Intercepto -1.71 0.48 -3.57 <0.01
GrupoAdolescente 1.98 0.71 2.79 0.01
Grupo, GrupoAdulto 1.30 0.52 250 0.01 127
SF1*POD1 SF1 0.16 0.07 221 0.03
POD1 0.08 0.09 0.81 0.42
SF1*POD1 -0.12 0.07 -1.78 0.08
Intercepto -2.32 0.56 -4.13 <0.01
GrupoAdolescente 2.05 0.77 2.66 0.01
Grupo, GrupoAdulto 1.46 0.57 258 0.01 126
SF1*BUB1B  SF1 0.04 0.06 0.69 0.49
BUB1B 0.18 0.07 2.65 0.01
SF1*BUB1B 0.00 0.02 0.13 0.90
Intercepto -1.33 0.43 -3.10 <0.01
Grupo, GrupoAdolescente 1.62 0.68 2.37 0.02 125
SF1*PINK1 GrupoAdulto 0.96 0.47 2.05 0.04
SF1 0.09 0.07 1.20 0.23
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PINK1 0.08 0.13 0.66 0.51
SF1*PINK1 -0.06 0.08 -0.81 0.42
Intercepto -2.28 0.63 -3.60 <0.01
GrupoAdolescente 2.04 0.85 240 0.02

Grupo, GrupoAdulto 1.93 0.63 3.06 <0.01 123
POD1*BUB1B POD1 0.17 0.08 221 0.03
BUB1B -0.65 0.46 -1.42 0.16
POD1*BUB1B 0.08 0.07 1.15 0.25
Intercepto -1.53 046 -3.31 <0.01
GrupoAdolescente 1.82 0.73 2.49 0.01

Sé)ugli,PlNKl GrupoAdulto 133 051 258 001 .,
POD1 0.11 0.09 1.23 0.22
PINK1 0.04 0.08 0.53 0.60
POD1*PINK1 -0.17 0.14 -1.21 0.23
Intercepto -1.78 0.59 -3.01 <0.01
GrupoAdolescente 2.19 0.80 2.72 0.01

Grupo, GrupoAdulto 151 0.58 2.63 0.01 125
BUB1B*PINK1 BUBI1B 0.16 0.09 1.89 0.06
PINK1 -0.67 0.35 -1.89 0.06
BUB1B*PINK1 0.06 0.07 0.78 0.43

Tabela A.22: Modelos de regressao logistica relacionando os genes alvo, com
interacbes com Grupo.

Variavel Resposta: Adenoma (0) e Carcinoma (1)

Variaveis Parametros Ajustados Coef. DP Estat. Z p-valor n

Preditoras Estimado
Intercepto -1.57 0.74 -2.12 0.03
GrupoAdolescente 1.29 1.01 1.28 0.20
GrupoAdulto 1.07 0.78 1.38 0.17
SF1 -0.80 0.85 -0.94 0.35

Grupo, POD1 1.96 0.97 2.01 0.04

SF1, GrupoAdolescente*SF1 1.23 0.95 1.30 0.19 127

POD1  GrupoAdulto*SF1 1.11 0.84 1.32 0.19
GrupoAdolescente*POD1 -1.47 0.98 -1.50 0.13
GrupoAdulto*POD1 -1.90 0.97 -1.96 0.05
SF1*POD1 -0.22 0.11 -2.09 0.04
Intercepto -2.12 0.77 -2.75 <0.01
GrupoAdolescente 2.03 1.02 1.99 0.04

Grupo,  GrupoAdulto 1.80 0.86 2.09 0.03

S oy’ BUBLB 0.07 0.13 0.52 060 123
POD1 0.08 0.29 0.30 0.76
GrupoAdolescente*BUB1B -0.02 0.14 -0.16 0.87
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GrupoAdulto*BUB1B 0.69 0.35 1.98 0.04
GrupoAdolescente*POD1 -0.41 0.51 -0.81 0.42
GrupoAdulto*POD1 -1.84 0.75 -2.47 0.01
BUB1B*POD1 0.06 0.03 2.02 0.04
Intercepto -0.95 0.69 -1.37 0.17
GrupoAdolescente 0.54 1.09 0.49 0.62
GrupoAdulto 1.00 0.76 1.32 0.19
PINK1 -0.79 0.89 -0.89 0.37
Grupo,  pop1 0.09 0.25 0.365 0.73
Pplgléi GrupoAdolescente*PINK1 1.09 1.04 1.05 0.29 122
GrupoAdulto*PINK1 0.61 0.93 0.66 0.51
GrupoAdolescente*POD1 0.62 0.58 1.06 0.29
GrupoAdulto*POD1 0.07 0.27 0.27 0.79
PINK1*POD1 -0.32 0.26 -1.19 0.23

Tabela A.23: Modelos de regressao logistica relacionando os genes alvo, sem
interacoes.

Variavel Resposta: Adenoma (0) e Carcinoma (1)

Vari_élveis Pa_rémetros C_oef. DP Estat.Z p-valor n
Preditoras Ajustados Estimado
Intercepto -2.34 055 -4.21 <0.01
Grupo GrupoAdolescente 2.06 0.77 2.67 0.01
SFl*BUB’lB GrupoAdulto 1.47 0.57 2.60 0.01 124
SF1 0.04 0.05 0.93 0.35
BUB1B 0.19 0.06 3.17 <0.01
Intercepto -1.26 042 -3.01 <0.01
Grupo GrupoAdolescente 1.63 0.68 2.38 0.02
SE1*PINK1  CGrupoAdulto 0.94 0.47 201 0.04 124
SF1 0.04 0.04 0.93 0.35
PINK1 0.00 0.07 -0.01 0.99
Intercepto -2.19 0.55 -3.96 <0.01
Grupo GrupoAdolescente 2.17 0.80 2.72 0.01
BUB1B*PINK1 CGrupoAdulto 1.56 0.59 2.66 0.01 124
BUB1B 0.22 0.07 3.39 <0.01
PINK1 -0.19 0.11 -1.78 0.08




Tabela A.24: Modelos de regressao logistica para variaveis com poucas
observacdes

Varidvel Resposta: Adenoma (0) e Carcinoma (1)

Variaveis Parametros Coef. DP Estat. p-valor n
Preditoras Ajustados Estimado z
Intercepto -1.95 091 -2.13 0.03
CLPO GrupoAdolescente 147 078 189 006 44
P53 1.02 092 1.11 0.27
Intercepto -2.62 1.14 -231 0.02
Grupo, GrupoAdolescente 1.66 122 1.36 0.17 49
IGFIR  GrupoAdulto 2.07 1.03 2.00  0.05
IGF1IR 0.33 0.18 1.80 0.07
Intercepto -1.75 070 -251  0.01
Grupo, ~ CrupoAdolescente 051 117 044 066
IGF2 GrupoAdulto 0.93 076 1.21 0.23
IGF2 0.02 0.01 243 0.02
Intercepto -1.28 074 -1.72  0.09
Grupo, p-  CrupoAdolescente 128 125 103 031
catenina GrupoAdulto 1.31 0.94 1.39 0.16

B-catenina -0.43 1.04 -0.42  0.68
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Gréfico B.3: Diagnostico por Grupo e Evolugao.
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Gréfico B.4: Diagndéstico por Grupo e Ocorréncia de Metastase.
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Grafico B.5: Boxplot e dotplot da Idade de Diagndstico por Grupo e
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Gréfico B.6: Distribuicdo da Idade de Diagndstico do paciente, por Grupo.
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Graéfico B.7: Boxplot e dotplot do Escore de Weiss por Grupo e Diagndéstico.
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Gréfico B.8: Boxplot e dotplot do Tempo de Acompanhamento Médico (em

anos) por Grupo e Diagnostico.

_ Diagndstico
" = [ Adenoms
30 M carcinoma
25
n=44
20 n=27 n=g
n=6 :

15

Ll
b

10

l,

Pediatrico Adolescente Adulto

Grupo n=35 n=16 n=79

38



Probabilidade de Sobrevivéncia

Probabilidade de Scbrevivéncia

Grafico B.9: Curva de Sobrevivéncia, estimador de Kaplan-Meier, para o

Tempo de Acompanhamento Médico (em anos) por Grupo.
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Expressdo Relativa SF1
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Grafico B.11: Expressao Relativa do gene SF1 (Médias e desvios-padrao).
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Gréfico B.12: Boxplot e dotplot para a Expressao Relativa do gene SF1
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Grafico B.13: Expressao Relativa do gene POD1 (Médias e desvios-padrao).
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Grafico B.14: Boxplot e dotplot para a Expresséo Relativa do gene POD1.
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Grafico B.15: Expressao Relativa do gene BUB1B (Médias e desvios-padréo).
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Gréfico B.16: Boxplot e dotplot para a Expresséo Relativa do gene BUB1B.
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Grafico B.17: Expressao Relativa do gene PINK1 (Médias e desvios-padréo).
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Grafico B.18: Boxplot e dotplot para a Expresséo Relativa do gene PINKL1.
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Grafico B.19: Expressao Relativa do gene IGF1R (Médias e desvios-padrao).

12-

Expresséo Relativa IGF1R

Gréfico B.20: Expressao Relativa do gene IGF2 (Médias e desvios-padrao).
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Gréfico B.21: Mutacdo no gene P53 por Grupo e Diagndstico.
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Gréfico B.22: Expressao Andmala da B-catenina por Grupo e Diagnéstico.
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Grafico B.23: Expressao Combinada de POD1 e BUB1B (Médias e desvios-
padrao).
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Gréfico B.24: Expressdo Combinada de SF1 e BUB1B (Médias e desvios-
padréo).
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Grafico B.25: Expressao Combinada de SF1 e POD1 (Médias e desvios-
padrao).
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Grafico B.26: Expressdo Combinada de SF1 e PINK1 (Médias e desvios-
padréo).
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Grafico B.27: Expressao Combinada de BUB1B e PINK1 (Médias e desvios-

Expressdo Combinada BUB1B/PINK1
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Grafico B.28: Expressdo Combinada de POD1 e PINK1 (Médias e desvios-
padréo).
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Modelo 1

Seja p a probabilidade de um paciente com tumor adrenocortical ser
diagnosticado com carcinoma. De acordo com o modelo logistico:
1

P T exs

In <1 E p) = Xp == p, + f1GrupoAdolescente + [,GrupoAdulto +

+£3SF1 + B,BUB1B + 5POD1 + B¢GrupoAdolescente x BUB1B +
+£,GrupoAdulto * BUB1B + BgGrupoAdolescente * POD1 + [ByGrupoAdulto x POD1 +
+310SF1 x POD1

ApoOs ajuste, obteve-se:

Tabela C.1: Ajuste do modelo 1.

Estimativa Erro

n=123 ) padrao  EStat.Z  Valor-p  RC (ef1) IC(RC,90%)
Intercepto -2.41 0.65 -3.68 <0.001 0.09  (0.03;0.26)
GrupoAdolescente 2.14 0.92 2.32 0.02 8.48  (1.87:;38.45)
GrupoAdulto 1.36 0.71 1.91 0.05 3.88 (1.21;12.36)
SF1 0.15 0.08 1.99 0.04 1.16  (1.03;1.32)
BUB1B 0.04 0.04 1.00 0.32 1.04  (0.98;1.11)
POD1 1.03 0.48 2.14 0.03 279  (1.27;6.14)
GrupoAdolescente*BUB1B -0.004 0.07 -0.06 0.95 0.99  (0.89:;1.11)
GrupoAdulto*BUB1B 0.68 0.29 2.28 0.02 1.97 (1.21:3.19)
GrupoAdolescente*POD1 -0.75 0.48 -1.55 0.12 0.47  (0.21;1.05)
GrupoAdulto*POD1 -1.32 0.53 -2.48 0.01 0.27  (0.11:0.64)

SF1*POD1 -0.14 0.06 -2.16 0.03 0.87 (0.78 ; 0.97)




Grafico C.1: Diagndstico do modelo 1.
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Seja p a probabilidade de um paciente com tumor adrenocortical ser
diagnosticado com carcinoma. De acordo com o modelo logistico:

1

P ow

In <1 E p) = XpB == B, + B1GrupoAdolescente + [,GrupoAdulto +

ApGs ajuste, obteve-se:

+B3BUB1B + B,PINK1

Tabela C.2: Ajuste do modelo 2.

Estimativa Erro
= 0 RC (P 0
n=125 B Padrio Estat.Z Valor-p (e"1) IC(RC,90%)
Intercepto -2.19 0.55 -3.96 <0.001 0.11 (0.05; 0.28)
GrupoAdolescente 2.17 0.8 2.72 0.01 8.76 (2.36 ; 32.52)
GrupoAdulto 1.56 0.59 2.66 0.01 4.78 (1.80;12.52)




Componente do Desvio

Residuo Componente do Deswio
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BUB1B 0.22 0.07 3.39 <0.001 1.25 (1.11; 1.40)
PINK1 -0.19 0.11 -1.78 0.07 0.83 (0.69; 0.99)
Grafico C.2: Diagnéstico do modelo 2.
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Modelo 3

Seja p a probabilidade de um paciente com tumor adrenocortical ser
diagnosticado com carcinoma. De acordo com o modelo logistico:
1

p=1+eXB

In (1 E p) = X = By + B1GrupoAdolescente + B,GrupoAdulto + B3SF1 +

+B,POD1 + B<SF1 * POD1

ApoOs ajuste, obteve-se:




Componente do Desvio

Residuo Componente do Desvio

Tabela C.3: Ajuste do modelo 3.

53

Estimativa

n=127 B Pgérr%o Estat.Z Valor-p RC (e IC(RC,90%)
Intercepto -1.71 0.48 -3.57 <0.001 0.18 (0.08 ; 0.39)
GrupoAdolescente 1.98 0.71 2.79 0.01 7.23 (2.26 ; 23.21)
GrupoAdulto 1.3 0.52 2.5 0.01 3.68 (1.56; 8.61)
SF1 0.16 0.07 2.21 0.03 1.17 (1.05; 1.32)
POD1 0.08 0.09 0.81 0.42 1.08 (0.93; 1.26)
SF1*POD1 -0.12 0.07 -1.78 0.08 0.89 (0.79; 0.99)

Gréfico QQ

Modelo 4

Grafico C.3: Diagnéstico do modelo 3.
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Seja p a probabilidade de um paciente com tumor adrenocortical ser
diagnosticado com carcinoma. De acordo com o modelo logistico:

p

1

"1+ exB

In (1 E p) = XB = [y + f1GrupoAdolescente + (,GrupoAdulto + B;IGF1R +

+B,IGF2




Apés ajuste, obteve-se:

Tabela C.4: Ajuste do modelo 4.
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Estimativa
n=49 BIfO  Estatz valor-p  RC IC(,90%)
B Padréo
Intercepto -3.52 1.3 -2.71 0.01 0.03 (0.003 ; 0.25)
GrupoAdolescente 1.37 1.4 0.98 0.33 3.93 (0.39; 39.10)
GrupoAdulto 2.2 1.12 1.96 0.05 8.99 (1.44 ; 56.64)
IGF1R 0.37 0.2 1.84 0.07 1.45 (1.04; 2.01)
IGF2 0.02 0.01 2.44 0.01 1.02 (1.00; 1.04)
Gréfico C.4: Diagndstico do modelo 4.
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Comparacédo de modelos

Tabela C.5: Diagnéstico de pacientes: valores observados e ajustados.

P(Y=1) P(Y=1) P(Y=1) P(Y=1)
Paciente Grupo SF1 POD1 BUBI1B IGF1R IGF2 PINK1 Diagn. Modelo Modelo Modelo Modelo
1 2 3 4

Al Pediatrico 21.00 0.59 0.89 3.84 29.00 0.85 0 0.42 0.10 0.55 0.18
Al12 Pediatrico 1.65 0.14 9.05 4.04 3259 0.28 1 0.16 0.45 0.19 0.20
C6 Adolescente 0.87 0.28 0.34 147 0.27 3.16 0 0.48 0.37 0.60 0.17
C4 Adolescente 4.33 057 3549 995 123.08 0.67 1 0.81 1.00 0.67 0.98
B8 Adulto 0.08 0.20 0.04 121 058 0.04 0 0.25 0.35 0.41 0.30
Bl Adulto 0.03 0.06 4080 114 96.31 1.26 1 1.00 1.00 0.40 0.72

Tabela C.6: Comparacao dos modelos ajustados.

Modelo AIC Null Deviance Deviance Residual
1 132.39 142.80 (122 g.l.) 110.39 (112 g.l.)
2 141.62 169.03 (124 g.1.) 131.62 (120 g.l.)
3 163.29 170.28 (126 g.1.) 151.29 (121 g.l.)

4 57.97 53.99 (48 g..) 47.97 (44 g.l.)




