UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

KAYLINE DE SOUZA PEREIRA ARAUJO

AVALIACAO DAS ALTERACOES DERMATOLOGICAS E ESTUDO
IMUNOHISTOQUIMICO DO RECEPTOR ESTROGENICO o E DA PROTEINA
MENIN EM LESOES CUTANEAS DE PORTADORES DE NEOPLASIA
ENDOCRINA MULTIPLA TIPO 1.

FORTALEZA
2018



KAYLINE DE SOUZA PEREIRA ARAUJO

AVALIACAO DAS ALTERACOES DERMATOLOGICAS E ESTUDO
IMUNOHISTOQUIMICO DO RECEPTOR ESTROGENICO o E DA PROTEINA
MENIN EM LESOES CUTANEAS DE PORTADORES DE NEOPLASIA
ENDOCRINA MULTIPLA TIPO 1.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Farmacologia da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de mestrado em
Farmacologia. Area de  concentragio:
Farmacologia.

Orientador: Profa. Dra. Maria Elisabete Amaral
de Moraes.

Co-orientador: Profa. Dra. Ana Rosa Pinto
Quidute.

FORTALEZA
2018



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceard
Biblioteca Universitéria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

A689a Aratjo, Kayline de Souza Pereira. _ ) )
AVALIACAO DAS ALTERACOES DERMATOLOGICAS E ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO DO
RECEPTOR ESTROGENICO &#945; E DA PROTEINA MENIN EM LESOES CUTANEAS DE
PORTADORES DE NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLA TIPO 1./ Kayline de Souza Pereira Aratjo. —
2018.
66 f. : il. color.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Ceard, Faculdade de Medicina, Programa de P6s-
Graduacdo em Farmacologia, Fortaleza, 2018.

Orientacdo: Profa. Dra. Maria Elisabete Amaral de Moraes.

Coorientacao: Profa. Dra. Ana Rosa Pinto Quidute.

1. Neoplasia endécrina maltipla tipo 1. 2. lesdes cutaneas. 3. Menin. . Titulo.
CDD 6151




KAYLINE DE SOUZA PEREIRA ARAUJO

AVALIACAO DAS ALTERACOES DERMATOLOGICAS E ESTUDO
IMUNOHISTOQUIMICO DO RECEPTOR ESTROGENICO o E DA PROTEINA
MENIN EM LESOES CUTANEAS DE PORTADORES DE NEOPLASIA
ENDOCRINA MULTIPLA TIPO 1.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Farmacologia da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de mestrado em
Farmacologia. Area de  concentragio:
Farmacologia.

Aprovadaem: ___/___/

BANCA EXAMINADORA

Prof2. Dr2. Maria Elisabete Amaral de Moraes
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof2. Dr?. Ana Rosa Pinto Quidute
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Heitor de Sa Gongalves
Universidade Estadual do Ceard (UECE)

Prof. Dr. Delmar Muniz Lourenco Jinior
Universidade de Sao Paulo (USP)



A Deus.
Aos meus pais, Samuel e Raquel.
Ao meu marido Haroldo.

E aos meus filhos, Sarah e Miguel



AGRADECIMENTOS

A Deus por me dar satide forca para que eu chegasse até aqui.

A Prof:. Dr2. Maria Elisabete Amaral de Moraes, pela orientacio e disposicdo em
ajudar no que fosse necessério.

A Prof. Drt. Ana Rosa Pinto Quidute pela excelente co-orientagdo,
disponibilidade e dedicacdo dispensadas ao meu trabalho.

Aos professores participantes da banca examinadora da qualificacdo e da banca de
defesa Prof®. Dr®.Ana Paula Negreiros Alves Nunes, Prof. Dr. Manoel Ricardo Alves Martins,
Prof. Dr. Delmar Muniz Lourengo Junior e Prof. Dr. Heitor de S4 Goncalves pelo tempo,
pelas valiosas colaboragdes e sugestoes.

Aos colegas da turma do mestrado, pelas reflexdes criticas e sugestdes recebidas.

Aos meus pais, Samuel e Raquel, que sempre estiveram ao meu lado me apoiando
em minhas decisdes e acreditando em meu potencial.

Ao meu marido, Haroldo, por toda ajuda, paciéncia, compreensdo, amor e
companheirismo.

Aos meus filhos, Sarah e Miguel, por serem inspiracdo para que eu siga

progredindo e por todo amor, carinho, compreensdo e paciéncia.



“A tarefa ndo € tanto ver aquilo que ninguém
viu, mas pensar o que ninguém ainda pensou
sobre aquilo que todo mundo vé.”

Arthur Schopenhauer



RESUMO

Introducio: Neoplasia enddcrina mudltipla tipo 1 (NEM1) é uma sindrome de heranca
autossdmica dominante caracterizada pela mutacio no GENE MENI que codifica a proteina
menin. Pesquisas recentes tém revelado a importancia de outras caracteristicas clinicas
relacionadas a NEMI1, dentre elas a presenca de lesdes cutdneas, como angiofibromas,
lipomas e colagenomas, Nessas lesdes ocorre perda completa do GENE MEN 1, porém ndo se
sabe se hd alteragdo na expressdo da menin. A atuacdo da menin na tumorigénese varia na
dependéncia do tipo celular. Sua acdo como ativadora do receptor estrogénico a (REa) foi
descrita em tecido mamadrio promovendo proliferacdo celular ao reduzir a apoptose. A
coativagdo do REa pela menin em tecido mamario aumenta a expressao desse receptor
estrogénico e em portadores de NEM1 com tumor de mama esse receptor encontra-se menos
expresso, sendo a tumorigénese induzida por outra via. Objetivo: Identificar a prevaléncia de
lesdes cutaneas em portadores da NEM1 e sua associagdo com os principais tumores. Analisar
e comparar a imunomarcac¢ao da proteina menin e do REa nas lesdes encontradas e em pele
normal. Métodos: Realizado exame dermatolégico, preenchimento de questiondrio e bidpsia
cutanea em casos selecionados em pacientes com diagndstico clinico de NEM1 e em seus
familiares de primeiro grau assintomadticos e imunohistoquimica (IHQ) para a expressao da
proteina menin € do REa em 11 lesdes (colagenomas e angiofibromas) e 16 amostras de pele
normal de individuos sauddveis. Resultados: Foram avaliados 53 portadores de NEM-1,
idade 40,3+12 (16-69 anos), sendo 35(66%) mulheres. Desses, 31(58%) tinham colagenomas,
6 (11%) angiofibromas e 5(9%) lipomas. Nos 14 familiares assintomaticos avaliados,
12(86%) eram mulheres com idade de 22,5+11 (11-48 anos). Apenas 2 (14%) apresentaram
colagenomas. Nao foi encontrada associacdo entre a presenca de lesdes cutineas e a presenca
de tumor de hipofise, hiperparatireoidismo e tumor neuro-enddcrino gastro-entero-pancreatico
(p=0,100). A THQ revelou redug¢do de imunopositividade da menin (p<0,001) e do REa
(p=0,038) em colagenomas e angiofibroma em compara¢do com pele normal, porém sem
correlacdo entre a expressaio de menin e REa nos dois grupos (p=0,600 e p=0,800
respectivamente). Conclusdo: No nosso meio, a presenca de colagenomas em regido de
tronco, em individuos jovens deve alertar para a possibilidade da NEM-1, inclusive pode ser a
primeira manifestacdo da deonga. A redugdo na expressdo de menin pode estar implicada no
desenvolvimento dessas lesdes cutaneas. Porém, no tipo de lesdo analisada, ndo foi possivel
estabelecer relacdo entre a expressdo da menin e do REa, que parece ocorrer por mecanismos
diferentes dos ja relatados em tecido mamario.

Palavras-chave: Neoplasia enddocrina multipla tipo 1. Lesdes cutaneas. Menin.



ABSTRACT
EVALUATION OF DERMATOLOGICAL ALTERATIONS AND
IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY OF ESTROGEN RECEPTORa AND MENIN
PROTEIN IN CUTANEOUS LESIONS OF PATIENTS WITH MULTIPLE
ENDOCRINE NEOPLASIA TYPE 1. Introduction: Multiple endocrine neoplasia type 1
(MENT1) is an autosomal dominant inherited syndrome characterized by the mutation in MEN
1, the gene which encodes menin protein. Recent studies have revealed the importance of
other clinical features related to NEM1, including the presence of cutaneous lesions, some of
which being more related to angiofibromas, lipomas and collagenomas. Complete loss of
MEN 1 GEN occurs in these lesions; however, it is not known if there is alteration in the
expression of menin. Menin acts on tumorigenesis in cell type dependence, its action as
estrogen receptor o (REa) was described in mammary tissue promoting cell proliferation by
reducing apoptosis. The coactivation of REa by menin in the mammary tissue increases
expression of this estrogen receptor. In NEMI1 patients with breast tumor, this receptor is less
expressed, and tumorigenesis is induced by another pathway. Objective: To identify the
prevalence of cutaneous lesions in patients with MEN-1 and their association with the main
tumors. To analyze and to compare the immunolabeling of menin protein and REa in the
found lesions and in normal skin. Method: Dermatological examination, questionnaire filling
and cutaneous biopsy were carried out in selected cases in patients with clinical diagnosis of
MENT and in their asymptomatic first-degree as well as immunohistochemistry (IHC) for the
expression of the menin protein and REa in 11 lesions (collagenomas and angiofibromas) and
in 16 normal skin samples from healthy individuals. Results: Evaluation of 53 patients with
NEM-1, age 40.3 = 12SD (16min-69max years), 35 (66%) women. Among them, 31 (58%)
had collagenomas, 6 (11%) angiofibromas and 5 (9%) lipomas. In the 14 asymptomatic
relatives, 12 (86%) were women aged 22.5 £11 SD (11min-48max years). Only 2 (14%) had
collagenomas. No association between the presence of cutaneous lesions and the presence of
HT, hyperparathyroidism and TGEP (p = 0.100) was found IHC revealed reduction in the
immunopositivity of menin (p <0.001) and REa (p = 0.038) in collagenomas and
angiofibroma compared to normal skin, but with no correlation between the expression of
menin and REa in both groups (p = 0.6 and p = 0.8 respectively). Conclusion: In our
environment, presence of collagenomas in the trunk region in young individuals is an alert to
the possibility of NEM-1. Reduction in menin expression may be implicated in the

development of these cutaneous lesions. However, in the type of lesion analyzed, it was not



possible to establish a relationship between the expression of menin and of alpha receptor,
which seems to occur by mechanisms different from those already reported in mammary
tissue.

Keywords: Multiple Endocrine Neoplasia Type 1 (MENT1). Cutaneous lesions. Menin.
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1 INTRODUCAO

A neoplasia enddcrina multipla tipo 1(NEM1) é uma sindrome tumoral rara de
heranca autossdmica dominante, que se caracteriza pelo surgimento de tumores na
paratiredide, tecido enddcrino entero-pancredtico e hipofise anterior (Metz et al.,1994).
Vérios outros tipos tumorais enddcrinos € ndo enddcrinos tem sido relatados nessa doenca,
como tumores gastricos, broncopulmonares, carcindides timicos, tumores adrenais nao
funcionantes e tumores dérmicos (Brandi et al., 2001).

Embora a maioria seja de herancga familiar, pode ocorrer de forma esporddica em
menos de 10% dos casos. A prevaléncia estimada da doenca € de 1:30000, sendo a incidéncia
igual entre os sexos e sem predilecdo racial (Falchetti ,2017).

A principal mutacdo que caracteriza NEM 1 ocorre no gene supressor tumoral
MEN 1, que se localiza no braco longo do cromossomo 11 (Larsson et al.,1988). A
penetrancia da doenca € alta, com mais de 95% dos portadores da mutacdo apresentando
alteracdes laboratoriais (Machens et al., 2007). As mutagdes e delecdes analisadas em tumores
neuro-enddcrinos associados a NEMI1 revelam duas alteragdes genéticas: uma mutacdo
germinativa do gene supressor tumoral MENI e uma mutacido somdtica do alelo selvagem, o
que resulta na perda da heterozigozidade e desenvolvimento de tumores (Pannett, Thankker,
2001). O GENE MENI foi identificado e clonado em 1997 (Balong et al.,2006) e mais de
1300 mutagdes, das quais, aproximadamente 85% germinativas € 15% somaticas, foram
identificadas desde entdo (Falchetti, 2017). Esse gene codifica a proteina menin, importante
no processo de regulacdo da transcri¢ao, proliferacdo e estabilidade do genoma (Brandi et al.,
2001; Thankker, 2000). A inativagao da menin promove replicacao celular, hiperplasia tissular
e tumorigénese. Até o momento nenhuma relacdo entre fenétipo e genétipo da doenga foi
observada, havendo considerdvel variedade fenotipica nos tipos tumorais, mesmo entre
membros da mesma familia (Trump et al., 1996; Falchetti ,2017).

O hiperparatireoidismo € a expressdao mais frequente e mais precoce da doenga,
sendo observado em aproximadamente 100% dos pacientes em torno dos 50 anos (Brandi et
al.,2001), embora NEM1 seja causa de apenas 2 a 4% dos casos de hiperparatireoidismo
primdrio. Geralmente, o diagndstico de hiperparatireoidismo em portadores de NEM1 é 20
anos mais cedo que em casos esporadicos, pelo rastreio de familiares de portadores, ainda na
fase assintomdtica. O hiperparatireiodismo pode provocar nefrolitiase, doenga Ossea
(osteoporose) e raramente calcificacdes metastdticas (pequenas pdapulas ou nddulos

subcutaneos na superficie de grandes articulagdes, geralmente associadas a prurido)
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(Fulheihan et al., 2006).

A prevaléncia de tumores entero-pancredticos em portadores de NEM1 varia de
30-75%, sendo de 80% em séries de necropsias (Brandi et al., 2001). O diagndstico ocorre
(por volta da quarta década de vida, sendo metétases desses tumores a causa mais importante
de mortalidade relatada em NEM1 (Conemans et al., 2017). Os tumores podem ter atividade
hormonal (funcionantes) ou podem ser ndao funcionantes. Entre os funcionantes mais
frequentes estdo gastrinomas e insulinomas. Manifestagdes dermatoldgicas de tumores
neuroenddcrinos entero-pancredticos associados a NEMI, incluem o eritema necrolitico
migratério como parte da sindrome do glucagonoma e flushing durante os paroxismos da
Sindrome de Verner- Morrisson (Guimardes, 2007).

Os tumores hipofisarios sdo descritos em torno de 44% dos portadores da doenga,
sendo um terco desses tumores microadenomas (Brandi et al., 2001). Sdo diagnosticados em
torno da quarta década de vida e em 15% dos pacientes sdo a primeira manifestacdo de
NEMI1. Em sua maioria sdo tumores benignos, mas podem causar sintomas decorrentes do
tamanho, tipo e secrecio hormonal (Dekkers et al., 2007). Os adenomas hipofisarios
predominam em mulheres e aproximadamente 60% secretam prolactina. Nos pacientes com
NEMI, esses tumores sdo considerados mais agressivos € muitas vezes pouco responsivos ao
tratamento clinico (especialmente prolactinomas), necessitando de cirurgia precocemente
(Thakker et al., 2012).

O diagndstico da sindrome € baseado em critérios clinicos, pela presenga de dois
ou mais dos tumores enddcrinos citados (TH, HPP, TGEP) citados; critério familiar, pela
presenca de apenas um tumor associado a NEM1, em caso de familiar de primeiro grau de
portador da doenga; ou critério genético, pela presenca da mutagdo germinativa no GENE
MENI. Pacientes portadores de NEM1 ndo tratados tém uma reducdo na expectativa de vida,
com probabilidade de 50% de morte antes dos 50 anos, sendo a causa de morte de 50-70%
dos doentes processo tumoral maligno ou sequelas da doenca (Thankker, 2000), dai a
importancia do diagndstico precoce e seguimento multidisciplinar.

Desde 1997, varios estudos tém descrito a presenca de lesdes cutaneas em
portadores de NEM1 (quadro 1), dentre elas: angiofibromas, colagenomas, lipomas, manchas

café com leite, hipopigmentacao em confete e papulas gengivais (Schaffer et al., 2005).
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Quadro 1. Principais estudos de prevaléncia de lesdes cutaneas em portadores de NEMI.

Vidal et al., Asgharian et Darling et al., Sakurai et al.,

2008 al.,2004 1997 2000

n=9 n =48 n=32 n=27

Angiofibroma 22% 64% 88% 43%
Colagenoma 0% 62% 72% -
Lipoma 33,3% 17% 34% -
Melanoma 11,1% 4% - -
Hipomelanoses - - - -
Outras lesdes 55,5% - - -

Fonte : Préprio autor

Assim como nos tumores classicamente associados a NEMI(adenomas de
paartiredide, tumor de hipdfise, TNE de pancreas), em lipomas, colagenomas e angiofibromas
foi demonstrada a perda da heterozigosidade na populacdo de células tumorais, o que
possivelmente altera a expressdao da menin nessas lesdes. Em outras lesdes cutianeas de
portadores da doenga, como nevos melanociticos e acrocordons ndo foi observada delecao do
alelo selvagem do GENE MENI, bem como em fibroblastos de pele normal e em tumores
tireoidianos (Luzi ef al., 2010; Rusconi et al., 2011; Dong et al., 1997; Pack et al., 1998).

Em alguns estudos, angiofibromas sdo as lesdes mais frequentes, observados em
88% dos pacientes seguidos de colagenomas e lipomas, observados em 72% e 34%
respectivamente (Darling ef al.,1998). Asgharian et al. avaliaram a presenga de angiofibromas
e colagenomas em portadores de NEM1 como critério diagndstico para a doenga. Nesse
estudo, a presenca de angiofibromas e colagenomas apresentou sensibilidade de 50-65% e
especificidade de 92-100% para NEMI, equiparando-se ao que se observa com
hiperparatireiodismo e gastrinoma, podendo ser de grande utilidade para o diagndstico clinico
da doenca.

Angiofibromas faciais eram considerados patognomodnicos de esclerose tuberosa
ocorrendo em 90%dos pacientes a partir da adolescéncia, no entanto, tem sido descritos em
pacientes com outras doencas, como NEM1, nesse caso sendo menos numerosos, menores,
aparecendo mais tardiamente e se localizando com frequéncia na borda do labio superior

(Sakurai et al.,2000; Darling et al.,1988). Em estudo realizado por Votmeyer et al., foi
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demonstrado que em angiofibromas de portadores de NEM1 as células neopldsicas (nas quais
ha perda de heterozigozidade) encontram-se predominantemente em regido perivascular da
derme.

Colagenomas sdo nevos de tecido conectivo com predominio de coldgeno que
podem ser hereditdrios ou adquiridos. Entre as formas hereditdrias destacamos a placa de
Shagreen na esclerose tuberosa e a sindrome do colagenoma cutaneo familiar, de heranca
autossdmica dominante e caracterizada pelo surgimento de colagenomas em tronco e bracgos e
acometimento cardiovascular associado. As formas adquiridas sdo colagenomas esporadicos
e colagenoma eruptivo, que se manifestam com surgimento de multiplas pdapulas
assintomdticas em tronco (Boent et al., 2004; Ju et al.,2011). Os colagenomas associados a
NEM1 apresentam-se como pédpulas firmes de 2 a 10 mm de diametro, cor da pele e sdo vistos
em aproximadamente 62-72% dos pacientes. Localizam-se predominantemente no tronco
superior € pesco¢o e costumam ser multiplos (mais de 3) (Perez et al., 2015). Colagenomas
também podem ser observados em outras doencas raras como sindrome de Birt-Hogg-Dubé,
sindrome de Buschke Ollendorf, sindrome de Cowden e sindrome de Down (Xia et al., 2007).
Embora possam ser vistos em outras patologias, pacientes com colagenomas e alteracdes
enddcrinas devem ser avaliados para NEM1, aumentando a chance do diagnéstico precoce.

Lipomas sdao observados em aproximadamente 30% dos pacientes portadores de
NEMI1, em geral sdo multiplos e subcutaneos, embora raramente possam ser viscerais (Marine
et al.,2006). Localizam-se preferencialmente nas costas, pesco¢o, abdomen e bragos, sdo
assintomdticos e quando removidos raramente recidivam. Estudos in vitro demonstraram que
a deficiéncia da menin pode induzir hipertrofia das células do tecido adiposo (Parekh et al.,
2015). A proteina menin € um importante fator na adipogénese mediada pelo PPAR gama e a
perda da sua funcdo pode contribuir para o surgimento de lipomas nos pacientes portadores de
NEM1(Dreijink et al.,2009).

A menin € codificada pelo GENE MENI e é uma proteina eminentemente nuclear,
embora possa ser detectada no citoplasma e em membranas celulares. Localiza-se na regiao
C-terminal e pode interagir diretamente com o DNA (La et al., 2006). Apesar de ser
difusamente expressa, a intensidade de sua expressao varia em diferentes tecidos (Schenepp et
al., 2006).

Ao longo dos anos, multiplas interacdes protéicas da menin tem sido relatadas
(Matkar et al., 2013). De acordo com Matkar, as interagdes da menin com outras proteinas
podem ser classificadas em quatro categorias, baseadas no contexto celular: ativadores de

transcricdo, repressoras da transcri¢do, proteinas de sinalizag¢do celular e outros parceiros de
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interacdo que tem diversas funcdes na regulacdo do reparo do DNA e na integridade estrutural
das células. A proteina menin interage com fatores de transcricdo, como a proteina 1 ativada-
AP-1, JunD, NF-«f, B-catenina e receptores estrogénicos a (Hughes er al., 2004, Agarwal et
al., 1999, Dreijerink et al., 2006). Pode ainda se ligar a proteinas do citoesqueleto como a
vimetina e mediadores de células sinalizadoras citoplasmadticas, como a Aktl/proteinaquinase
B (PKB) (Wuescher et al., 2011, Wang et al., 2011). Além disso, tem sido demonstrado que
menin atua na proliferacdo celular, apoptose e integridade gendmica (Kim et al., 1999,
Busygna et al., 2004). O complexo protéico menin/KMT2A interage com REa, coativando a

transcricao mediada pelo receptor estrogénico.

Figura 1. Proteinas que interagem com a menin e estrutura da menin para intera¢do protéica

seletiva.

1. Transcription activators
A C-Myb, MLL1, Smad 1,3,5, Pem, Runx2, B
Estrogen receptor, PPARy, Vitamin D receptor

—> 2. Transcriptional repressors

JunD, sin3A, HDAC, EZH2, PRMTS5,NFkB HIxb9, Sirt1
——> 3. Cell signaling proteins

AKT, SOS1/GEF, B-catenin, Smad 1,3,5, NFkB,

Estrogen receptor, PPARy, Vitamin D receptor

4. Other proteins

an
Cell cycle: RPA2, ASK 6‘.‘..' l,
DNA repair: FANCD2, CHES1 ) .
Cell structure: GFAP, Vimentin, NMMHCIIA, N-terminal

IQGAP1 domain
Others: HSP70, CHIP

Y/

(A) Quatro tipos de interacdo protéica com a menin baseada em suas fungdes celulares: ativadores da transcrigdo,
repressores da transcri¢do, proteinas de sinalizagdo celular e outras proteinas. (B) Representagdo do complexo
menin com MLL1.MBM. (C) Estrutura ternaria do complexo menin com MLL1IMBM-LBM e LEDGFIBM. (D)
Estrutura cristalizada da menin em complexo com JunD.(B-D).

Fonte: (Matkar el al., 2013)

Pelo menos dois mecanismos tém sido propostos para justificar a tumorigénese
na NEMI1. Um seria que a inativacdo da menin levaria JunD a promover o crescimento
tumoral (Agarwal et al., 2003). O segundo seria que a perda da regulacdo da menin dos genes

supressores tumorais p 18 e p 27 levaria ao desenvolvimento de tumores (Milne et al.,2005).
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A versatilidade das funcdes da proteina menin em diferentes tecidos pode ajudar a
compreender a seletividade para determinados tecidos na NEMI1 e a variabilidade da
expressao fenotipica mesmo entre familiares (Falchetti ef al., 2017).

Estudos em tecidos enddcrinos mostraram que a expressao da menin tem papel
importante no desenvolvimento de alteracdes na paratireoide e adrenais, mas parece ser de
pouca importancia em tumores de tiredide (Bhuiyan er al., 2000). Lodewijk et al, 2015
demonstraram que nao ha diferenca na prevaléncia de tumores tireoidianos entre portadores
de NEMI1 e ndo portadores da doenca e que a expressdo da menin em tecido tumoral
tireoidiano de portadores da doenca ndo se encontra reduzida, diferente do que ocorre em
tumores associados a doenca.

A acdo da menin pode ser heterogénea no processo de tumorigénese, funcionando
como supressor em Orgaos enddcrinos, mas podendo atuar como promotor tumoral em células
miel6ides (Balogh et al., 2006). No melanoma cutaneo também € observada acdo da menin
como supressora de fendtipos agressivos por diversas vias de sinalizacdo (Gao et al.,2010).

Dreijerink et al demonstraram que menin € fundamental para a ativacdo hormonal
via REa, o que pode ser importante no estudo da etiologia e das manifestagdes clinicas da
NEMI. O fator transcricional menin interage fisicamente com o receptor estrogénico REaq,
levando a um aumento da transcri¢do estrégeno dependente, revelando a menin como um
coativador estrogénico direto (Himachi et al.,2010). Menin atua como um regulador do REa e
sua inativagdo leva a suspensdo da transcricdo mediada por esse receptor (Dreijerink et
al.,2006). Estudos mostram que tumores de mama positivos para menin tem progndstico pior
que tumores negativos, com resposta pior a tratamento anti-estrogénico (Himachi et al.,
2009).

O papel da menin do cancer de mama tem sido alvo de muitos estudos. Mulheres
portadoras de NEM1 tem um risco aumentado de desenvolver cancer de mama e em idade
mais precoce, e ja foi observado que tumores mamadrios nesses pacientes apresentam perda
completa do GENE MENI(Dreijerink et al.,2014). Menin parece exercer fungdo
antiproliferativa em células progenitoras luminais mamadrias, sendo o tumor do tipo luminal,
cujo prognodstico € mais favordvel, o mais observado nas portadoras de NEM1. A maioria
desses tumores expressa REa e progesterona e a ag¢do supressora da menin em células
progenitoras luminais basais independe de REa (Dreijerink et al., 2017). Em contraste com
essa informacdo, em tumores de mama esporddicos, o GENE MEN 1 parece estimular a
proliferacdo tumoral. A expressdo de menin tem sido associada a resisténcia a terapéutica

hormonal nesses tumores e sua interacdo com REa, como coativador, ¢ observada em
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aproximadamente 70% dos tumores de mama esporddicos (Imachi et al, 2010). Ac¢do
proliferativa similar da menin tem sido demonstrada em receptores androgénicos no cancer de
prostata (Malik er al., 2015). REa tem ainda efeito direto na producao de prolactina pela
hipéfise e encontra-se expresso em adenomas hipofisarios (Drastikova et al., 2016; Shupnink

et al., 1998).

Figura 2. Interagao do complexo protéico menin ¢ REa no cancer de mama.

| Menin target genes in ER+ breast cancer cells

H3K27Ac Breast cancer
proliferation
gene signature

H3K4me3

TRANSCRIPTION
START SITE

ENHANCER

Fonte: (Dreijerink et al., 2017)

A influéncia do estrégeno na regulacdo do crescimento, diferenciacdo e funcao
dos 6rgdos reprodutivos, bem como do sistema cardiovascular e imune em mulheres e homens
tém sido alvo de muitos estudos (Heldring et al., 2007).

O estrogeno se liga a dois receptores especificos, REa e REf que sdo receptores
intranucleares capazes de traduzir sinais extracelulares em respostas transcricionais (Levin,
2001). Tais receptores sdo sintetizados em diferentes tipos celulares oriundos de diferentes
genes (ESR1 e ESR2, localizados nos cromossomos 6 e 14 respectivamente) (Greene et al.,
1984; Mosselman et al.,1996). J4 é sabido que o estradiol tem similar afinidade por ambos os
receptores e que os efeitos endégenos da ligacdo a esses receptores dependem do ambiente
celular e principalmente de proteinas co-ativadoras e co-supressoras (Belcher er al., 2001;
Meyers et al., 2001; Nilsson et al, 2011). Estudos demonstram a possibilidade de cooperagao,

sinergismo ou ag¢ao inibitdria entre os dois receptores (Thorton, 2002).
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Estrégeno e seus receptores estdo envolvidos no desenvolvimento e disseminacao
de vérios tumores malignos (quadro 2). A variacio na propor¢do entre REa ¢ REB em tecidos
tumorais corrobora com a idéia de que esses receptores tém diferentes fungdes na
tumorigénese (Marzagalli et al., 2016). Uma caracteristica importante do REP ¢ sua
capacidade de modular a atividade biolégica do REa (Weihua et al.,2000) além disso, REf
estd relacionado a atividade antiproliferativa, evidenciando sua funcdo na supressao tumoral

(Acconcia et al., 2005).

Quadro 2. Expressao de REa e REB em lesdes tumorais € em pele normal.

Receptor estrogénico a | Receptor estrogénico 3

Tumor de hipdfise + +
(Drastikova et al., 2016)

TNE de pancreas - +
(Estrella et al., 2014)

TNE de pulmao + +
(Sica et al., 2008)

Tumor de tiredide + +

(Rajoria et al., 2011)

Tumor de mama ++ +

(Imachi et al., 2011)

Melanoma - +

(Schimidt et al., 2006)

Tumor de pele ndo melanoma + +

(Mancuso et al., 2009)

Acrocérdons + +

(Hassan et al., 2013)

Pele normal ++ +

(Kariya et al., 2005)

Fonte: préprio autor.

REa estd predominantemente expresso em tecido mamario, utero, cervix, vagina,
hipdfise e diversos outros 6rgaos, como a tiredide, enquanto REP esta expresso em ovarios,
prostata, baco, pulmdes, hipotdlamo e timo. A presenca dos dois tipos de receptores

estrogénicos na tiredide, como ocorre no tecido mamaério, sugere que a alteragdo na propor¢ao
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desses receptores pode ter relacdo com fisiopatologia do cancer de tiredide (Rajoria et al.,
2011). A expressao de receptores estrogénicos o € f em tumores neuroendocrino-pulmonares
foi relatada em diversos estudos (Lodewijk et al., 2015).

Receptores estrogénicos na pele tem sido alvo de muitos estudos, especialmente
no processo de envelhecimento cutaneo, mas pouco se sabe a respeito do impacto desses
receptores no aparecimento de lesdes tumorais cutaneas.

J4 € comprovada a acdo dos estrégenos no processo de envelhecimento e
cicatrizacdo da pele. Em ambos os sexos, a expressdo de RES diminui com a idade (Wilkinson
et al. ,2017). Thornton, demonstrou por imunohistoquimica, que REP € o receptor de
estrogeno predominante na epiderme humana na regido da cabeca, com expressdo mais
evidente nas camadas basal e espinhosa. Outros estudos referem ser REa o receptor
estrogénico predominante na pele (Marzagalii et al, 2016; Hassan et al.,2013). REP e REa
estdo co-expressos em fibroblastos de pele humana e possivelmente tem um papel importante
na regulacio da acdo estrogénica cutanea (Haczynnski et al.,2002).

A presenca de receptores estrogénicos em alguns tumores cutaneos tem sido
estudada, através de imunohistoquimica, com o objetivo de estabelecer uma associacio entre
a acdo hormonal e malignidade cutdnea. A expressdo predominante de ERP tem sido
demonstrada em lesdes cutdneas melanociticas benignas e no melanoma cutineo e tem sido
associada a menor agressividade tumoral e ao melhor prognéstico de melanoma em mulheres
(Marzagalli et al., 2016).

A expressao significante de receptores estrogénicos em acrocordons, em contraste
com pele normal e perilesional, foi demonstrada por imunohistoquimica em estudo de Hassan
et al. Kariya et al., estudaram a expressdo de REa, ERP, receptores androgénicos e de
progesterona na pele normal e em tumores cutaneos apendiculares, e encontraram expressao
importante de REa em células basais de glandulas sebaceas (82,6%) e na epiderme (47,8%)
em pele normal. A expressdao do REa na derme em pele normal foi evidenciada em estudo de
Barkry et al., onde a imunomarcagdo foi considerada leve a moderada em células do endotélio
vascular e em células do estroma.

Embora a prevaléncia de angiofibromas, lipomas e colagenomas em pacientes
portadores de NEM 1 e sua importancia como possivel marcador precoce da doenca tenham
sido estudadas, hd poucos dados dessa natureza no Brasil. Nao foram encontrados estudos
sobre a associacdo entre os tumores tipicos de NEMI1 e lesdes cutineas, nem descri¢cao de
estudo de perfil interfamiliar de lesdes cutaneas nesses pacientes.

Apesar de a perda completa do GENE MENI] ja ter sido demonstrada nas lesdes
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cutaneas classicamente associadas a NEM1, ndo foram encontradas na literatura informacdes
acerca da expressdo da menin nessas lesoes.

A expressao de REa em colagenomas e angiofibromas ndo foi avaliada até o
momento. A relagdo entre menin ¢ REa em outros tecidos j& foi demonstrada, porém nao ¢

sabido se essa associacao se repete na pele.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelecer a prevaléncia de lesdes cutaneas em pacientes portadores de neoplasia
enddcrina tipo 1 e analisar por imunohistoquimica a expressao da proteina menin e do

receptor de estrogeno o nessas lesdes.

2.2 Objetivos especificos

Descrever as caracteristicas semioldgicas das lesdes segundo localizacdo, tipo.
Descrever o perfil clinico-epidemioldgico e as caracteristicas semiologicas
relacionadas aos pacientes como: sexo, ocupagdo, naturalidade e procedéncia, idade de
aparecimento das lesdes, presenca de lesdes semelhantes em parentes de primeiro
grau.

Pesquisar a associacdo entre a presenca de lesdes cutdneas e os principais tumores
associados com a sindrome.

Pesquisar a existéncia de um perfil interfamiliar para as lesdes cutdneas encontradas.
Detectar novos casos de NEM-1 através de exame dermatoldgico nos parentes dos
casos indices, ainda assintomaticos.

Avaliar a expressao da proteina menin em lesdes cutineas relacionadas a NEM 1 e em
pele normal.

Avaliar a expressdo de receptores de estrogeno o em lesdes cutdneas relacionadas a

NEM 1 e em pele normal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo transversal, observacional e descritivo no periodo de
janeiro de 2016 a junho 2017 em pacientes portadores de neoplasia enddcrina multipla tipo 1
(NEM1) e familiares acompanhados no Ambulatério de Neuroendocrionologia do Servigo de

Endocrinologia do Hospital Universitario Walter Cantidio, Fortaleza-CE.

3.2 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Ceard sob o parecer n° 1.620.200. Apds aplicagdo e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (apéndices A e B), todos os pacientes foram submetidos a
um questiondrio (apéndice C) para a avaliacdo clinica e epidemioldgica e as lesdes cutaneas

foram avaliadas pelo exame fisico e anamnese dermatoldgica e por bidpsia em alguns casos.

3.3 Amostra

Foram avaliados 53 pacientes portadores de NEM 1 e 14 familares (pais, irmaos e
filhos) assintométicos. O diagndstico clinico da NEM 1 foi estabelecido nos pacientes
envolvidos na pesquisa através de 1 dos 2 critérios: ocorréncia atual ou anterior de dois ou
mais tumores dentre adenoma de paratireoide, adenoma de hip6fise e tumor enteropancreético
ou 1 ou mais tumores associados a NEM1 em um paciente com parente de primeiro grau com

diagnostico da doenca (Thakker et al., 2012).

3.4 Coleta de dados clinicos e epidemiologicos

ApOs aplicagdo e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, todos
os pacientes foram submetidos a um questiondrio para a avaliacdo clinica e epidemioldgica
(idade, sexo, procedéncia, ocupacgdo, presenga de HPP, TNE e TH, presenca de lesdes
cutineas, idade de aparecimento das lesdes) e as lesdes cutaneas foram avaliadas pelo exame

fisico e anamnese dermatoldgica e por bidpsia em alguns casos.
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O exame fisico foi realizado com a inspe¢do visual da pele buscando encontrar
lesdes especificas. Para avaliacdo de forma sistemdtica, o paciente foi posicionado de pé, a
seguir despido e inspecionadas as seguintes regides: cabeca, térax, abdome, regido genital,
membros superiores ¢ membros inferiores. As lesdes consideradas ao exame fisico foram:
angiofibromas, lipomas, colagenomas, nevos melanociticos, acrocordons, ceratoses actinicas e

dermatofibromas.

3.5 Biopsias de lesoes cutaneas

As bidpsias de pele, nos casos selecionados, foram realizadas no Ambulatério do
Servico de Dermatologia do HUWC, com anestésico local (lidocaina 2%) por meio de agulha
descartavel, punch dermatoldgico niimero 4 e sutura com fio nylon e o material encaminhado
acondicionado em frasco com formol a 10% para avaliagdo histopatoldgica e
imunohistoquimica. Para controle de pele positivo da imunohistoquimica, voluntarios
sauddveis doaram pele normal de abdome que seria descartada por ocasido de cirurgia plastica
estética, mediante assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo

comité de ética do HUWC.

3.6 Analise histologica

Foram analisadas 11 amostras de lesdes de pele biopsiadas de pacientes
portadores de NEM 1 com diagndstico clinico de colagenoma e angiofibroma e 16 amostras
de pele normal de abddmen de doadores saudaveis. Os blocos doadores de pacientes foram
inicialmente analisados por laminas coradas pelo método Hematoxilina-Eosina (HE) para
diagndstico das lesdes no Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de
Medicina da UFC, e posteriormente, reavaliados por outro patologista no Laboratério de

Histopatologia do NPDM, onde se procedeu a realiza¢do da imunohistoquimica.

3.7 Analise por imunohistoquimica

Para realizacdo do procedimento de imunohistoquimica os blocos doadores

foram analisados por laminas coradas pelo método de Hematoxilina Eosina (HE), no intuito

de delimitar melhor drea representativa do material de cada lamina.
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Foram realizados cortes de 3um em laminas silanizadas, que foram colocadas
por 1 hora em estufa a 65°C, posteriormente submetidas a 2 banhos de xilol de 5 minutos
cada, seguidos de 3 banhos em solugd@o de élcool absoluto a 90, 85 e 70% respectivamente de
3 minutos cada e apds, lavagem por 3 minutos em dgua corrente.

Para recuperacdo antigénica, as ldminas foram colocadas em banho maria a 95°C
por 45 minutos com TRIS EDTA pH 9 para as ldminas que receberiam o anticorpo menin e
citrato de so6dio pH 6 para as que receberiam o anticorpo para receptor estrogénico o,
conforme orientacdo do fabricante. Foram realizadas 2 lavagens no PBS cada uma de 5
minutos e o bloqueio da peroxidase foi feito com peréxido de hidrogénio a 3% por 30 minutos
e apos, 2 lavagens com PBS de 5 minutos cada um.

Em seguida, procedeu-se a colocagdo das laminas na cimara umida para
aplicacdo dos anticorpos primdrios diluidos, anticorpo Anti- MEN1(T594) antibody produced
by rabbit Sigma® para menin, cedido pelo Professor Dr. Delmar Muniz, na dilui¢dao de 1:100
e o anticorpo Monoclonal Mouse anti-Human Estrogen Receptor a. Clone 1D5 Dako ® para
receptor estrogénico a na dilui¢do 1:200 e em seguida incubacdo overnight em geladeira entre
5 a 10 °C por aproximadamente 12 horas. Apds esse periodo, as laminas foram deixadas em
temperatura ambiente por 30 minutos e foram realizadas 2 lavagens com PBS de 5 minutos
cada com posterior aplicacdo do anticorpo secundario Dako® Envision Plus/HRP por 45
minutos e apds mais duas lavagens com PBS de 5 minutos cada. Em seguida, foi feita
revelagdo por meio de incubacdo com croméogeno Dako® DAB por 10 minutos e depois
lavagem com 4gua destilada. Apos, foi feita contra coloracio com hematoxilina de Harris,
durante 10 segundos, lavagem em dgua corrente, desidratacdo em dlcool absoluto e passagens
em xilol, para diafanizagdo. Por ultimo, foram realizadas as montagens das laminas
permanentes utilizando Entrelan® (Figura 3).

Os controles positivos foram processados junto com as amostras para assegurar
resultados confidveis na técnica do procedimento de imunohistoquimica. Conforme
orientacdo do fabricante, foram utilizadas como controle positivo tecido de mama normal para

receptor estrogénico a e tecido hepatico para a proteina menin.



Figura 3. Metodologia para andlise imunohistoquimica
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Fonte: Préprio autor

3.8 Analise estatistica
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O nivel de significincia estatistica considerado para todas as andlises foi p<0,05.

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel e exportados para o software GraphPad Prism

5.0 para Windows no qual foram feitas as andlises com intervalo de confianca de 95%. As

diferencas entre os grupos de varidveis categdricas nao pareadas foram testadas pelo teste

exato de Fisher.

Os preparos histologicos foram analisados em microscopio Leica DM 2000® com

aumento de 400X pelo autor do trabalho e por patologista experiente que desconhecia os

dados dos pacientes e fotografados pela camera Leica DFC295®. O software Imagel] foi

utilizado para contagem de células.

Foram contadas em cinco microcampos de cada amostra, considerando células

perivasculares e células dérmicas, as células positivas e negativas para cédlculo do percentual
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de imunopositividade. Dois operadores independentes realizaram de forma cega essas
contagens e a média do percentual de células positivas dos dois operadores foi considerada
como unidade amostral. Foram expressas as médias e erro-padrao da soma dos cinco
microcampos de cada amostra, as quais foram submetidas ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e comparadas pelo teste de Mann-Whitney (dados ndo paramétricos).
Adicionalmente, a correlagdo ndo linear de Spearman foi realizada em cada grupo para

verificar a associag¢do entre os marcadores
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4 RESULTADOS

4.1. Avaliacao clinica e epidemiologica

Foram examinados 53 pacientes portadores de Neoplasia Endécrina Multipla com
idade média de 40,3 anos (DP+£11,9) e 14 familiares de primeiro grau sem o diagndstico da
doenca com idade média de 22,4(DP+10,7), sendo no total 44 (64,7%) mulheres e 23 (35,3%)
homens.

Dos 53 pacientes portadores de NEM 1 avaliados, 45(85%) apresentavam uma ou
mais lesdes cutineas ao exame clinico dermatoldgico, dos quais 31(58%) apresentavam
colagenomas, 05 (9%) lipomas e 6 (11%) angiofibromas ao exame clinico dermatolégico.
Ceratoses actinicas foram vistas em 4 pacientes, dermatofibromas em 2 pacientes, nevo

melanociticos em 2 pacientes e acrocordons em 8 pacientes em portadores de NEM1 (Tabela

1).

Tabela 1. Lesdes dermatoldgicas encontradas nos 53 portadores de NEM 1 avaliados.

Lesoes Dermatolégicas Numero de pacientes Prevaléncia
Colagenomas 31 58%
Angiofibromas 6 11%
Lipomas 5 9%
Nevos melanociticos 2 4%
Dermatofibromas 2 4%
Ceratoses actinicas 4 7%
Acrocérdons 8 15%

Em relacdo aos tumores relacionados a NEM 1, observamos 43(81%) casos de
hiperpatireodismo, 35(66%) adenomas de hipdfise, 26(49%) tumores enteropancredticos e 1

paciente do sexo masculino recebeu o diagndstico de timoma (Tabela 2).



Tabela 2. Tumores associados em portadores de NEM 1 avaliados.
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Tumores associados a NEM 1 Niimero de pacientes Prevaléncia
Hiperparatireoidismo 43 81%
Tumor de hipdfise 35 66%
TNE gastroenteropancreético 26 49%
Tumor neuroenddcrino timico 1 2%

A Tabela 3 descreve as lesdes cutineas e enddcrinas encontradas no presente estudo.

Tabela 3. Caracteristicas gerais e distribuicdo das lesdes enddcrinas e cutaneas em pacientes

com NEM 1 avaliados.

Idade na
Paciente avaliacioem Sexo TH HPP TGEP Lesoes cutineas
anos
1 21 M S S N Nevo melanocitico
2 65 M CNF S Pancreas NS Colagenomas
3 34 M  PRL N Pancreas NS Colagenomas e lipoma
4 40 M N S Gastrinoma Colagenomas e angiofibroma
5 31 M CNF S N Colagenomas e lipoma
6 48 M N S Pancreas NS Colagenoma e angiofibroma
7 31 M N S N/timoma Colagenoma e angiofibroma
8 62 M N S Pancreas NS Nevo melanocitico
9 56 F N S Péancreas NS Colagenoma angiofibroma
10 40 F PRL S Péancreas NS Colagenoma, lipoma
11 52 F N S N Ceratoses actinicas
12 50 F PRL S Péancreas NS Ceratoses actinicas
13 54 F PRL N Gastrinoma Colagenomas
14 34 F PRL S N Colagenomas
15 33 F PRL S Péancreas NS Colagenomas
16 40 F PRL S N Dermatofibroma
17 43 F PRL S N Colagenomas
18 36 F PRL N Insulinoma Colagenomas
19 36 F PRL S Insulinoma Colagenomas
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TH: Tumor hipofisdrio; THCNF: Tumor hipofisdrio clinicamente ndo funcionante; PRL:prolactinoma; NS:ndo

secretor; HPP: Hiperparatireodismo primdrio; TGEP: Tumor gastroenteropancredtico; S: sim; N: ndo; M:

masculino, F: feminino.
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Comparando a presenca de apenas uma lesdo associada a sindrome com a
presenca de mais de uma lesdo simultaneamente (colagenoma e lipoma ou colagenoma e
angiofibroma) nao foi demonstrada associacdo com a presenca de hiperparatireoidismo, tumor
de hipdfise e tumor gastroenteropancreatico (p=1, 0,2 e 0,8 respectivamente).

Nio foi encontrada associacdo entre a presenga de angiofibroma, colagenoma e
lipoma em portadores da doenga e a presenca de hiperparatireoidismo, tumor de hipdfise e
TNE gastroenteropancredtico em comparagdo com portadores de NEM1 sem essas lesoes
(p=0,9, 0,08 e 0,1 respectivamente).

Comparando a média de idade entre pacientes portadores de NEMI com
colagenomas com pacientes com outras lesdes, ndo houve diferenca significativa (p=0,7).

Dos 14 pacientes sem diagndstico de NEM1, 50% (7) apresentavam alguma das
lesdes avaliadas no estudo ao exame dermatoldgico, sendo a maioria do sexo feminino (86%)
(Tabela 4). Dos 7 pacientes sem diagndstico clinico na avaliagdo e com lesdes, foram
evidenciados 1 paciente com colagenomas difusos, 1 com colagenomas e angiofibroma, 3
com nevos melanociticos, 1 com ceratose actinica e 1 com acrocordons. Por ocasido do
acompanhamento clinico desses pacientes, um familiar de 15 anos assintomdtico com lesdes
de colagenoma no abdome (paciente 2 da Tabela 4) foi posteriormente diagnosticado com a
doenca por ser parente de primeiro grau de um paciente acompanhado e apresentar tumor

hipofisario e insulinoma. Os demais seguem em acompanhamento no servico.
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Tabela 4. Caracteristicas gerais e distribuicdo das lesdes em parentes assintomdticos de

portadores de NEM 1.
Idade na
Parente com
Paciente avaliacao Sexo TH HPP TGEP Lesoes cutineas
NEM 1
em anos
Colagenoma e
1 46 F N N N Mie
angiofibroma
2 15 F N N N Colagenomas Pai
3 16 F N N N Nevo melanocitico Mie
4 11 F N N N Nevo melanocitico Mie
5 34 F N N N Ceratoses actinicas Irma
6 48 F N N N Acrocordons Irméao
7 25 F N N N Nevos melanociticos Mae
8 16 F N N N N Mie
9 15 F N N N N Mie
10 18 M N N N N Pai
11 12 F N N N N Mae
12 24 F N N N N Mae
13 34 F N N N N Irmas
14 23 M N N N N Mae

TH: Tumor hipofisério;

feminino; M: masculino.

HPP: Hiperparatireodismo primario; TGEP: Tumor gastroenteropancreético; N: ndo, F:

Dos 45 portadores de NEM1 com lesdes cutaneas acompanhados, 35 foram

agrupados em 8 grupos familiares cujo numero de componentes varia entre 2 a 7. Em uma

familia com 5 pacientes portadores de NEM1 todos os membros apresentaram colagenomas

periumbilicais sem apresentar outras lesdes cutdneas pesquisadas no estudo. Nas outras

familias a apresentacdo das lesdes cutineas foi heterogénea (Tabela 5).
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Tabela 5. Distribuicdo de 35 dos 45 portadores de NEM 1 com lesdes cutaneas por familia.

Familia Numero de pacientes Colagenoma Angiofibroma Lipoma Qutras lesoes
A 7 5 1 1 3
B 5 5 - - -
C 5 4 - - 1
D 5 2 1 1 1
E 3 3 - 1 1
F 3 2 1 - 1
G 2 - - - 2
H 5 3 - - 2

Em relacdo aos colagenomas, tratavam-se de lesdes nodulares ou papulosas,
normocromicas, variando entre 0,2 e 1,2 cm de didmetro (Figura 4A). Pacientes portadores de
NEMI1 apresentaram midltiplas lesdes pelo corpo, predominando no térax anterior € no
abdome.

Os angiofibromas se apresentaram como pdpulas cor da pele ou levemente
eritematosas, principalmente na regido centrofacial (Figura 5A), sendo uma lesdo vista em
cada paciente. Dos 6 pacientes com angiofibroma,5 tinham também colagenomas.

Em relagdo aos lipomas, as lesdes se apresentaram como massas homogéneas, com
bordas regulares, indolores, de consisténcia eldstica, méveis a palpacado, principalmente em
tronco e membros. Dos 5 pacientes com lipoma, 3 tinham também colagenomas. Nenhum

paciente apresentou simultaneamente lipomas, angiofibromas e colagenomas.
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4.2. Analise histolégica

Treze lesdes sugestivas de colagenoma e as 03 lesdes sugestivas de angiofibroma
de portadores de NEMI1 foram biopsiadas, sendo a suspeita clinica confirmada por
histopatolégico em 10 e 01 dos casos respectivamente (figuras 4B E 5B).

As 3 lesdes cujo diagndstico de colagenoma nado foi confirmado pela avaliacdo
histopatolégica, foram diagnosticadas como, nevo epidérmico, dermatite cronica inespecifica
e polipo fibroepitelial. As 2 duas lesdes cujo diagndstico clinico de angiofibroma ndo foi

confirmado pela avaliacdo histopatoldgica foram diagnosticadas como pépula fibrosa nasal.

Figura 4. Colagenoma em paciente portador de NEM1: lesdo cutanea e histopatoldgico.

A: Miiltiplas papulas endurecidas cor da pele em regido periumbilical, B: Espessamento da derme devido ao

aumento de fibras coldgenas, que estdo em parte fragmentadas. Sem evidéncias de tumores e de anexos

cutineos., aumento de 100X. Elaborado pelo autor.
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Figura 5. Angiofibroma em paciente portador de NEM1: lesdo cutinea e hlstopatologlco
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A: Papula cor da pele em asa nasal esquerda. B: Leve 1nf11trad0 linfocitario ao redor de vasos superficiais e

discreta fibrose com fibroblastos de formato estrelado, aumento 100X. Elaborada pelo autor.

4.3. Analise imunohistoquimica

O material de 11 bidpsias de lesdes de colagenoma e angiofibroma e de 16
amostras de pele normal de doadores sauddveis foi submetido a procedimento de
imunohistoquimica para pesquisa da expressao de receptor estrogénico a e da proteina menin.

Por se tratar de lesdes dérmicas, muito fibrosas e com pequeno numero de células
e células de pequeno tamanho ndo foi possivel classificar a marcacdo celular em nuclear e
citoplasmatica.

Na andlise da contagem de células em 5 campos, ndo foi encontrada diferenca
significativa nas médias do nimero de células marcadas para menin, nem nas médias do
nimero de células marcadas para REa nas lesdes cutineas estudadas (p=0,9 e 0,2
respectivamente) nem em pele normal (p=1 e 0,9 respectivamente).

A expressao de REa nas lesdes e em pele normal foi avaliada e foi observada

marcacao semelhante em epiderme, bem como em glandulas sebaceas em ambos os grupos.
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O percentual de imunopositividade para REa em células perivasculares da derme
foi significativamente menor nas lesdes de angiofibroma e colagenoma em compara¢do com

pele normal (p=0,038) (Figura 6/ Gréfico 1).

Figura 6. Fotomicrografia de pele mostrando imunomarcagdo para REa em derme superficial

em colagenoma de portador de NEM1e em pele normal do abdomen de doador sem a doenca.

A: Imunomarcacdo para ERa em colagenoma de portador de NEM 1, B: Imunomarcacdo para ERa em pele

normal de doador saudédvel, aumento de 100X. Elaborado pelo autor.
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Griéfico 1. Comparacdo do percentual de imunopositividade de REa em lesdes cutaneas de

portadores de NEM1 e pele normal de doadores saudéveis.
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O percentual de imunopositividade para proteina menin em células
perivasculares da derme mostrou-se significativamente menor nas lesdes de angiofibroma e

colagenoma comparando com pele normal (p<0,001) (Figura 7/Gréfico 2).
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Figura 7. Fotomicrografia de pele mostrando imunomarca¢do para menin em derme

superficial em colagenoma de portador de NEM1le em pele normal do abdomen de doador

sem a doenga.

N 2 \ p s &\

A: Imunomarcacido de menin em colagenoma em abdomen de portador de NEM 1, B: Imunomarcacio de menin

em pele normal de abdoémen de doador sauddvel, aumento de 100X. Elaborado pelo autor.

Grafico 2. Comparagdo do percentual de imunopositividade da proteina menin em lesdes

cutaneas de portadores de NEM1 e em pele normal de doadores saudéveis.
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*p<0,05 versus grupo controle; Teste de Mann-Whitney (MédiaxEPM).
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Nao foi demonstrada correlagdo entre a expressdo de menin e REa no grupo

lesdes cutaneas (Grafico 3) , nem no grupo de pele normal (Grafico 4).

Grafico 3. Correlagdo entre o percentual de imunopositividade de menin ¢ REa em lesdes de

angiofibroma e colagenoma.
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5 DISCUSSAO

Estudos relacionados a NEM1 tém sido, na maior parte das vezes, direcionados a
tumores enddcrinos, no entanto pesquisas recentes tém revelado a importancia de outras
caracteristicas clinicas relacionadas a essa sindrome. Lesdes cutineas nesse grupo de
pacientes sdo descritas por diversos autores, sendo algumas relacionadas a sindrome como
angiofibromas, lipomas e colagenomas, embora haja variacdo na frequéncia de tais lesdes em
diferentes estudos.

Os achados dermatoldgicos aqui relatados, notadamente a presenca de
colagenomas multiplos em 58% dos pacientes com diagndstico clinico da doenga, deve alertar
a comunidade médica para a possibilidade de associacio com NEMI, na qual podemos
encontrar alta morbidade devido principalmente a presenca de TNE gastroenteropancredticos,
quando diagnosticados tardiamente. Enquanto alguns estudos realizados nos Estados Unidos
com pacientes portadores de NEM1 observaram colagenomas em 72%, angiofibromas em
88%, e lipomas em 34%(Asgaharian et al., 2004; Hong-Xuan, 1999), outros pesquisadores
encontraram menor prevaléncia de angiofibromas e colagenomas (angiofibromas em 22,2% e
auséncia de colagenomas) em portadores da sindrome (Vidal ez al.,2008). A neoplasia
enddcrina multipla tipo 1 € caracterizada por grande heterogeneidade de manifestacoes
clinicas e, at¢ o momento, ndo foi estabelecida nenhuma relacio entre gendtipo e fenétipo o
que pode entdo justificar essa diferenca em diferentes grupos populacionais (Brandi et al.,
2001; Kouvaraki et al., 2002; Cebrian et al., 2003).

Em um estudo realizado por Darling et al foram analisadas lesdes cutaneas em 32
pacientes com NEM1, 29 dos pacientes apresentaram angiofibromas, 1 paciente apresentou
apenas colagenomas e 2 pacientes nao apresentaram lesdes cutineas associadas. As alteracdes
glandulares mais encontradas foram hiperpatireodismo, Sindrome de Zollinger-Ellison e

hiperprolactinemia respectivamente. No mesmo estudo citado acima, dos 7 pacientes que
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apresentavam alteracdes em hipdfise, pancreas e paratireoide, 5 pacientes apresentavam
angiofibromas, colagenomas e lipomas concomitantemente. Nenhum dos pacientes
apresentou lipoma isoladamente.

No presente estudo as alteracdes enddcrinas mais encontradas foram
hiperparatireodismo (81%), tumor hipofisario (66%) e tumor de pancreas nao secretor (49%),
respectivamente, diferindo do estudo acima e associagdo entre as lesdes cutaneas, quanto a
presenca e ao nimero, € os tipos tumorais tipicos da sindrome ndo foi demonstrada.

Nenhum dos pacientes estudados apresentou colagenomas, angiofibromas e
lipomas simultaneamente e apenas um paciente apresentou lipoma como lesdo de pele
isoladamente.

Segundo alguns autores, a combinacdo de multiplos angiofibromas e pelo menos 1
colagenoma tem alta sensibilidade (75%) e especificidade (95%) para o diagnoéstico de
NEMI1(Asgharian et al., 2004), sendo assim a avaliacdo cutanea importante nesses pacientes.
No Brasil pouco se sabe quanto a prevaléncia de lesdes cutaneas em pacientes com NEMI1 e
por isso o real significado de colagenomas e angiofibromas no diagndstico da sindrome nessa
populacdo permanece incerto.

A distribuicdo de colagenomas, angiofibromas e lipomas nos pacientes com
NEMI1 ndo varia significativamente entre os sexos (Asgharian et al.,2004/Trouillas et
al.,2008) mas no presente estudo, a prevaléncia de colagenomas foi maior em mulheres e a
prevaléncia de angiofibromas e lipomas foi maior em homens. Houve também um predominio
de mulheres avaliadas, fato que pode ser justificado por se tratar de uma coorte acompanhada
em centro de referéncia para doengas hipofisarias, com predominio de prolactinomas.

Caracteristicamente, os angiofibromas na NEM 1 sdo papulas multiplas, com poucos
milimetros de tamanho, cor da pele ou eritematosos localizados principalmente na regiao

central da face (Xia er al., 2007). Embora a combinag¢do de angiofibromas e colagenomas
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sejam sugestivas de NEMI, isoladamente ndo sdo patognomoOnicos dessa sindrome, pois
outras doengas, como a esclerose tuberosa, sindrome de Birt-Hogg-Dube e sindrome de
Cowden, podem se apresentar com essas lesdes (Xia et al.,2007; Schaffer et al., 2005). No
presente estudo, as caracteristicas dos colagenomas e sua distribuicdo foram compativeis com
a literatura (Asgharian et al.,2004; Darling et al,1997), entretanto em relacdo aos
angiofibromas o ndmero de lesdes foi comparativamente inferior. Sakurai et al também
encontraram menor prevaléncia de angiofibromas em pacientes japoneses com NEMI1 sem ter
encontrado nenhuma justificativa para esse fato. Portanto levanta-se o questionamento se
essas e outras populacdes tem caracteristicas proprias ou se existe algum fator ambiental
relacionado a baixa prevaléncia e diferenca de distribui¢do de angiofibromas.

LesOes cutaneas amplamente relacionadas a outras sindromes hereditdrias também
jéa foram descritas na NEM1, como méculas hipocromicas e fibromas periungueais solitérios,
ambos caracteristicos da esclerose tuberosa e manchas café-au-lait, tipicas na
neurofibromatose (Darling et al.,1997). Entretanto, nenhuma dessas lesdes foi encontrada nos
pacientes avaliados por esse estudo.

Uma vez que a prevaléncia e as caracteristicas de algumas manifestagdes cutineas
encontradas nesse estudo nos pacientes com NEM1 sejam diferentes em alguns aspectos de
outros, novas pesquisas sao necessdrias para avaliar essa relacdo no Brasil para se entender
melhor os motivos responsaveis por essas diferencas

A expressao de receptores estrogénicos na tumorigénese em diferentes tecidos,
inclusive em tumores relacionados a NEM1, tem sido alvo de muitos estudos (Imachi et al.,
2011; Rajoria et al., 2011). Entretanto, ndo ha registros acerca de sua expressao em lesdes de
pele em pacientes com diagnéstico clinico de NEM1. Como j4 foi descrita a agdo da proteina
menin como coativador REa em tecido mamario (Dreijerink et al., 2017) e a agdo do REa

como indutor tumoral (Weihua et al., 2000), foi avaliada por imunohistoquimica a expressao
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dessas duas proteinas em lesdes de angiofibroma e colagenoma em portadores de NEM1.

Foi evidenciada reducdo na expressao de REa nas lesdes de colagenoma e
angiofibroma. A coativagdo do REa pela menin em tecido mamadrio aumenta a expressao
desse receptor estrogénico e em portadores NEM1 com tumor de mama esse receptor
encontra-se menos expresso, sendo a tumorigénese induzida por outra via (Dreijerink et al.,
2014). Nas lesdes cutaneas estudadas observamos redu¢ao na expressao de menin ¢ de REaq,
porém ndo foi estabelecida correlacio entre os dois, o que talvez possa ser explicado por um
mecanismo de acao diferente do que ocorre em tecido mamario.

A expressao do REa na derme se mostrou leve em ambos os grupos, assim como
foi descrito em derme de pele normal de abddomen por Bakry et al. Kariya et al,
demonstraram por imunohistoquimica que a expressdo desse receptor na pele € predominante
na camada basal da epiderme, o que foi visto também no presente estudo.

Luzi avaliou a expressdo da proteina menin € do RNAm do GENE MENI em
fibroblastos de pele normal de portadores de NEM 1 e de pacientes sauddveis através de
cultura de células. Encontrou diminui¢do na expressdo do RNAm em portadores de NEMI,
mas ndo na expressdo da menin comparando com os fibroblastos de doadores saudéveis.
Demonstrou nesse estudo que menin possui um mecanismo compensatério autoregulatério
para a perda do alelo através da up-regulation da expressdo do alelo selvagem do GENE
MENI a nivel pés-transcricional (Luzi et al., 2010). Esse mecanismo compensatorio justifica
a presenca de células com expressdo inalterada da menin mesmo em tecido tumoral em
portadores de NEM1. Embora a perda da heterozigozidade ja tenha sido demonstrada em
lipomas, angiofibromas e colagenomas, nao ha na literatura estudos relacionados a expressao
da menin nessas lesdes.

Nesse estudo foi demonstrado por imunohistoquimica reducdo da expressao da

proteina menin em lesdes de angiofibroma e colagenoma de portadores de NEMI1, o que é
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compativel com o achado descrito previamente de perda completa do GENE MENI nessas
lesdes. Corbo et al., demonstraram por imunohistoquimica uma redug¢do da expressdao da
menin de 50% em portadores de NEM1 em tecido pancredtico tumoral comparando com
tecido pancredtico normal (Corbo et al.,2010). Em tecido tireoidiano tumoral, onde nao se
observa a perda completa do gene MEN 1 em portadores de neoplasia enddcrina multipla tipo
1, um estudo avaliou por imunohistoquimica a express@ao da menin e demonstrou que o seu
grau de expressdo € maior que em tecido tumoral de mama de portadores da doenga (no qual
ocorre perda completa do GENE MENT) (Lodewinjk et al., 2015).

Nao foi possivel demonstrar no presente estudo correlacdo entre a expressdo da
menin ¢ de REa, embora ambos estivessem reduzidos. Diferente do que foi demonstrado em
tecido mamario, a reducdo na expressdao da menin em angiofibroma e colagenoma parece nao
interferir na expressdo de REa nessas lesdes. Novos estudos sdo necessarios para estabelecer a

via pela qual se da a redu¢d@o da expressao de REa em angiofibromas e colagenomas.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou o predominio de colagenomas dentre as lesdes
cutineas encontradas em portadores de NEM1, com baixa frequéncia de angiofibromas. A
presenca de colagenomas em familiar assintomdtico de portador de NEMI1 possibilitou o
diagndstico precoce da doenga em um paciente até a conclusdo do estudo. A presenca de
colagenomas deve alertar a comunidade médica quanto a possibilidade de NEMI1. Nao foi
encontrada associacdo entre angiofibromas e colagenomas e os tipos tumorais cldssicos da
sindrome. Foi demonstrado que a expressdo da proteina menin encontra-se reduzida em
colagenomas e angiofibroma, bem como a expressao de REa, no entanto ndo foi demonstrada
correlacdo entre a expressdo de menin e REa. Outros estudos sdo necessarios para descrever

e esclarecer o mecanismo que leva a redugao da expressao do REa nessas lesoes.
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APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
IDENTIFICACAO DO PACIENTE:
Nome:
Idade_ Data de Nascimento / / Sexo( )M ()F
Naturalidade

Procedéncia

Endereco

Telefones: Profissao Cor__

Escolaridade

DADOS SOBRE A PESQUISA:

Titulo: AVALIACAO DAS ALTERACOES DERMATOLOGICAS E ESTUDO
HIMUNOHISTOQUIMICO DA PROTEINA MENIN EM PACIENTES PORTADORES DE
NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLA TIPO —1

Pesquisadores envolvidos

Profa Dra Elisabete Amaral de Moraes

Profa Dra Ana Rosa Pinto Quidute

Prof Dr Wilson Accioly Filho

Prof Dr Carlos Henrique Alencar

Prof Dr Manoel Ricardo Alves Martins
Dra Kayline de Souza Pereira Araujo
Dra Eveline Gadelha Pereira Fontenelle
Dra Michele Renata de Sousa

Dra Karla Linhares

Nos pesquisadores estamos realizando um estudo que tem por objetivos:

Acompanhar regularmente os pacientes com diagndstico de Neoplasia Enddcrina Multipla
tipo 1 do Servigo de Endocrinologia e Diabetes do Hospital Universitario Walter Cantidio
conforme protocolo de seguimento clinico proposto tendo como base as recomendagdes

cientificas atuais.
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ESCLARECIMENTOS AO PACIENTE SOBRE A PESQUISA

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem como objetivo
principal acompanhar a intervalos regulares todos os pacientes com diagndstico de Neoplasia
Enddcrina Multipla tipo 1 (NEM1) com a realizacdo de exame clinico dermatolégico.

Ap6s ser esclarecido e caso concorde em participar, serd preenchido durante consulta

ambulatorial de rotina um protocolo com dados pessoais de identificacdo (nome completo,
sexo, data de nascimento, endereco e estado civil), assim como dados relacionados a sua
doenca (presenca de sinais e sintomas — o que voce estd sentindo e alteracdes relacionadas a
sua doenca; tempo de diagndstico — hd quanto tempo sua doenca foi descoberta; relato de
outras doengas enddcrinas ou ndo-enddcrinas das quais vocé € portador; resultados de exames
laboratoriais e de imagem por vocé realizados; detalhamento de todos os medicamentos em
uso, relato de tratamentos como cirurgias anteriores, quimioterapia, radioterapia ou outros;
histérico de doengas em sua familia). O exame fisico serd realizado conforme rotina e dados
importantes poderdo ser inseridos na pesquisa. A revisdo do seu prontudrio serd realizada para
fins do estudo.

Caso seja necessdrio, durante sua consulta com o médico dermatologista, 0 mesmo
podera solicitar a realizacdo de uma biopsia de alguma lesdo ou mancha que vocé apresente
na sua pele.

Para isso, serd realizada a retirada de pequeno fragmento da sua pele, no local
determinado pelo médico. A coleta serd realizada por profissional qualificado e todo material
usado serd descartdvel, serd aplicado um anestésico no local para diminuir o desconforto.

O beneficio de tal estudo encontra-se na realizacdo do seu exame de pele, e

diagnéstico de alguma lesao que necessite de tratamento e seguimento adequado. Os
resultados desta pesquisa ndo mudardo o acompanhamento do seu caso. Entretanto, no futuro,
este estudo poderd ajudar a melhorar o tratamento dos pacientes portadores de Neoplasia
Endécrina Multipla tipo 1.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo utilizados somente para fins deste estudo.
Seus dados clinicos e resultados obtidos com este projeto serdo publicados em revistas
cientificas e apresentados em congressos e reunides cientificas, sendo mantido sigilo quanto a
sua identidade. A qualquer momento voc€ poderd ter acesso aos resultados encontrados na
pesquisa.

Suas dividas quanto a sua doenca € a pesquisa serdo respondidas. Caso voc€ nao
queira participar ou queira desistir durante a pesquisa, ndo havera nenhum problema e o seu
acompanhamento e tratamento continuard da mesma forma, no nosso servi¢o, sem prejuizo ao
seu cuidado. Vocé ndo terd nenhum gasto financeiro com essa pesquisa, tendo garantido o
sigilo dos dados pessoais utilizados.

CONTATOS DOS RESPONSAVEIS PELA PESQUISA

- Dra. Kayline de Souza Pereira Aratjo (Pesquisadora) CRM 8523/ Telefone: (85) 989008965.
- Dr. Ana Rosa Pinto Quidute (Pesquisadora) CRM 7116- Universidade Federal do Ceara /
Servico de Endocrinologia e Diabetes do Hospital Universitdrio Walter Cantidio / Telefone:
(85) 3366-8165.

Em caso de davida ou alguma consideragdo sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Ceard — Rua
Coronel Nunes de Melo 1127, Rodolfo Teéfilo; fone: 3366-8338 — E-mail: comepe @ufc.br
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CONSENTIMENTO APOS ESCLARECIMENTO
Declaro que li o termo de consentimento livre e esclarecido e fui esclarecido pelos

pesquisadores, e que tive oportunidade de tirar minhas dividas quanto aos procedimentos e
tudo que me foi explicado, e que concordo em participar da pesquisa conforme descrita
acima.

Assinatura do paciente ou seu representante legal (se aplicdvel)
Data

Assinatura da testemunha (se aplicavel)
Data

Nos casos de pacientes analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva e ou visual.

Assinatura do responséavel pela aplicagdo do TCLE
Data
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APENDICE B- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO:
Nome:

Idade Data de Nascimento / /
Sexo( )M ()F

Naturalidade:

Procedéncia

Endereco

Telefones: Profissao
Cor

Escolaridade

DADOS SOBRE A PESQUISA:

Titulo: Avaliacao das alteracoes dermatolégicas em pacientes portadores de
neoplasia endécrina multipla tipo-1

Pesquisador Responsaveis:

- Karla Linhares Pinto, Residente de Dermatologia do HUWC-UFC. CRM
15402/Telefone (85) 997277151

- Kayline _de Souza Pereira Araujo, medica dermatologista, mestranda do

departamento de fisiologia e farmacologia da UFC

Os pesquisadores estao realizando um estudo que tem por objetivos:

Acompanhar regularmente os pacientes com diagnéstico de Neoplasia Endécrina
Multipla tipo 1 do Servico de Endocrinologia e Diabetes do Hospital Universitario
Walter Cantidio conforme protocolo de seguimento clinico proposto tendo como base
as recomendagoes cientificas atuais.

ESCLARECIMENTOS AO VOLUNTARIO SOBRE A PESQUISA

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem como
objetivo principal estudar lesbes de pele em pacientes portadores de Neoplasia
Enddcrina Mdltipla tipo 1 (NEM1).

Apoés ser esclarecido e caso concorde em participar, um fragmento de pele
normal seu, que seria descartado por ocasiao de cirurgia plastica eletiva, sera
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utilizado no estudo de lesGes de pele de paciente portadores de NEM1.

O beneficio de tal estudo encontra-se na possibilidade ajudar a melhorar o
tratamento dos pacientes portadores de Neoplasia Enddcrina Mdltipla tipo 1.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo utilizados somente para fins
deste estudo. Seus dados clinicos e resultados obtidos com este projeto serdo
publicados em revistas cientificas e apresentados em congressos € reunides
cientificas, sendo mantido sigilo quanto a sua identidade. A qualquer momento vocé
podera ter acesso aos resultados encontrados na pesquisa.

Caso vocé nao queira participar ou queira desistir durante a pesquisa, nao
havera nenhum problema. Vocé n&o terd nenhum gasto financeiro com essa
pesquisa, tendo garantido o sigilo dos dados pessoais utilizados.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Em caso de ddvida ou alguma consideragao sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do
Ceara — Rua Capitao Francisco Pedro 1290 —Rodolfo Tedfilo — 60430-370 —
Fortaleza-CE. Fone: 3366-8613 - Fax: (85) 3281-4961 -  E-mail:
cephuwc@huwec.ufc.br

CONSENTIMENTO APOS ESCLARECIMENTO

Declaro que li o termo de consentimento livre e esclarecido e fui esclarecido
pelos pesquisadores, e que tive oportunidade de tirar minhas duvidas quanto aos
procedimentos e tudo que me foi explicado, e que concordo em participar da
pesquisa conforme descrita acima.

Assinatura do paciente ou seu representante legal (se aplicavel)
Data

Assinatura da testemunha (se aplicavel)
Data

Nos casos de pacientes analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva e ou visual.

Assinatura do responséavel pela aplicacao do TCLE
Data
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APENDICE C- QUESTIONARIO PARA O PROJETO

Avaliacdo dermatolégica em pacientes portadores de neoplasia enddcrina multipla
Ficha do paciente:
Nome:
Registro no HC:
Sexo: feminino O masculino 0 Endereco:
Telefone de contato:
Atividade profissional:
Exposicdo a agentes toxicos (poluentes, derivados de gasolina, tintas, radiacdes, querosene,
operadores de maquinas, borracheiros etc) no presente ou passado: SIM o NAO o
Se sim, especificar:

Diagnéstico de NEM-1

Caso indice (primeiro caso familiar acompanhado no servigo com diagnéstico de NEM-1) O
Parente com manifestagdo (novo Nem-1) o

Parente sem manifestacdo de NEM-1 (assintomatico) 0O

Se, Caso indice (primeiro caso familiar acompanhado no servico) OU 0O Parente com
manifestacdo (novo Nem-1) O

Especificar:

Hiperpara o Tumor gastroenteropancreatico 0 Tumor hipofisario O

Outros tumores O

Quais :

Questiondrio dirigido:

J4 retirou lesdo cutdnea previamente a esta avaliacdo:sim 0 ndo O
Idade na época:

Local da retirada:

Realizou biopsia:

Laudo da biopsia:

Conhece parentes com as mesmas lesdes: sim 0O ndo O

Avaliacdo dermatoldgica:

Idade na avaliacdo atual:

Quanto surgiram as lesdes? idade na época:

Tipo de lesdo cutinea:

Localizacao:

Diagnéstico dermatoldgico presumido pelo exame clinico:
Diagnéstico dermatolégico definitivo apds biopsia:
Outras lesdes cutianeas ndo associadas a NEM-1:




Figura de localizacao das lesoes

l“

Y
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Tabela 6. Caracteristicas gerais e distribuicdo das lesdes em familias de portadores de NEM1.

Tumores associados a

NEM1
Idade na
Familia Paciente Sexo TH HPP TGEP Lesao cutanea
avaliacao
A 1 21 M CNF S N Nevo melanocitico
Colagenoma e
A 7 31 M N S N
angiofibroma
Colagenoma e
A 9 56 F N S Péancreas NS
angiofibroma
A 10 40 PRL S Pancreas NS Colagenoma e lipoma
A 29 46 F N S S Ceratoses actinicas
Coalgenomas e
A 40 40 F N S S
acrocordons
A 44 43 F N S S Colagenoma
B 5 31 M CNF S N Colagenomas
B 17 43 F PRL S N Colagenomas
B 18 36 F PRL N Insulinoma Colagenomas
B 19 36 F  PRL S Insulinoma Colagenomas
B 20 44 F PRL S Gastrinoma Colagenomas
C 24 25 F PRL S N Colagenomas
Gastrico tipo
C 25 41 F PRL S ; Colagenomas
C 26 19 F N S N Colagenomas
C 27 62 F PRL S N Ceratoses actinicas
C 34 58 F PRL S S Colagenomas
D 22 28 F PRL S Pancreas NS Colagenomas
D 28 25 PRL N N Angiofibroma
D 30 69 M N S N Lipoma
D 31 40 M PRL S N Colagenomas
D 32 19 F PRL S N Dermatofibroma
E 2 65 M CNF S Pancreas NS Colagenoma
E 3 34 M PRL N Pancreas NS Colagenoma e lipoma
E 35 31 M PRL N N Colagenoma e
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acrocordons
Colagenoma e
angiofibroma
Colagenoma
Acrocordons
Ceratoses actinicas
Ceratoses actinicas
Colagenoma
Dermatofibroma
Colagenoma
Colagenoma

Acrocordons

Contagem por campo de células imunomarcadas para menin em lesdes cutineas.

Numero de
11 11 11 11 11

valores
Minimo 3,000 3,000 4,000 0,0 7,000
25% Percenti 13,00 9,000 13,00 14,00 11,00
Média 26,00 21,00 18,00 22,00 23,00
75% Percentil 34,00 32,00 41,00 27,00 29,00
Miximo 50,00 39,00 52,00 37,00 37,00
Média 25,36 19,91 23,09 20,27 22,09
Desvio padrao 14,07 12,58 15,30 10,85 10,27
Std. Error 4,241 3,793 4,613 3,270 3,097
IC 95% maximo 15,91 11,46 12,81 12,99 15,19
IC 95% minimo| 34,81 28,36 33,37 27,56 28,99




Contagem por campo de células imunomarcadas para REa em lesdes cutaneas.

Numero de
11 11 11 11 11
valores

Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
25% Percentil 1,000 0,0 0,0 0,0 1,000
Mediana 2,000 2,000 0,0 1,000 1,000
75% Percentil 3,000 3,000 1,000 2,000 2,000
Maximo 7,000 9,000 5,000 3,000 4,000
Média 2,091 2,091 0,8182 1,091 1,636
Desvio padrao 1,973 2,809 1,537 1,221 1,120
Std. Error 0,5947 0,8470 0,4635 0,3682 0,3377
IC 95% méaximo| 0,7658 0,2038 -0,2147 0,2706 0,8839
IC 95% minimo 3,416 3,978 1,851 1,911 2,389

Tabela 4. Contagem por campo de células imunomarcadas para REa em pele normal.

Numero de valores 16 16 16 16 16

Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
25% Percentil 0,2500 0,0 0,0 1,000 1,000
Mediana 1,500 1,500 0,5000 2,000 2,000
75% Percentil 3,750 3,750 3,500 3,000 3,000
Maximo 6,000 8,000 7,000 6,000 7,000
Média 2,125 1,938 1,875 1,938 2,063
Desvio Padrao 1,996 2,294 2,500 1,611 1,769
Std. Error 0,4990 0,5735 0,6250 0,4028 0,4422
IC 95% minimo 1,062 0,7151 0,5429 1,079 1,120
IC 95%maximo 3,188 3,160 3,207 2,796 3,005




Contagem por campo de células imunomarcadas para menin em pele normal.

Namero de 16 16 16 16 16
valores

Minimo 23,00 40,00 40,00 26,00 23,00
25% Percentil 43,00 52,25 52,00 35,50 47,50
Mediana 60,00 62,50 60,50 65,00 60,00
75% Percentil 79,75 69,25 80,75 70,75 81,50
Miéximo 121,0 90,00 93,00 89,00 114,0
Média 65,13 61,44 63,44 58,44 63,69
Desvio padrdao 27,13 13,09 16,61 20,80 22,77
Std. Error 6,783 3,272 4,152 5,199 5,692
IC maximo 95% 50,67 54,46 54,59 47,36 51,56
IC minimo 95% 79,58 68,41 72,29 69,52 75,82




