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RESUMO

A NEML1 é uma sindrome rara com padrdo de transmissdo autossdbmico dominante, causada
por uma mutagdo que inativa o gene MEN1 (gene supressor tumoral). Define-se sua presenca
pela ocorréncia associada de dois dos trés principais tumores enddcrinos relacionados a NEM-
1. hiperparatireoidismo primario (HPT), adenomas hipofisarios (AH) e tumores
gastroenteropancreéaticos (TEPS) secretores ou ndo. O gene MEN1, envolvido nessa sindrome,
consiste de 10 exons (exon 1 e 832 bases do exon 10 ndo sdo traduzidos), codificando uma
proteina que contem 610 aminoacidos, denominada MENIN. Mais de 459 diferentes mutacoes
germinativas ja foram identificadas em familias com NEM1. Um total de 8 familias e 2 casos
esporadicos foram estudados, perfazendo um total de 33 pacientes com NEML1. Foram
coletados 4mL de sangue periférico para extracdo de DNA e RNA utilizando os kits Ql1Aamp
DNA Blood Mini e QlAamp RNA Blood Mini, respectivamente, ambos da QIAGEN®. Os
nove exons da regido codificadora do gene MEN1 foram amplificados por PCR e submetidos,
apos purificacdo, a reacdo de sequenciamento. Em seguida as amostras foram analisadas
através de eletroforese capilar. As sequéncias geradas foram analisadas utilizando o software
CondonCode Aligner, afim de tragar um perfil mutacional. As amostras de RNA foram
convertidas em cDNA e analisadas em PCR tempo real. A idade média dos pacientes
estudados foi de 40,7+12,7 anos, onde a prevaléncia dos tumores associados a NEM1 foi:
HPT, 87,8% (29/33); adenoma hipofisario, 81,8% (27/33); TEPs, 54,5% (18/33); outros
tumores associados a NEM1, 63,6% (21/33). Como primeira manifestacdo nesses pacientes,
os adenomas hipofisarios prevaleceram, ocorrendo em 57,5% (19/33). Apds sequenciamento
automatico de toda a regido codificadora do gene MENL1, foram encontradas mutacdes
germinativas em sete familias portadoras de NEM1 estudadas e em um dos casos esporadicos.
Trés diferentes mutacdes foram identificadas, estando presentes nos exons 3 e 6: duas do tipo
misssense (mutagdes pontuais), ¢.597 C>T (H199H) e ¢.830 C>G (P277R); e uma do tipo
splice-site (mutacdes nas regides de juncdo exon-intron), c.654 +1 G>T (IVS3+1G—T). Néo
foi possivel estabelecer uma associacdo entre gendtipo-fendtipo nesses pacientes portadores
de NEML1. Foram observadas diferencgas no perfil de expressdo. O gene MEN1, nos pacientes

com NEML1 estudados, estava regulado negativamente, quando comparado ao grupo controle.

Palavras-chave: Neoplasia Endocrina Multipla. Mutac&o. Neoplasias.



ABSTRACT

MEN-1 is a rare autosomal dominantly inherited syndrome caused by a mutation that
inactivates the MEN1 gene (tumor suppressor gene). The clinical manifestation of MEN-1 is
defined by the associated occurrence of at least two of the three main endocrine tumors
related to MENZ1: primary hyperparathyroidism (PHP), pituitary adenoma (PA) and
gastroenteropancreatic tumors (GEPs). The MEN1 gene, involved in the syndrome, consists
of 10 exons (exon 1 and 832 bases of exon 10 are not translated) encoding a protein that
contains 610 amino acids called MENIN. Over 459 different germline mutations have been
identified in families with MEN1. A total of eight families and two sporadic cases were
studied, resulting in 33 patients with MEN1, with 31 familiar MEN1 and two sporadic MENL.
Four milliliters of peripheral blood were collected for DNA and RNA extraction using the
QlAamp DNA Blood Mini and QlAamp RNA Blood Mini Kits from QIAGEN®. Each of the
nine coding exons of the MEN1 gene was amplified by the Polymerase Chain Reaction
(PCR). The PCR products were purified and standard protocols were used for cycle
sequencing. Sequences were determined after capillary electrophoresis and analyzed using the
software CondonCode Aligner®, in order to draw a mutational profile. RNA samples were
converted into cDNA and analyzed in real time PCR. The average age of patients was 40.7 +
12.7 years, and the prevalence of tumors associated with MEN1 was: PHP, 87.8% (29/33),
pituitary adenoma, 81.8% (27/33); GEPs, 54.5% (18 / 33), other tumors associated with
MENL1, 63.6% (21/33). As the first manifestation in these patients, the pituitary adenomas
prevailed, occurring in 57.5% (19/33). After automated sequencing of the entire coding region
of the MENL1 gene, germline mutations were found in seven MEN1 families and in one of the
sporadic cases. Three different mutations were identified: two missense mutations, ¢.597 C>T
(H199H) e ¢.830 C>G (P277R); and one splice-site mutation, ¢.654 +1 G>T (IVS3+1G—T).
We could not find any association between genotype-phenotype in these MEN1 patients.
Differences in the gene expression profile were observed. The MENL1 gene in the studied

patients was down regulated, when compared to healthy individuals.

Keywords: Multiple Endocrine Neoplasia. Mutation. Neoplasms.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Céancer

Céncer (do grego karkinos — caranguejo) € um termo que descreve um conjunto de
doencas, que apresentam em comum a proliferacdo desordenada e a incapacidade de
diferenciacédo celular normal. A progressao tumoral é o processo pelo qual as células adquirem
caracteristicas de malignidade, como crescimento progressivo, invasdo e formacdo de
metastases (NOWELL, 1986).

Os tumores malignos sdo responsaveis por um ndmero significante e crescente de
pacientes em todo o mundo, representando a segunda causa de morte na populacdo mundial.
No Brasil, as estimativas para o ano de 2012, validas também para o ano de 2013, apontam a
ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, incluindo os casos de pele
ndo melanoma. Os tipos mais incidentes serdo os canceres de pele ndo melanoma, prostata,
pulmao, colon e reto e estbmago para o sexo masculino; e os canceres de pele ndo melanoma,

mama, colo do Utero, cdlon e reto e glandula tireoide para o sexo feminino (INCA, 2012).

1.2 Neoplasias Enddcrinas Mdltiplas

As Neoplasias Enddcrinas Multiplas (NEMs) sdo sindromes endocrinas complexas,
com caradter autossdbmico dominante de alta penetrdncia. Sdo doencas hereditarias
caracterizadas pela presenca de pelo menos dois tumores envolvendo glandulas enddcrinas em
um mesmo individuo (HOFF; COTE; GAGEL, 2000). As manifestacGes clinicas da doenca
estdo relacionadas ao Orgdo afetado, sendo resultado, principalmente, do excesso de

horménios produzidos por estes tumores (BRANDI et al., 2001).

As principais NEMs incluem as Neoplasias Enddcrinas Multiplas Tipo 1 (NEM1) e
Tipo 2 (NEMZ2), a Sindrome de Von Hippel-Lindau (VHL), a Neurofibromatose Tipo 1 (NF1)
e 0 Complexo de Carney (CNC) (Quadro 1). Essas sindromes sdo caracterizadas pela
presenca de mutacGes germinativas que causam inativacdo de genes supressores tumorais ou

ativacdo de proto-oncogenes, envolvidos na regulacgdo da proliferacdo celular (MARX, 2005).
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Quadro 1: Principais Neoplasias Enddcrinas Multiplas.

Sindrome Principais Manisfestacoes Clinicas Anormalidade Genética

Hiperparatireoidismo primario Mutacdo inativadora do
Adenomas hipofisarios gene MENL1 (11g13) que

NEML Tumores enteropancreaticos codifica a proteina MENIN
Tumores do cortéx adrenal
Angiofibroma cutaneo
Lipomas
Hiperparatireoidismo primario Mutacéo ativadora do

NEM?2 Carcinoma medular de tireéide proto-oncogene RET (10g11.2)
Feocromocitoma que codifica o receptor RET
Tumores de ilhotas pancreéaticas Mutacdo inativadora do gene
Feocromocitoma VHL (3p25) que codifica a
Hemangioblastoma do SNC proteina ELONGINA

Sindrome de Angiomas da retina

von Hippel-Lindau Hipernefromas

Cistos viscerais
Neurofibromas

Feocromocitoma Mutagéo inativadora do gene
Hiperparatireoidismo primario NF-1 (17g911.2) que codifica a
Carcinoma medular de tiredide proteina NEUROFIBROMINA

Neurofibromatose tipo 1 i A
Neurofibroma cutaneo

Tumor carcindide produtor de
somatostatina

Acromegalia Mutacéo inativadora do gene

Pigmentacéo cutanea puntiforme PRKAR1A(17g22-24) que codifica

Mixoma cardiaco o dominio regulatorio da proteina
Complexo de Carney Mixoma cut’éneo _ quinase A (PKA)

Tumor de células de Sertoli

Schwannoma

Doengca adrenocortical pigmentar
nodular primaria

Fonte: Adaptado de Hoff e Hauache, 2005.

1.3 Neoplasia Enddcrina Mdltipla Tipo 1 (NEM1)

A Neoplasia Endocrina Multipla Tipo 1 (OMIM 131100) ou Sindrome de Wermer é
uma sindrome hereditaria, de ocorréncia familiar ou eventualmente esporadica, caracterizada
essencialmente por sua complexidade e variabilidade clinica (BRANDI et al., 2001;
LOURENCGCO Jr et al., 2006). Na sua forma familiar, é transmitida por um padréo de heranca
autossomico dominante com elevada penetrancia (CARTY et al., 1998). Caracteriza-se pela
ocorréncia associada de tumores das glandulas paratiréides, ilhotas pancreaticas/duodeno e
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hipofise (WERMER, 1954; THAKKER, 1995; TRUMP et al., 1996). No entanto, além dos
tumores enddcrinos, na NEM1 podem também ocorrer tumores ndo enddcrinos, sendo que
mais de 20 tipos diferentes de neoplasias (benignas e malignas, funcionantes e nao-

funcionantes) ja foram associadas a essa doenca (MARX, 2005).

A maioria dos tumores relacionados com NEM1 séo benignos, mas alguns tumores
enteropancreéticos, como 0s gastrinomas e tumores carcinéides, podem ser malignos, sendo
estas as maiores causas de morte em pacientes com NEM1 (MARX et al.,, 1999). O
diagndstico precoce dos tumores gastroenteropancreaticos é de grande importancia, uma vez
que a ocorréncia de metastases com efeito de massa e sindrome de secrecdo hormonal muda o

prognostico dos pacientes.

Com relacdo a evolugdo do quadro clinico dos pacientes com NEM1, usualmente, na
segunda decada de vida desses pacientes, h4 desenvolvimento de tumores benignos, enquanto
que a partir da 4% década de vida hd um aumento significativo na ocorréncia de tumores
malignos, os quais levam a morte cerca de um terco destes pacientes (WILKINSON et al.,
1993; GEERDINK; VAN DER LUWT; LIPS, 2003).

Estima-se que a prevaléncia da NEM1, a mais estudada entre as Neoplasias
Enddcrinas Multiplas, varia de 0,01 a 2,5 por 1.000 (MARX et al., 1999). As manifestacdes
clinicas da doenca relacionam-se ao érgdo afetado, podendo incluir efeitos de massa devido
ao crescimento tumoral, a hipersecrecdo hormonal e a malignidade tumoral (MARX et al.,
1999; BRANDI et al., 2001).

O diagnostico de NEM1 pode ser realizado pela: a) clinica, definindo-se sua presenca
guanto existe em um individuo pelo menos dois dos trés principais tumores endocrinos
relacionados a NEM1 (hiperparatireoidismo, tumor enddcrino enteropancredtico e tumor de
hipofise) e/ou b) genética, através da identificacdo de mutacdo germinativa no gene MEN1
(BRANDI et al., 1987; HOFF; COTE; GAGEL, 2000; MARX, 2005).

O diagnostico de NEM1 familiar é realizado na presenca de um individuo com
diagnostico de NEM1 com pelo menos um parente de primeiro grau apresentando no minimo
uma das caracteristicas de NEM1, ou seja, a presenca de tumor em pelo uma das trés
glandulas enddcrinas-alvo mais frequentemente afetadas (SCHUSSHEIM et al., 2001;
BRANDI et al., 2001).
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A distingdo entre tumores endocrinos esporadicos e associados a NEM1 é de
fundamental importancia para um bom manejo clinico e cirdrgico, além de um apropriado

seguimento e aconselhamento genético de pacientes e seus familiares (BRANDI et al., 2001).

O tratamento da NEM1 é complexo e a cura €é dificil. Os pacientes frequentemente sao
submetidos a varias intervencdes meédicas e cirargicas ao longo de suas vidas, uma vez que 0s
tumores tém alto potencial recidivante e causam sindromes hormonais importantes (MARX et
al., 1999). A decisdo cirargica deve ser individualizada, levando-se em conta as suas
possiveis sequelas decorrentes, incluindo hipoparatiroidismo, hipopituitarismo e insuficiéncia
pancreatica exocrina e enddcrina (HOFF; HAUACHE, 2005).

Com o advento da analise genética na NEM1 em 1997, novas abordagens diagnosticas
e terapéuticas tem sido discutidas, uma vez que o “screening” genético de familias com
NEM1, a partir de casos indice, permite a detecgdo da sindrome individualmente em um
estagio pré-clinico. Modificando, dessa forma, a abordagem da sindrome de forma a reduzir a
morbi-mortalidade a ela associada (HAI et al., 1999; LAIRMORE et al., 2004; LOURENCO
Jr.etal., 2007; TOLEDO et al., 2007).

1.4 Aspectos clinicos da NEM1
1.4.1 Hiperparatireoidismo

O hiperparatiroidismo primario (HPT), causado pela hipersecre¢do do PTH, €
normalmente a primeira e mais frequente manifestacéo clinica na NEM1, estando presente em
torno de 90-97% dos portadores desta sindrome (CALENDER et al., 1995; SCHUSSHEIM et
al., 2001). Comumente, o diagndstico de HPT na NEML1 ocorre entre 0s 12 e 28 anos de
idade, com uma media de 19 anos (SKOGSEID; RASTAD; OBERG, 1994). Sua penetrancia
aumenta com a idade, se aproximando de 95% nos pacientes com 30 anos e de quase 100%
aos 40 anos (MELLETTE, 1994; BURGESS et al., 1999).

A avaliagdo bioquimica prospectiva de familias com NEM1 demonstrou que o HPT
comeca a se manifestar j& na segunda década de vida. Portanto, espera-se que aos 40 anos de
idade a maioria dos individuos ja tera apresentado alguma forma de hiperparatiroidismo
(SKOGSEID et al., 1991).
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A manifestacdo clinica mais comum € a identificacdo de hipercalcemia assintomatica
associada a elevacdo moderada do PTH (HPT assintomatico). Entretanto, quando esta ndo é
identificada precocemente, as manifestacdes do hiperparatiroidismo tardio, como nefrolitiase,
osteoporose, fraturas dsseas e sintomas decorrentes de hipercalcemia grave, podem ocorrer
(MALLETTE, 1994; HOFF; HAUACHE, 2005).

As caracteristicas do HPT/NEML1 diferem daquelas cléssicas do hiperparatireoidismo
primario esporadico (HPTe) em alguns aspectos. O HPT/NEM1 usualmente apresenta: a)
hiperplasia de paratiredides, e mais raramente adenomas; b) comprometimento de multiplas
glandulas paratireoideanas; ¢) ambos 0s sexos sdo afetados na mesma proporcdo (1:1),
diferente do HPTe que é trés vezes mais frequente em mulheres; d) manifestacdo clinica mais
precoce (20-30 anos no HPT/NEML1 contra 50-60 anos, no HPTe); e) taxas mais elevadas de
recorréncia apoOs paratireoidectomia (> 50% contra 2%) (BILEZIKIAN et al., 2002;
LOURENGCO Jr. et al., 2006).

A lesdo histologica das paratiredides mais frequentemente observada na NEM1 é a
hiperplasia difusa ou nodular, com transformacGes adenomatosas possiveis de serem
encontradas mais tardiamente (GAGEL, 1998).

O diagnostico de HPT é feito por meio de niveis elevados de célcio total e i6nico,
associados a hipercalcidria e niveis altos de PTH, enquanto os niveis de fosfato sérico estdo
baixos ou permanecem no limite inferior (BONE, 1990).

O tratamento do HPT/NEML1 é geralmente cirurgico, entretanto ainda ndo existe um
consenso claro sobre o melhor momento para a cirurgia (GAGEL, 1998). As indicacOes
cirurgicas incluem calcio sérico maior que 12mg/dL, urolitiase e doenca déssea decorrente do
hiperparatireoidismo. N&do é claro, entretanto, quando intervir naqueles pacientes com
hiperparatireoidismo com niveis de célcio inferiores a 12mg/dL (HOFF; HAUACHE, 2005).
Os critérios utilizados para 0 manejo clinico-cirargico dos casos de HPT/NEM1 sdo, nesse
sentido, os mesmo estabelecidos pelo consenso sobre HPTe (Quadro 02; BILEZIKIAN et al.,
2002).

O procedimento cirurgico para tratamento do HPT/NEM1 se faz via: a)
paratireoidectomia subtotal (trés glandulas e meia) ou b) paratireoidectomia total seguida de
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enxerto heterotopico de tecido paratiroidiano no antebraco ndo-dominate (para eventual fécil
remocao em casos com recorréncia) (BRANDI et al., 2001; CARLING; UDELSMAN, 2005).

A timectomia é geralmente recomendada na primeira abordagem cirurgica do HPT,
porém ndo existe consenso entre os diferentes grupos, o principal argumento a favor do
procedimento seria a prevencao do carcindide timico e por ser local frequente de paratireoide
ectopica e/ou supranumeréria, 0 que resultaria em insucesso cirargico ou recidiva do HPT
(MARINI et al., 2009; TONELLLI et al., 2009).

Apesar de o HPT estar presente na quase totalidade dos casos de NEM1, em
aproximadamente 80% das vezes sdo 0s tumores hipofisarios, das ilhotas pancreaticas ou
tumores carcinodides que motivardo a consulta médica inicial. Assim, como conduta pratica, é
importante procurar um possivel HPT em pacientes com diagndstico de tumor hipofisario ou
de ilhotas pancredticas, dosando-se inicialmente a calcemia (CORBETTA et al., 1997,
BRANDI et al., 2001; PIECHA; CHUDEK; WIECEK, 2008). Em pacientes portadores de
tumores hipofisarios supostamente esporadicos, 0 screening para a presenca de
hiperparatireoidismo através da dosagem de calcio e PTH pode resultar em novos
diagndsticos de NEM1.

Quadro 2: Critérios para indicacdo cirurgica em casos de HPT/NEM1

Critérios para Indicacdo de Cirurgia em Casos de Hiperparatireoidismo Primario (HPT)
Associado a NEM1

« Nefrolitiase;
Osteite fibrosa cistica;
» HPT assintomatico, associado a uma ou mais das seguintes situacoes:
— Calcio sérico > 1 mg/dL acima do limite superior de normalidade;
— Clearance de creatinina <60 mL/min/1,73 m?;
— T-escore < -2,5 na coluna lombar, quadril e/ou antebraco;
— Pacientes cujo acompanhamento médico nao seja possivel ou desejado;
« Sindrome de Zollinger-Ellison sem controle medicamentoso adequado.

1.4.2 Tumores entero-pancreaticos

Os tumores enddcrinos entero-pancreaticos (TEPsS) ocorrem em aproximadamente

35% dos pacientes com NEM1, sendo essa prevaléncia bastante variavel, em diferentes
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estudos clinicos, dependendo da populacéo estudada (10-85%) (MARX, 2005; TONELLI et
al., 2006; KOUVARAKI et al., 2006).

Geralmente surgem como a segunda manifestacdo mais frequente em pacientes
portadores de NEM1, com o desenvolvimento de tumores multicéntricos e pluripotentes, pois
podem secretar um ou mais tipos de horménios diferentes (KOUVARAKI et al., 2006). A
apresentacéo clinica é altamente varidvel, dependendo da extensdo do tumor e da natureza e
quantidade do hormonio secretado (HOFF; HAUACHE, 2005).

Diferentemente dos tumores paratireoidianos e hipofisarios, os TEPs tem elevado
potencial para malignizacdo; de fato, 30% a 60% dos pacientes com essas lesdes desenvolvem
metastases hepaticas no decorrer da vida (MARINI et al., 2009; OBERG, 2010).

Os TEPs dividem-se em funcionantes que secretam diferentes tipos de hormonios
incluindo gastrina, insulina, glucagon, polipeptideo intestinal vasoativo (VIP), somatostatina e
ACTH; e ndo-funcionantes definidos como tumores onde a secre¢do hormonal € clinicamente
irrelevante (BRANDI et al., 2001; KOUVARAKI et al., 2006). As lesfes sdo tipicamente
pequenas (<0,5cm) e multicéntricas, podendo ocorrer em qualquer por¢do do pancreas ou na
submucosa duodenal (GIBRIL et al., 2001; TRIPONEZ et al., 2006; BOTSIOS et al., 2007).

A identificacdo bioguimica dos tumores entero-pancreaticos baseia-se na determinacgéo
da glicemia de jejum, gastrina, glucagon, insulina, pré-insulina e cromogranina A séricas
(SKOGSEID, 1999; BRANDI et al., 2001). Exames de imagens também sdo realizados, tais
como: tomografia computadorizada ou ressonancia magnética, e eventualmente ecografia

endoscopica para melhor definicdo das caracteristicas destes tumores (SKOGSEID, 1999).

Entre os tumores funcionantes, o gastrinoma (GA) é o mais comum (40-75%), sendo
o principal determinante de mortalidade dessa sindrome, com metastases estando presente ao
diagnéstico em metade dos pacientes (GIBRIL et al., 2001; TONELLI et al., 2006;
KOUVARAKI et al., 2006; FAGGIANO et al., 2008).

O GA/NEML1 é usualmente multifocal, contrastando com a manifestagcdo unifocal
usualmente observada em casos de gastrinoma esporadicos (GAe). Sdo predominantemente
duodenais e multiplos, com alto potencial maligno e com taxas de cura menores que o0 GA
esporédico (TEH et al., 1998; LOURENCO Jr., 2008). Devido & grande dificuldade de
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alcancar a cura total, as melhores formas de abordagem cirdrgica sdo bastante debatidas na
literatura (BRANDI et al., 2001). A estratégia cirurgica prioriza reduzir a ocorréncia de
metastases (AKERSTROM et al., 2005).

O insulinoma é o segundo tumor pancreético funcionante mais prevalente na NEM1. E
um tumor originario das células beta das ilhotas pancreaticas, com incidéncia estimada de 4
casos por 1 milhdo na populacdo geral, com predominancia igual em ambos 0s sexos
(DELCORE; FRIESEN, 1994).

Os insulinomas associados a NEM1 diferem-se dos esporadicos por serem geralmente
maltiplos; ocorrerem mais precocemente; terem um maior potencial de malignidade; e
apresentarem maiores taxas de recorréncia pos-cirurgica. O tratamento do insulinoma é
cirurgico, basicamente objetivando preservar as funces enddcrinas e exocrinas pancreaticas e
o alivio de sintomas hipoglicémicos (METZ et al., 1994; BRANDI et al., 2001).

1.4.2.1 Tratamento farmacoldgico nos TEPs

Quando a intervencéo cirurgica ndo € indicada ou quando ndo resulta em controle da
hipersecrecdo hormonal, os pacientes com TEPs sdo tratados com terapia farmacoldgica. A
terapia inclui: uso de analogos da somatostatina (octreotide, lanreotide), que inibem a
secrecdo de varios hormoénios; blogueadores de bombas de préton, para pacientes com
gastrinomas; e infusdo continua de glucagon, glicose ou diazoxido, para pacientes com
insulinoma (HOFF; GAGEL, 1997; NORTON et al., 2004).

A quimioterapia sistémica é utilizada em pacientes com doenca metastatica
progressiva. Os agentes quimioterapicos utilizados incluem a estreptozocina, doxorrubicina,
5-fluorouracil, dacarbazina e ciclofosfamida (MILLER; ELLISON, 1998).

1.4.3 Tumores hipofisarios

A incidéncia de tumores hipofisarios em pacientes com NEM1 (AH/NEML1) é bastante
variavel, dependendo da populacdo estudada, oscilando de 10% a 65% (BURGESS et al.,
1996), podendo ser a primeira manifestacdo clinica da NEM1 em aproximadamente 20% dos
casos. A idade de diagndstico dos tumores AH/NEML1 (17 a 65 anos) € similar a encontrada
nos casos de tumores hipofisarios isolados (FIPA) e nos esporadicos (13 a 75 anos) (VERGES
etal., 2002; DALY et al., 2006; TOLEDO et al., 2007).
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Aproximadamente 80% dos HIP/NEM1 sdo macroadenomas (>10cm), em contraste
com os casos de tumores hipofisarios esporadicos (AHe) com frequéncia de 42% (VERGES
et al., 2002). O envolvimento hipofisario nos AH/NEM1 é multicéntrico e pluri-hormonal e os
sintomas variam de acordo com o tipo de horménio secretado, sendo decorrentes do excesso

hormonal e/ou devido a efeitos compressivos de massa tumoral (HOFF; HAUACHE, 2005).

O tumor mais frequente entre os AH/NEM1 é o prolactinoma (76%), causando
galactorréia e amenorréia na mulher e hipogonadismo e disfuncédo erétil no homem. O tumor
secretor de hormdnio de crescimento (GH) é o segundo mais comum, causando manifestacoes
clinicas de acromegalia. Os tumores menos frequentes sdo 0s ndo-funcionantes e o secretor de
horménio adrenocorticotréfico (ACTH) que causa a doenca de Cushing. Outros tumores
hipofisarios, como o FHSoma, THSoma e LHoma ocorrem raramente na NEM1
(MATSUZAKI; CANTO-COSTA; HAUACHE, 2004).

O tratamento dos adenomas hipofisarios varia de acordo com o subtipo. Prolactinomas
sdo tratados com agonistas dopaminérgicos (bromocriptina, cabergolina), com uma taxa de
resposta alta (70 — 90% dos pacientes), demonstrado pela regressdo do tamanho tumoral e
normalizagdo da prolactina e regressao dos sintomas. Pacientes ndo-tolerantes ou resistentes
aos agonistas dopaminérgicos sdo candidatos a cirurgia transesfenoidal, combinada ou ndo a
radioterapia (LOSA et al., 2002; HOFF; HAUACHE, 2005). Para tumores produtores de GH,
0 tratamento primario € a cirurgia transesfenoidal, resultando em um indice de cura entre 50-
70% dos casos. Entretanto, esse indice reduz drasticamente (10-30%) quando os tumores séo
grandes e invasivos (BECKERS et al., 2003). Anédlogos de somatostatina, antagonistas do
receptor do GH ou radioterapia sdo utilizados no caso de doenca residual apds cirurgia ou em
casos em que a cirurgia ndo € indicada (VAN DER LELY et al., 2001; CARON et al., 2002).

1.4.4 Outros tumores

Além das manifestacbes tipicas descritas, os portadores de NEM1 possuem
predisposi¢cdo ao desenvolvimento de outras neoplasias, como tumores adrenais, tumores
carcindides, angiofibromas faciais, colagenomas, lipomas, feocromocitomas e meningiomas
(DONG et al., 1997; MARX et al., 1999; ASGHARIAN et al., 2004).

Ao total, cerca de 20 tumores enddcrinos e ndo endocrinos encontram-se no painel de

possiveis tumores que podem estar associados a NEM1 (Tabela 1). Devido a ampla
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variabilidade de tumores e manisfestagdes clinicas, a NEML1 é hoje considerada uma doenca
complexa e multi-sistémica (MARX, 2005).

Tabela 1: ManifestacGes clinicas da NEM1 com estimada penetrancia média em adultos.

Manifesta¢des Enddcrinas Manifesta¢des Nao-enddcrinas
Adenoma de paratiredide (90%) Lipoma (30%)
Tumores Enteropancreaticos (35%):
Gastrinoma* (40%)
Insulinoma (10%) Angiofibroma facial (85%)
N&o-funcionantes*, incluindo PPoma (20%) Colagenoma (70%)
Outros: Glucagonoma*, VIPoma*, Somatostinoma* (2%)
Adenomas Hipofisarios (20-40%):
Prolactinoma (70%)
Co-secretores (10%)
Somatrotopina (9%) Leiomioma (10%)
Nao-funcionante (20%)
ACTHoma (4%)
THSoma (raro)
Tumores Carcindides:
Timico* (2%) Meningeoma (5%)
Bronquico* (2%) Ependimoma (1%)
Gastrico* (10%)
Cortéx Adrenal NF (25%)

Feocromocitoma (<1%)

LNF, ndo-funcionante; *potencialmente maligno; PP, polipeptidio pancreatico.
2 Penetrancia aos 40 anos de idade.

Fonte: Baseado em Brandi et al., 2001; Verges et al., 2002 e Marx, 2005.

1.5 Seguimento Clinico na NEM1

O seguimento clinico periodico para casos com NEML1, segundo o Consenso sobre
NEMs, deve ser iniciado entre 5-20 anos de idade, sendo recomendado para todos os casos
diagnosticados com NEM1 e também para seus familiares potencialmente sob-risco
(BRANDI et al., 2001; THAKKER et al., 2012). Este seguimento envolve dosagens
hormonais anuais e exames de imagem em intervalos de acordo com o tumor em questdo,
sendo um processo trabalhoso e que envolve altos custos (Tabela 2) (THAKKER et al., 2012).
Por outro lado, o seguimento clinico é capaz de auxiliar no aumento da qualidade de vida dos

pacientes e reduzir a morbi-mortalidade nestes pacientes (TEH et al., 1998).
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Tabela 2: Protocolo de rastreamento bioquimico e radiolégico em individuos com alto risco de
desenvolvimento de NEM1 ou pacientes com NEM1.

Inicio do
Tumor Rastreamento Testes Bioquimicos Exames de Imagem
(Idade em anos) (Anuais) (Intervalo de tempo)
Paratiredide 8 Célcio, PTH Nenhum
Tumores
enteropancreaticos
Gastrinoma 20 Gastrina (= pH géstrico) Nenhum
Insulinoma 5 Glicemia em jejum, Insulina Nenhum
Outros TEPs <10 Cromogranina A, Polipeptidio RM, TC ou EE (anual)
pancreatico, Glucagon, VIP
Adenomas
Hipofisarios 5 Prolactina, IGF-1 RM (a cada 3 anos)
Adrenais <10 Nenhum (e'xcegéo: sintomas e sinais de RI\/I ouTC (aAnU61| com
tumor funcionante e/ou tumor >1cm)  imagem de pancreas)
Carcinoides
Timicos e
Brénquicos 15 Nenhum TC ou RM (a cada 1-2 anos)

RM: Resonéncia magnética; TC: tomografia computadorizada; EE: ultrassom endoscépico.
Fonte: Thakker et al., 2012.

1.6 Aspectos da genética molecular na NEM1

A NEML1 ¢é uma sindrome hereditaria, com transmissao autossémica dominante de alta
penetrancia (95% aos 40 anos), causada por uma mutacdo que inativa o gene MENL1, que é um
gene supressor tumoral (VARMUS, 1984; BRANDI et al., 1987; THAKKER et al., 1993;
BROWN; SOLOMON, 1997; MARX et al.,1998).

Em 1988, a localizacdo do gene responsavel pela NEM1 foi mapeada no braco longo
do cromossomo 11, regido 1, sub-regido 3 (11913) (Fig.1l; LARSSON et al., 1988).0s
mesmos autores também demonstraram a perda de heterozigosidade (LOH) deste locus,
sugerindo entdo que NEM1 era decorrente de um gene supressor de tumores e ndo de um
oncogene, 0 que é consistente com a hipotese de desenvolvimento tumoral elaborada por
Knudson (KNUDSON, 1971). Em 1997, o gene MENL foi clonado e sequenciado por dois
consorcios independentes (CHANDRASEKHARAPPA et al., 1997; LEMMENS et al., 1997).
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Figura 1: Localizacdo do gene MEN1 no cromossomo 11 (11g13).
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O gene MENZ1 possui 9,2 Kb e consiste de 10 exons (o exon 1 e 832 bases do exon 10

ndo sdo traduzidos), codificando uma proteina que contem 610 aminoécidos, denominada
MENIN (CHANDRASEKHARAPPA et al., 1997; LEMMENS et al., 1997).

1.6.1 Mutacdes e polimorfismos no gene MEN1

Mais de 1.000 mutacdes germinativas (consistindo em 459 mutacgdes diferentes) e em
torno de 200 mutacBes somaticas (consistindo em 167 mutagdes diferentes) ja foram
identificadas em familias com NEM1 (LEMOS; THAKKER, 2008). Essas mutacdes
encontram-se distribuidas ao longo de todo o gene, tanto na regido codificadora (1830bp)

como em regides intronicas (Fig. 2).

As mutacbes, que incluem delecBes, inser¢bes, missense ou nonsense, Sao
inativadoras, resultando em uma proteina truncada ou com comprometimento funcional
(THAKKER, 2004). Aproximadamente 23% sdo mutagdes nonsense, em torno de 41% séo
delecdes ou insercdes frameshift, 6% delecOes ou inser¢des in-frame, 9% mutacOes splice-
site, 20% mutacbes missense, e 1% grandes delecdes (LEMOS; THAKKER, 2008).
MutacBes nonsense sdo mutacdes pontuais que inserem um sinal precoce de parada da
transcricdo no cédon mutado, enquanto que mutagdes missense sdo mutacbes pontuais que
alteram somente um aminoacido. Mutag6es do tipo frameshift sdo mutagdes de mudanca no
quadro de leitura transcricional (delecBes ou insercGes), que alteram a sequéncia de
aminoacidos sintetizados e também podem inserir um sinal precoce de parada da transcrigéo,
enquanto que mutacbes in-frame sdo mutagcdes que ndo alteram o quadro de leitura da
proteina. Ja& as mutagdes do tipo splice-site sdo mutacdes nas regides de juncdo exon-intron,

podendo resultar em alteragdes na transcrigao.
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Figura 2: Representacdo esquematica da organizacdo genémica do gene MEN1, a proteina por ele
codificada (MENIN) e as regiGes de interagdo com outras proteinas.
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A. Gene MENL1. A regido codificadora de 1.83Kb esta representada em cinza. As numeracdes indicam mutagdes
frequentes (Tabela 3) e as letras indicam polimorfismos (Tabela 4). A escala mostra a frequéncia dessas
mutacdes. B. Proteina MENIN representada com os trés NLSs (NSL1, NSLa, NSL2) e cinco sitios putativos de
GTPase (G1 a G5). C. Regides de ligagdo da MENIN com diferentes proteinas (caixa aberta).

Fonte: Lemos e Thakker, 2008.

As mutacOes descritas ndo envolvem areas especificas (hot spots) do gene, tornando a
avaliacdo mutacional de pacientes com NEM1 complexa, uma vez que envolve todo o gene.
No entanto, tem sido observada, em familias distintas, a ocorréncia repetida de algumas
mutacdes (Fig. 2 e Tabela 3). Essas muta¢des, localizadas em nove sitios diferentes do gene
MENL1, séo responsaveis por mais de 20% de todas as muta¢cdes germinativas. Dessas, cinco
sdo mutacOes frameshift envolvendo os codons 83 e 84 (nt359del4), 120 (Lys[K]120del), 210
a 211 (nt738del4), e codons 514 a 516 (nt1657-7del or ins C); uma é do tipo splice-site no
intron 4; e trés sdo mutacdes nonsense (Arg98Stop, Arg415Stop e Arg460Stop) (TURNER et
al., 2002; LEMOS; THAKKER, 2008).



32

Tabela 3: Mutagdes germinativas mais frequentes no gene MEN1.

Mutacgéo
! Mudanca na Sequéncia de DNA 2 Exon Cédon Efeito Predito® Frequéncia (%)

I €.249_252delGTCT 2 83-84 fs 4.5

I €.292C>T 2 98 ns, Arg98Stop 1.5
Il c.358_360delAAG 2 120 if 1.7
v €.628_631delACAG 3 210-211 fs 2.5
V C.784-9G>A Intron4 - sp 19
VI €.1243C>T 9 415 ns, Arg415Stop 15
VI €.1378C>T 10 460 ns, Arg460Stop 2.6
VI c.1546delC 10 516 fs 1.8
IX .1546_1547insC 10 516 fs 2.7

1 Nameros como descrito na Fig.2.
2 MutagBes numeradas em relagdo a sequéncia referéncia do cDNA do gene MEN1 (NM_130799.1).

3fs, frameshift; ns, nonsense mutation; sp,splice-site mutation; if, in-frame mutation.
Fonte: Lemos e Thakker, 2008.

Aproximadamente em 70-90% dos casos hereditarios sdo encontradas mutacdes no
gene MEN1 (MARX, 2005). A auséncia de mutagdes nos outros 10-30% decorre,
provavelmente, da presenca de mutacdes fora da regido codificadora do gene; presenca de
grandes delec¢des, que impossibilitam a amplificacdo do alelo mutado; ou mesmo variacéo de
sensibilidade dos métodos laboratoriais empregados para analise (CAVACO, 2002). E
estimado que cerca de 10% das mutacGes germinativas no gene MEN1 sdo mutacgdes de novo
e podem ser passadas para geracoes futuras. (HOFF; HAUACHE, 2005).

Varios estudos de diversas familias portadoras de NEM1 e de tumores esporadicos
permitem afirmar que nédo existe correlacdo genotipo-fendtipo em NEM1 (AGARWAL et al.,
1997; BASSETT et al., 1998; GIRAUD et al., 1998; TEH et al.,1998; SCHUSSHEIM et al.,
2001; WAUTOT et al., 2002). Familias com manifesta¢des clinicas muito semelhantes néo
possuem a mesma mutacdo e, da mesma forma, familias com a mesma mutacdo néo

demonstram manifestacdes clinicas especificas aquela mutacéo.

Existe descritos, um total de 24 diferentes polimorfismos no gene MEN1. Desses, 12
se localizam na regido codificadora (10 sindnimos e 2 ndo sindnimos) , 9 em regides
intrénicas e 3 em regides ndo transcritas (Fig. 2 e Tabela 4) (LEMOS; THAKKER, 2008). E
importante reconhecer a ocorréncia desses polimorfismos, uma vez que devem ser
diferenciados das mutacbes ao se realizar uma analise para diagnostico genético, além de
também poderem, ocasionalmente, ajudar na anélise de segregacdo em familias nas quais uma
mutacdo no gene MEN1 néo tenha sido identificada (THAKKER, 2010).



33

Tabela 4: Polimorfismos do gene MENL.

Polimorfismo ! Mudanca na Sequéncia de DNA 2 Exon Mudanca de Cédon  Frequéncia Alélica ®
a €.-533T>A 1 - 0.32
b €.-533T>C 1 - 0.12
c €.-39C>G Intron 1 - 0.20
d n/a 2 LeulOLeu n/a
e €.435C>T 2 Ser145Ser 0.01
f €.445p183G>A Intron 2 - 0.05
g C.446-127A>T Intron 2 - n/a
h €.446-58C>T Intron 2 - 0.01
i c.512G>A 3 Argl71GIn 0.01
j c.768T>C 4 Leu256Leu 0.01
k €.824p31T>C Intron 5 - n/a
| €.913-3C>G Intron 6 - 0.02
m c.1026G>A 7 Ala342Ala 0.01
n €.1050-92C>T Intron 7 - 0.03
0 €.1050-3C>G Intron 7 - 0.02
p c.1101A>C 8 Val367Val n/a
q €.1254C>T 9 Asp418Asp 0.42
r €.1296G>A 9 Leud32Leu 0.01
S €.1299T>C 9 His433His 0.01
t €.1350p103G>C Intron 9 - 0.42
u €.1434C>T 10 Gly478Gly n/a
% c.1621G>A 10 Alab41Thr 0.04
w c.1764G>A 10 Lys588Lys n/a
z €.1833*305_1833*307delCTC 10 - 0.05

! Letras como descrito na Fig.2.

2 Polimorfismos numerados em relagdo a sequéncia referéncia do cDNA do gene MEN1 (NM_130799.1).

3 Frequéncia apresentada no artigo que primeiro descreveu o polimorfismo. n/a, informag&o ndo disponivel.
Fonte: Lemos e Thakker, 2008.

1.6.2 A Proteina MENIN

As mutagdes inativadoras no gene MENL1 estdo associadas ao desenvolvimento de
tumores endocrinos pela inativacdo da proteina supressora tumoral MENIN, que esta
envolvida em processos celulares importantes, como: atuacdo no ciclo celular e controle de
crescimento celular, regulacdo da transcri¢do génica, reparo de DNA, estabilidade genémica,
regulacdo da apoptose e proliferacdo de células enddcrinas (AGARWAL et al., 2005;
BALOGH et al., 2006; LEMOS; THAKKER, 2008).
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Anédlises iniciais in silico da sequéncia de aminoacidos da proteina MENIN revelaram
que ela ndo possui homologia com nenhuma outra proteina conhecida, sequéncia motif ou
peptideo sinal, dessa forma sua fungéo putativa ndo pode ser deduzida. No entanto, estudos de
localizagdo subcelular mostraram que a MENIN é uma proteina predominantemente nuclear,
apresentando pelo menos trés sinais de localizagdo nuclear (NLS) no seu segmento C-terminal
(GURU et al., 1998; LA et al., 2006), e estudos de interacdo proteina-proteina revelaram
interacbes da MENIN com varias proteinas envolvidas em diversos processos celulares
essenciais (AGARWAL et al., 2005; LEMOS; THAKKER, 2008) (Fig.2 e Fig.3).

Dessa forma, na regulacdo da transcricdo, a MENIN tem mostrado interagir
diretamente com o fator de transcricdo JunD, inibindo a ativacdo da transcricdo génica
mediada por JunD (AGARWAL et al., 1999). Além disso, tem sido relatado a interacdo de
MENIN com o supressor de metédstase tumoral NM23H1/nucleosideo difosfato quinase
(OHKURA et al., 2001) e com membros da familia SMAD (SMAD3 e SMAD 1/5) na
inibicdo da via sinalizadora de TGF- (KAJI et al., 2001).

Outros estudos demonstraram que a MENIN também interage com outras proteinas
como NF-kB, RPA2, FANCD2, GFAP, Vimentina e RUNX2, porém o papel fisiologico destas
interacdes ainda ndo foi totalmente esclarecido e ainda ndo foi possivel estabelecer a
sinalizacdo intracelular de MENIN em tecidos normais ou tumorais (HEPPNER et al., 2001;
LOPEZ-EGIDO et al., 2002; JIN et al., 2003; AGARWAL et al., 2004; SOWA et al., 2004).
As mutacbes em MENL1 resultam principalmente em formas truncadas da proteina MENIN
com auséncia dos sitios NLS ou ligacao alterada com JunD (PANNETT; TRAKKER, 1999).
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Figura 3: Funcdes da proteina MENIN através de suas interagcbes com outras proteinas e moléculas.
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Fonte: Modificado de Thakker, 2010.

1.6.3 Tumorigenése na NEM1

O desenvolvimento cléssico de tumores em pacientes com NEM1 ocorre por uma
sequéncia de dois eventos mutacionais. O primeiro evento refere-se a mutagdo que é herdada
(mutacdo germinativa no gene MEN1), que predispe o genoma a um segundo evento
mutacional em glandulas associadas a NEM1 (mutacdo somatica), causando perda de
heterozigosidade (Loss of Heterozygosity - LOH) do locus 11q13. Esses eventos culminam
com a inativacdo da MENIN, interferindo em suas vias moleculares de supressdo tumoral,
levando a tumorigénese na NEM1 (AGARWAL et al., 2005), modelo consistente com a
hipdtese “two-hit” elaborada por Knudson para genes supressores tumorais (PANNET,;

THAKKER, 2001).

Esse processo de tumorigénese a partir de dois eventos mutacionais explica porque um
individuo que herda uma mutacdo germinativa possui uma maior predisposicdo aos tumores
NEM1-relacionados. Esses individuos apresentam tumores em faixas etarias mais baixas que
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0s casos esporadicos de NEM1, nos quais os tumores se desenvolvem somente ap0s
ocorrerem duas mutagdes sométicas (AGARWAL et al., 1997; MARX, 2005).

1.6.4 Analise mutacional do gene MEN1 na prética clinica

A anélise mutacional do gene MENL1 na prética clinica é util por diversos fatores,
como: a) confirmacdo do diagnostico clinico; b) identificacdo de parentes que possuam
mutacdes no gene MENL1, como forma de “screening” para detec¢do de tumores em estagio
inicial e inicio de tratamento apropriado; c) identificacdo dos parentes que ndo carregam uma
mutacdo germinativa, para serem tranquilizados em relacdo ao desenvolvimento de futuros
tumores (THAKKER et al., 2012). Esse dltimo aspecto também é relevante no que diz
respeito a diminuicdo de custos, em servigos de salde, uma vez que esses pacientes seriam
submetidos, desnecessariamente, a investigacdes bioquimicas e radiolégicas (Tabela 2)
(NEWEY; THAKKER, 2011).

1.6.5 Outros genes possivelmente envolvidos na NEM1

O gene MENL1 é o principal gene associado a Neoplasia Endocrina Multipla Tipo 1,
apesar disso, ndo sao encontradas mutacdes em 10-30% dos casos hereditarios, possivelmente

por questdes aqui explicadas anteriormente (CAVACO, 2002).

Mais recentemente, entretanto, tem-se sugerido que essa auséncia de mutagdes no
gene MEN1 em alguns pacientes com NEMJ1, seria causada por uma heterogeneidade
molecular dessa doenca. Pellegata et al. (2006) relataram uma familia com trés gerac6es com
NEML1 e que nédo apresentava mutacdo no gene MEN1, na qual foi identificada uma mutacéo
germinativa no gene p27(kipl)/CDKN1B.

O gene p27(kipl)/CDKN1B, localizado no braco curto do cromossomo 12, regido 1,
sub-regido 3 (12p13) contém 3 exons, codificando uma proteina inibidora de quinase

dependente de ciclina, reguladora de processos envolvidos no ciclo celular.

Estudos funcionais mostraram que a expressdo génica de p27(kipl)/CDKN1B é
regulada pela proteina MENIN (codificada pelo gene MEN1), por associacdo com RNA
polimerases e metil-transferases (KARNIK et al., 2005; FONTANIERE et al., 2006). A
auséncia de MENIN leva a baixa expressdo de p27(kipl)/CDKN1B, enquanto que a elevagéo
nos niveis de MEN1, recompde a expressdo de p27(kipl)/CDKN1B. Dessa forma, algumas
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manifestacdes clinicas de pacientes com NEM1 podem estar possivelmente reguladas pela
interacdo entre as proteinas/genes MENIN e p27.

Um outro gene recentemente associado a suceptividade a tumores hipofisarios
familiais € o gene AIP (aryl hydrocarbon receptor interacting protein). Esse gene esta
localizado no braco longo do cromossomo 11, regido 1, subregido 3.3 (11g13.3), contém 6
éxons, distanciando de 3Mb do gene MENL1.

Mutacbes germinativas nesse gene foram identificadas em familias com tumores
hipofisarios secretores de horménio de crescimento (GH) e/ou prolactina (PRL) (VIERIMAA
et al., 2006). Foi relatada perda de heterozigose (LOH) nesses tumores, sugerindo um papel
supressor tumoral do AIP. Casos clinicamente diagnosticados com NEML1, entretanto sem
mutacdo no gene MENL1, também foram relatados apresentar mutacdo germinativa no gene
AIP (GEORGITSI et al., 2007).

1.7 Justificativa

A NEML1 é uma doenga complexa e heterogénea, com diversos questionamentos ainda
ndo elucidados. O estudo em diferentes populacBes € importante para o conhecimento de
caracteristicas da doenca naquela populacdo, uma vez que a prevaléncia e o perfil mutacional

diferem em diferentes populacdes estudadas.

Em nossa populacéo, esse estudo é pioneiro, sendo o primeiro estudo realizado na
regido Nordeste do perfil molecular do gene MEN1 em pacientes portadores de Neoplasia
Enddcrina Mdltipla tipo 1. Vale ressaltar que o nimero de pacientes acompanhados no Servico
de Endocrinologia do HUWC/UFC esta entre os maiores relatados no Brasil, enfatizando a

relevancia do estudo nesse grupo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar o perfil clinico e molecular de pacientes portadores de Neoplasia Enddcrina Mdltipla

tipo 1.

2.2 Especificos

- Acompanhar os pacientes com diagndstico de NEM1 do SED-HUWC conforme protocolo

de seguimento clinico proposto tendo como base as recomendacdes cientificas atuais.

- ldentificar as mutac6es germinativas (perfil molecular/génico) no gene MEN1 em pacientes

portadores de NEM1, a partir de amostras de sangue periférico.

- Analisar as correlacBes entre o perfil génico encontrado (mutacGes) e o perfil clinico
observado dos pacientes, como tipo e frequéncia dos tumores, agressividade e malignidade
dos tumores e resposta ao tratamento farmacolégico instituido (quando aplicavel).

- Analisar por PCR em tempo real o nivel de expressdo do gene MENL1, a partir de amostras de
sangue periférico, nos pacientes estudados e em grupo controle, a fim de buscar relacdo com

os diferentes padrbes de mutacGes observados.
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3 PACIENTES

3.1 Aspectos éticos

O presente estudo, com protocolo COMEPE n° 192/11, foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara, dentro das normas expressas pela
Resolucdo n° 196 de 10 de outubro de 1996 e complementares (Conselho Nacional de Saude —
Ministério da Saude). Os pacientes receberam informacdes sobre a importancia da pesquisa e
conforme aceitacdes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) por
escrito. O TCLE esta descrito no Anexo A.

3.2 Pacientes portadores de NEM1

Os pacientes selecionados para o estudo encontram-se cadastrados em protocolo de
acompanhamento clinico no Servico de Endocrinologia do Hospital Universitario Walter
Cantidio (SED-HUWC).

Um total de 8 familias e 2 casos esporadicos foram estudados, perfazendo um total de
33 pacientes com NEM1, sendo 31 NEM1 familiar e 2 NEM1 esporadico (27 mulheres, 6
homens, idade média 40,7+12,7 anos e com idades variando entre 9-65 anos). Todos 0s
pacientes foram clinicamente diagnosticados pelo grupo clinico do SED-HUWC, de acordo
com critérios do Consenso para NEM1 (BRANDI et al., 2001).

3.3 Voluntarios Controle

Foram incluidas amostras de DNA de 10 voluntarios controle, de ambos os sexos, sem
historico de tumores neuroendécrinos na familia e com idades variando de 19 a 45 anos
(média de 29,44+10,0).

Para os estudos de expressdo do gene MEN1 foram incluidas amostras de RNA de
sangue periférico coletadas de 15 voluntarios controle, de ambos os sexos, sem historico de

tumores neuroenddcrinos na familia.
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4 METODOS

4.1 Coleta das amostras

Foram coletados 4 ml de sangue periférico, através de puncdo venosa periférica, para
extracdo de DNA e RNA dos pacientes portadores de NEM1 e dos voluntarios controle. As
amostras foram coletas em tubos de coleta contendo EDTA 25 mM, pH 8.0; um

anticoagulante quelante de ions célcio.

4.2 Procedimentos Laboratoriais / DNA
4.2.1 Extracdo de DNA

O DNA das 43 amostras coletadas de sangue periférico foi isolado utilizando o sistema
de extracdo de DNA QIAamp DNA Blood Mini Kit da QIAGEN®, conforme descrito a

sequir:

1. Apos coleta, as amostras foram homogeneizadas e transferidas para tubos falcon de 15
mL.

2. Foram centrifugadas a 3.500 rpm por 15 min. (temp. ambiente), afim de separar a
camada intermediéria de leucdcitos (buffy coat).

3. O buffy coat, 200 pL (ou 400 pL) foi transferido para um tubo eppendorf de 1.5 mL.

4. Foi entdo adicionado 20 pL (ou 40 pL) da Qiagen Protease, homogeneizado e
adicionado 20 pL de RNAse A (20 mg/mL).

5. A cada amostra foi adicionado 200 pL (ou 400 pL) do tampdo AL, homogeneizado
por pulso em vortex (15s) e incubado a 56°C por 10min.

6. Ap0s incubacdo, as amostras foram centrifugadas rapidamente (spin) e adicionadas de
200 pL (ou 400 pL, de acordo com o volume inicial) de etanol absoluto.

7. Foram homogeneizadas por “up and down” e transferidas para uma coluna QIAmp
Mini Spin (em um tubo de coleta de 2 mL).

8. Foram centrifugadas a 14.500 rpm por 1 min. Apoés, o tubo de coleta com o filtrado foi
descartado e a coluna colocada em um novo tubo de coleta de 2 mL.

9. Quando necessario, 0 passo anterior foi repetido até transferéncia completa de todo o

volume (600 pL por transferéncia).
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A coluna foi adicionado 500 pL do tamp&o AW1. Centrifugado a 14.500 rpm por 1
min.

Em seguida, o filtrado foi descartado e a coluna colocada em um novo tubo de coleta.
A coluna foi adicionado 500 pL do tampdo AW?2. Centrifugado a 14.500 rpm por 3
min.

Novamente, o filtrado foi descartado e a coluna colocada em um novo tubo de coleta.
O tubo com a coluna foi centrifugado a 14.500 rpm por 1 min., para garantir a
completa remocéo do tampdo AW?2.

O tubo de coleta foi entdo descartado e a coluna transferida para um tubo de 1.5 mL
novo. Foi adicionado ao centro da mesma, 200 pL do tampéo AE.

As amostras foram incubadas por 5min a temperatura ambiente e entdo centrifugadas a
12.000 rpm por 1 min.

A resuspenséo foi repetida em um novo tubo de 1,5 mL sobre as mesmas condig¢des
anteriores.

As amostras foram congeladas a -20°C.

A integridade das moléculas de DNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de

agarose 1%. A concentracdo das amostras de DNA foi obtida por espectrofotometria em

equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA).

4.2.2 Amplificagdo do gene MEN1

Os nove exons da sequéncia codificante do gene MENL1 (exons 2, 3, 4,5,6,7 ,8,9¢e

10) foram amplificados através da Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR. (MULLIS;
FALOONA, 1987). Os primers utilizados na reacdo (HAI et al., 1999) estdo listados abaixo
(Quadro 3).
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Quadro 3: Primers utilizados no estudo, constando: o exon em questdo, as sequéncias forward e
reverse dos primers e o tamanho esperado do amplicon.

Exon Primer Forward Primer Reverse Xﬁ?ﬂ:ﬁ?\ d(opb)
2  AAGCAGGGGAGCTGTGCGTGT CACCTGCCGAACCTCACAAGG 685
3 TCACTACCTGGCCCCTTTCCC TGGAGTCCCTTGGGTGGCTTG 346
4  CCCTGAAGCAGGCACAGGGTG CTGCCCAGGGTCCCACAGCAA 256
5+6 CCACCTCTGCCCGATAGGCTA CTCATCTGCCCAGATGAGGGC 362
7 CATTTGTGCCAGCAGGGCAGC TGGACGAGGGTGGTTGGAAAC 274
8 CTGGGGCTACCCCCGATGGTG CCATGGCCCTGTGGAAGGGAG 268
9 CTGGCCTGTGCCCTCTGCTAA AAAGTCTGACAAGCCCGTGGC 302
10 TTCGGTGCCGATGGGACTGAG GGGCTCAGAGTTGGGGGACTA 666

Fonte: Hai et al., 1999.

As reacdes foram realizadas em um volume total de 50 L e otimizadas sob as
seguintes condi¢fes: 0.2 mM de cada dNTP, 0.4 uM cada oligonucleotideo iniciador, 1.5 mM
de cloreto de magnésio, 1.0 U da enzima Tag DNA Polimerase, tampéo proprietario 1X da
enzima (200 mM Tris-HCI — pH 8,4, 500 mM KCI ), 200 ng de DNA e agua ultrapura (livre

de nucleases, g.s.p.).

As reacdes de PCR foram conduzidas em termociclador Mastercycler Epgradient S
(Eppendorf, USA) utilizando as seguintes condigdes inicias de termociclagem: um ciclo de
desnaturacdo inicial de 94°C por 5 min.; seguido de 35 ciclos de 95°C por 1 min., 60°C por
1min e 72°C por 1 min., seguido de uma extensdo final de 72°C por 10 min. Tais condi¢bes
foram padronizadas para cada par de primers, com alteracbes nas temperaturas de
desnaturacdo e anelamento dos primers, numero de ciclos de repeticdo e tampdo utilizado
(Tabela 7).

A verificagdo das bandas amplificadas foi realizada através de corridas eletroforéticas
(cuba BioRad Sub-Cell GT) em géis de agarose 1%, corados com brometo de etideo e

visualizadas em transluminador. UV.

O registro dos géis foi feito através de fotodocumentacao digital no ImageQuant 300
(GE, USA), que permite verificar a qualidade e intensidade das amplificagdes obtidas; além

da confirmacéo do tamanho correspondente ao esperado.
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4.2.3 Sequenciamento do gene MEN1
4.2.3.1 Purificagdo dos produtos da PCR

Apo6s amplificacdo e confirmagdo da especificidade por eletroforese em gel de
agarose, os produtos da PCR foram purificados com isopropanol/etanol, quantificados e

submetidos a reacdo de sequenciamento. O protocolo de purificacdo utilizado foi:

1. Apo6s PCR, foi adicionado a cada amostra 162 uL de Isopropanol 75% aos 45 uL de
produto de PCR.

2. As amostras foram homogeneizadas por “up and down” e deixadas a temperatura
ambiente por 20 min.

3. Foram entdo centrifugadas a 14.000 rpm por 25 min. a 4°C.

4. Em seguida, o sobrenadante foi descartado invertendo o tubo. Ao precipitado foi
adicionado 360 pL de Etanol 70% em cada amostra.

5. Os tubos foram homogeneizados por inversdao dos mesmos e entdo centrifugados a
14.000 rpm por 10 min. a 4°C.

6. O sobrenadante foi entdo descartado invertendo o tubo. O precipitado foi deixado a
temperatura ambiente para evaporacao do alcool restante.

7. O precipitado de DNA foi entdo resuspendido em 30 pL de &gua ultrapura,
homogeneizado por pulsos no vortex, seguido de spin.

8. As amostras foram quantificadas em NanoDrop e entdo congeladas a -20°C.

4.2.3.2 Reacdo de sequenciamento

A reacdo de sequenciamento consistiu na utilizacdo de um primer (forward ou
reverse), um kit contendo dNTPs, terminais fluorescentes ddNTPs e tampédo de
sequenciamento, numa reacdo submetida a ciclos de termociclagem (desnaturacéo,
anelamento e extensdo). O kit utilizado foi o BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems,

CA). Os primers utilizados foram os mesmos utilizados na PCR.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas para um volume final de 10 pL
contendo: 0.5 pL do BigDye, 2.5 uL de tampdo de sequenciamento 5X, 2 pL do primer
forward ou reverse (2 uM), 1 pL do produto de PCR purificado, completando o volume final

para 10 pL com agua ultrapura (livre de nucleases).
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As condicOes de termociclagem para a reacdo de sequenciamento foram: desnaturagédo
inicial de 96°C por 1 min.; seguida de 40 ciclos de desnaturagéo a 96°C por 30s, anelamento

do primer a 50 ou 60°C por 30s e extensao a 60°C por 4 min.

4.2.3.3 Reacdo de precipitacao

Aplés a reacdo de sequenciamento os amplicons foram precipitados com
isopropanol/etanol, para retirada dos terminais ndo incorporados, seguindo-se protocolo
recomendado pelo fabricante (Applied Biosystems®), descrito a seguir:

1. Acada amostra foi adicionado 80 puL de Isopropanol 80% (preparado antes do uso).

2. A solugdo foi homogeneizada por “up and down” e deixada a temperatura ambiente
por 15 min (protegido da luz).

3. Avplaca foi entdo centrifugada a 4.000 rpm por 45 min. a 4°C.

4. O sobrenadante foi a seguir descartado, invertendo a placa em papel absorvente. Um
“spin” na centrifuga com a placa invertida foi aplicado para completa remogao do
sobrenadante.

5. A cada amostra foi adicionado 100 uL de Etanol 70% (preparado antes do uso).

6. Aplaca foi entdo centrifugada a 4.000 rpm por 15 min. a 4°C.

7. O sobrenadante foi entdo descartado, invertendo a placa em papel absorvente. Um
“spin” na centrifuga com a placa invertida foi aplicado para completa remog¢ao do
sobrenadante.

8. Os passos 5 a 7 foram repetidos.

9. O precipitado foi entdo secado em termociclador a 95°C por 30s.

10. A seguir, as amostras foram resuspendidas em 20 pL de Formamida HiDi e
homogeneizada por “up and down”.

11. As amostras na placa foram entdo desnaturadas no termociclador a 95°C por 2 min. e
colocadas no gelo por 2 mim.

12. Ao final, as placas foram levadas para o sequenciador.
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4.2.3.4 Sequenciamento automatico

Apb6s a purificacdo, como descrito no protocolo acima, as amostras foram
resuspendidas em 20 uL. de Formamida e desnaturadas por um processo que consistiu de 2
min a 95°C no termociclador, seguido de incubacdo em gelo por 2min., promovendo o choque

térmico e a completa desnaturacao.

Em seguida as amostras foram analisadas através de eletroforese capilar em
sequenciador automatico ABI-3100 Avant (Applied Biosystems, Foster City, USA), com 4

capilares.

4.2.3.5 Analise do sequenciamento

As analises dos eletroferogramas gerados ap0s eletroforese capilar foram realizadas
manualmente, com auxilio do software CondonCode Aligner® (CodonCode Corporation,
USA), um programa de edicdo de sequéncias. Cada sequéncia foi conferida visualmente
concatenando-a com a sequéncia do gene MEN1 depositada no NCBI (GenBank
NM_130799.2), a fim de se identificar as mutagdes. As amostras dos pacientes também foram

comparadas com as amostras dos voluntérios controle.

4.2.4 ldentificacdo das mutagdes

A pesquisa por mutacdes foi feita, inicialmente, no caso-indice de cada familia mais
um membro familiar representativo. Foi considerado como caso-indice o primeiro paciente,

dentro de cada familia, a receber o diagnostico clinico de NEM1 no SED-HUWC.

Apobs a identificacdo das mutacBes nos casos-indice (mais um familiar), os outros
familiares também foram analisados quanto a presenca dessas mutagfes. Os casos esporadicos

foram analisados individualmente.

O software CondonCode Aligner® (CodonCode Corporation, USA) foi utilizado para

auxiliar na identificacdo das mutacdes.
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As muta¢des foram numeradas em relacdo a sequéncia referéncia de cDNA do gene
MEN1 (nimero de acesso no GenBank NM_130799.2), onde o nucleotideo +1 corresponde ao

A do cddon de inicio da transcricdo ATG.

4.3 Analise in silico das mutacoes

O software SIFT (SIFT, 2013) foi utilizado para analise preditiva in silico das
mutacdes identificadas no estudo. O programa analisa a homologia de sequéncias e as
propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos para prever se determinada alteracdo pode ser

toleravel ou néo.

4.4 Procedimentos laboratoriais / RNA
4.4.1 Extragdo de RNA

O RNA das amostras de sangue periférico foi isolado utilizando o kit de extracdo de
RNA QIAamp RNA Blood Mini da QIAGEN®, conforme descrito a seguir:

1. Apos coleta, foram homogeneizados 1,5mL de sangue total com 7,5mL do Buffer EL
em um tubo falcon de 15mL;

2. As amostras foram incubadas por 15min no gelo, sendo vortexadas nos tempos de
5min e 10min;

3. Em seguida, foram centrifugadas a 2250rpm/10min/4°C e o sobrenadante
descartado;

4. Foram adicionados 3mL do Buffer EL e as células resuspendidas vortexando
gentilmente;

5. Em seguida, as amostras foram colocadas em gelo por 5min e centrifugadas a
2250rpm/10min/4°C. O sobrenadante foi descartado;

6. Foram entdo adicionados 600uL do Buffer RLT com B-mercaptoetanol (10uL de -
mercaptoetanol 14,3M/1lmL Buffer RLT) e as amostras vortexadas para
homogeneizagao;

7. O lisado foi pipetado diretamente em uma coluna QIAshredder spin (em um tubo de
coleta de 2mL) e centrifugado por 2min em velocidade maxima (20000rpm). A
coluna foi entdo descartada e o precipitado salvo no tubo;

8. Em seguida, foram adicionados 600uL de etanol 70% ao precipitado e

homogeneizado por “up and down”;
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9. Esse homogeneizado foi pipetado em uma nova coluna QlAamp spin (em um tubo
de coleta de 2mL) e centrifugado a 12000rpm/15s.;

*Volume méaximo de carregamento é 700uL. Se exceder, carregar sucessivas vezes.

10. Apds a centrifugacdo, o tubo de coleta foi descartado e a coluna colocada em novo
tubo de 2 mL;

11. Foi entdo adicionado 300uL do Buffer RW1 a coluna QIAamp spin e centrifugado a
12000rpm/15s.;

12. O precipitado foi descartado. Na coluna foi pipetado 80uL do mix de DNAse |
(10uL de DNAse I stock solution em 70uL do Buffer RDD) e deixado a temperatura
ambiente por 15 min;

13. Em seguida, foi adicionado 350uL do Buffer RW1 a coluna QlAamp spin e
centrifugado a 12000rpm/15s. O precipitado foi descartado;

14. Foi pipetado a coluna 500uL do Buffer RPE e entdo centrifugado a 12000rpm/15s.
O tubo de coleta foi descartado;

15. A coluna foi colocada em novo tubo de 2 mL e centrifugada a 14500/1min para
completa remocao do Buffer RPE;

16. Apds a centrifugacdo, a coluna QlAamp spin foi transferida para tubo de 1,5mL,
onde foi entdo pipetado 35uL de agua RNAse-free e centrifugado a 12000rpm/1min;

17. A ressupensao foi repetida em novo tubo de 1,5 mL, pipetando 30uL de 4gua RNA-
se free.e centrifugando a 12000rpm/1min;

18. As amostras foram congeladas a -70°C.

Apos a extracdo, as amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoDrop®
pela absorbancia a 260nm. O grau de pureza do RNA foi avaliado pela relagdo 260/280nm.

4.4.2 PCR em tempo real (RT-PCR)

Apos extracdo e quantificacdo, o RNA extraido foi convertido em cDNA pela reacéo
de transcriptase reversa. Para tal reacdo foi utilizada a enzima iScript cDNA Synthesis Kit

(BioRad®). O protocolo de sintese seguiu as recomendacdes do fabricante.

O cDNA foi, entdo, submetido a reacdo de PCR em tempo real (RT-PCR), afim de se
avaliar diferencas de expressdo no gene MEN1, nas diferentes amostras estudadas.



48

As reacdes foram realizadas no equipamento iQ5 (BioRad®), utilizando o reagente
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®), conforme recomendado pelo

fabricante.

Os oligonucleotideos (primers) utilizados na reacdo foram desenhados utilizando o
programa OligoPerfect™ Designer (Invitrogen®) e encontram-se listados abaixo (Quadro 4).
Como controle enddgeno o gene GAPDH (NM_002046) foi utilizado.

Quadro 4: Oligonucleotideos utilizados no estudo de expressdo do gene MENL1, constando: gene em
guestdo, sequéncia dos iniciadores e o tamanho esperado.

Tamanho
Gene Primer Forward Primer Reverse Amplicon

(pb)

MEN1 ACCCTCTACCACAAGGGCATT ACAGTGGTAGCCAGCCAGGTA 90

GAPDH CATCATCCCTGCCTCTACTGG TTCTAGACGGCAGGTCAGGTC 136

As reacOes foram conduzidas utilizando as seguintes condi¢Ges de termociclagem:
95°C por 10 min.; sequido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg.; 62°C por 1 min.; seguido da
curva de dissociacdo de 67 ciclos de 62°C a 95°C por 10 seg.; variando a temperatura em

0,5°C por ciclo.

Os valores quantitativos foram obtidos pelos valores de Ct (“threshold cycle”), no
qual o aumento do sinal associado a fase exponencial de amplificacdo do produto de PCR
comeca a ser detectado. O célculo matematico utilizado para aferir a expressao dos genes
analisados se baseou no método descrito por Pfaffl (2001), onde a taxa de expressao relativa é

baseada na seguinte equacéo:

C (amostra controle - amostra teste)

A T
(Eficiéncia ;)

)C (amostra controle - amostra teste)

(Eficiéncia g o

Eficiéncia= -1+(10"%re)
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A especificidade da reagdo de RT-gPCR foi verificada através da curva de dissociagdo

realizada ao final de cada amplificagéo.

Os resultados foram analisados utilizando o software REST (Relative Expression
Software Tool) 2009 (Qiagen®).

4.5 Descrigdo do perfil clinico dos pacientes

Foi feita uma revisao e analise dos prontuarios de todos os pacientes acompanhados no

estudo, a fim de se tracar um perfil clinico do grupo estudado.

4.6 Analises estatisticas

As seguintes variantes foram analisadas: presenca ou auséncia de cada tipo de tumor,
tamanho do tumor (macro/micro), presenca de malignidade, resposta ao tratamento

farmacoldgico (quando aplicavel). O teste de Fisher foi aplicado quando adequado.

As analises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad

Software, San Diego, CA) e o nivel de significancia adotado foi p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil Clinico dos pacientes com NEM1

Um total de 8 familias e 2 casos esporadicos foram estudados, perfazendo um total de
33 pacientes com NEM1, sendo 31 NEML1 familiar e 2 NEM1 esporadico (27 mulheres, 6
homens). Foram considerados casos esporadicos aqueles pacientes sem historia familiar

relatada de tumores neuroenddcrinos.

A idade média dos pacientes foi de 40,7+12,7 anos, com idades variando entre 9-65
anos. Ja a idade média de inicio dos sintomas foi de 22,2+9,2 anos (8-48 anos) e a idade
média ao diagndstico foi de 27,6+£11,7 anos (8-54 anos). Dessa forma, o intervalo médio entre

o inicio dos sintomas e o diagnéstico de NEM1 foi de 5,4+7,3 anos (0-24 anos).

A prevaléncia dos tumores associados a NEM1 foi a seguinte: HPT, 87,8% (29/33);
adenoma hipofisario, 81,8% (27/33); TEPs, 54,5% (18/33); outros tumores associados a
NEML1, 63,6% (21/33) (Tabela 5).

Tabela 5: Prevaléncia dos principais tumores associados a NEM1 nos pacientes do presente estudo e
na literatura.

Prevaléncia  Prevaléncia

Manifestacéo Clinica :
¢ nesse estudo na literatura*

Hiperparatireoidismo primario 87,8% 90%
Adenoma Hipofisario 81,8% 20-40%
Prolactinoma 88,8% 70%
Co-secretor GH/prolactina 3,7% 10%
Nao-funcionante 7,4% 20%
Tumores entero-pancreaticos 54,5% 35%
Gastrinoma 50% 40%
Insulinoma 11,2% 10%
TEP nédo-funcionante 38,8% 20%
Outros tumores relacionados a NEM1 63,6% Variavel

Fonte:* Baseado em Brandi et al., 2001; Verges et al., 2002 e Marx, 2005.

Com relagdo a primeira manifestacdo nesses pacientes, os adenomas hipofiséarios
ocorreram em 57,5% (19/33), o HPT em 18,1% (6/33), os TEPs em 12,1% (4/33), outros
tumores associados a NEM1 em 6,0% (2/33) e co-manifestagéo inicial de adenoma hipofisario
e TEP em 6,0% (2/33) (Tabela 6).
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Tabela 6: Manifestacdo clinica inicial nos pacientes portadores de NEM1 do presente estudo.

Manisfestacéo Clinica Inicial Prevaléncia
Adenoma Hipofisario 57,5%
Hiperparatireoidismo 18,1%
Tumores entero-pancreaticos 12,1%
Adenoma Hipofisario e TEP 6,0%
Outros tumores relacionados a NEM1 6,0%

Dos pacientes com HPT, 86,2% (25/29) realizaram avaliacdo densitométrica, e todos
apresentaram evidéncias de osteopenia ou osteoporose de coluna lombar ou colo femural.
Uma paciente (4%) apresentou tumor 6sseo. Foi realizada cirurgia em 68% (17/25) desses
pacientes, com taxa de cura de 64,7% (11/17). Dos pacientes operados, apenas 23,5% (04/17)
foram submetidos a timectomia profilatica. Alguns dos pacientes foram submetidos a mais de

uma cirurgia de paratireoidectomia (07/17), devido a recidiva ap6s certo tempo.

Entre os pacientes com adenoma hipofisario, o diagnostico foi de AH co-secretor de
horménio do crescimento (GH) e prolactina em 3,7% (1/27); AH ndo-funcionante em 7,4%
(2/27) e prolactinoma em 88,8% (24/27) dos pacientes. Com relacdo ao tamanho do tumor,
40,7% (11/27) se apresentaram como microadenomas (<10cm); 55,5% (15/27) como
macroadenomas (>10cm) e uma paciente (3,7%) ainda nédo realizou o exame de imagem. Dos
pacientes com macroadenoma, quatro (26,6%) foram operados, com necessidade de
radioterapia adjuvante em dois deles. Todos os pacientes com prolactinoma e a paciente com
AH co-secretor fizeram ou fazem uso de um agonista dopaminérgico (Cabergolina ou
Bromocriptina). Dentre estes, apenas trés pacientes ndo apresentaram resposta satisfatoria ao
tratamento (ou seja, controle bioquimico e/ou reducdo de volume tumoral). Uma distribuicéo
entre a resposta ao tratamento farmacologico e o tamanho do tumor (macro ou
microadenoma) foi examinada. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos
(p=1,00), mostrando que o tamanho do tumor ndo é um fator que influencie a resposta ao

tratamento (Fig. 4).
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Figura 4: Resposta ao tratamento farmacol6gico associado ao tamanho do tumor.
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Ja entre os pacientes com tumores entero-pancredticos (TEPs), 50% (9/18)
apresentaram gastrinoma; 11,2% (2/18) insulinoma e 38,8% (7/18) TEPs ndo-funcionantes.
Dentre esses pacientes, 11 tiveram indicagdo cirurgica, com resultados de imuno-histoquimica
(quando disponiveis) mostrando valores de Ki67 < 2% em 03/08 dos casos e >2% em 05/08
dos casos. Com relacdo a metastase, trés pacientes, um com TEP ndo-funcionante e dois com
gastrinomas, apresentaram metastase hepatica, com diferentes graus de agressividade. Além
desses pacientes com TEP, somente mais uma paciente com tumor de mediastino de linhagem
neuroenddcrina, apresentou metastase linfonodal. Uma distribuicdo entre os valores de Ki67
(disponiveis) e a presenca de metastases foi examinada. Entretanto, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos (p=1,00), mostrando que, para 0 numero de pacientes analisados, 0s
valores de Ki67 ndo influenciaram na presenca de metastases. A figura abaixo mostra os

valores de Ki67 desses pacientes associados a auséncia ou presenca de metastases (Fig. 5).

Figura 5: Valores de Ki67 associados a auséncia ou presenca de metastases.
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5.2 Perfil molecular dos pacientes com NEM1

5.2.1 Extracdo de DNA e Amplificagdo do gene MEN1

A concentracdo do DNA extraido, ap6s quantificacdo, foi em média 142,68+67,17
ng/uL; e as relacbes de 260/ 280 foram em média 1,87+0,04 e 260/230 com média de

2,01+£0,27. A tabela com a concentracdo de todas as amostras, ap0s quantificacdo, esta

descrita no Anexo B.

As condicdes de amplificacdo dos exons do gene MEN1, apds padronizagfes, estdo

descritas na Tabela 7.

Tabela 7: Condi¢des de amplificacdo através de PCR, apds padronizacdo, dos nove exons do gene

MENL.
Temp. ] o Tampdo Numero  Temp.
Exon Anelam.(°C) Condicoes Amplificacao PCR Ciclos Desnat.(°C)

2 66 1,5mM MgCl,/ 2,0 units Taq Ft 35 96

68 1,5mM MgCl; §? 32 94
4 70 1,5mM MgCl, s? 30 94
5.6 58 1,5mM MgCl, s? 35 96
7 70 2,0mM MgCl, s? 30 94

68 1,5mM MgCl, §? 32 94
9 68 1,5mM MgCl, §? 32 94
10 68 1,5mM MgCl, D3 32 94

F: Tampéo Standard (200mM Tris-HCI, pH 8,4; 500mM KCI) com 2,5% (v/v) Formamida.
23: Tampédo Standard (200mM Tris-HCI, pH 8,4; 500mM KCI).

3D: Tampéo Standard (200mM Tris-HCI, pH 8,4; 500mM KCI) com 6% (v/v) DMSO.

A verificacdo das amostras amplificadas foi
eletroforéticas em géis de agarose 1%. Todos os exons tiverem amplificacdo especifica,

visualizada no gel como uma banda Unica, no tamanho esperado quando comparado ao padrédo

molecular de 1Kb (Figs. 6 a 17).

realizada através de corridas
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando os produtos
amplificados do exon 2 do gene MENL.

S : g '1;. f i >.
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Kb: padréo de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Canaletas 1 a 34: produto de amplificagéo.
Br: controle negativo.

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando a repeticéo de
alguns produtos amplificados do exon 2 do gene MEN1.

Kb: padréo de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Canaletas 1 a 15: produto de amplificacéo.
Br: controle negativo.
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando os produtos
amplificados do exon 3 do gene MENL.

Kb: padréo de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Canaletas 1 a 34: produto de amplificacéo.
Br: controle negativo.

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando os produtos
amplificados do exon 4 do gene MENL.

Kb: padrdo de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Canaletas 1 a 34: produto de amplificag&o.
Br: controle negativo.
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando os produtos
amplificados do exon 5.6 do gene MENL1.

Kb: padrdo de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Canaletas 1 a 34: produto de amplificag&o.
Br: controle negativo.

Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando os produtos
amplificados do exon 7 do gene MENL.

Kb: padréo de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Canaletas 1 a 34: produto de amplificagéo.
Br: controle negativo.
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Figura 12: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando os produtos
amplificados do exon 8 do gene MENL.

Kb: padréo de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Canaletas 1 a 34: produto de amplificacéo.
Br: controle negativo.

Figura 13: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando os produtos
amplificados do exon 9 do gene MEN1.

Kb: padrdo de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Canaletas 1 a 34: produto de amplificacéo.
Br: controle negativo.
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Figura 14: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando os produtos
amplificados do exon 10 do gene MENL.

Kb: padrédo de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Canaletas 1 a 34: produto de amplificacéo.
Br: controle negativo.

Figura 15: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando os produtos
amplificados dos exons 2 e 5.6 do gene MEN1.

Amostras de voluntarios controle do estudo. Kb: padrao de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
Canaletas 1 a 20: produto de amplificacdo grupo controle. Br: controle negativo.
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Figura 16: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando os produtos
amplificados dos exons 3, 8, 9 e 10 do gene MENL.

Amostras de voluntéarios controle do estudo. Kb: padrdo de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
Canaletas 1 a 32: produto de amplificacdo grupo controle. Br: controle negativo.

Figura 17: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo mostrando os produtos
amplificados dos exons 3, 4, 7, 8, 9 e 10 do gene MENL.

Amostras de voluntarios controle do estudo. Kb: padrao de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
Canaletas 1 a 28: produto de amplificacdo grupo controle. Br: controle negativo.
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A concentracdo dos produtos de PCR, ap6s purificacdo com isopropanol/etanol, foi em
média 28,4 ng/pL para todos os exons analisados.

5.2.2 Identificagdo de mutag¢Ges no gene MEN1

Ap0s sequenciamento automatico de toda a regido codificadora do gene MEN1, foram
encontradas mutacdes germinativas em sete familias portadoras de NEM1 estudadas e em um
dos casos esporadicos. Trés diferentes mutacGes foram identificadas, estando presentes nos
exons 3 e 6. Todas as amostras foram re-sequenciadas a fim de se confirmar as mutacdes

encontradas.

Entre as mutacOes, duas foram do tipo misssense (mutagdes pontuais): ¢.597 C>T
(H199H), ¢.830 C>G (P277R) e uma do tipo splice-site (mutacOes nas regides de juncéao
exon-intron): ¢.654 +1 G>T (IVS3+1G—T) (Tabela 8 e Figs 18 a 20).

Tabela 8: Mutag0es identificadas nas oito familias portadoras de NEM1 familiar e nos dois casos de
NEM1 esporadicos.

Familias / Esporadicos Mutac0es Identificadas
F1 €.654 +1 G>T
F2 €.654 +1 G>T
F3 €.654 +1 G>T
F4 c.654 +1 G>T
F5 €.654 +1 G>T, ¢.597 C>T
F6 €.654 +1 G>T
F7 €.654 +1 G>T
T
ee - 7
E2 C.830 C>G

Quase todas as familias, com excecdo apenas da familia F8, compartilham a mutacao

€.654 +1 G>T. Analises de possivel parentesco entre essas familias ndo foi realizado.
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Figura 18: Sequenciamento automatico do gene MEN1

170 180 190 170 180 130

A: Mutagéo missense ¢.597 C>T (H199H), localizada no exon 3. B: Sequéncia normal do voluntario controle.

Figura 19: Sequenciamento automatico do gene MENL.

250 230 Bl a0

A: Mutacao splice-site ¢.654+1 G>T (IVS3+1G—T), localizada no intron 3. B: Sequéncia normal do voluntario controle.

Figura 20: Sequenciamento automatico do gene MENL.

€60 €90 700

A: Mutacéo missense ¢.830 C>G (P277R), localizada no exon 6. B: Sequéncia normal do voluntario controle.

Com relacdo a localizacdo dessas mutagdes, uma foi encontrada no exon 3, no cdédon
199; uma no intron 3 e outro no exon 6, no cddon 277 (Fig.21).
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Figura 21: Representacéo esquematica da regido codificadora do gene MEN1(exons 2 a 10) indicando
as trés mutacOes germinativas identificadas nesse estudo.

IVS3+1
H199H P277R

De acordo com uma extensa lista de mutagcOes descrita por Lemos e Thakker (2008),

duas das mutacgdes identificadas nesse estudo ndo haviam sido previamente descritas, ¢.597
C>T (H199H) e ¢.830 C>G (P277R).

5.2.2.1 Andlise in silico das mutagdes missense identificadas no gene MEN1

Foi utilizado o software SFIT (SIFT, 2013) para prever se determinada alteracéo

missense poderia ser toleravel ou néo.

A mutacdo missense ¢.830 C>G foi considerada uma mudanca de aminoacido nédo
toleravel, afetando na funcdo da proteina; enquanto que a mutagdo ¢.597 C>T foi considerada

uma alteracéo toleravel.

5.2.3 Polimorfismos no gene MEN1

O polimorfismo ¢.1254 C>T (D418D) foi identificado em um dos casos esporadicos
(E2) portador de NEM1 (LEMOS; THAKKER, 2008). Para as amostras controle analisadas, o
polimorfismo D418D foi identificado em 50% (5/10) dos casos.

5.3 Correlagao genotipo-fenotipo nos pacientes portadores de NEM1
5.3.1 Co-existéncia de tumores NEM1 relacionados a presenca de mutacGes

A Tabela 9 mostra um resumo das prevaléncias dos principais tumores associados a
NEM1 em cada uma das familias e dos casos esporadicos do presente estudo. Além disso,

mostra também as mutacgdes identificadas por familia ou caso esporéadico.
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Tabela 9: Prevaléncias, por familia, dos principais tumores NEM1; e mutagdes germinativas
identificadas nas oito familias e nos dois casos esporadicos estudados.

Fam|!|a.s / MuFa_(;oes Numero de HPT AH TEPs
Esporadicos Identificadas Familiares
F1 €.654 +1 G>T 7 85,7% 57,1% 71,4%
F2 €.654 +1 G>T 3 100% 100% 66,6%
F3 €.654 +1 G>T 4 100% 33,4% 66,7%
F4 €.654 +1 G>T 4 50% 100% 0%
€.654 +1 G>T,

F5 c.597 C>T 5 60% 100%  60%
F6 €.654 +1 G>T 4 100% 100%  50%
F7 €.654 +1 G>T 3 100% 100% 66,6%
F8 - 2 100% 50% 0%
E1l - 100% 100%  100%
E2 C.830 C>G - 100% 100%  100%

5.3.2 Agressividade dos tumores NEM1 relacionados a presenca de mutacoes

A agressividade em tumores relacionados & NEM1 foi determinada a partir de
parametros clinicos; como resposta ao tratamento instituido, recidiva apds cirurgias e
presenca de metéstases. A Tabela 10 lista os tumores presentes em cada uma das familias e
casos esporadicos estudados, mostrando a auséncia ou presenca de comportamento agressivo

naquela familia, e as mutacGes identificadas.

Tabela 10: Ocorréncia dos tumores NEM1 relacionados e sua respectiva agressividade (S/N) por
familia; relatado as mutacdes identificadas em cada familia.

N° Agressiv.* Mutagdes no -
ID Tumores Posicao
Casos (S/N) gene MEN1

FL 7 HPT-AH-TEP N-N-S c.654+1G>T Intron 3

F2 3 HPT-AH-TEP N-N-N c.654+1G>T Intron 3

F3 4 HPT-AH-TEP N-N-S c.654+1G>T Intron 3

F4 4 HPT - AH N-N €.654 +1 G>T Intron 3
NEML g 5 prT-AH-TEP N-s.g GO GTC7CT 3 eExon3
Familiar

F6 4 HPT-AH-TEP N-N-s C8%4+1G>T Intron 3

F7 3 HPT - AH - TEP N-N-S ¢.654+1 G>T Intron 3

F8 2 HPT-AH N-N  woeeen e
NEM1 El 1 HPT - AH - TEP N-N-N -
Esporédico E2 1 HPT - AH - TEP N-N-S ¢.830C>G Exon 6

* Agressividade baseada em parametros clinicos.
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5.3.3 Malignidade dos TEPS/NEML relacionados a presenca de mutagdes

Quanto a malignidade relacionada aos TEPS/NEML, ela foi documentada em 03 casos,
por achados patoldgicos e/ou a presenca de metastases hepaticas. A Tabela 11 mostra essa
associacdo da presenca de metastases, valores de Ki67 e a identificacdo das mutaces por

familia.

Tabela 11: Presenca/auséncia de metéstases em pacientes com TEPsS/NEML1, associado a valores de
Ki67 e as mutagdes identificadas por familia.

ID Metastase Mutacdes no
ID Tumores Hepética Ki67
Paciente (S/N) gene MEN1
F1 023 Gastrinoma NAO 2% C.654 +1 G>T
F3 009  Gastrinoma SIM 10% c.654 +1 G>T
NEM1 017  Gastrinoma NAO < 2%
Familiar F5 019  Gastrinoma SIM 2% c.654 +1 G>T,; ¢.597 C>T
028 Insulinoma NAO 15%
005 Insulinoma NAO 10%
F7 > . .654 +1 G>T
007 Nao - secretor SIM 4%
NEM1, ~ E1 001  Ndo - secretor NAO 18%  ---------
Esporadico

5.3.4 Resposta ao tratamento farmacoldgico em AH/NEM1 relacionados a presenca de

mutacdes

A resposta ao tratamento farmacol6gico com um agonista dopaminérgico (cabergolina
ou bromocriptina) em pacientes com prolactinomas (AH/NEML1) foi considerada satisfatoria
guando gerou um controle bioguimico da secre¢do hormonal e/ou reducéo do volume tumoral.
A tabela 12 mostra uma distribuicdo entre a resposta ao tratamento farmacol6gico, o tamanho
do tumor e identificacdo das mutagdes por familia.



65

Tabela 12: Resposta ao tratamento farmacoldgico, associado ao tamanho do tumor e as mutagdes

identificadas por familia.

Tamanho

ID ID do Resposta Mutactes no
Paciente  Tumor * (SIN) gene MEN1
023 MICRO SIM
030 MACRO SIM
F1 031 VACRO SIM €.654 +1 G>T
029 MICRO SIM
020 MICRO SIM
F2 024 MICRO SIM  C.654 +1 G>T
033 MACRO SIM
F3 013 MICRO NAO ¢.654 +1 G>T
008 MACRO SIM
F4 012 MACRO SIM  C.654 +1 G>T
NEM1 015 MICRO SIM
Familiar 016 MICRO SIM
F5 gg m:ggg ::m ¢.654 +1 G>T; ¢.597 C>T
028 MACRO SIM
002 MICRO SIM
F6 006 MICRO s 004+ GT
032 MACRO NAO
0052 MACRO NAO
F7 007 MACRO SIM  €.654 +1 G>T
010 MACRO SIM
F8 027 MACRO SIM  --—--me-
NEM1 E1 001 MACRO siMm  N/A®
Esporadico E2 021 MACRO SIM  ¢.830C>G

1 Macro: macroadenoma (> 10mm); Micro: microadenoma (<10 mm); 2 AH Co-secretor de GH e prolactina; 3

N/A: nenhuma alteracéo.

5.4 Analise de expressdo do gene MEN1

Foram observadas diferencas no perfil de expressdo entre os pacientes portadores de

NEM1 quando comparados com os voluntarios saudaveis. O gene MENL1, nos pacientes com

NEMI estudados, estava regulado negativamente (“down-regulated”).
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Figura 22: Perfil de expressdo do gene MEN1
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A: Curvas de amplificacdo voluntarios sadios e pacientes portadores de NEM1. Genes MEN1 e GAPDH;
B: Curva de dissociagdo. Genes MEN1 e GAPDH.

Figura 23: Niveis de expressdo do gene MEN1 em pacientes portadores de NEM1 e em voluntarios sadios (p =
0,0003).
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6 DISCUSSAO

Apresentamos nesse estudo resultados sobre o perfil clinico e molecular de pacientes
portadores de Neoplasia Enddcrina Multipla tipo 1 acompanhados no SED-HUWC. Este

estudo é pioneiro ndo apenas no estado do Ceard, como também em toda a regido Nordeste.

6.1 Perfil Clinico do pacientes com NEM1

No presente estudo foram acompanhados e analisados um total de 33 pacientes dos 43
pacientes em seguimento clinico no Servi¢co de endocrinologia do Hospital Universitario
Walter Cantidio (SED-HUWC). Os pacientes cujas amostras ndo foram coletadas e,
consequentemente, ndo entraram nesse estudo, foram chamados para participar do mesmo,

entretanto ndo compareceram em nenhuma das tentativas.

Observamos, entre os pacientes do estudo, existir um predominio do sexo feminino
(27 mulheres x 6 homens), embora ndo exista um prevaléncia por sexo em NEM1, afetando
igualmente homens e mulheres (MARINI et al., 2006). Umas das justificativas para esse
predominio seria que, especialmente em nossa cultura, a busca por assisténcia médica é mais

frequentemente realizada por mulheres.

O numero atual de pacientes representa um esfor¢o por parte do SED-HUWC pela
busca ativa de novos casos. Desde 2008, o servico vem adotando um protocolo padronizado
de rastreamento de novos casos familiares de NEM1, conforme recomendacdes do Consenso
de 2001 (BRANDI et al., 2001), bem como, a realizagdo de exames nos pacientes afetados.
Com esta estratégia, houve um aumento consideravel do numero de casos, assim como
aumento na deteccdo de tumores relacionados a sindrome, contribuindo para um diagnostico
precoce e possivel diminuicdo das co-morbidades (Figs. 19 e 20). White et al. (2010)
obtiveram resultados semelhantes, com o incremento de novos casos apds busca ativa por

familiares de casos indices.
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Figura 24: Evolugdo no numero de pacientes (familiares e esporadicos) com NEM1 acompanhados no
SED-HUWC, considerando como marcos temporais 0s anos de 2008, 2010 e 2012.
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Figura 25: Incremento no diagndstico dos principais tumores relacionados a sindrome NEM1 nos
pacientes acompanhados no SED-HUWC, considerando como marcos temporais 0s anos de 2008,
2010 e 2012.
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A prevaléncia do HPT entre os pacientes desse estudo foi elevada (87,8%), assim
como a dos TEPs (54.5%), com valores em concordancia com aqueles descritos na literatura
(BRANDI et al., 2001; VERGES et al., 2002; MARX, 2005; THAKKES, 2012). A
prevaléncia dos tumores hipofisarios (81.8%) também foi elevada, apresentando valores
acima da média geralmente descrita na literatura (BURGESS et al., 1996; VERGES et al.,
2002; LOURENCGCO Jr. et al., 2008), mas ao considerar que esses valores oscilam bastante
dependendo da populagéo estudada, eles estdo dentro de uma variacao considerada normal.
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A manifestacdo clinica inicial mais presente entre os pacientes afetados foram os
adenomas hipofisarios (57,5%), ao contrario do que mostra a literatura, onde geralmente a
manifestacdo inicial mais comum é o HPT (que se mostrou em 18,1%, nesse estudo)
(SCHUSSHEIM et al., 2001; VERGES et al., 2002), com tumores hipofisarios podendo ser a
manifestacdo inicial da sindrome em apenas até 25% dos casos (KAMEYA; TSUKADA;
YAMAGUCHI, 2004; STRATAKIS et al.,, 2010). Nesse caso, essa prevaléncia pode
demonstrar que o diagnostico de NEM1 nesses pacientes tem sido tardio, realizado ja em um
estagio clinico da doenca. Isso pode ser também um reflexo da predominancia de mulheres
entre 0s pacientes, onde sintomas de galactorréia e amenorréia (tipicos de prolactinoma),
motivaram a consulta médica inicial. Outro fator importante que deve ser lembrado é que, nos
pacientes do SED-HUWC, a busca ativa de novos casos de NEM1 partiu, em parte, a partir de
pacientes diagnosticados com prolactinomas, 0 que seria outra questdo importante para

explicar essa prevaléncia de AHs (prolactinomas) na manifestacao clinica inicial.

Entretanto, vale lembrar que apesar de o0 HPT estar presente na quase totalidade dos
casos de NEM1, em aproximadamente 80% das vezes sdo 0s tumores hipofisarios, tumores
secretores gastroenteropancreaticos ou tumores carcindides que motivardo a consulta médica
inicial, por serem tumores mais sintomaticos em estagios menos avangados. Assim, como
conduta pratica, € importante procurar um possivel HPT em pacientes com diagnostico de
tumor hipofisario ou tumores gastroenteropancreéaticos, dosando-se inicialmente a calcemia
(CORBETTA et al., 1997; BRANDI et al., 2001; PIECHA; CHUDEK; WIECEK, 2008). Em
pacientes portadores de tumores hipofisarios supostamente esporadicos, o screening para a
presenca de hiperparatireoidismo através da dosagem de célcio e PTH pode resultar em novos
diagndsticos de NEM1, como descrito em uma série de 166 pacientes portadores de diferentes
tipos de tumores hipofisarios, onde 4,8% dos pacientes tinham HPT associado a NEM1
(CORBETTA et al., 1997). Levantamento realizado no SED-HUWC demonstrou achado
semelhante, onde a dosagem de célcio sérico e PTH permitiu o diagnostico de HPT/NEM1 em

4,7% (07/149) dos pacientes inicialmente portadores apenas de prolactinomas esporadicos.

Nos pacientes com HPT, a taxa de cura pds-cirurgica (64,7%) foi em consonancia com
dados da literatura para HPT/NEM1, onde a normalizacéo do calcio serico ocorre em torno de
70% dos casos (CARLING; UDELSMAN, 2005). Entretanto, no periodo de uma década,
50% destes pacientes recidivam. A recidiva, em varios desses pacientes, ocorre multiplas

vezes ao longo da vida e, portanto, muitos requerem varias intervencdes cirargicas (GOUDET
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et al., 2001). Entre os pacientes do estudo, 41,2% (07/17) tiveram recidiva, sendo submetidos
a mais de uma cirurgia de paratireoidectomia. Essa recidiva pode também ser explicada pelo
fato de que a grande maioria dos pacientes submetidos a paratireoidectomia (com excecao de
quatro) ndo foram submetidos a primeira cirurgia conforme preconizado pelo Consenso de
2001, onde tratamento do HPT/NEM1 deve ser via: a) paratireoidectomia subtotal (trés
glandulas e meia) ou b) paratireoidectomia total seguida de enxerto heterotopico de tecido
paratiroidiano no antebraco ndo-dominante (para eventual facil remocdo em casos com
recorréncia) (BRANDI et al., 2001; CARLING; UDELSMAN, 2005).

A indicacdo da timectomia, geralmente recomendada na primeira abordagem cirurgica
do HPT, foi realizada em apenas 23,5% (04/17) dos pacientes submetidos a cirurgia, sendo de
fundamental importéncia pois é sitio frequente de paratireoide ectdpica e/ou supranumeréria
(que ocorre em 20% dos pacientes com NEM1), assim como sede de tumor carcindide timico,
0 que resultaria em insucesso cirurgico ou recidiva do HPT (MARINI et al., 2009; TONELLI
et al., 2009).

Nos pacientes com adenoma hipofisario, houve um predominio de macroadenomas
(55,5%) sobre os microadenomas (40,7%), de acordo com o descrito na literatura, onde existe
um predominio de macroadenomas nos HIP/NEM1 (VERGES et al., 2002). O prolactinoma
foi o subtipo mais frequente, ocorrendo em 88,8% (24/27) dos pacientes, em consonancia com
a literatura, que mostra ser o prolactinoma o tumor mais frequente entre os HIP/NEML,
ocorrendo em cerca de 76% dos casos (MATSUZAKI; CANTO-COSTA; HAUACHE, 2004).

A resposta satisfatoria ao tratamento com agonistas dopaminérgicos nos pacientes com
prolactinoma ou co-secretor de GH/prolactina foi alta (88%), demonstrado pela regressédo do
tamanho tumoral e/ou normalizacdo da prolactina. Esses dados estdo de acordo com a
literatura, que mostra uma taxa de resposta alta, ocorrendo em 70 — 90% dos pacientes (LOSA
etal., 2002; HOFF; HAUACHE, 2005).

Nos pacientes com tumores entero-pancreaticos (TEPs), houve um predominio de
gastrinomas (50%), estando de acordo com dados da literatura, onde o gastrinoma é o TEP
funcionante mais comum, ocorrendo em 40-75% dos pacientes (KOUVARAKI et al., 2006;
FAGGIANO et al., 2008). Dentre os pacientes com TEP, apenas 16.6% (3/18) apresentaram
metastase hepética, com valores inferiores aos mostrados na literatura, onde 30% a 60% dos

pacientes com essas leses desenvolvem metastases hepaticas no decorrer da vida (MARINI
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et al., 2009; OBERG, 2010). Entretanto, como essas metéstases podem ocorrer ao decorrer da
vida, ainda existe a possibilidade desses pacientes desenvolverem metéstase no futuro.

Os resultados de imuno-histoquimica dos pacientes com TEP que fizeram cirurgia
(61,2%) mostram valores de Ki67 bastante varidveis, onde uma distribuicdo entre valores
mais elevados e menos elevados (quando disponiveis) e a presenca de metastases nao foi
observada. O Ki67 é utilizado para definir a estratégia terapéutica adjuvante, indices > 20%
estdo associados a doenca mais agressiva e de comportamento incerto (MASSIRONI et al.,
2008). Entretanto, o Ki67 € um indice ainda contestado na literatura, em parte decorrente da

subjetividade de avaliacao.

6.2 Perfil molecular dos pacientes portadores de NEM1

As causas associadas a variabilidade fenotipica observada em diversas sindromes
mendelianas, como a NEM1, ainda ndo sdo bem esclarecidas. No presente estudo,
investigamos possiveis associagdes entre o perfil clinico e o perfil mutacional do gene MEN1
em portadores de Neoplasia Enddcrina Mdltipla tipo 1.

Foram identificadas, entre os pacientes do estudo, trés mutacOes germinativas (duas
missense e uma splice-site), duas dessas ndo anteriormente descritas, segundo Lemos e
Thakker (2008), que em um estudo de revisao lista 459 diferentes mutacGes germinativas

descritas no gene MENL.

Os mecanismos patogenéticos destas novas mutacdes permanecem desconhecidos.
Entretanto, dados in silico de analises de homologia e das propriedades fisico-quimicas dos
aminoéacidos, puderam oferecer informagbes de que a mutacdo ¢.830 C>G (P277R) leva a
uma mudanca de aminoacido ndo toleravel, afetando na funcédo da proteina e, provavelmente,
levando a predisposicdo a NEM1. Um possivel mecanismo patogenético para mutagdes
misssense € a rapida degradacdo da proteina mutante por meio da via de ubiquitinacdo
(YAGUCHI et al., 2004).

Com relacdo a mutacdo ¢.597 C>T (H199H), essa estd localizada em uma regido
altamente conservada, pois é onde se localiza o segundo dominio de ligacdo da proteina
MENIN com a JunD (CHANDRASEHARAPPA; TEH, 1998). Modificagbes que ocorrem

nesses cddons provavelmente levariam a inativacdo do complexo MENIN/JunD, supressor
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tumoral. No entanto, nesse caso, a mutacdo foi silenciosa, ndo levando a troca de aminoacido

na sequéncia da proteina codificada.

A mutacdo ¢.830 C>G também esté localizada em uma regido conservada, no dominio
de ligacdo com 0 NFk-B (CHANDRASEHARAPPA; TEH, 1998).

A mutacdo IVS3+1, identificada em quase todas as familias, afeta a regido
intron/exon-3 e foi anteriormente reportada em pacientes com NEM1 (TEH et al., 1998).
Mutacdes ocorrendo em regides intron/exon no gene MEN1 foram previamente descritas
como sendo patogénicas (STENSON et al., 2003; TURNER 2002).

O polimorfismo D418D no exon 9 é a alteracdo silenciosa mais frequente do gene
MEN1, tendo sido observado em diferentes frequéncias, com grande variacdo, dependendo da
populacdo estudada. Em populacGes americanas e europeias sua frequéncia varia de 42-47%
(CHANDRASEHARAPPA, 1997; GIRAUD et al., 1998; BASSET, 1998; JAGER et al.,
2006), enquanto que em genealogias asiaticas as frequéncias sdo mais baixas, 0 a 25% (TSO
et al., 2003; JAP et al., 2005). No presente estudo, esse polimorfismo esteve presente em um

dos pacientes e em 50% dos controles.

A familia 08, a qual apenas dois membros entraram no estudo, e um caso esporadico
ndo apresentaram mutacdes. Geralmente em 70-90% dos casos hereditarios sdo encontradas
mutagdes no gene MEN1 (MARX, 2005). A auséncia de mutacdes nesses outros 10-30% dos
casos decorre, provavelmente, da presenca de mutacdes fora da regido codificadora do gene;
presenca de grandes delecdes, que impossibilitam a amplificacdo do alelo mutado; ou mesmo
variacdo de sensibilidade dos métodos laboratoriais empregados para analise (CAVACO,
2002). Outro fator que explicaria essa auséncia de mutacGes no gene MEN1 em alguns
pacientes com NEM1, seria uma heterogeneidade molecular dessa doenca, ou seja, o
envolvimento de outros genes além do MENL1 na tumorigénese da NEM1, como o gene
p27(kipl)/CDKN1B (PELLEGATA et al., 2006) e o gene AIP (GEORGITSI et al., 2007).

Com relacdo a distribuicdo das mutagdes nos casos estudados; a mutacdo c.654 +1
G>T (IVS3+1G—T) foi compartilhada por praticamente todas as familias, no entanto o perfil
clinico das mesmas foi varidvel. Dessa forma ndo foi possivel estabelecer uma associacédo
entre gendtipo-fenotipo nesses pacientes portadores de NEM1. Esses dados estdo de acordo

com varios estudos realizados em diversas familias portadoras de NEM1 e de tumores
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esporédicos, onde ndo é possivel estabelecer uma correlagdo genotipo-fendtipo em NEM1
(AGARWAL et al., 1997; BASSETT et al., 1998; GIRAUD et al., 1998; TEH et al., 1998;
SCHUSSHEIM et al., 2001; WAUTOT et al., 2002).

Entretanto, algumas mutacGes que ocorreram exclusivamente em uma ou outra
familia, mostraram manifestacdes clinicas interessantes. A mutagdo ¢.597 C>T ocorreu apenas
na familia 5. Essa familia apresenta tumores bastante agressivos, do ponto de vista clinico,
com 60% (3/5) dos pacientes apresentando tumores enteropancreéticos, todos ja operados e
com presenca de metastase hepatica em um dos casos. A frequéncia de ocorréncia dentro
dessa familia esta acima da média descrita na literatura, onde os TEPs ocorrem em
aproximadamente 35% dos pacientes com NEM1 (MARX, 2005; TONELLI et al., 2006;
KOUVARAKI et al., 2006).

A mutacdo P277R ocorreu exclusivamente no caso esporadico 2. Essa paciente tem
um quadro clinico peculiar, apresentando todos os principais tumores associados a NEM1
(HPT, AH, TEP), um tumor carcindide de pulmédo, um adenocarcinoma e um tumor de

mediastino de linhagem neuroenddcrina com metastase linfonodal.

No que diz respeito a agressividade dos tumores nas familias estudadas, ndo foi
possivel fazer qualquer associacdo com as mutagdes encontradas. No entanto, a familia 5, que

mostrou manifestacdo clinica mais agressiva, foi a Gnica a possuir mutagdo no exon 3.

A respeito da malignidade dos tumores enteropancreéaticos, todos os pacientes que
apresentaram metastase hepatica possuiam a mutacdo ¢.654 +1 G>T. No entanto, isso pode ter
sido apenas mera coincidéncia, uma vez que essa mutacdo se repetiu em praticamente todas as
familias. Nao foi possivel fazer uma correlacdo entre os valores de Ki67 com a presenca ou

auséncia de metastase.

Com relacdo a resposta ao tratamento farmacol6gico com agonistas dopaminérgicos
(cabergolina ou bromocriptina) em pacientes com prolactinomas (AH/NEM1), ndo foi
possivel estabelecer uma associagcdo entre o tamanho do tumor e a resposta apresentada. Da
mesma forma, ndo foi possivel associar nenhuma mutacgdo a resposta apresentada, satisfatoria

ou ndo.
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A respeito da expressdo do gene MEN1 em sangue periférico, foram observadas
diferencas no perfil de expresséo entre os pacientes portadores de NEM1 quando comparados
com os voluntarios saudaveis. O gene MEN1, nos pacientes com NEM1 estudados, estava

regulado negativamente (“‘down-regulated”).

Foram também observadas pequenas diferencas nos niveis de expressdo do gene entre
0s pacientes portadores de NEM1 estudados. No entanto essas diferengas ndo parecem ser
consequéncia de diferentes padrées de mutacdo nos pacientes estudados, as quais resultam
apenas em alteracdo na estrutura da proteina. Dessa forma, ndo foi possivel associar uma

mutacdo a um padrdo de expressao especifico.

Portanto, o perfil de expressdo do gene MENL1 parece ser um potencial marcador a ser
melhor estudado, juntamente com outros genes descritos como relacionados a NEML1 (i.e.
p27(kipl)CDKN1B e AIP). Para isso, faz-se necessario o estudo desses ndo apenas em sangue
periférico, mas também no préprio tecido tumoral, contribuindo também para um melhor

entendimento do processo de tumorigenése nos tumores enddcrinos NEM1 relacionados.
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7 CONCLUSOES

1) A manifestacdo clinica inicial mais frequente entre os pacientes desse estudo foram o0s

adenomas hipofisarios.

2) Sete das oito familias portadoras de NEM1 aqui estudadas possuiam mutacGes

germinativas no gene MEN1.

3) Duas das mutaces no gene MEN1 aqui identificadas ndo haviam sido descritas
previamente, sendo estas localizadas em regides conservadas que provavelmente estéo

envolvidas em funcdes supressoras de tumor da proteina MENIN.

4) Nao foi possivel estabelecer uma relacdo genotipo-feno6tipo nos pacientes desse estudado.

5) O gene MEN1, nos pacientes com NEM1 estudados, mostrou-se regulado negativamente

(“down-regulated”), quando comparado a0 grupo controle.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

- Buscar novos casos de NEM1 em familiares dos casos indices, a partir de screening genético
dos familiares ainda ndo acompanhados no SED-HUWC, permitindo um diagnostico em um

estagio inicial ou ndo clinico da doenca.

- Analisar outros genes que possam estar envolvidos na tumorigénese da NEM1, como o
p27(kipl)/CDKN1B e o AIP, a fim de investigar a influéncia desses genes no grupo de
pacientes acompanhados no SED-HUWC.

- Estudar a influéncia de miRNAs no controle de expressdo génica e outros mecanismos que

possam influenciar no desenvolvimento de tumores associados a NEML.
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

IDENTIFICACAO DO PACIENTE:

Nome:

Idade: Data de Nascimento: / / Sexo: ( )M ( )F
Naturalidade: Procedéncia:

Endereco:

Telefones: Profissdo: Cor:

Escolaridade:

DADOS SOBRE A PESQUISA:

Titulo: “ESTUDO DO PERFIL MOLECULAR DO GENE MEN1 EM PACIENTES
PORTADORES DE NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLA TIPO 1, CORRELACAO
COM AGRESSIVIDADE TUMORAL, PERFIL CLINICO E RESPOSTA A TERAPEUTICA
FARMACOLOGICA INSTITUIDA”

Pesquisadores:

- Daniel Pascoalino Pinheiro, Bidlogo formado pela Universidade Estadual do Ceara.
Mestrando em Farmacologia, Universidade Federal do Ceara.

- Michele Renata de Souza, Médica Endocrinologista formada pelo Servico de
Endocrinologia e Diabetes do Hospital Universitario Walter Cantidio - Universidade Federal
do Ceard. Especialista titulada pela SBEM.

- Ana Rosa Pinto Quidute, Médica Endocrinologista assistente do SED, coordenadora do
ambulatorio de neuroendocrinologia do SED, Mestre em Ciéncias Médicas pela USP.
Especialista Titulada pela SBEM.

Nos pesquisadores estamos realizando um estudo que tem por objetivos:

- Analisar o perfil molecular de pacientes portadores de Neoplasia Enddcrina Mdltipla tipo 1,
a partir de amostras de sangue periférico e de tumores mais frequentemente observados
(paratiredide, gastoenteropancredricos, hipofisario).
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- Acompanhar regularmente os pacientes com diagndstico de Neoplasia Endocrina Multipla
tipo 1 do Servigo de Endocrinologia e Diabetes do Hospital Universitario Walter Cantidio
conforme protocolo de seguimento clinico proposto tendo como base as recomendacfes
cientificas atuais.

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 diagnostico de Neoplasia
Endocrina Multipla tipo 1 (NEM1) com a realizacdo de exames clinicos, laboratoriais e de
imagem disponiveis para identificacdo, acompanhamento e tratamento das principais
manifestacbes encontradas nos portadores de NEM1 segundo recomenda o Consenso
(orientacdo para conduta médica baseada na opinido de especialistas no assunto) para

diagnostico e tratamento de NEM1(2001), assim como demais evidéncias cientificas atuais.

Apbs ser esclarecido e caso concorde em participar, sera preenchido durante consulta
ambulatorial de rotina um protocolo com dados pessoais de identificagdo (nome completo,
sexo, data de nascimento, endereco e estado civil), assim como dados relacionados a sua
doenca (presenca de sinais e sintomas — 0 que vocé esta sentindo e alteracGes relacionadas a
sua doenca; tempo de diagndstico — ha quanto tempo sua doenca foi descoberta; relato de
outras doencas enddcrinas ou ndo-enddcrinas das quais vocé é 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 doencas em sua familia). O exame fisico sera realizado conforme rotina e dados
importantes poderdo ser inseridos na pesquisa. A revisdo do seu prontuario sera realizada para
fins do estudo. Os exames solicitados durante os acompanhamentos ambulatoriais fazem parte
da rotina indicada para NEM TIPOL1, ndo sendo experimentais em nenhum aspecto. N&o serdo

solicitados exames extras.

A pesquisa também tem o objetivo de estudar a molécula de DNA presente nas células
do seu sangue periférico e do tecido tumoral por ocasido do procedimento cirargico (biopsias
realizadas em cirurgias anteriores e em novas cirurgias, quando o procedimento cirargico for
indicado por sua equipe clinico-cirargica para o tratamento de lesGes tumorais). O seu
material bioldgico (sangue e tecido tumoral) sera utilizado para estudar e conhecer melhor a

sua doenca.
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Para essa pesquisa, sera necessaria uma amostra de aproximadamente 4 ml (um tubo
de coleta de sangue) de seu sangue periférico. Vocé realizara coleta de sangue através de
puncao venosa periférica (a partir de uma veia de seu braco), o que podera levar a um leve
desconforto no local de colocacdo da agulha. A coleta sera realizada por profissional

qualificado e todo material usado sera descartavel.

O beneficio de tal estudo encontra-se na realizacdo sisteméatica de todos os
procedimentos necessarios e disponiveis para o acompanhamento desta patologia de
apresentacdo ampla. Os resultados desta pesquisa ndo mudardo o acompanhamento do seu
caso. Entretanto, no futuro, este estudo podera 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 e reunides cientificas, sendo mantido sigilo quanto a
sua identidade. A qualquer momento vocé podera ter acesso aos resultados encontrados na

pesquisa.

Suas duvidas quanto a sua doenca e a pesquisa serdo respondidas. Caso vocé nao
queira participar ou queira desistir durante a pesquisa, ndo havera nenhum problema e o seu
acompanhamento e tratamento continuara da mesma forma, no nosso servico, sem prejuizo ao
seu cuidado. Vocé ndo tera nenhum gasto financeiro com essa pesquisa, tendo garantido o

sigilo dos dados pessoais utilizados.

CONTATOS DOS RESPONSAVEIS PELA PESQUISA
- Dra. Michele Renata de Souza (Pesquisadora) CRM 8524/ Telefone: (85) 8877-4497.

- Dr. Ana Rosa Pinto Quidute (Pesquisadora) CRM 7116- Universidade Federal do Ceara / Servico de
Endocrinologia e Diabetes do Hospital Universitario Walter Cantidio / Telefone: (85) 3366-8165.

Em caso de duvida ou alguma consideracdo sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Ceara — Rua Coronel Nunes de Melo
1127, Rodolfo Teofilo; 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

e autorizo a realizacdo de estudos genéticos em material bioldgico, isto é, autorizo o

armazenamento, processamento e analise de amostras de sangue e de tecidos tumorais ja

retirados total ou parcialmente e/ou que venham a ser retirados total ou parcialmente durante

procedimentos cirurgicos quando indicados pela equipe médica do HUWC, desde que minha

identificacdo seja mantida em sigilo.

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 responsavel pela aplicagédo do TCLE

Data




ANEXO B
#Amostra [ Ing/uL 260/280 260/230
001 160,90 1,86 1,57
002 105,90 1,85 2,19
003 241,30 1,90 2,25
005 189,40 1,88 2,11
006 115,60 1,86 2,29
007 176,90 1,91 2,12
008 175,60 1,88 2,30
009 177,80 1,86 2,21
010 191,50 1,88 2,25
011 92,10 1,84 1,99
012 237,70 1,88 2,25
013 258,80 1,89 2,25
014 234,90 1,90 2,27
015 169,70 1,89 2,24
016 292,90 1,89 2,28
017 104,90 1,90 2,15
018 175,10 1,92 1,81
019 98,80 1,91 2,29
020 129,50 1,90 2,04
021 200,80 1,91 2,04
022 136,70 1,91 1,79
023 189,50 1,89 1,97
024 111,40 1,90 1,90
025 186,70 1,90 1,91
026 128,10 1,89 1,74
027 42,30 1,88 1,75
028 172,30 1,88 1,87
029 260,90 1,86 1,73
030 231,40 1,89 1,69
031 166,30 1,88 1,71
032 38,30 1,80 1,13
033 76,50 1,79 2,02
034 73,30 1,76 1,30
035 93,30 1,86 2,15
036 78,50 1,81 2,07
037 48,20 1,79 2,13
038 29,70 1,80 1,85
039 83,60 1,84 2,24
040 77,00 1,85 2,14
041 75,70 1,86 2,28
042 92,90 1,84 2,05
043 109,70 1,86 2,07
044 103,00 1,87 2,23
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