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RESUMO

Longuini VC. Identificacdo de moduladores genéticos em uma grande familia
com neoplasia endocrina multipla (NEM1) [dissertacdo]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2010. 81p.

A Neoplasia enddcrina multipla tipo 1 (NEM1;, OMIM 131100) € uma
sindrome enddcrina hereditaria, que envolve tumores nas glandulas
paratiredides, pancreas endocrino/duodeno e hipofise. Mutacdes
germinativas no gene supressor de tumor MEN1 sdo identificadas em
aproximadamente 80% dos casos familiais. Os casos restantes podem
apresentar grandes delecdes no gene MEN1 (raras), ndo identificaveis ao
sequenciamento direto, ou mutacfes em outros genes, ainda pouco
conhecidos. Recentemente, mutagbes germinativas em genes que codificam
guinases dependentes de ciclinas, como o gene supressor de tumor
p27Kipl, foram identificadas em cerca de 1-2% dos pacientes NEM1 sem
mutacdo no gene MENL1. Esses pacientes apresentam uma clinica similar a
NEM1, sendo chamada de NEM-like ou NEM4. Estudos in vitro mostraram
qgue a proteina codificada pelo gene MEN1, MENIN, controla a expresséo
génica de p27Kipl, indicando que ambos os genes fazem parte da mesma
via celular supressora de tumor. Devido a correlacdo genotipo-fendétipo ser
muito fraca nessa sindrome e a grande variabilidade fenotipica encontrada
em pacientes com NEM1 (mesmo entre individuos/familiares que possuem
mesma mutacdo no gene MEN1), no presente estudo investigamos a
hip6tese do envolvimento do gene p27Kipl, e de outro gene supressor de
tumor recentemente associado com um fendtipo tumores hipofisarios
familias, o gene AIP, como possiveis moduladores de fenétipo entre os
pacientes com NEM1 de uma extensa familia brasileira com a mutacéo
germinativa MEN1 ¢.308delC e ampla variabilidade fenotipica. Dentre uma
série de variaveis clinicas investigadas, observamos um possivel papel
modulador de fenétipo do gene p27Kipl nesta familia com NEM1. Foi
encontrada associagao significante entre o genétipo do polimorfismo p.V109G
do gene p27Kip1, localizado em um dominio de ligagdo com a proteina p38
(que é um regulador negativo de p27 por levar a degradacéo dessa proteina),
com 0s seguintes aspectos clinicos: maior agressividade do tumor hipofisario
(macro vs. microadenomas), precocidade no desenvolvimento do tumor
pancredtico, e presenca de carcindides e metastases nos pacientes
analisados (p< 0,05). Nao foi observada nenhuma associacao do gene AIP e
o fendtipo dos pacientes com NEM1. O presente estudo investigou, pela
primeira vez, o status germinativo do gene p27Kipl em pacientes com
mutacdo MEN1 e identificou uma associacdo significante em relacdo a
susceptibilidade e agressividade dos tumores na coorte estudada.

Descritores: 1.Neoplasia Endocrina multipla tipo 1 2.Genes supressores de
tumor 3.Gene supressor de tumor p27Kipl 4.Genes neoplasicos
5.Moduladores de fenétipo



SUMMARY

Longuini VC. Identification of modifying genetic fatctors in a large family with
multiple endocrine neoplasia type 1 [dissertacéo]. Sdo Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2010. 81p.

Multiple endocrine neoplasia type 1 (MENL1) is an inherited tumoral syndrome
that involves tumors in the parathyroids, anterior pituitary and in the
pancreatic islet(s) cells. Germline mutations in the tumor suppressor gene
MENL1 are detectable through direct sequencing in the majority (80%) of the
patients with familial MEN1. The remaining patients may present large MEN1
gene deletions, not detectable through direct sequencing, or mutations in
other genes, so far largely unknown. Recently, rare mutations in genes that
encode cyclin-dependent kinases, as p27Kipl, have been reported in
approximately 1-2% of the patients without a MEN1 mutation. These patients
were reported as presenting a MEN1-like (or the MEN4) syndrome
phenotype. In vitro studies have demonstrated that the protein encoded by
the MEN1 gene, MENIN, controls the expression of the p27Kipl gene and,
therefore, these two genes seem to act in the same intracellular tumor
suppressor pathway. Due to the lack of genotype-phenotype correlation in
MEN1 and the large clinical variability usually observed within unrelated
patients carrying the same MEN1 mutation, we hypothesized that p27Kipl
(as well as AIP gene, recently associated with familial predisposition to
pituitary tumors) may act as phenotypic modifying gene(s) in the MEN1
syndrome. Herein, we analyzed possible correlations between p27Kipl
genotype and a number of clinical features. We identified significant statistic
associations between the p.V109G p27Kipl polymorphism and phenotype
manifestations, indicating a potential role of p27Kipl in modifying MEN1
phenotype, as follows: pituitary tumor size; early development of pancreatic
tumors, and presence of carcinoids and metastasis (p< 0,05). In addition, a
possible association with the AIP gene was excluded. The present study
analyzed, for the first time, the germline status of p27Kipl gene in MEN1-
mutated patients and identified a potential interaction between the genotype
of this tumor suppressor gene in regulating susceptibility and the tumor
aggressiveness in MENL1 patients.

Descriptorss: 1.Multiple endocrine neoplasia type 1 2.Tumor suppressor
genes 3.Tumor suppressor gene p27Kipl 4.Neoplasic genes 5.Phenotypic
modifiers
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1.1 Consideractes Gerais

Nos ultimos anos houve um avanco consideravel no conhecimento da
biologia celular e molecular, contribuindo de forma importante nos
diagnosticos das doencas hereditarias. Na area da Endocrinologia, as
Neoplasias Enddcrinas Multiplas (NEMs) séo sindromes bastante estudadas
sob o ponto de vista molecular.

Atualmente, com o rastreamento de mutacfes responsaveis pela
NEM tipo 1 (NEM1), podemos identificar os familiares portadores dessas
mutacOes em idade precoce, muitas vezes ainda sem a manifestacao clinica
da doenca. O diagndstico molecular tem forte impacto tanto diagndstico clinico,
como no tratamento precoce (cirargico ou medicamentoso), contribuindo
assim com a diminuigdo da morbi-mortalidade e consequentemente
melhorando a sobrevida destes pacientes (Lourencgo, 2007).

Entretanto, ainda existem muitos pontos néo esclarecidos, tais como a
susceptibilidade dos pacientes aos tumores envolvidos na NEM1. A questao
principal, diz respeito a diversidade de manifestagfes clinicas intra- e inter-
familial desses pacientes com mutacdo germinativa e inativadora no gene
MEN1. Ou seja, familiares que herdaram a mesma mutacdo MEN1 e
apresentam manifestacfes clinicas bastante distintas. De uma maneira

geral, acredita-se na existéncia de outros fatores que poderiam estar
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envolvidos nessa diversidade de manifestacdes clinicas, possivelmente
fatores moduladores genéticos do gene MEN1, que estariam influenciando a

expressao fenotipica desses pacientes.

1.2 Neoplasias Endoécrinas Multiplas

As Neoplasias Endoécrinas Mdltiplas (NEMS) sdo sindromes
endocrinas hereditarias, clinicamente complexas, e que apresentam um
padrdo de heranca autossémica dominante de alta penetrancia. As NEMs
sdo caracterizadas pela presenca de pelo menos dois tumores envolvendo
as trés principais glandulas enddcrinas alvo em um mesmo paciente,
podendo estes serem benignos ou malignos. As manifestacfes clinicas da
doenca estdo relacionadas de acordo com o0s genes envolvidos e as
glandulas enddcrinas afetadas, que resulta principalmente, do excesso de
horménios produzidos por estes tumores (Brandi, 2001).

As principais NEMs identificadas sdo: Neoplasia Enddcrina Mdultipla
tipo 1 (NEM1); Neoplasia Enddcrina Mdltipla tipo 2 (NEM2); Von Hipppel-
Lindau (VHL); Complexo de Carney (CNC) e Neurofibromatose tipo 1 (NF1)
(Tabela 1; Marx, 1999). Essas sindromes séo caracterizadas pela presenca
de mutacdes germinativas que causam a inativacdo de genes supressores
de tumor ou ativacdo de proto-oncogenes, envolvidos na regulacdo da
proliferacéo celular (Marx, 2005).

No presente projeto, focaremos o estudo genético da NEM1.
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Tabela 1: Neoplasias endocrinas multiplas.

Principais Manifestacdes

Sindrome . Genética
Clinicas
Adenomas hipofisarios
Hiperparatireoidismo primario
Tumores das ilhotas Mutacao inativadora
NEM1 pancreaticas/duodeno do gene MEN1
endacrino (11g13), que codifica
Tumores do cortex adrenal para a proteina MENIN
Angiofibroma cutéaneo
Lipomas
NEM2 A, B e 0 Carcinoma Medular de Mutagdo ativadora do

carcinoma medular de
tiredide isolado familial
(CMT-F)

Tiredide
Feocromocitoma
Hiperparatireoidismo primario

proto-oncogene RET
(10g 11.2), que
codifica o receptor
RET

Neurofibromatose tipo 1

Neurofibroma cutaneo
Neoplasias do SNC

Manchas café com leite
Feocromocitoma
hiperparatireoidismo primario
Tumor carcinéide produtor de
somatostatina

Carcinoma renal

Mutacéo inativadora
do gene NF-1
(17911.2), que
codifica a proteina
NEUROFIBROMINA

Sindrome de
Von Hippel-Lindau

Feocromocitoma

Tumores das ilhotas
pancreéticas

Hemangioblastoma do SNC
Angiomas da retina
Hipernefromas

Cistos Viscerais
Neurofibromas

Mutac&o inativadora
do gene VHL (3p25),
gue codifica a

proteina ELONGINA

Complexo de Carney

Pigmentacéo cutanea
puntiforme

Mixoma Cardiaco
Mixoma cutaneo

Doenca adrenocortical
pigmentar nodular primaria

Tumor de células de Sertoli
Acromegalia
Schawanoma

Mutacao inativadora
do gene PRKAR1A
(17922-24), que
codifica o dominio
regulatério da
proteina quinase a
(PKA)
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1.3 Neoplasia Endécrina Mdltipla Tipo 1 (NEM1)

1.3.1 Definicéo

A Neoplasia Enddcrina Mdltipla tipo 1 (OMIM 131100) € uma doenca
tumoral, de ocorréncia familiar ou esporédica, caracterizada essencialmente
por sua complexidade e variabilidade clinica (Brandi, 2001; Lourenco, 2006).
Na NEM1, podem ocorrer tanto tumores endécrinos quanto tumores néo-
enddcrinos, sendo que mais de 20 tipos diferentes de neoplasias (benignas
e malignas, funcionantes e ndo-funcionantes) j4 foram associadas a essa
doenca (Marx, 2005). Usualmente, na segunda década de vida dos pacientes
geneticamente predispostos, ha desenvolvimento de tumores benignos,
enguanto que a partir da 4 década de vida ha um aumento significativo de
ocorréncia de tumores malignos, os quais levam a morte cerca de um terco
(33%) destes pacientes (Wilkinson, 1993; Geerdink, 2003).

Estima-se que a incidéncia da NEML1 varie de 0,01 a 2,5 por 1.000
casos (Marx, 1999). As manifesta¢cfes clinicas da doenca estdo diretamente
relacionadas com o 6rgédo afetado e geralmente resultam da hipersecrecao
hormonal, dos efeitos da massa tumoral e da malignidade (metastase)
(Marx, 1999).

As principais glandulas associadas a essa sindrome sao: paratiredides,
hipéfise e péncreas endocrino/duodeno (Figura 1). As manifestacdes
clinicas mais frequentes de pacientes com NEM1 sdo: hipogonadismo,
galactorréia, infertilidade, defeitos visuais (devido ao prolactinoma);

osteoporose, complicacdes renais como nefrolitiase, e complicagcbes dsseas
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(desmineralizacdo Ossea, fraturas); choque hipoglicémico, distUrbios
psiquiatricos (devidos ao insulinoma); gastrite, Ulcera gastrica, estenose

esofagica (devidas ao gastrinoma) (Marx, 1999).
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Figura 1: Principais glandulas afetadas na NEM1

O diagnostico de NEM1 pode ser realizado pela: a) clinica, através do
achado de tumores em pelo menos duas das trés glandulas enddcrinas-alvo
principais (paratiredides, hipofise e pancreas enddcrino/duodeno) e/ou b)
genética, através da identificacdo de mutacdo germinativa no gene MEN1

(Brandi, 1987; Hoff, 2000; Marx, 2005).
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O diagnéstico de NEM1 familiar é realizado na presenca de um caso-
indice com o diagnéstico de NEM1 com pelo menos um familiar em primeiro
grau com tumor em pelo menos uma das trés principais glandulas
enddcrinas-alvo envolvidas na NEM1 (Brandi, 2001). A auséncia de histéria
familiar de NEM1 é sugestiva de NEM1 esporadico, que se caracteriza pela
associacdo casual de pelo menos dois tumores NEM1-relacionados, sem a
presenca de mutacdo germinativa no gene MENL1. Entretanto, cerca de 10%
dos casos resultam de mutacéao de novo.

Existem algumas variantes clinicas conhecidas na NEM1, como a
NEM1 Burin, que € caracterizada pela alta penetrancia de prolactinomas,
carcindides e hiperparatiroidismo (HPT), associados a uma baixa
penetrancia de tumores pancreaticos (Olufemi, 1998).

A maioria dos tumores associados a NEM1 é composta por
neoplasias benignas, porém alguns tumores entero-pancreaticos e 0s
carcindides podem ser malignos, sendo estes a principal causa mortis

associada a NEM1 (Geerdink, 2003).

1.3.2 Histoérico

O primeiro caso de NEML1 foi relatado por Erdheim em 1903, que
descreveu um paciente apresentando as quatro glandulas paratiredides
aumentadas, em associacdo a um adenoma pituitario eosinofilico que foi
reconhecido em necropsia, devido as manifestacdes clinicas associadas a

acromegalia (Erdheim,1903). Posteriormente, ocorreram relatos de que
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necropsias realizadas em pacientes acromegalicos apresentavam novos
achados de tumores multiplos nas paratiredides e pancreas endocrino
(Cushing e Davidoff, 1927, Metz, 1994, Delellis, 1995).

Os primeiros relatos de tumores enddécrinos em alguns membros de
uma mesma familia foram realizados por Rossier e Dressler em 1939,
demonstrando associacdo entre a doenca ulcerosa péptica e nefrolitiase. A
NEM1 é também conhecida como “Sindrome de Wermer” devido a descricao
pelo autor que a associacao de tumores enddcrinos observada era herdada
de modo autossémico dominante. Assim, a sindrome foi inicialmente
denominada de Adenomatose Enddcrina Mudaltipla (Wermer, 1954), e

posteriormente como Neoplasia Endocrina Mdltipla tipo 1.

1.4 Aspectos clinicos da NEM1

1.4.1 Hiperparatireoidismo

O hiperparatireoidismo priméario (HPT), causado pela hipersecrecdo
do PTH, é geralmente a primeira e a mais frequente manifestacdo clinica
nos pacientes NEM1 (Brandi, 2001; Verges 2002). Comumente, o
diagnéstico de HPT na NEM1 ocorre entre os 12 e 28 anos de idade, com
média de 19 anos (Skogseid, 1994). Existem relatos de HPT/NEM1 em
pacientes com idades precoces (entre 4, 8 e 12 anos), sendo que a

penetrancia aumenta com a idade de tal forma que se aproxima de 95% nos
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pacientes com 30 anos e de quase 100% aos 40 anos (Mallette, 1994; Metz,
199; Burgess,1999).

Em geral, o quadro clinico do HPT/NEM1 tem estagio inicial
prolongado e de grau leve, caracterizado por hipercalcemia assintomatica
associada a elevacdo moderada do PTH (HPT assintomatico). Entretanto,
caso nao tratado, o HPT/NEML1 pode evoluir gradativamente para uma forma
mais grave, com o desenvolvimento de nefrolitiases repetidas, complicacdes
renais, fraqueza muscular, artralgias, osteoporose e um aumento dos riscos
de fraturas 6sseas nesses pacientes (Bone,1990; Mallette, 1994; Metz,
1994; Lourenco-Jr, 2010).

As caracteristicas do HPT/NEM1 diferem das caracteristicas classicas
do hiperparatireoidismo primario esporadico (HPTe) em varios aspectos. O
HPT/NEM1 usualmente apresenta: a) hiperplasia de paratiredides, e mais
raramente adenomas; b) maior prevaléncia de comprometimento de
multiplas glandulas; ¢) manifestacdo clinica mais precoce (20-30 anos no
HPT/NEM1 vs 50-60 anos, no HPTe); d) ambos os sexos sao afetados na
mesma proporcao (1:1), enquanto que o HPTe ocorre 3 vezes mais em
mulheres; €) taxas mais elevadas de recorréncia apos paratireoidectomia (>
50% vs 2%). O resumo destes dados podem ser observados na Tabela 2,
que apresenta a relacdo das diferencas entre o HPT/NEM-1 e o HPTe

(Coutinho, 2010; Lourencgo-Jr, 2010).
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Tabela 2: Diferencas entre HPT/NEM-1 e o HPTe

ACHADOS HPT/NEM-1 HPT ISOLADO

AUTOSSOMICO

TRANSMISSAO DOMINANTE ESPORADICO
IDADE DE INiCIO DE 2% E 3° DECADAS 5% E 6° DECADAS
HIPERCALCEMIA IDADE MEDIA: 18 ANOS (50-60 ANOS)
PREDOMINANCIA SEXUAL 11 31

(F:M)

DIAGNOSTICO ., .,

L ABORATORIAL INDISTINGUIVEL INDISTINGUIVEL
OUTROS TUMORES

ENDOCRINOS FREQUENTEMENTE AUSENTE
ASSOCIADOS

INTERAGAO ADVERSA PRESENTE AUSENTE

COM GASTRINOMA

HIPERPLASIA DAS 4

PATOLOGIA ADENOMA SIMPLES

GLANDULAS
PARATIREOIDECTOMIA
SUBTOTAL OU TOTAL +
IMPLANTE EM
TRATAMENTO ANTEBRACO + ADENOMECTOMIA
TIMECTOMIA
PROFILATICA
TRANSCERVICAL
CINTILOGRAFIA 60% 90%
RESULTADO CIRURGICO
CURA IMEDIATA 92% 95%
PERSISTENCIA 8% 5%
HIPOPARATIREOIDISMO
PROLONGADO 5% 2%
RECORRENCIA TARDIA >50% 2%

O diagnéstico de HPT é feito por meio de niveis elevados de célcio total
e idnico, associados a hipercalcitria e niveis altos de PTH, enquanto os niveis
de fosfato sérico estdo baixos ou permanecem no limite inferior. Ao analisar os

niveis de PTH, leva-se concomitantemente em consideracdo os valores de
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calcio. Desse modo, a presenca de PTH com valores no limite superior da
normalidade associada a hipercalcemia € sugestiva de HPT, ja que em outras
causas de hipercalcemia a concentracao de PTH estaria suprimida (Bone, 1990).

A lesdo histologica das paratiredides mais freqientemente
observada na NEM1 é a hiperplasia difusa ou nodular, sendo que mais
tardiamente transformacfes adenomatosas podem também serem
encontradas (Gagel, 1998).

O tratamento do HPT/NEM1 é geralmente cirdrgico, entretanto ainda
nao existe um consenso claro sobre o melhor momento para a indicacao da
cirurgia. Nesse sentido, os critérios utilizados para o manejo clinico-cirargico
dos casos HPT/NEM1 sdo os mesmos estabelecidos pelo consenso sobre
HPTe (Bilezikian, 2009).

Existem basicamente dois procedimentos cirlrgicos para o tratamento
do HPT/NEM1: a) paratireoidectomia subtotal e b) paratireoidectomia total
seguida de enxerto de tecido paratireoidiano no antebragco ndo-dominante.
Levando-se em conta 0 acometimento multiglandular e as altas taxas de
recidiva de HPT em casos com NEM1, o tratamento cirdrgico indicado é
rotineiramente mais extenso que a adenomectomia, frequientemente
realizada no HPT esporadico. Dessa forma, a abordagem cirdrgica que vem
sendo utilizada com sucesso no Hospital das Clinicas da FMUSP-SP em
casos com HPT/NEML1 é a paratireoidectomia total seguida por implante de
tecido paratire6ideo no antebraco (Montenegro, 2005).

No intuito de monitorar a real condicdo do implante, sdo realizadas

dosagens de PTH coletadas acima da drenagem venosa do implante as
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quais posteriormente sdo comparadas com as do antebraco contralateral.
Uma desvantagem da paratireoidectomia total € a ocorréncia temporaria de
hipoparatireoidismo pds-cirargico, uma vez que o implante comeca
habitualmente a funcionar parcialmente entre 6 e 12 semanas apos a
cirurgia e totalmente ao redor de 9-15 meses apos a cirurgia. Nesse periodo,
€ imprescindivel que o paciente faca a reposicdo de célcio e calcitriol
(Thompson,1995; Coutinho, 2010).

O tratamento do HPT/NEM1 tem como principais objetivos obter e
manter niveis séricos normais de PTH e calcio, evitar a hipocalcemia, excluir
o estimulo hipercalcémico cronico sobre o possivel gastrinoma associado, e
excluir o estimulo crénico deletério do excesso de PTH sobre a massa
Ossea, além de prevenir as complicacdes renais do HPT (Carling, 2005;

Coutinho, 2010; Lourengo-Jr, 2010).

1.4.2 Tumores entero-pancreaticos na NEM1

Os tumores enddcrinos entero-pancreéticos (TEPS) ocorrem em
aproximadamente 35% dos pacientes com NEM1, sendo que esta prevaléncia
€ muito variavel dependendo da populacéo estudada (10-85%) (Trump, 1996;
Marx, 2005). Em cerca de 10% dos casos com NEM1, os TEPs podem ser a
primeira manifestacdo clinica da doenca (Verges, 2002).

A identificacdo bioquimica dos tumores entero-pancreaticos baseia-se
na determinacdo da glicemia de jejum, gastrina, glucagon, insulina, pro-

insulina e cromogranina A séricas (Skogseid, 1999; Brandi, 2001). No entanto,
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existe também a necessidade de realizar exames de imagem tais como:
tomografia computadorizada ou ressonancia magnética, e eventualmente
ecografia endoscoépica para melhor definicdo das caracteristicas destes
tumores (Skogseid, 1999). O quadro clinico dos TEPs esta diretamente
relacionado com o tipo do tumor envolvido e os sinais/sintomas basicamente

nao diferem dos TEPs ndo associados a NEM1.

1.4.2.1 Gastrinoma

Os gastrinomas sao tumores neuro-enddocrinos entero-pancreaticos
secretores de gastrina. Na NEM1 (GA/NEML1), o gastrinoma é o TEP funcionante
mais frequente, sendo encontrado em 40-75% dos casos de NEM1.

O GA/NEML1 é usualmente multifocal, contrastando com a manifestacéao
unifocal usualmente verificada nos casos de gastrinomas esporadicos (GAe),
como descrito na Tabela 3. Os GA/NEM1 sao predominantemente duodenais e
multiplos, apresentam alto potencial maligno, possuem menores taxas de cura
gue o GA esporadico, constituindo-se na principal causa mortis associada a
NEM1 (Teh, 1997 e 1998; Lourenco-Jr, 2008).

Mais de 90% dos tumores carcinbides timicos associados a NEM1
sdo malignos, bem como 25% dos carcindides brénquicos (Teh, 1997 e
1998; Gibril, 2003). Entretanto, estes tumores carcinoides sdo relativamente
raros na NEM1, com penetrancia <10%, aos 40 anos de idade. Por outro
lado, apesar de os gastrinomas terem menor ocorréncia de malignidade
(60%), eles podem estar presentes em até 75% dos casos com NEML1,
dependendo da populacdo analisada. Assim, o gastrinoma é considerado o

principal tumor associado a mortalidade nessa sindrome (Kouvaraki, 2006).
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A ocorréncia de metastases esta associada a reducéo significativa da

idade média de sobrevida em casos com NEM1 (55,4 anos para homens e

46,8 anos para mulheres), quando comparada com a expectativa de vida da

populacao néo afetada (> 70 anos) (Geerdink, 2003).

Tabela 3: Diferencas entre os gastrinomas associados a NEM1 e os gastrinomas

esporadicos.

Caracteres Gastrinoma/NEM1 Gastrinoma esporadico

Heranca autossdmica dominante -
Idade de inicio da 30-50 anos; 50-60 anos;
hipergastrinemia em geral < 40 anos em geral > 40 anos
Proporgéo sexual (F:M) 1:1 M>F
Outros TUs N

L : frequentes ausentes
endocrinos associados
TUs pacreaticos ndo .

, freqlentes ausentes
funcionantes
Carcindides gastricos freqUentes ausentes
Interacbes adversas . ~

sim néao

com HPT/hipercalcemia

Patologia histologica

multiplos adenomas;
hiperplasia inicial

adenoma Isolado

Localizacéo

maioria no duodeno
(> 90%)

mais prevalente no
pancreas (duodeno) (60%)

Tratamento clinico

inibidores de bomba de
prétons e analogos da
somatostatina

inibidores de bomba de
prétons e analogos da
somatostatina

Tratamento cirargico

enucleacdo de tumores
por duodenotomia
+
pancreatectomia subtotal
com enucleacgéo de
tumores na cabeca do

a) tumores pequenos:
enucleacédo de tumores
duodenais ou pancreaticos;

b) tumores maiores:
duodenectomia ou
pancreatectomia parcial

pancreas
+ +
ressecgao ganglionar resseccao ganglionar
regional regional*
Cura < 25% 60%
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O tratamento recomendado para o GA/NEM1 consiste inicialmente na
administracdo de bloqueadores da bomba de prétons para o controle da
hipersecrecdo &cida gastrica, seguida de tratamento cirargico. Devido a
grande dificuldade de alcancar a cura total, as melhores formas de

abordagem cirargica sao bastante debatidas na literatura (Brandi, 2001).

1.4.2.2 Insulinoma

O insulinoma é o segundo tumor pancreatico funcionante mais
prevalente na NEM1, depois do gastrinoma. O insulinoma é um tumor
originario das células beta das ilhotas pancreéticas, sendo o tumor de
células das ilhotas mais frequente na populacéo geral (Delcore, 1994).

A incidéncia do insulinoma é desconhecida; estima-se que seja de 4
casos por 1 milhdo na populacéo geral, com predominancia igual em ambos
0s sexos. (Delcore, 1994). A maior parte dos tumores esporadicos é benigna
e somente 10% a 15% dos insulinomas apresentam um comportamento
biolégico maligno, com invasédo capsular e vascular.

Os insulinomas associados a NEM1 diferem-se dos esporadicos por
ocorrerem mais precocemente, na 3° e 4° década (vs a 5° década nos
esporadicos); por serem geralmente multiplos; por terem maior incidéncia de
malignidade; auséncia de ocorréncia de insulinoma/NEM1 extra-pancreatico;
e por apresentarem maiores taxas de recorréncia pos-cirargica.

O tratamento do insulinoma é cirurgico, basicamente com o objetivo

de preservar as funcbes enddcrinas e exdocrinas pancreaticas e o alivio de

sintomas hipoglicémicos (Brandi, 2001; Metz, 1994).
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1.4.2.3 Outros Tumores entero-pancreéaticos na NEM1

Outros tumores pancreéaticos podem estar relacionados a NEM1
tais como glucagonoma, somatostatinoma, PP-oma, Vipoma e tumores
nao-funcionantes, porém, todas estas neoplasias sdo menos freqlentes

(Marx, 1999).

1.4.3 Tumores hipofisarios na NEM1

Os tumores hipofisarios podem ser a primeira manifestacao clinica de
pacientes com NEM1 em aproximadamente 20% dos casos. Interessante
notar que a idade de diagndéstico desses tumores € detectada entre 17 e 65
anos (média de 37 anos) € similar a encontrada nos casos com
predisposicado familiar a tumores hipofisarios isolados (FIPA) e nos casos
com tumores hipofisarios esporadicos entre 13 a 75 anos (Verges, 2002;
Daly, 2006; Toledo, 2007).

A prevaléncia de tumores hipofisarios na NEM1 (HIP/NEM1) pode
variar dependendo da populacdo estudada, oscilando entre 16-65%, com
uma penetrancia entre 20-40% aos 40 anos de idade (Burgess,1989;
Verges, 2002; Lourenco-Jr, 2008). Aproximadamente 80% dos HIP/NEM1
sdo macroadenomas, em contraste com 0s casos de tumores hipofisarios
esporadicos (HIPe) com frequéncia de 42% (Verges, 2002). Outra
caracteristica especifica dos HIP/NEM1 € se apresentarem como

multicéntricos e pluri-hormonais (Troillas, 2008).
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Dos diversos subtipos de tumores hipofisarios, o0s mais
frequentemente associados a NEM1 sdo os prolactinomas, adenomas
hipofisarios secretores de GH, adenomas hipofisérios secretores de ACTH e
adenomas nao-funcionantes, nas seguintes proporc¢oes: 76%, 5%, 6% e
20%, respectivamente (Metz, 1994; Corbetta, 1997). Outros tumores
hipofisarios, como o FSHoma, TSHoma e LHoma (Lourenco, 2009) ocorrem
raramente na NEM1, conforme visto na Tabela 4.

Como sera discutido mais a diante no presente projeto, estudo
recentemente publicado aponta para os tumores HIP/NEM1 como
uma interessante e promissora area de pesquisa na NEM1
(Pellegata, 2006).

O diagndstico clinico e laboratorial seguem os mesmos padrfes tanto
para os adenomas hipofisarios associados a NEM1 como para os adenomas
hipofisarios esporadicos e o tratamento dos adenomas hipofisarios
associados a NEM1 nao difere do aplicado em adenomas hipofisarios

esporadicos (Lourenco, 2009; Toledo, 2009).
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Tabela 4: Complexidade e variabilidade clinica da NEM1

TUMORES

TUMORES ENDOCRINOS NAO-ENDOCRINOS

Adenoma de paratiredide (>90%) Lipoma (30%)

Tumores da hipoéfise anterior (20-40%):
e Prolactinoma (70%)
e Co-secretores (10%)
e Somatotropinoma (9%) Leiomioma (10%)
e ACTHoma (4%)
e TSHoma (raro)

¢ ndao funcionante (20%)

Tumores entero-pancreaticos (35%)

e Gastrinoma (40%-75%) *

e Insulinoma (10%) Angiofibroma (85%)

e Nao-funcionante, incluindo PP (20%)* Colagenoma (70%)

e Qutros: Glucagonoma*, Vipoma*
Somatostatinoma*, etc (2%)

Carcinoides:
e Timico* (2%) Ependimoma (1%)
e Brbénquico* (2%) Meningeoma (5%)

e Tumor gastrico* (10%)

Cortex adrenal, N.F. (25%)

Feocromocitoma (< 1%)

Obs: Penetrancia dos tumores enddcrinos e nao-enddcrinos relacionados a NEM1, aos 40
anos de idade. Baseado em Brandi, 2001, Verges 2002 e Marx, 2005;
* potencialmente maligno; NF, ndo-funcionante; PP, polipeptideo polipancreatico.
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1.4.4 Outros tumores na NEM1

Além dos tumores classicos acima relatados, muitos outros tumores
menos frequentes foram identificados em pacientes com NEM1 e
relacionados a essa sindrome (Tabela 4; Marx, 2005). Dentre eles podemos
citar: tumor carcindéide timico e brénquico, tumores adrenais e tumores
carcindides gastricos. Devido a ampla variabilidade de tumores e
manifestacdes clinicas nesta sindrome, a NEM1 € hoje considerada uma

doenca complexa e multi-sistémica (Marx, 2005).

1.5 Seguimento clinico da NEM1/ Consenso NEM1

O Consenso sobre NEMs recomenda que o seguimento clinico
periodico para casos com NEM1 deve ser iniciado entre 5-20 anos de idade
sendo recomendado para todos os casos diagnosticados com NEM1 e
também para os seus familiares potencialmente sob-risco (Tabela 5) (Brandi,
2001). Por se tratar de um procedimento extenso, o seguimento clinico
adequado de um paciente com NEM1 € um processo trabalhoso, demorado

e gue envolve altos custos (Brandi, 2001).
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Tabela 5: Rastreamento clinico periddico para pacientes com NEM1 ou individuos

sob-risco
Idade de inicio . . Testes de
Testes bioquimicos, .
Tumor do rastreamento ) imagem,
anuais
(anos) a cada 2 anos
HPT 8 CALCIO, PTH -
GASTRINOMA 20 GASTRINA -
GLICOSE, INSULINA,
INSULINOMA S PRO-INSULINA i
TUMORES PANCREATICOS uUs-
NAO-FUNCIONANTES 15 CRONOGRANINA ENDOSCOPICO
TUMORES HIPOFISARIOS 5 PROLACTINA; IGF-1 RNM
] TU. CARCINOIDES 20 i TC
TIMICOS E BRONQUICOS
TU. CARCINOIDES 20 i ENDOSCOPIA

GASTRICOS*

Brandi, 2001; Newey, 2009.

Em 2001, Brand e col, publicaram resultados sobre Consenso de
Neoplasia Endocrina Mdltipla tipo 1 onde determinaram um protocolo com
critérios basicos para o diagnostico e condutas terapéuticas adequadas a
serem seguidos, tais como: a) seguimento anual bioquimico associado a
seguimento com exames de imagem a cada trés anos; b) paratireoidectomia
total ou subtotal, crio-preservacéo das paratiredides e timectomia preventiva;
c) uso de inibidores de bomba de proton para o controle de hipersecrecdo da
gastrina; d) cirurgia dos tumores pancreaticos/duodenais deve ser mais
extensa em comparacdo a realizada em casos esporadicos; e) o
rastreamento génico de familiares assintomaticos € importante para a

identificacdo de portadores de mutagdo, entretanto, a conduta cirargica deve

ser baseada em critérios clinicos.
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1.6 A NEM1 no Brasil

A NEM1 é uma doencga ainda relativamente pouco estudada no Brasil.
O mais extenso rastreamento clinico da NEM1 vem sendo realizado no
Hospital das Clinicas (HC) da FMUSP de S&o Paulo (Jorge, 2001; Lourenco-
Jr, 2007; Toledo 2007; Lourengo-Jr, 2008; Lourencgo-Jr, 2010; Coutinho,
2010). Em 2004, foi incorporado um programa de rastreamento de mutacoes
do gene MEN1, que contribuiu para o melhor conhecimento dos aspectos
genéticos da NEM1 em nosso Pais. Em 2007, foram publicados os dados
referentes ao rastreamento génico de 154 pacientes sob-risco de NEM1,
envolvendo 14 familias (Toledo, 2007).

Esse rastreamento foi capaz de indicar, a) quais casos deveriam ser
incluidos no rastreamento clinico anual de tumores associados a NEM1, e b)
quais casos poderiam ser excluidos de tal rastreamento, por ndo apresentar a
predisposicao genética para a doenca. Ambos os resultados sdo importantes
e altamente informativos na conduta nos casos sob-risco para NEML.
Cinquenta e dois individuos possuiam mutacdo germinativa, tendo sido
encaminhados para o rastreamento clinico, enquanto 102 individuos sob-risco
nao haviam herdado mutagéo, tendo sido esclarecidos sobre o resultado e
excluidos do rastreamento clinico anual para NEM1 (Toledo, 2007).

Em outro estudo, analisamos se os resultados deste rastreamento
realizado no HC-FMUSP foram relevantes levando-se em conta 0 manejo
dos familiares sob-risco. De relevancia, os casos que foram diagnosticados

através da analise genética apresentavam manifestacbes clinicas
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consideravelmente mais suaves. Eles eram: a) claramente mais jovens
(tinham 11-15 anos a menos); b) usualmente assintomaticos; c) geralmente
apresentavam somente um ou nenhum tumor relacionado a NEM1; d)
apresentavam tumores em estadio mais precoce; €) ndo apresentavam
tumores malignos; e f) nenhum caso foi a 6bito durante o seguimento
(Lourenco-Jr, 2007).

Esses dados demonstram que a implementacdo de um programa de
rastreamento genético para a NEM1 em um centro de referéncia, como o
HC-FMUSP, foi um importante avanco que vem colaborando na melhoria do
diagnéstico precoce, seguimento e tratamento dessa doenca em nosso pais.
Atualmente, nossa casuistica conta com 34 familias com mutacao

germinativa MEN1 (Toledo, 2011 — em fase de publicacéo).

1.7 Aspectos Moleculares na NEM1

Inicialmente, o gene MEN1 foi localizado no bragco longo do
cromossomo 11 (11g13) por andlise de ligagdo e por mapeamento de delecéo
no DNA gendmico do tumor (Larsson, 1988). Esses estudos demonstraram
também perda de heterozigose (LOH, loss-of-heterozygosis) deste locus em
tumores endoécrinos entero-pancreaticos de pacientes com NEM1, sugerindo
gue a proteina codificada pelo gene MEN1 era possivelmente decorrente de
um gene supressor de tumor, de acordo com a hip6tese de desenvolvimento

tumoral elaborada por Knudson (Knudson, 1971).
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Apés este achado, varios autores de diferentes grupos na Europa e
Estados Unidos intensificaram as andlises de todos os genes contidos neste
locus. Em 1989, foi demonstrada perda alélica no cromossomo 11913 em
tumores de paratiredides relacionados e nao-relacionados a NEM1, e
subsequentemente, em insulinomas e em tumores hipofisarios de pacientes
com NEML1 (Larsson, 1988; Thakker, 1993).

Em 1997, o gene NEM1 foi clonado e sequenciado por dois
consorcios independentes, que isolaram o gene MEN1 no braco longo do
cromossomo 11, regido 1, sub-regido 3 (11913) (Chandrasekharappa, 1997;
Lemmens, 1997).

O gene MEN1 possui 9,2 Kb e consiste de 10 éxons (0 éxon 1 e
832 bases do éxon 10 ndo sdo traduzidos), codifica uma proteina de
610 aminoacidos e de localizacdo intranuclear chamada MENIN
(Chandrasekharappa, 1997; Lemmens, 1997; Agarwal, 2005). O
sequenciamento desse gene em pacientes com NEM1 familiar e esporadica
documentou mutagdes inativadoras germinativas e somaticas, indicando sua

associagcédo com a doenca.

1.7.1 Mutagbes no gene MEN1

Aproximadamente 70-90% dos casos hereditarios sdo encontradas
mutacBes no gene supressor de tumor MEN1 (Stenson, 2003; Marx, 2005).
A auséncia de mutacdes nos outros 10-30% dos casos € atribuida a: a)

variacdo de sensibilidade dos métodos laboratoriais empregados; b)
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presenca de mutacdes fora da regido codificadora do gene; e c) presenca de
grandes dele¢des, que impossibilitariam a amplificacdo por PCR do alelo
mutado (Cavaco, 2002).

Mais de 1.000 mutacBes inativadoras ja foram descritas no gene
MEN1 (Lemos, 2008). Essas mutacbes encontram-se espalhadas ao longo
de todo o gene, tanto por regifes codificadoras como em regides intronicas.
A maioria das mutacgdes identificadas no gene MEN1 (descritas no Human
Genome Mutation Database, www.hgmd.cf.ac.uk) € constituida por
alteracdes inativadoras classicas, como: a) muta¢des pontuais que inserem
um sinal de parada da transcricdo no cédon mutado, chamadas de mutacéo
nonsense; ou b) mutacbes de mudanca de quadro de leitura transcricional
(delecbes ou insercbes), que alteram a sequéncia de aminoacidos
sintetizados e podem também inserir um sinal precoce de parada da
transcricdo génica, chamada de mutacfes frameshift. Mutagdes que alteram
as fronteiras éxon-intron e intron-éxon do gene MEN1 e mutagBes pontuais
que alteram somente um amino&cido, chamadas muta¢gfes missense, sao
mais raras mais também podem ocorrer (Toledo 2007; Lemos, 2008). As
mutacbes missense geralmente estdo localizadas em regides
evolutivamente conservadas da proteina MENIN e podem provocar
mudancas significativas na conformacdo espacial e da funcdo dessa
proteina supressora de tumor (Pannet, 2001; Yaguchi, 2004; Toledo, 2007).

Estudos clinico-genéticos na NEM1 ndo demonstraram forte
correlacdo genotipo-fendtipo nessa sindrome, assim como néo identificaram

sitios especificos que agrupem um grande nimero de mutacdes, sitios estes



Introdugéo 25

conhecidos como hot-spot mutacionais (Chandrasekhappa, 1997; Stenson,
2003; Marx, 2005). Entretanto, algumas mutacfes recorrentes, ocorrendo
em regibes com repeticdes curtas de DNA ou com repeticdes sucessivas de
um unico nucleotideo foram localizadas (Kytola, 2001; Toledo, 2007).

As mutacOes inativadoras no gene MEN1 estdo associadas ao
desenvolvimento de tumores enddcrinos pela inativacdo da proteina
supressora de tumor MENIN, que € envolvida em processos celulares
essenciais, como: controle do ciclo e do crescimento celular, regulacdo da
transcricdo génica através de interagbes com a JunD, regulacdo da
apoptose, estabilidade gendmica e reparo de DNA (Huang, 1999; Wautot,

2000; Agarval, 2005; Balogh, 2006).

Funcdes e interagcdes da proteina MENIN

Controle do

crescimento celular

Controle do Reparo de DNA
ciclo celular -

Regulacéo da Estabilidade

transcrigdo génica gendmica

Proliferagéo de Regulagao da
células endécrinas apoptose

Figura 2: Func@es e interacdes da proteina MENIN (Figura adaptada de Balogh, 2006)
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O primeiro mecanismo descrito que trouxe informacdes sobre a
regulacao da proliferacao celular da MENIN foi pela sua interacdo com fatores
de transcricéo, tais como o JunD e AP-1 (Agarwal, 1999). A MENIN interage e
suprime a atividade de transcricdo dependente do JunD (Figura 3), embora
nao se saiba como contribui para sua atividade reguladora do crescimento
celular. Vale notar que a MENIN néo interage com outros membros da familia
Jun/Fos. A MENIN também interage com diversas outras proteinas, como o
SMAD3, um fator de transcricdo envolvido na via de sinalizacdo do TGF-3

(Greenspan, 2006; Figura 2).

menin menin

menin

Transcricdo dependente de junD

l SUPER _
TRANSCRICAO

TUMORES

MEN- 1
Agarwal, 2002

Figura 3: A MENIN interage e suprime a atividade de transcricdo dependente do
JunD (Agarwal, 2005)
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1.7.2 Tumorigénese na NEM1

1.7.2.1 O modelo classico da tumorigénese na NEM1

O desenvolvimento classico dos tumores em pacientes com NEM1
ocorre por uma sequéncia de dois eventos mutacionais. O primeiro evento
refere-se a uma mutacéo que é herdada (mutacdo germinativa) e o segundo
evento mutacional refere-se a uma mutacao que ocorre somente nos tecidos
afetados pela doenca (mutacdo somatica). Assim, as células dessas
glandulas-alvo acumulam duas mutacfes em ambos os alelos do gene
supressor tumoral MEN1, causando sua inativacdo completa (Agarwal, 1997;

Figura 4).

glandulas alvo da MEN1

2° evento genético,
’ mutagao somatica

1° evento genético, = F

IteagR0. gorneing ! Perda de heterozigose

.

MEN1 ' MEN1 (LOH)
T Inativacdo da MENIN
Fatores moduladores
de fenotipo (???)

Figura 4: Tumorigénese na NEM1. Modelo classico de dois eventos mutacionais
para genes supressores de tumor e provavel presenca de fatores moduladores
(Marx, 2005)
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Esse processo de tumorigénese a partir de dois eventos mutacionais
explica porque um individuo que herdou uma mutacdo germinativa no gene
MEN21 possui elevada predisposicdo aos tumores NEM1-relacionados
multiplos, e também porque os casos familiais geralmente apresentam
tumores em faixas etarias mais baixas que o0s casos esporadicos (Knudson,
1971; Agarwal, 1997).

Como os pacientes com NEM1 familial herdam a inativacdo de um
dos alelos, a ocorréncia de apenas mais um evento mutacional (inativacédo
somatica) do alelo normal, chamado de perda de heterozigosidade (LOH,
Loss of Heterozygosity), ja favorece o desenvolvimento e progressdo do
tumor. Ja nos pacientes com doenca esporadica, ha necessidade que ocorra
dois eventos somaticos no gene MEN1 de uma mesma célula das glandulas-
alvo para o0 desencadeamento da tumorigénese (Marx, 2005;

Chandrasekharappa, 1997).

1.7.2.2 Questoes ainda nao compreendidas sobre a tumorigénese

na NEM1

Ainda ha diversos pontos referentes a susceptibilidade aos tumores
envolvidos na NEM1 que ainda ndo sdo bem compreendidos e necessitam
de estudos mais aprofundados.

A questdo principal ainda em aberto diz respeito a diversidade de

manifestacdes clinicas nesses pacientes: Por _que individuos com mutacéo

germinativa e inativadora no gene MEN1 (inclusive familiares gue herdaram
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a mesma mutacdo/alelo MEN1) apresentam manifestacdes clinicas tdo

diversas?

Levando em conta uma equacao fundamental da genética: fendtipo =
gendtipo + ambiente; pode-se supor que pacientes morando em
locais/cidades com caracteristicas ambientais bastante diferentes
apresentariam diferentes fendtipos, mesmo se tivessem uma mesma
mutacédo, entretanto, mensurar esse tipo de influéncia € uma tarefa bastante
ampla e complexa. Nossos dados mostram que mesmo irméaos morando em
uma mesma cidade e, portanto expostos as mesmas condi¢cdes ambientais
de estresse e poluicdo (entre outros fatores), apresentam fendtipos
referentes aos tumores bastante desiguais. Dessa forma, outros fatores
estariam envolvidos nessa diversidade de manifestacbes clinicas,
possivelmente fatores genéticos moduladores de fenotipo.

Sabe-se que o0 surgimento de um tumor geralmente ocorre por
“defeitos” em varias vias celulares, como inativacdes de vias supressoras de
tumor ligadas aos pontos de checagem celular (causadas por mutacao
inativadora em genes supressores de tumor), e/ou ativagcbes de vias
oncogénicas ligadas a regulacdo do ciclo celular (causadas por mutacao
ativadora em proto-oncogenes).

Nesse contexto, trata-se de uma hipotese plausivel pensar que,
outras vias (além da supressora de tumor ligada ao gene MEN1) estariam
influenciando a tumorigénese na NEML. Isso explicaria porque irmaos que
herdaram a mesma mutacdo MEN1 (mas eventualmente herdaram

diferentes fatores moduladores) podem apresentar fenotipos tdo diferentes,
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guanto ao: a) tipo de tumor, b) a agressividade tumoral e c) idade de inicio

de aparecimento dos tumores.

1.8 Evidéncias do envolvimento de outro(s) gene(s) na NEM1

Apesar do MENL ser o principal gene responsavel causal pela NEM1,
ndo sdo encontradas mutacdes em 10-30% dos casos hereditarios, o que
geralmente é atribuida a: a) variagdo de sensibilidade dos métodos
laboratoriais empregados; b) presenca de mutacbes fora da regiédo
codificadora do gene; e c) presenca de grandes delegbes, que
impossibilitariam a amplificacdo do alelo mutado (Cavaco, 2002).

Entretanto, mais recentemente tem-se sugerido que a auséncia de
mutac¢des no gene MEN1 em casos com NEML1, ao invés de ser causada por
limitacbes técnicas para deteccdo de mutagbes, seria causada por uma
heterogeneidade molecular nessa doenca. Um extenso estudo analisou a
presenca de grandes delecbes (através das técnicas de MPLA / MRC
Holland e PCR de longo alcance) e muta¢cbes na regido promotora de 101
casos com diagnostico clinico de NEM1 sem mutacdo no gene MENI; e
apenas uma grande delecéo foi encontrada (1%) (Vaidya, 2007). Os autores
sugerem que a presenca de um evento germinativo em outro gene (ou
genes) que ndo o MENL1 estaria envolvido na determinacdo do fendtipo da

NEM1 nesses 100/101 casos restantes.
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1.8.1 Gene p27(Kipl)/CDKN1B

Outros artigos, também recentemente publicados, reforcam a hipétese
da NEM1 ser uma doenca com heterogeneidade genética. Pellegata et al,
relataram uma familia com 3 gerac6es com NEM1 e que ndo apresentava
mutacdo no gene MEN1, na qual foi identificada uma mutacdo germinativa
no gene p27(Kipl)/CDKN1B (Pellegata, 2007).

O gene p27(Kipl)/CDKN1B foi clonado e sequenciado em 1995, esta
localizado no braco curto do cromossomo 12, regido 1, subregiao 3 (12p13),
contém 3 éxons e codifica uma proteina inibidora de quinase dependente
de ciclina, reguladora de processos envolvido no ciclo celular. Estudos do
modelo animal (knock out) do gene p27(Kipl)/CDKN1B indicam uma
associacdo com tumores hipofisérios, pois esses animais desenvolvem
hiperplasia/tumor hipofisario aos 3 meses de idade (Fero, 1996;
Kiyokawa, 1996).

Estudos funcionais demonstraram que a proteina MENIN (codificada
pelo MEN1) regula a expressdo génica de p27(Kipl)/CDKN1B, por
intermédio de associacdo com RNA polimerases e metil-transferases
(Karnik, 2005; Fontaniere, 2006). A auséncia de MENIN leva a baixa
expressdo de p27(Kipl)/CDKN1B, enquanto a elevacdo dos niveis de
MENIN recompde a expressdo de p27(Kipl)/CDKN1B. Esse controle
epigenético da expressdo de p27(Kipl)/CDKN1B pela MENIN pode ser

visualizado na Figura 5.
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Normal Sindrome NEM1

Figura 5: Uma nova funcéo para a proteina MENIN foi recentemente caracterizada.
Através de sua interagdo com RNA polimerases (Pol-1l) e metil-transferases (MLL),
MENIN é capaz de controlar a expressdo de p27(Kipl)/CDKN1B (Karnik, 2005;
Fontaniere, 2006)

Em conjunto, esses dados sugerem que as manifestacBes clinicas
dos pacientes com NEM1 podem estar possivelmente reguladas pela
interacdo entre as proteinas/genes MENIN e p27. Entretanto, ainda ndo h&a
estudos que tenham avaliado o gene p27(Kipl)/CDKN1B de casos NEM1

tipicos, com a mutagcdo MENL1.
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1.8.2 Gene que codifica a proteina que interage com o receptor Aril

Hidrocarbono - Aryl Hydrocarbon Receptor interacting protein (AlIP)

O AIP (aryl hydrocarbon receptor interacting protein) € um gene
recentemente associado a suceptibilidade a tumores hipofisarios familiais
(Verimaa, 2006). Esse gene foi clonado e seqienciado em 1996, esta
localizado no brago longo do cromossomo 11, regido 1, subregido 3.3
(11913.3), contém 6 éxons, distanciando de 3 Mb do gene MENL1. A proteina
AIP interage com o receptor aril hidrocarbono (AHR) e esta, assim, ligada a
via de degradacdo de poluentes (Meyer, 2000). Mutacbes germinativas
nesse gene foram identificadas em familias com tumores hipofisarios
secretores de horménio de crescimento (GH) e/ou prolactina (PRL)
(Verimaa, 2006). Foi relatada perda de heterozigose (LOH) nesses tumores,
sugerindo um papel supressor de tumor do AIP.

Descrevemos em nosso laboratério uma nova mutagcdo germinativa
no gene AIP, Y268X, que estava presente em amostras de DNA de dois
irmaos que desenvolveram adenoma hipofisario secretor de GH, e
consequentemente acromegalia, aos 17 e 21 anos de idade (Toledo, 2007b).
Essa mutacdo ndo estava presente em amostras de DNA de 30 casos com
acromegalia esporadica (ndo-familial) e em 92 individuos controles
estudados.

Recentemente, dois casos clinicamente diagnosticados com NEM1,
entretanto sem mutacao no gene MENL1, foram descritos possuirem mutacéo

germinativa no gene AIP (Georgitsi M, 2007). Outros estudos descreveram
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pacientes com mutacdo germinativa no gene AIP que desenvolveram
tumores hipofisarios e nao-hipofisarios (Cazabat, 2007; Beckers, FIPA
Meeting-2008, ndo publicado). Recentemente, nosso grupo analisou o status
somatico do gene AIP em tumores nao-hipofisarios (cortex adrenal e
linfoma) de uma paciente com a mutacdo AIP R81X, e verificamos LOH no
tumor adrenocortical, sugerindo um possivel papel desse gene na
tumorigénese do cortex adrenal (Toledo, 2010).

Levando-se em conta as recentes evidéncias relatadas de que a
NEML1 seria possivelmente uma doenca com heterogeneidade genética, a
busca por marcador(es) genético(s)/gene(s) além do gene MENL1, que
estariam funcionando como fatores modulares de fenotipo nesses pacientes,
€ bastante importante para melhor avaliacdo dessa hipétese. Além disso,
esse estudo possibilitaria a expansao do entendimento da tumorigénese
nessa doenga complexa,

A identificacdo de possiveis fator(es) modulador(es) de fendtipo,
ligados por exemplo a aspectos clinicos como “ipo de tumores”,
“agressividade” e/ou “precocidade” de desenvolvimento desses tumores, é
um caminho que pode, no futuro, nos encaminhar a novos
direcionamentos/recomendacdes para o rastreamento e o seguimento clinico

da NEML1.



2 OBJETIVO
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Avaliar a participacdo dos genes p27(Kipl)/CDKN1B e AIP como
fatores moduladores de fenétipo em pacientes com mutacdes no gene

MEN1.



3 PACIENTES
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3.1 Extensafamilia com MEN1

Para a analise de fatores de moduladores na NEM1, foi estudada uma
extensa familia brasileira, descendente de italianos que imigraram ao redor
de 1890 da Zona do Véneto (Itdlia) para o Brasil, tendo-se localizado na
regido de Mocodca interior do Estado de S&o Paulo. Essa familia apresenta a
mutacdo inativadora c¢.308delC, que esta localizada no exon 2 do gene
MEN1. Esta mutacdo essa mutacdo € do tipo frameshift, que leva a uma
mudanca de quadro de leitura da transcricdo e a uma proteina truncada,

com 118 aminoacidos (Toledo, 2007).
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Figura 6: A genealogia da extensa familia brasileira com NEM1, ilustrando grande
variabilidade clinica (Lourenco-Jr EJE, 2008)
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Na genealogia da figura 6, nota-se grande variabilidade intra-familial,
principalmente relacionado com tumores hipofisarios e pancreaticos.

Como o rastreamento clinico e genético dessa familia diagnosticada
com NEML1 continuou sendo realizado por nosso grupo, novos familiares que
foram diagnosticados com a doenca durante o periodo de execucdo desse
projeto, também foram incluidos no estudo.

Todos os individuos incluidos nesse estudo leram e assinaram termo
de consentimento livre esclarecido aprovado pela Comissdo de Etica do HC-

FMUSP, CAPPESQ.

| 2080 2160 2240 2320 2400, 2480 2580 2640, EEN
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GTGAGCGCCGCCAGGCGGGTCGGGGGC GGGGCTGG(’*CTGG.-’-‘a..-’-‘a.GGTG.-’-‘:.GCTCGGC
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Figura 7: Seqienciamento automatico do gene MEN1 mostrando acima a mutagao

¢.308delC localizada no éxon 2
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Em comparacdo com outras cinco grandes familias e com dados da
literatura, nota-se que na familia brasileira incluida no presente estudo (F6)
existe uma ampla variabilidade clinica inter-familial, com elevada prevaléncia
(52%) de tumores hipofisarios e pancreaticos, conforme ilustrado pela figura

8 a sequir (Lourenco, 2008).
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Figura 8: Grafico ilustrando grande variabilidade inter-familial na NEM1. A familia
brasileira é a familia F6 (Lourenco-Jr EJE, 2008). HPT = hiperparatireoidismo;
PIT = tumor hipofisario; PRL = prolactinoma; NFPit = PIT ndo funcionante;
PET = tumor entero-pancreatico; G = gastrinoma e NFPT = PET nao funcionante

3.2 Peculiaridades clinicas dos pacientes brasileiros com NEM1

As manifestacfes clinicas dos casos afetados estavam de acordo
com as referidas na literatura. Em conjunto, o HPT foi o achado clinico mais

frequente (94,2%). A prevaléncia dos tumores pancreaticos foi de 63,5%
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(literatura: 35%-75%), enquanto a prevaléncia dos adenomas pituitarios
(52%) foi mais elevada do que a encontrada na literatura (20%-40%)
(Lourenco-Jr EJE, 2008). A diferenca entre a prevaléncia de tumores nas
grandes familias com NEM1 (Figura 8) poderia ser explicada devido a
existéncia de fator(es) genético(s) modulador(es) de fendtipo.

Dessa forma, pacientes brasileiros com NEM1 dessa extensa familia
Brasileira diagnosticada no HC-FMUSP constituem um grupo informativo
para analise de modulador(es) de fenotipo na NEM1. Estes pacientes ja
tiveram varios outros aspectos fenotipicos estudados anteriormente, tais

como a massa 0ssea (Coutinho, 2010; Lourenco, 2008; Lourenco, 2010).

3.3 Pacientes controles

Foram incluidas amostras de DNAs de 174 individuos controles, sem

histérico de tumores na familia.



4 METODOS
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4.1 Extracédo de DNA

Amostras de DNA de leucdcitos dos 28 casos anteriormente
diagnosticados com NEM1 ja haviam sido extraidas e encontravam-se
armazenadas em nosso laboratorio para estudo. A extragdo de DNA de
sangue periférico de novos casos suspeitos com NEM1 foi realizada atraves

da técnica do sal (Miller, 1988).

4.2 Protocolo de Amplificagcdo Génica

Foram desenhados primers para a amplificacdo génica por PCR de
toda a regido codificadora do gene p27(Kipl)/CDKN1B, assim como as
fronteiras éxons/introns (primers, Tabela 6).

Os primers utilizados para a amplificacdo dos 6 éxons codificantes do
gene AIP e suas regides fronteira foram descritos por Vierimaa et al. 2006 e
estdo listados na Tabela 7.

A reacao de PCR foi otimizada sob as seguintes condi¢des: Buffer 1 X
(200 mmol Tris-Hcl com pH 8.4 e 500 mmol/l de Kcl) e MgCl,; 2 mM; 0,2 mM de
dNTP (Mix dNTP’s 25 mM) (Kit Invitrogen, Brasil); 200 ng de DNA gendmico,

0,2 uM de cada um dos oligonucleotideos iniciadores (senso ou reverso) e 1 U
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de Tag DNA polimerase. Um Unico programa foi padronizado para todas PCRs:
95 °C por 5 min seguido por 35 ciclos de 95 °C por 20’, 62 °C por 30’ e 72 °C

por 30’; seguidos por uma extensao final de 10 min, a 72 °C.

Tabela 6: Lista dos primers desenhados para a analise do gene p27(Kipl)/CDKN1

Primer Seqiiéncia (5’2 3’) Produto (pb)

1A F GTCGGGGTCTGTGTCTTTTG

297
1AR CCATGTCTCTGCAGTGCTTC
1B F TGTCTAACGGGAGCCCTAGC

249
1BR AGTAGAACTCGGGCAAGCTG
1ICF AGTTAACCCGGGACTTGGAG

299
1CR GTCCGACGGATCAGTCTTTG
IDF AGGAGAGCCAGGATGTCAGC

312
1D R GCCAGGTAGCACTGAACACC
2F CTGACTATGGGGCCAACTTC

294
2R GCCAGCAACCAGTAAGATCAG

Primers desenhados com uso do software Primer3 (frodo.wi.mit.edu).
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Tabela 7: Lista dos primers utilizados para a anélise do gene AIP

Primer Seqiiéncia (5’2 3’) Produto (pb)
1F CCGAGACATTCCTAGGCTCC
397
1R CTCTCGCCTAAGGCCTCC
2F GGACTGGACTTCTCCTTGGG
346
2R GTCTAGCAGAGGGTGGAGGG
3F GATGGTGGTGGGGAAGG
359
3R ACCCCTGGGTGGACAGG
4-5F ATGTGGGTCAGGTCTGCTG
587
4-5R AAAGGCTAGGTCTTGACCCC
6F AGGAGACATGAGGGCAGGC
469
6R AACAGCCACCCAAGTACCAG

Fonte: Vierimaa, 2006

4.3 Protocolo de Sequénciamento Génico

4.3.1 Purificagcéo dos produtos de PCRs

Apés a confirmacdo da especificidade da amplificacdo génica por

eletroforese em gel de agarose, os produtos de PCRs foram purificados com

uso de enzima ExoSAP-IT® (USB Cooperation). Para cada 5pl do produto de

PCR foram adicionados 2ul de ExoSAP-IT® e deixado por 1h a 37 °C,

seguido por 15min por 80 °C para denaturacédo das enzimas.



Métodos 46

4.3.2 Reacédo de seqgiienciamento

Os produtos de PCRs purificados foram utilizados para preparo das
reacoes de sequenciamento com kit contendo nucleotideos fluorescentes
(Kit BigDye® terminator v.3.1, Applied Biosystems, CA), tampdo de
sequenciamento e um primer.

O Kit Big Dye é constituido de nucleotideos (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP), buffer, cloreto de magnésio, Ampli Tag DNA polimerase FS e os
dideoxinucleotideos (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) ligados a moléculas
fluorescentes de alta sensibilidade denominadas dicloro-rodaminas. As
dicloro-rodaminas dicloro R6G, dicloro ROX, dicloro R110 e dicloro TAMRA
sao ligadas respectivamente as ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP. As dicloro-
rodaminas sdo moléculas aceptoras de fluorescéncia, a 6-carboxi-
fluoresceina (6FAM).

As reac0Oes de sequenciamento foram realizadas para um volume final
de 10ul contendo: 1ul de Big dye, 2ul de tampéo 5X, 1ul do primer senso ou
reverso (5 pmol/ul), 1-3ul do produto de PCR purificado completando-se o
volume final para 10pl com agua Millig.

As condicOes de termo-ciclagem para a reacdo de sequenciamento
foram: 25 ciclos de 10 s 95 °C (denaturacéo), 10 s 50 °C (anelamento do

primer) e 1 min de extenséo a 60 °C.
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4.3.3 Reacéo de precipitacéo

A- Para cada amostra contendo 10ul de reacao de sequienciamento
foram acrescentados: 1,0ul de EDTA 125mM; 1,0ul de Acetato de
sédio 3mol; 25ul Etanol absoluto;

B- A solucao foi homogeneizada, submetida a um “spin” e deixada a
temperatura ambiente por 15 min, protegida da luz;

C- Centrifugacdo a 2000g por 45min. a 4°C, seguido de remocao de
todo o sobrenadante;

D- Foram adicionados 35ul; seguido de 15 min. de centrifugacéo
16509 a 4°C;

E- Ao final da centrifugacéao, foi removido todo o sobrenadante;

F- As amostras foram secas em banho seco.

4.3.4 Sequenciamento automaético

O sequenciamento foi realizado no aparelho sequenciador ABI-

3130XL (Applied Biosystems, Foster City, USA), com 16 capilares.

4.3.5 Analise do sequienciamento

As analises dos eletroferogramas foram realizadas manualmente, com

auxilio de softwares de edicédo de sequéncia.
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4.4 Estatistica

Inicialmente, analisamos se a frequéncia alélica e genotipica
observada nos controles e pacientes encontrava-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg (site: www.tufts.edu).

Na sequéncia, foi realizado o teste do chi-quadrado (x?) para avaliar
uma possivel associacdo entre 0s genétipos do gene p27Kipl e as
manifestagdes clinicas dos familiares com a mutagdo MEN1 ¢.308delC. Os
gendtipos foram correlacionados com as seguintes variantes: presenca ou
auséncia de cada tipo de tumor; idade da manifestacdo, tamanho do tumor,
e presenca de malignidade. Para as andlises estatisticas foi utilizado o

software SPSS statistical package (v.11.0).



5 RESULTADOS
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5.1 Andlise de mutacdo germinativa nos genes AIP e p27Kipl

Inicialmente, foram sequenciadas todas as regides codificadoras e
fronteira intron/éxon dos genes AIP e p27Kipl de nove familiares adultos
com mutacdo ¢.308delC. Foram selecionados casos com clinica menos
grave (por exemplo, auséncia de tumor hipofisario), com clinica
relativamente grave (microadenoma hipofisario) e com clinica mais grave
(macroadenomas  hipofisarios). Assim, esses pacientes, por
apresentarem manifestacbes clinicas diferentes / discordantes,
representariam adequadamente a variabilidade fendtipica observada
nessa familia NEM1.

Nenhuma alteracdo patogénica (mutacdo germinativa) foi identificada

nos genes AIP e p27Kipl dos pacientes analisados.

5.2 Polimorfismos no gene AIP

De acordo com o banco de polimorfismos do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/snp), ja foram descritas as seguintes
variantes nas regides codificadoras do gene AIP: p.D44D (rs11811907) e
p.L49V (rs1063385) localizados no éxon 2; p.D172D (rs2276020) e p.L214M

(rs3210041) localizados no éxon 4; p.K228Q (rs641081) localizado no éxon 5;
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p.A297A (rs35665586), p.R307Q (rs4930199) e p.I13271 (rs1049565)
localizados no éxon 6.
Todas as variantes polimérficas descritas no gene AIP se

encontravam em homozigose nos familiares analisados.

5.3 Polimorfismos no gene p27kipl

Dos cinco polimorfismos anteriormente descritos no gene p27kipl,
5'UTR ¢.-79C>T (rs2066828); p.W15R (rs2066828); p.A55A (rs16908375);
p.A56A (rs35456792) e p.V109G (rs35456792), dois deles (0 c.-79C>T
e 0 p.V109G), foram encontrados em heterozigose nos familiares

analisados.

G6.6.6.6.1..T..C..0.6.6.C.T..G.C.C.T-A.G.G.G.G.C..G

A A
y \ '
\ , ' A
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' \ '
v
-y - - ---- - - -- N - ol & B
' ' ' ' ' ' '
’
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c.-719C>T

5 UTR Exon 1 Exon 2 J UTR

Figura 9: Polimorfismo ¢.-79C>T do gene p27Kipl, em heterozigose
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O polimorfismo c¢.-79C>T, identificado em heterozigose nos pacientes
analisados, leva a uma troca de uma timina por uma citosina no nucleotideo
79 (c.-79C>T) a upstream (antes) do inicio da transcricdo génica, conforme
se pode observar na figura 9.

O segundo polimorfismo encontrado em heterozigose no gene

p27Kipl dos pacientes foi o p.V109G (Figura 10).

p. V109G

N - B 1} I

5 UTR Exon 1 Exon 2 3 UTR

Figura 10: Polimorfismo p.V109G do gene p27Kipl

Essa variante genética compreende uma troca de uma timina por uma
guanina no nucleotidoe 326 (c.326T>G; sequéncia referéncia NCBI
NM_004064.3) e esta localizado no dominio de ligacdo de p27 com p38
(amino acidos 97-151), éxon 1 do gene p27kipl (Tomoda, 1999).

Apos a genotipagem, foram realizadas analises de frequéncia alélica
e genotipica dos controles saudaveis e dos pacientes portadores de
mutacdo c.308delC da grande familia com NEM1. Todas as variantes
analisadas se encontravam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Apesar das
frequéncias alélicas dos pacientes e dos controles serem bastante

parecidas, as frequéncias genotipicas divergiram, sendo 0s genotipos em
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homozigose GG (18%) e TT (43%) mais freqUentes nos pacientes, enquanto

0 genadtipo GT se encontrava mais frequiente nos controles (50%) (Tabela 8).

Tabela 8: Freqliéncia alélica e genotipica do polimorfismo p27Kilp p.V109G

Genotipos Alelos
Individuos N
GG GT TT G T
5 11 12 21 35
NEM1 28
(18%) (39%) (43%) (37,5%) (62,5%)
20 87 67
Controles | 174 1270 2210
(11,5%) | (50%) | (38,5%) | (36,49%) | (63,51%)

Para avaliarmos um possivel papel do gene p27Kipl como modulador

de fendtipo em pacientes com NEM1l e mutacdo MEN1 c¢.308delC,

buscamos identificar correlacbes estatisticamente significantes entre os

gendtipos dos polimorfismos ¢.-79C>T e p.V109G e as manifestacbes

clinicas dos pacientes. Os aspectos clinicos incluidos na anélise, assim

como os dados genéticos dos pacientes sdo mostrados na Tabela 9.
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Tabela 9: Analise de correlacdo entre os polimorfismos identificados no gene p27kipl e as manifestacdes clinicas dos familiares com NEM1

p27Kipl Dados clinicos dos familiares com mutagcdo MEN1 c.308delC

c.-79 | p.v109G | Hapl | Sexo |I\|d§|\o/l|i HPT 'ﬂ?ﬁ're Pit Idsi(?[le H'SFfﬁ”a PRL | NF | Tam | Pet 'dpagte NEé‘&'l Carc | ACT M"’.‘"Q
cc | T 3 | F | 16 | N s| 16 | snt [ s |[nN|{mM]|[s] 1] pPr [N]|N]N
CcT T 5 | M | 48 | s | 48 [s| a8 [ sint [ s [N]| M |[s]| 4 | HT [N]sSs]| s
TT T 7 | m | 16 s s| 16 | sinTt [ s [N| M| N PIT | N[ N | N
cc | e 1 | m [ s | s | s6 [N N N | N N HPT | N [ N | s
cc | T 3 | F [ 22 s | 24 [s]| 22 s | N|[{mM[s|2]pr | N[ N[N
cc | ot 2 | m |21 s | 23 [s|21|snt [ s|N|mals ]| 22 ] T [ s|N]| s

GT M | 61 | s | 61 N N N HPT
cc | TT 3 | F | 24| s | 24 N N s | 2a | FPT I n | N | N

ASSINT
cc | T 3 | M | 4 [ s | a1 [s| 44 [assintT[ N [s M |[s| 3 [ HpT [ N] s | N
CcT T 5 | M | 47 | s | 47 [N N N | N s| 47 [ HrT [ N ] s | N
cT | ot 4 | m | 50 [ s | 50 [s]| 63 [assintT| s [N|[M | s |59 [T [s|s ]| s
cc | ot > | m [ 5 [ s | 57 [s] 55 s [N[mM[s|e [ vpT [ N[ N] N
cc | ce 1 | M | 3 | s | a1 [N N N | N N N | N[ N
TT GT 6 | M | 54 | s | 50 [s| 54 [assINT| N [s M |[s|5ss | T [N]N]N

cc | ot > | m [ 24 | s | 24 N N N HPT
cc | TT 3 | m [ 3]s | 33 [N N N | N s| 3 | HT [N s | N
cc | e 1 | F [ 61| s | 54 [s] 40 s [N[mMa|[s|[er | P | s ]| 1] s

Continua
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Conclusao Tabela 9

p27Kipl Dados clinicos dos familiares com mutagcdo MEN1 c.308delC
CcC GT 2 F 26 S 26 N N N N N HPT N N N
CcC GT 2 F 37 S 37 N N N N S 37 HPT S N S
HPT
CT GT 4 M 23 S 24 N N N N N ASSINT N N N
CcC GG 1 M 60 S 60 N N N N N HPT N 1 S
. HPT
CcC TT 3 F 14 S 14 | S| 14 [ASSINT| N S | Mi N ASSINT N N N
CcC GG 1 F 55 S 55 N N N HPT
CcC GT 2 F 53 S 53 N N N N S 53 HPT N S S
CT TT 5 M 50 S 50 N N N N S 50 PET N S N
CT TT 5 M 39 S 39 S| 39 |ASSINT| N S| Mi S 39 HPT N S N

Hapl = hapldétipo; Dx = diagndstico de NEM1; HPT = hiperparatireoidismo; Pit = tumor hipofisario; PRL = prolactinoma; NF = Pit ndo-funcionante; Tam =
tamanho; Pet = tumor entero-pancreatico; Entr. = entrada da doenca (12 manifestacao clinica); Carc = carcinéide; ACT = tumor adrenocortical; Malig =

malignidade / metastase; S = sim; N = ndo; M = masculino; F = feminino; Mi = microadenoma; Ma = macroadenoma.
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5.4 Hiperparatireoidismo

Quanto ao HPT, foram analisados dois aspectos: presenca da doenca

e idade ao diagnodstico. Nao foram observadas correlagdes significantes.

5.5 Tumor hipofisério

Quanto aos tumores hipofisarios nos pacientes com NEM1, analisamos
se 0 gene p27Kipl estaria associado a manifestacdo da doenca hipofisaria
quanto a idade ao diagndstico, histéria da manifestacdo da doenca (auséncia,
assintomatico, sintomatico), tipo do tumor e tamanho da leséo hipofiséria.

Dentre essas variaveis, foi encontrada uma associacdo estatisticamente
significante entre o gend6tipo do polimorfismo p27Kipl p.V109G e tamanho do
tumor hipofisario. Dentre os 10 pacientes com lesdes < 10 mm (microadenomas),
7 (70%) apresentavam o genotipo TT e os 3 (30%) restantes apresentavam
0 gendtipo GT. A idade média desses pacientes foi de 36,7 anos de idade,
variando de 14 a 59 anos. O gendétipo GG do polimorfismo p.V109G néo foi
identificado em nenhum dos 10 pacientes com microadenoma, incluindo 6
pacientes com mais de 39 anos de idade. O genétipo GG do polimorfismo
p.V109G so6 foi identificado em um Unico paciente, que desenvolveu um
macroprolactinoma. O outro familiar com lesédo hipofisaria > 10 mm
apresentava o gendtipo GT e foi diagnosticado com um macroprolactinoma

aos 21 anos de idade.
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5.6 Tumor entero-pancreético

Foi observada uma correlacao estatistica entre a idade ao diagnostico
do tumor entero-pancreético e os genotipos do polimorfismo p.V109G
(p=0.025). A média da idade ao diagnostico de tumor entero-pancreatico
entre os pacientes com o gendtipo GG (N=1) e GT (N=6) foi de 50,4 anos
(variando 24 a 65 anos), enquanto a média da idade ao diagndstico de tumor
entero-pancreético entre os pacientes com o genétipo TT foi menor, de 35

anos (variando de 16 a 50 anos).

5.7 Carcinodide

Havia informacBes sobre o desenvolvimento de carcindides em 23
familiares. Entre os 4 familiares que desenvolveram carcindides, 3 (75%)
deles apresentavam o genotipo GT para o polimorfismo p.V109G e 1 (25%)
apresentava o genoétipo GG, enquanto nenhum caso (0%) apresentava o
gendtipo TT. A frequéncia dos gendtipos do polimorfismo p.V109G dos 19
familiares que ndo desenvolveram carcindide diferiu bastante em relagdo ao
primeiro grupo. Trés familiares (15,8%) sem carcindide apresentavam o
gendtipo GG e 5 (26,3%) apresentavam o gendtipo GT, enquanto que a
maioria dos familiares (11/19, 57,8%) apresentava o genoétipo TT. Tal
diferenca se mostrou estatisticamente significante (p=0.008). Essa associagéo

nao parece ter relacdo com a idade dos pacientes, visto que nos grupos com
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0s genodtipos GG/GT/TT, 4/5/6 familiares tinham, ao rastreamento para a

presenca carcindides, mais que 30 anos de idade, respectivamente.

5.8 Malignidade

Dentre os 23 pacientes cujas informagdes sobre o rastreamento de
malignidade estavam disponiveis, 8 (34,7%) apresentavam um quadro
metastatico. Destes, 7 (87,5%) apresentavam o genétipo GG (3/7) ou GT
(4/7). Notou-se uma clara graduacao quanto a freqiiéncia de malignidade em
relacdo ao genotipo do polimorfismo p.V109G em nossos casos. Dentre os
familiares com o gendétipo TT, apenas 1/11 (9%) tinha metastase; dentre os
com gendtipo GT, 4/8 (50%) desenvolveram metastases, enquanto dentre os
familiares com GG, 3/4 (75%) apresentavam um quadro metastatico. Essa
gradacéo observada se mostrou estatisticamente significante (p=0,008).

Nenhuma associacdo significativa foi encontrada em relacdo ao
polimorfismo ¢.-79C>T do gene p27Kipl.

O resumo dos achados de associacdo entre 0s genétipos do
polimorfismo p.V109G e as manifestagfes clinicas dos pacientes estudados

pode ser visto na tabela 10.
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Tabela 10: Resultados da andlise estatistica dos polimorfismos c¢.-79C>T e

p.V109G no gene p27kipl dos pacientes com a mutagdo MEN1 c.308delC

p.V109G Cc.-79C>T

Clinica N
p P

Tumor hipofiséario
micro X macro 12 (2) 0.013* > 0.05
Tumor pancreatico
Idade 16 0.025* > 0.05
Tumores Carcinoides 23 (4) 0.036* > 0.05
Malignidade 23 (8) 0.008* > 0.05

* valores estatisticamente significante

As demais andlises realizadas ndo foram estatisticamente

significantes.

5.9 Analisein silico do polimorfismo p.V109G

Utilizamos um software que analisa a homologia de sequéncias e as
propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos para prever se determinada
alteracdo pode ser patogénica (SFIT http://sift.jcvi.org/). Verificamos que a
mudanca do aminoacido valina (V) para glicina (G) na posi¢cdo 109

(p.V109G), € uma troca aparentemente tolerada.



6 DISCUSSAO
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As causas associadas a variabilidade fenotipica observada em
diversas sindromes mendelianas, como a NEM1, ndo sdo bem conhecidas.

No presente estudo, investigamos a possibilidade de os genes
supressores de tumor p27Kipl e AlP, recentemente associados a sindrome
NEM1-like / NEM4 (Pellegata, 2006) e a susceptibilidade a tumores
hipofisarios familiais (FIPA; Vierimaa, 2006), respectivamente, exercerem um
papel modulador de fenétipo em uma extensa familia com NEM1 associada
a mutacao c¢.308delC, no gene MENL1 (Toledo, 2007; Lourengo-Jr, 2008).

Inicialmente, verificamos que nenhuma variante patogénica p27Kipl
ou AIP foi identificada nesses pacientes, excluindo a possibilidade de uma
segunda mutacdo estar influenciando o fendtipo dessa familia. Além de
auséncia de mutagbes, todos os polimorfismos do gene AIP foram
encontrados em homozigose. Assim, esse gene provavelmente ndo deve
atuar influenciando o fenétipo de pacientes dessa familia, tendo sido assim
excluido das analises seguintes.

O gene p27Kipl apresentava duas variantes polimérficas em
heterozigose, a c.-79C>T (rs2066828) e a p.V109G (rs35456792). Todos os
familiares com mutacdo MEN1 c¢.308delC foram genotipados para esses
polimorfismos e foram realizadas andlises estatisticas para se verificar se
havia alguma associacdo entre essas variantes de p27Kipl e as

manifestacdes clinicas dos pacientes.
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O polimorfismo ¢.-79C>T se localiza na regido nao transcrita do gene
p27Kipl (5’ UTR) e foi anteriormente associado a um maior risco de cancer
de préstata (Chang BL, 2004). Entretanto, em nossas analises iniciais,
nenhuma associacdo foi encontrada quando analisamos este polimorfismo
em nossa casuistica (P>0,05).

O polimorfismo p.V109G é localizado na regido codificadora (éxon 1)
do gene p27Kipl, mais especificamente em um dominio de ligacdo de p27
com p38, uma proteina envolvida na degradacdo de p27 (Tomoda, 1999;
Shiraso, 2009). A variante polimérfica p.V109G é a mais comum do gene
p27Kipl e foi anteriormente associada a um maior risco, pior progndstico,

invasao e progressao tumoral (Tabela 11).

Tabela 11: Avaliagdo do polimorfismo p.V109G do gene p27Kipl no cancer de

mama e no carcinoma oral de células escamosas

Tumor Associacdao Referéncia
Céancer de mama Risco e prognostico  Figueiredo, 2007
Cancer de mama Invasao, linfonodos Naidu, 2007
Céancer de mama Pior prognéstico Schondorf, 2004

Carcinoma de Células Escamosas (Oral) Risco e progressdo  Li, 2004

A baixa expressdo de p27 é um fator associado a um pior prognastico
em diversos tumores (revisado por Chu, 2008). Uma vez que o polimorfismo
p.V109G se localiza no dominio de degradacdo de p27, levando a uma

menor expressdo, este pode ser o motivo pelo qual estudos de céancer de
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mama indicarem essa variante como um possivel modulador molecular para
risco, prognastico e invasao tumoral (Tabela 11).

Em nosso estudo, analisamos, pela primeira vez, o possivel
envolvimento do gene p27Kipl e mais especificamente da variante p.V109G,
em pacientes com NEM1. Nossos dados demonstram que, em nossa
casuistica, o genétipo GG estava presente de forma mais freqiente em
pacientes que desenvolveram tumores hipofisarios maiores que 10mm
(p=0,013).

Além disto, a possivel associacdo do gendtipo GG da variante
p.V109G com o desenvolvimento de tumores pancreaticos mais
precoces (p=0,025) e principalmente um possivel risco maior ao
desenvolvimento de carcinoides (p=0,036) e metastases (p=0,008), que
sao as principais causa mortis de pacientes com NEM1, tem relevancia.
Nesse sentido, a genotipagem da variante p.V109G do gene p27Kipl
poderia ser considerado atii como um marcador molecular de
malignidade nesta familia.

Do ponto de vista molecular, estudos in vitro anteriores mostraram
qgue a proteina MENIN e p27 fazem parte de uma mesma via supressora
de tumor e que ha& comunicacdo entre essas duas proteinas
(Karnik, 2005).

Quando ndo mutado, o gene MEN1 codifica uma proteina MENIN
integra, que forma um complexo com a metiltrasferase (MLL) e RNA
polimerase Il (POL Il) e regula a transcricdo de p27Kipl (Karnik, 2005). Por

sua vez, p27 inibe o complexo Ciclina/CDKs e, assim, impede a fosforilacdo
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da proteina retinoblastoma (Rb). O Rb nao fosforilado sequiestra o fator de
transcricdo E2F (responsavel pela ativacdo da passagem da fase G1 para a
fase S), regulando assim o ciclo celular (Figura 11).

Quando o gene MENL1 esta mutado ocorre a inativacdo da MENIN,
diminuindo a transcricdo do gene p27Kipl e causando uma baixa expressao
da proteina p27. Assim, p27 deixa de inibir o complexo Ciclina/CDKs, que
passa a fosforilar Rb, liberando o fator de trascricdo E2F, induzindo a
passagem descontrolada da fase G1 para a fase S do ciclo celular e a
formacé&o de neoplasias (Karnik, 2005) (Figura 12).

Nossos dados indicam que o polimorfismo p.V109G p27Kipl age
como um modulador de fenétipo em pacientes com a mutacdo MENL1
c.308delC, e estaria associado ao desenvolvimento de neoplasias mais
agressivas e metastases. Isso pode explicar porque irmaos que herdaram a
mesma mutacdo MEN1 podem apresentar fenoétipos tédo diferentes com
relacdo ao tipo de tumor, a agressividade tumoral e a idade de inicio de

aparecimento dos tumores (Figura 13).
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Figura 11: Visualizacdo da MENIN e p27 ndo mutados no ciclo-celular. A proteina
MENIN integra interage com RNA polimerases e metil-transferases e controla a

expressao do gene p27Kipl
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Figura 12: A proteina MENIN mutada (inativada) nado interage com RNA
polimerases e metil-transferases e deixa de regular a expressdo do p27Kipl,

levando a baixa expressao dessa proteina envolvida no controle do ciclo-celular
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Figura 13: Nossos dados indicam que o genétipo GG do polimorfismo p.V109G do

+ tumores
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gene p27Kipl estaria associado a um pior progndstico e risco a um risco maior de
desenvolvimento de tumores mais agressivos entre 0os pacientes com a mutagdo

€.308delC no gene MEN1
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a) Nossos resultados demonstram que, na extensa familia com
mutacdo MEN1 c.308delC aqui estudada, mutacdes nos genes p27Kipl e
AIP nao séo fatores moduladores da variabilidade fenotipica.

b) Nesta mesma populacdo de pacientes, foram encontradas
evidéncias estatisticamente significantes de que a variante p.V109G do gene
p27Kipl pode agir como um potencial modulador de fendtipo na NEM1,

relacionado a agressividade tumoral/malignidade.
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