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Resumo

Moraes MB. Andlise do status soméatico dos genes MEN1 e p27Kipl em
tumores de pacientes com neoplasia endécrina multipla tipo [dissertacao]
Séo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séo Paulo; 2012. 100p.

Aproximadamente 80% dos casos com Neoplasia endocrina multipla tipo 1
(NEM1) possuem mutacdes germinativas no gene supressor de tumor
MENL1, que os predispdem a tumores nas glandulas paratiredides, pancreas
endocrino e hipofise, além de outros tumores ndo enddcrinos. A
tumorigénese dos mais de 20 diferentes tipos de neoplasias ja descritas na
NEMZ1 ocorre pela presenca da mutagdo germinativa MEN1 associadas a um
segundo evento mutacional nas células desses tecidos, levando a perda de
heterozigose (LOH) do locus do gene MEN1 (11g13) e a inativacdo da
proteina supressora de tumor codificada por esse gene, a proteina MENIN.
Recentemente, mutacdes germinativas em outros genes foram descritas em
casos com NEM1 sem mutagcdes no gene MENI1. Esses novos genes
(CDKN1A, CDKN1B, CDNK2B e CDKN2C) codificam proteinas envolvidas
no controle do ciclo celular (p21, p27, pl5 e pl8), chamadas proteinas
inibidoras de quinases dependentes de ciclinas. Outro gene, chamado AIP,
que codifica uma proteina chaperona de mesmo nome, também foi
recentemente descrito associado a NEM1. Esses trabalhos descreveram o
papel desses novos genes na NEM1, em nivel germinativo, entretanto ndo
esclareceu se esses novos genes estéo inativados nos tumores de pacientes
com NEM1 com mutagdo MEN1. O presente estudo investigou, pela primeira
vez, o status somatico do gene p27Kipl em pacientes com mutacdo MEN1 e
identificou quatro possiveis perda de heterozigose (LOH) em tumores de
paratiredides e pancreas, sugerindo que além de 11g13LOH, os tumores
NEM1 podem sofrer raras perdas adicionais do gene supressor tumoral
p27Kipl. Essas sdo as primeiras evidéncias na literatura de um processo de
tumorigénese multi-step na NEM1, envolvendo trés eventos genéticos: 1-
Mutacdo germinativa MEN1; 2- 11q13-LOH; 3- Perda somatica do gene
supressor de tumor p27Kipl/CDKN1B

Descritores: 1.Neoplasia endécrina mdltipla tipo 1 2.Perda de
heterozigosidade 3.Genes supressores de tumores 4.Tumores/analise



Summary

Moraes MB. Analysis of the status of somatic and p27Kipl genes in tumors
from patients with multiple endocrine neoplasia type 1 [dissertation] S&o
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2012. 100p.

Approximately 80% of cases with multiple endocrine neoplasia type 1
(MEN1) harbor a germline mutation in the tumor suppressor gene MENL1,
which predisposes these patients to tumors comprehending the parathyroid
and pituitary glands, endocrine pancreas and others non-endocrine tumors.
The tumorigenesis of the more than 20 different types of tumors already
described in the MEN1 syndrome occurs due to a MEN1 germline mutation
associated with a second mutational event in the cells of these tissues,
leading to loss of heterozygosity (LOH) of the MEN1 gene locus (11g13) and
therefore inactivation of tumor suppressor protein encoded by this gene,
MENIN protein. Recently, germline mutations in other genes have been
described in cases with MEN1 without any detectable mutations in the MEN1
gene. These novel genes (CDKN1A, CDKN1B, CDNK2B and CDKN2C)
encode proteins involved in the control of the cell cycle (p21, p27, p15 and
pl8), called cyclin dependent kinases inhibitors. Another gene, called AIP,
which encodes a chaperon protein with the same name, was recently
described associated with MEN1 phenotypes. These data described a role
for these novel genes in the germline level, however whether they are
inactivated in tumors of patients with MEN1 mutation is so far not clarified.
The present study investigated for the first time, the somatic status of
p27KIP1 gene mutation in patients with MEN1 and identified four possible
loss of heterozygosity (LOH) in tumors of the parathyroid and pancreas,
suggesting that in addition 11q13-LOH, MEN1 tumors may suffer rare loss
additional tumor suppressor gene p27KIP1. These are the first evidence in
the literature of a process of tumorigenesis in MEN1 multi-step, involving
three genetic events: 1-MENlgermlinemutation; 2-11g13LOH; 3-Loss of
somatic tumor suppressor gene p27Kipl/CDKN1B.

Descriptors: 1.Multiple endocrine neoplasia type 1 2.Loss of heterozygosity
3.Tumor suppressor genes 4.Tumors/analysis
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Os grandes avancos apresentados pela biologia molecular nos
altimos anos tém tido forte impacto nas areas do diagnostico e
tratamento, cirdargico e/ou medicamentoso, das doencas genéticas

hereditarias em geral.

As Neoplasias Endécrina Mdltiplas (NEMs) sdo exemplos tipicos
desta situacdo. Assim, o rastreamento genético de mutacdes nos genes
MEN1 e RET, responsaveis, respectivamente, pelas neoplasias
enddcrinas tipo 1 (NEM1) e tipo 2 (NEM2), permitiu a identificacdo e o
tratamento de portadores de susceptibilidade a doenca em idades
precoces, nas quais 0s pacientes ainda ndo manifestam abertamente os
sinais/sintomas clinicos da doenca (fase assintomética). Essa abordagem
genética tem contribuido a reducdo da mortalidade e morbidade dos
pacientes e de seus familiares sob-risco, tanto na NEM1 como na NEM2
(Toledo et al, 2006; Lourenco et al. 2007).

1.1 NEMs

As NEMs sao sindromes clinicamente complexas, que envolvem
diversos tumores, enddcrinos e ndo-endocrinos, benignos e malignos. Os
tumores associados as NEMs sdo geralmente mdltiplos (ocorrem em
diversos 6rgaos) e multicéntricos (varios tumores primarios em um mesmo
orgdo) e podem se desenvolver tanto precocemente, (jovens/
adolescentes) como mais tardiamente (fase adulta), de forma sincrénica

ou assincrénica.
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As principais NEMs incluem: NEM1, NEM2, Von Hippel-Lindau (VHL),
Complexo de Carney e Neurofibromatose (Tabela 1) (Marx et al 1999). A
classificacdo das NEMs € usualmente feita de acordo com as glandulas
afetadas e os genes envolvidos. Essas sindromes séo caracterizadas pela
presenca de mutagdes que levam a inativagdo de genes de supressores de
tumor (como no caso da NEM1), ou ativacdo de proto-oncogenes (Como no
caso da NEM2) envolvidos na regulacdo da proliferacdo celular (Marx,
2005). As manifestacBes clinicas associadas as NEMs sdo decorrentes,
sobretudo do excesso de hormoénios produzidos pelos tumores ou pela
massa tumoral. Por outro lado, h4 os tumores nado-produtores que podem
benignos ou malignos e frequentemente somente levam a sinais/sintomas

devido aos efeitos secundarios de sua expansao tumoral.

Clinicas associadas as neoplasias endocrinas multiplas séo
decorrentes sobretudo do excesso de hormonios produzidos pelos tumores

ou pela massa tumoral.
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Tabela 1: Caracterizacdo Clinica e genética das Neoplasias Enddcrinas Mdltiplas

Sindrome Principais Manifestacdes Anormalidade genética
Clinicas Gene/l6cus
NEM1 Adenomas hipofisarios Mutacéo inativadora do
Hiperparatireoidismo primario gene MEN1 (11q13) que
Tumores das ilhotas codifica a proteina
pancreaticas/duodeno endocrino MENIN
Tumores do cortex adrenal
Angiofibroma cutaneo
Lipomas
Carcinoma Medular de Tir6ide Mutacao ativadora do
NEM2 Feocromocitoma proto-oncogene RET que

Hiperparatireoidismo primario

codifica o receptor RET

Neurofibromatose
tipo 1

Tumores enddcrinos associados:
Feocromocitoma

Carcinoma medular de tiréide
Hiperparatiroidismo primario
Tumor carcinoide produtor de
somatostatina

Mutacéo inativadora do
gene NF-1 (17g11.2) que
codifica a proteina
neurofibromin

Von Hippel-Lindau

Feocromocitoma

Tumores das ilhotas pancreaticas
Hemangioblastoma do SNC
Angiomas da retina
Hipernefromas

Cistos Viscerais

Neurofibromas

Mutacéo inativadora do
gene VHL (3p25) que
codifica a proteina
elongina

Complexo de
Carney

Pigmentag&o cutanea puntiforme
Mixoma Cardiaco
Mixoma cutaneo

Doenca adrenocortical
pigmentar nodular priméria

Tumor de células de Sertoli
Acromegalia
Schawanoma

Mutacdo inativadora do
gene PRKARI1A (17922-
24) identificada em
algumas familias
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1.2 Neoplasia Endécrina Multipla Tipo 1

1.2.1 Conceito

A NEM1 é uma doenca rara de ocorréncia usualmente familiar, mas
também pode se apresentar eventualmente como esporadica e €
caracterizada por sua complexidade clinica. As principais glandulas
associadas a essa sindrome sdo: paratireoides, hipdfise e pancreas
endocrino/duodeno (Figura 1). Seu diagndstico € feito pelo reconhecimento
clinico de tumores em pelo menos duas das trés glandulas endécrinas-alvos
nos casos-indice. Entretanto, atualmente mais de 20 diferentes neoplasias
foram associadas a NEM1, incluindo neoplasias benignas e malignas,
enddcrinas e ndao-endocrinas, com presenca de tumores funcionantes e nao-
funcionantes (Tabela 2) (Marx, 2005). Usualmente, na segunda década de
vida dos pacientes geneticamente predispostos (portadores de mutacao
germinativa no gene MEN1), h4d desenvolvimento de tumores benignos,
enquanto a partir da 42 década de vida, ha um aumento significativo de
ocorréncia de tumores malignos, que podem apresentar alta agressividade
levando a morte cerca de um terco (33%) destes pacientes (Wilkinson, 1993;
Geerdink, 2003).

Estima-se que a incidéncia na populacdo da NEM1 varia de 0,01 a 2,5
por 1.000. As manifestacOes clinicas da doenca estdo relacionadas com o
orgao afetado e podem incluir efeitos de massa devido ao tamanho do

tumor, hipersecrecao hormonal e malignidade.

A NEM1 familiar tem um padréo de heranca autossdmica dominante
com elevada penetrancia e expressividade clinica variavel. O diagnostico
desta sindrome pode ser: clinico e/ou genético. Para a realizacdo do
diagnastico clinico € necessario haver a identificacdo de um caso indice com
NEM1 (presenca de pelo menos duas das trés glandulas alvo-principais

envolvidas) e de um parente de primeiro grau com tumor em pelo menos
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uma dessas trés glandulas enddcrinas alvos principais na NEM1 (Lourencgo
et al, 2002); e genético, pela identificacdo de mutacdo germinativa no
principal gene responséavel pela doenca, o gene supressor de tumor MEN1
(Brandi, 2001; Marx, 2005). A auséncia de historico familiar, € sugestiva de
NEM1 esporadico, que se caracteriza pela associacdo coincidental de dois
tumores NEM1-relacionados, sem a presenca de mutacdo germinativa no
gene MENL1. Além disso cerca de 10% dos casos resultam de mutagédo de
novo. Existem algumas variantes clinicas conhecidas na NEM1, como a
variante Burin, que se apresenta frequéncias elevadas de prolactinomas,
carcinoides e hiperparatiroidismo primario (HPT), mas frequéncias bastante

baixas de tumores pancreaticos (Olufemi et al, 1998).

A NEM1 nado apresenta regides hot-spots no gene MEN1, sendo
assim as mutacdes germinativas encontram-se espalhadas por toda a regiédo

codificadora do gene MENL.

Existem alguns pontos que ainda ndo foram adequadamente
esclarecidos tais como a susceptibilidade diferencial dos pacientes aos
varios tumores relacionados a NEM1, devido a grande variabilidade
fenotipica intra e interfamilial em casos portadores de uma mesma mutacao

germinativa especifica.
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Tabela 2: Frequéncia de tumores enddcrinos e ndo-enddcrinos na NEM1

TUMORES ENDOCRINOS

Adenoma de paratire6ide (>90%)

Tumores da hipdfise anterior (20-40%):
Prolactinoma (70%)

Cossecretores (10%)
Somatotropinoma (9%)

ACTHoma (4%)

TSHoma (raro)

N&o-funcionante (20%)

Tumores entero-pancreaticos (35%-70%)
Gastrinoma (40%-75%) *
N&o-funcionante, incluindo PP (20%)*

Outros: Glucagonoma*, Vipoma* Somatostatinoma*, etc (2%)

Carcinoides :
Timico (2%)*
Bronquico (2%)

Tumor gastrico (10%)

Tumores Corti¢o adrenais nédo funcionantes (25%)

TUMORES NAO-ENDOCRINOS

Lipoma (30%)

Leiomioma (10%)

Angiofibroma (85%)
Colagenoma (70%)

Ependimoma (1%)
Meningeoma (5%)
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Figura 1: llustracdo das principais glandulas afetadas

(Marx 2005)

1.3 Aspectos clinicos da NEM1

1.3.1 Hiperparatireoidismo

na NEM1 e NEM2

O hiperparatireoidismo primario (HPT) € a manifestagdo clinica mais

frequente nos pacientes NEM1, observado em 80% a 100% dos casos (Brandi,

2001; Verges 2002, Schussheim et al, 2001). Esse distarbio resulta da

hipersecrecdo do hormdénio das paratiredides, paratohorménio (PTH). H&

relatos de casos com HPT/NEM1 em idades precoces, porém em geral a

manifestacao ocorre ao redor dos 20 anos (Metz et al,1994, Burgess et al,1999).
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Os achados clinicos mais frequentes do HPT relacionado a NEM1 séo
nefrolitiase, fraqueza muscular, artralgias, alteracdes do estado mental como
depressao, dor 6ssea, anorexia, constipacédo e dor abdominal. A osteoporose
diagnosticada em idade precoce € uma doenca freqiente no HPT/NEM1 e se
correlaciona com um aumento da probabilidade de fraturas (Bone, 1990;
Metz et al, 1994).

Estima-se que cerca de 20% dos pacientes com hiperplasia primaria
das paratiredides estejam relacionados as NEMs (Delellis, 1995). O
diagnostico de HPT € usualmente realizado por dosagem calcio sérico que
se encontra elevado, associada a hipercalcitiria e a niveis séricos de PTH

elevados, enquanto os niveis de fosfato sérico estéo baixos.

A lesdo histologica das paratiredides mais frequentemente
observadas na NEM1 é a hiperplasia difusa ou nodular e mais tardiamente
mudancas adenomatosas podem também ser encontradas (Gagel, 1998).

O quadro clinico do HPT/NEM1 em geral é de grau leve.
Ocasionalmente, o HPT/NEM1 pode evoluir de forma mais grave (Bone et
al,1990; Mallette et al, 1994).

O tratamento para o HPT/NEM1 é geralmente cirdrgico, entretanto
ainda ndo existe um consenso claro sobre o melhor momento para a
cirurgia. Nesse sentido, os critérios utilizados para o manejo clinico-cirargico
dos casos HPT/NEM1 sdo os mesmos estabelecidos no ultimo consenso
sobre HPT/esporadico (Bilezikian, 2002).

Hé dois procedimentos cirargicos para o tratamento do HPT/NEM1.:
a) paratireoidectomia subtotal;

b) paratireoidectomia total seguida de enxerto de uma tecido

paratireoidiano no antebraco ndo dominante.

Levando-se em conta o acometimento multiglandular (Figura 2) e as
altas taxas de recidiva em casos NEM1, o tratamento cirargico indicado é

mais extenso que a adenomectomia, usualmente realizada no HPT
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esporadico. Dessa forma, a abordagem cirdrgica que vem sendo utilizada
com sucesso no Hospital das Clinicas da FMUSP-SP em casos com
HPT/NEM1 é a paratireoidectomia total seguida por implante de tecido
fragmentado paratireoideano no antebraco nao-dominante (Montenegro,
2005).

s

A monitoracdo da qualidade do implante € realizada por meio de
dosagens de PTHe e calcio. Uma desvantagem da paratireoidectomia total é
a ocorréncia de hipoparatireoidismo pos cirargico uma vez que o implante

comeca usualmente a funcionar entre 6 e 12 semanas apos a cirurgia.

Os principais objetivos do tratamento no HPT/NEM1 sé&o:

a) obter e manter niveis/ concentracdo séricos normais de PTH e
calcio;

b) evitar a hipocalcemia;

c) excluir o estimulo hipercalcémico crbnico sobre o gastrinoma e
excluir o estimulo deletério do PTH sobre a massa éssea e prevenir

complicagbes renais do HPT (Carling et al, 2005).

HPT esporadico HPT/NEM1

Figura 2: Cintilografia evidenciando o acometimento uniglandular no HPT

esporadico e o multiglandular em casos com NEM1
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1.3.2 Tumores Entero-Pancreaticos na NEM1

Os tumores entero-pancreaticos (TEPs) ocorrem em 30-80% dos
pacientes com NEM1, com sua penetrancia variavel dependendo da
populacao estudada (Trump, 1996; Marx, 2005; Grama, 1992).

1.3.2.1 Gastrinoma

Os gastrinomas sdo tumores secretores de gastrina, sendo
encontrados em 40-75% dos casos. Esses tumores associados a NEM1 séo

predominantemente duodenais, multiplos e com baixas taxas de cura.

O tratamento preconizado para o gastrinoma relacionado a NEM1,
consiste na administracdo de bloqueadores de bomba de prétons para o
controle da hipersecrecéo gastrica, seguido de tratamento cirdrgico (Marx et
al, 1998), sendo o objetivo a reducédo de metastases hepaticas uma vez que
a cura total é dificlmente alcancada. Mais recentemente, tem-se
preconizado cirurgias mais precoces em casos com tumores pancreatico-

duodenais com aproximadamente 1cm (Ackerstrom, 2012).

1.3.2.2 Insulinoma

O insulinoma é um tumor originario das células beta das ilhotas
pancreaticas, sendo o tumor de células das ilhotas mais frequente na
populacdo geral (Delcore et al, 1994). Na NEM1 é o segundo tumor

pancreatico mais prevalente, apos o gastrinoma.

A verdadeira incidéncia de insulinoma é desconhecida e estima-se
que seja de 4 casos por 1 milhdo na populagdo geral com predominancia
igual em ambos os sexos (Delcore et al, 1994). A maioria dos tumores
esporadicos € benigna (90%). Somente 10% a 15% dos insulinomas séo

malignos, com invaséo capsular e vascular.
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Os insulinomas na NEM1 diferem dos esporadicos por se
apresentarem mais precocemente, na 3° e 4° década (os esporadicos
geralmente aparecem na 5° década); sdo geralmente mdultiplos; tém maior
incidéncia de malignidade; auséncia de ocorréncia de insulinoma/NEM1
extrapancreatico e por apresentarem maiores taxas de recorréncia poés-
cirdrgica.

O diagnostico é realizado através de dosagens das concentracdes de
insulina plasmatica elevadas e niveis baixos de glicose plasmatica, ndo
havendo diferencas no diagnéstico laboratorial entre o insulinoma

esporadico e insulinoma associado a NEM1.

O tratamento do insulinoma é cirargico, basicamente com o objetivo
de preservar as funcbes enddcrinas e exdocrinas pancreaticas e o alivio de
sintomas hipoglicémicos. Assim, a pancreotectomia parcial € recomendada
para 0s casos esporadicos, enquanto a pancreatectomia subtotal (ou mesmo

total) é preconizada para os casos com NEM1 (Brandi, 2001; Metz, 1994).

1.3.2.3 Adenomas hipofisarios

Os tumores hipofisarios relacionados a NEM1 s&o usualmente
detectados entre 17 e 65 anos de idade, tal como nos esporadicos (13 a 75
anos). Em geral, menos de 5% dos adenomas hipofisarios e 2 a 3% dos

prolactinomas estdo relacionados a NEM1 (Corbetta, 1997).

A penetrancia de tumores hipofisarios na NEM1 (HIP/NEM1) é
bastante variavel, oscilando entre 18-40% (Verges, 2002; Benson, 1987,
Samaan, 1989). Aproximadamente 80% dos HIP/NEM1 séo
macroadenomas, em contraste com 42% de macroadenomas encontrados
nos casos com HIP esporadicos (HIPe) (Verges, 2002). Outra caracteristica
especifica dos HIP/NEM1 é se apresentarem como multicéntricos e pluri-

hormonais (Verges, 2002).

O diagnostico clinico e laboratorial segue os mesmos padrdes tanto

para os adenomas hipofisarios associados a NEM1 como para os adenomas
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hipofisarios esporadicos. Dos diversos subtipos de tumores hipofisarios, os
mais frequentemente associados a NEM1 sdo os prolactinomas, adenomas
hipofisarios secretores de GH, adenomas hipofisarios secretores de ACTH e
adenomas na funcionantes nas seguintes proporgdes 76%, 5%, 6% e 20%
(Metz et al, 1994; Corbetta et al, 1997).

O tratamento dos adenomas hipofisarios associados NEM1 néo difere

do aplicado em adenomas hipofisarios esporadicos.

1.3.2.4 Outros tumores na NEM1

Além dos tumores classicos, cerca de 20 tumores enddcrinos e nao-
endocrinos foram identificados em pacientes com NEM1 e relacionados a
essa sindrome. (Marx, 2005). Dentre eles podemos citar: tumor carcinoide
timico e brénquico, tumores adrenais e tumores carcinoides gastricos.
Devido a ampla variabilidade de tumores e manifestacdes clinicas nesta

sindrome, a NEM1 ¢é hoje considerada uma doenca complexa e

multissistémica (Marx, 2005).

1.4 Consenso sobre NEMs /2001

Brandi et al. (2001) relataram resultados do Consenso sobre NEM1 e
NEM2, no qual foram propostos os critérios basicos para o diagndstico e as
condutas terapéuticas para essas entidades. Quanto a NEM1, neste

Consenso propde-se:

a) seguimento anual bioquimico associado a seguimento com

exames de imagem a cada trés anos;

b) paratireoidectomia total ou subtotal e timectomia preventiva,
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c) a cirurgia deve ser o tratamento de escolha nos casos de

hipoglicemia devido a insulinoma;

d) h& controvérsias quanto a indicacado de tratamento cirargico dos

gastrinomas;

e) o diagnéstico génico na NEM1 é importante, mas ndo orienta

diretamente a conduta cirurgica.

1.5 Critérios pararastreamento genéetico NEM1

Segundo os critérios do Consenso sobre NEMs (Brandi, 2001), ha
recomendacdo para a andlise de mutacdo no gene MEN1 dos seguintes

casos:
a) pacientes-indices com NEM1 (>2 tumores NEM1-relacionados);
b) parentes de primeiro grau de casos-indices com NEM1; e

C) casos que apresentem tumores multiplos de paratiredides antes de
30 anos de idade, ou tumores neuro-enddOcrinos pancreaticos

multiplos em qualquer idade.

1.6 Mortalidade na NEM1

Os tumores carcindides e gastrinomas sao as principais causas de
morte em pacientes com NEM1 (Teh, 1997 e 1998). Mais de 90% dos
tumores carcindides associados a NEM1 (geralmente afetando o timo) séo
malignos (Teh, 1997 e 1998; Gibril, 2003). Entretanto, estes tumores sao

relativamente raros na NEM1, com penetrancia de aproximadamente 10%.



Introducdo 15

Por outro lado, apesar de os gastrinomas terem menor prevaléncia de
malignidade comparada a dos carcinoides (60%; Kouvaraki, 2006), eles
podem estar presentes em até 75% dos casos com NEM1, dependendo da
populacdo analisada. Assim, o gastrinoma € considerado o principal tumor
associado a mortalidade na NEM1 (Kouvaraki, 2006).

A ocorréncia de metastases nesta sindrome é associada a reducao
significativa da idade média de sobrevida em casos com NEM1 (55,4 anos
para homens e 46,8 anos para mulheres), quando comparada a expectativa

de vida da populagéo nao afetada (> 70 anos; Geerdink, 2003).

1.7 Aspectos Moleculares

1.7.1 Clonagem do gene MEN1

As neoplasias ocorrem em decorréncia da ativacdo de proto-
oncogene e/ou entdo pela inativacdo de genes supressores de tumor
(Hanahan D, 2000). Os primeiros transcrevem fatores que induzem o
crescimento celular e mitose, enquanto os segundos transcrevem proteinas
que regulam e controlam esses processos (chamadas proteinas

supressoras de tumor) (Marx, 2005).

A NEM1 é uma doenca autossdmica dominante causada pela
inativagdo do gene supressor de tumor MEN1 (U93236, Genbank). A
localizagdo do gene MEN1 foi estabelecida por analise de perda de
heterozigose (LOH) em tumores entero-pancreaticos de pacientes com
NEM1 (Larsson, 1988). O material genético de insulinomas foi estudado
através de sondas de DNA que abrangiam todos os cromossomos humanos.
Esse estudo revelou a auséncia de bandas do cromossomo 11 (Larsson,
1988). Estudos de ligagdo subsequentes reduziram para 2 centiMorgan (~2
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Megabases de DNA) a regido cromossOmica envolvida (Lubensky, 1996;
Bale, 1989; Janson, 1991; Courseaux, 1996; Nakamura, 1989; Thakker, 1989).

Aproximadamente 10 anos apoés o trabalho original de Larsson et al
(1998), estudos utilizando técnicas de clonagem posicional isolaram o gene
MEN1 no braco longo do cromossomo 11, regido 1, sub-regido 3 (11q13)
(Lemmens, 1997; Chandrasekharappa, 1997). Andlises desses gene MEN1
em pacientes com NEM1 familiar e esporadica documentaram mutacdes
germinativas e somaticas, confirmando sua associacdo com a doenca. Os
resultados observados de mutacdes germinativas associadas a LOH em
tumores NEM1 fundamentam a hipétese que o MEN1 é um gene supressor
de tumor (Knudson, 1971).

1.7.2 Proteina MENIN, codificada pelo gene MEN1

O gene MENL1 possui 9,2 Kb e consiste de 10 éxons. Codifica uma
proteina de 610 aminoacidos chamada MENIN, mutacdes encontradas neste
gene sdo em éxons e introns. Analises das sequéncias clonadas mostraram
ndo haver motivos repetitivos nessa proteina, porém 28 pontos de
fosforilagcdo foram encontrados; dentre eles 2 foram identificados em
mutacBes causadoras da doenca. A MENIN é uma proteina muito diferente
de todas outras proteinas ja clonadas em humanos até o momento. Por esse
motivo, existe significativa dificuldade em tracar paralelos para obtencao de
informacdes sobre a funcdo dessa proteina. O que se sabe a respeito de sua
funcao € oriundo de estudos in vitro (Marx SJ, 2005).

A MENIN é expressa de forma variavel tanto em tecidos endécrinos,
como em tecidos ndo-enddécrinos. Em adultos, a MENIN parece ser expressa
de forma mais intensa em certos tecidos como o0 endométrio uterino
(Ikeo, 2000).

Ha evidéncias que a proteina MENIN se localiza no ndcleo celular,

porém pode também ser encontrada no citoplasma durante a divisdo celular
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HEK 293, (Huang, 1999), cuja funcdo exata ainda ndo é totalmente
conhecida. A MENIN interfere no sistema de reparo de DNA. Tratamentos
quimicos em células de pacientes com NEM1 apresentaram maiores taxas
de alteragbes cromossOmicas espontaneas e mitoses com divisdes
centroméricas prematuras (Scappaticci, 1991). Outro estudo demonstrou
gue células que superexpressavam MENIN apresentavam um atraso em seu
ciclo celular, quando expostas a tratamentos quimicos (Ikeo, 2000). A
maneira como a proteina MENIN estaria agindo no controle do ciclo celular e

no reparo de DNA ainda n&o foi esclarecido.

O mecanismo que regula a proliferacdo celular sob acdo da MENIN
ainda nédo foi completamente estabelecido, entretanto deve estar ligado as
diversas proteinas com as quais a MENIN interage. Recentemente, dados
da literatura demonstraram que a MENIN interage com o fator de transcricéo
junD, participando da proliferacdo celular. Trés dominios da proteina MENIN
sao cruciais para a interacdo do complexo MENIN-JunD, os 40 aminoacidos
da regido N-terminal e duas da regido central, nas posicoes
respectivamente, 139 a 142 e 323 a 428 (Marx, 2005).

Estudos utilizando fungos duplo-hibridos mostraram ligacdo e
acoplamento entre MENIN e Jun-D. A proteina Jun-D dimeriza com outras
proteinas da sua familia ou com proteinas da familia Fos para formar o fator
de transcricdo AP-1 (Agarwal, 1999). A MENIN suprime a atividade de
transcricdo dependente do junD na célula intacta, embora ndo se saiba
como contribui para sua atividade reguladora do crescimento celular. A
MENIN também interage com o SMAD3, um fator de transcricdo envolvido
na via de sinalizacdo do TGBF-B, entre outras proteinas (Greenspan, 2006)
(Figura 3). Quando ocorre a mutacdo, leva a mudancgas significativas na
conformacdo e de sua funcdo ocorrendo a inativacdo da proteina MENIN,
levando a super transcricdo e consequentemente o desenvolvimentos de

neoplasias. (Figura 4)
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L Controle da transcri¢do génica

Figura 3: Acdo da proteina MENIN integra associada ao fator de transcrigdo
JunD, a MENIN revertendo o efeito da JunD na inducédo ao crescimento e ao

inicio do ciclo celular

menin menin
menin
3 i Proteina supressora de Tumor

- Transcricéo dependente de junD

SUPER
l TRANSCRICAO
TUMORES
MEN-1

Agarwal, 2002

Figura 4: Acdo da MENIN em individuos com NEM1 (Marx, 2005)
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Recentemente, interacbes entre a MENIN e outras proteinas
nucleares foram relatadas. Interacbes com Pem, Nm23 e 0s genes
homeoboxes hPEPP1 e hPEPP2 foram descritas (Balogh, 2006). Interagbes
da MENIN com RPA2 (uma proteina necessaria na replicacdo,
recombinacdo e reparo de DNA também foram verificadas. Foi mostrado
também que a MENIN interage diretamente em promotores de genes,
regulando sua expressao (Marx, 2005). Essas novas interacdes da MENIN
com outras proteinas nucleares poderao trazer novos esclarecimentos sobre

0 seu papel celular (revisto por Marx, 2005 e Balogh, 2006) (Figura 5).

Fungdes e interagdes da proteina MENIN

Controle do

crescimento celular

Controle do Reparo de DNA
ciclo celular T

Regulagéo da Estabilidade

transcricdo génica gendmica

Regulagao da

Proliferacdo de

, - apoptose
celulas endocrinas pop

Figura 5: O produto do gene MEN1 é a proteina supressora de tumor
chamada MENIN. Por exercer funcdes essenciais, como controle do ciclo e
do crescimento celular, regulacdo da transcricdo génica através de
interacbes com a JunD (adaptado de Balog, 2006)
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Atualmente, a MENIN esta envolvida em processos celulares

essenciais, como:
a) controle do crescimento celular;
b) ciclo celular;
c) regulacao da transcrigdo génica,
d) regulacéo da apoptose;
d) estabilidade genbmica;

e) reparo de DNA (Balogh, 2006).

1.8 Modelo animal da NEM1

Um modelo animal que se mostrou interessante para o estudo da
NEM1 foi o camundongo com inativacdo do gene MEN1 (knock-out). Os
camundongos duplo homozigotos apresentam um fenétipo embriolégico letal
entre os dias 11,5 e 12,5. JA4 os heterozigotos, apresentam tumores de
pancreas (insulinomas), paratiredide (adenomas) e hipofise (prolactinomas),
as quais sdo caracteristicas bastante semelhantes as encontradas em
pacientes com NEM1; excecao feita a auséncia de gastrinomas no modelo
animal (Crabtree, 2001 e 2003).

O estudo de linhagens de camundongos provenientes do cruzamento
de animais MENL1 -/- e JunD -/- proporcionou um melhor entendimento sobre
a interacdo entre essas duas proteinas. A JunD é um fator de transcricdo da
familia de proteinas ativadoras — 1 (AP-1) e esta envolvida na inducdo da

transcricdo génica e da mitose (Agarwal, 1999). Estudos funcionais
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mostraram que a MENIN pode ser encontrada associada a JunD, formando
um complexo MENIN/JunD. Quando associadas, a MENIN reverte o efeito
da JunD na inducdo ao crescimento e ao inicio do ciclo celular (Yazgan,
2001). Foi mostrado que quando isolada, a JunD tem caracteristicas de
proteina promotora de crescimento, entretanto quando associada a MENIN,
passa a ter caracteristicas de supressora de crescimento (Agarwal, 1999).
Assim, ficou demonstrado que a proteina MENIN exerce importante funcao

antitumorigénica através de sua associacao com a JunD.

1.9 Tumorigénese

z

Sabemos que a tumorigénese € um processo bastante complexo e
que frequentemente envolve inativacdo de diversos genes supressores de
tumor e ativacdo de proto-oncogenes, como podemos ver nos modelos de
tumorigénese de diversos canceres, como o cancer de colon e mama, assim
como de tumores enddocrinos como o0s da cortex da adrenal e hipofise, por

exemplo, (Figura 6).
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Desregulacao ciclo celular( Rb,p16,p18,p27)

Regulacédo MENIN, instabilidade genémica
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Figura 6: Modelo multistep da tumorigénese em tumores Hipofisarios. Nota-

se a ocorréncia de diversos eventos genéticos que controlam a evolucéo de

uma hipéfise normal até a formacdo de um adenoma invasivo. (adptada de
Boikos & Stratakis 2007)

Quanto a NEM1, apesar dos achados genéticos, nosso conhecimento

sobre a génese e progressao dos tumores dessa sindrome se limita a perda

somatica do alelo selvagem (11g13-LOH), como descrito a seguir.
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De acordo com a hipétese de Knudson, o desenvolvimento de tumores
em pacientes com NEM1 familial ocorre por uma sequéncia de dois eventos
mutacionais, sendo que o primeiro evento refere-se a uma mutacédo herdada
(mutacdo germinativa). Assim, todas as células do corpo dos portadores
possuem um alelo desse gene inativado. O segundo evento mutacional
(delecdo mutacdo somatica, metilacdo) ocorre geralmente a partir dos 20
anos de idade, nos tecidos afetados pela doenca (glandulas paratiredides,
hipofise e pancreas enddcrino). Assim, as glandulas dos pacientes com NEM1
acumulam uma mutacdo em cada alelo, levando a inativagdo completa do
gene MEN1 e consequentemente inativacdo da MENIN (Figura 7). O
descontrole do ciclo celular causada pela auséncia da proteina MENIN nas
células dessas glandulas leva ao desenvolvimento de hiperplasias, adenomas

e carcinoides, etc., relacionados a NEM1 (Balogh, 2006).

Esse processo de tumorigénese, baseado em dois eventos
mutacionais, foi primeiramente proposto por Knudson para o retinoblastoma
(Knudson 1971). Segundo esse processo, 0 individuo que herdar uma
mutacdo germinativa no gene MEN1 tem, desde o nhascimento,
predisposicdo aos tumores NEM1-relacionados. Assim, individuos com
NEM1 geralmente apresentam tumores em idades mais precoces do que
nos casos esporadicos, cujos tumores desenvolvem de forma aleatéria e

somente apds a ocorréncia de duas mutagdes somaticas (Marx, 2005).
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glandulas alvo da MEN1

2 evento genético,
I mutagao somatica

17 evento genético,

mutag¢ao germinativa | _
sa09 . Perda de heterozigose

MEN1 @ | MENT (LOH)

| Inativacao da MENIN

2° evento mutacioal,
dele¢éo, metilagéo,
mutacao somatica

Knudson, 1971 Marx, 1998

Figura 7: Tumorigénese na NEM1. Modelo de dois eventos mutacionais para

genes supressores de tumor, como o MEN1 (Knudson, 1971; Agarwal, 1999)

1.10 Estudo de perda de heterozigose em tumores de

pacientes com NEM1

Analises de perda de heterozigose (LOH) do locus do gene MEN1
(11g13) revelaram que o alelo normal do gene MEN1 é inativado
(segundo evento mutacional, somatico) em tumores de pacientes com
NEM1. Esses estudos que mostraram a inativagdo bialélica de gene
supressor de tumor (Larsson, 1988) vém ampliando o painel de tumores
relacionados a NEM1 e, assim, podem gerar dados que informam ao
clinico sobre outros possiveis tumores que devem ser rastreados nos
exames clinicos desses pacientes, proporcionando assim uma melhor

prevencao e tratamento desses tumores.
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Estudos somaticos também podem revelar novos genes que
eventualmente podem estar inativados e, assim, podem participar do
processo multistep da tumorigénese da NEM1, aumentando nosso
conhecimento sobre as vias de supressores de tumor que estao envolvidas

na patogénese dessa doenca.

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

Apesar do MEN1 ser o principal gene responsavel pela NEM1, ha
auséncia de mutacdes em 10-30% dos casos hereditarios, o que geralmente
é atribuida a:

a) variacdo de sensibilidade dos métodos laboratoriais empregados;

b) presenca de mutacdes fora da regido codificadora do gene; e

c) presenca de grandes delecfes, que ndo sdo identificados via PCR
(Cavaco, 2002).

Entretanto, mais recentemente se tem sugerido que a auséncia de
mutagdes no gene MEN1 em casos com NEM1, ao invés de ser causada por
limitagbes técnicas para deteccdo de mutacbes, seria causada por uma
heterogeneidade genética nessa doenga. Um extenso estudo analisou
(através das técnicas de MPLA / MRC Holland e PCR de longo alcance) a
presenca de eventuais grandes dele¢cdes e mutagdes na regiao promotora de
101 casos com diagnéstico clinico de NEM1 sem mutacdo no gene MEN1; e
apenas uma grande delecdo foi encontrada (Vaidya, 2007). Nesse artigo, 0s
autores sugerem que a presenca de um evento germinativo em outros genes
que ndo o MENL1 estaria envolvido na determinacdo do fenétipo da NEM1

nesses 100/101 casos restantes. (Vaidya, 2007).
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1.12 Novos genes recentemente associados a NEM1 e a

doencas NEM1-relacionadas

Seguindo a indicacdo da provavel existéncia de genes ainda nao
identificados associados a NEM1, estudos recentes rastrearam mutacoes
em novos genes candidatos e confirmaram a hipotese da NEM1 ser uma
doenca com heterogeneidade genética. Neste contexto, trata-se de uma
hipétese plausivel pensar que, outras vias (além da supressora de tumor
MEN1) estariam influenciando a tumorigénese na NEM1, desta forma

incluimos neste estudo analise somatica dos genes CDKN1B e AIP.

1.12.1 Gene p27(Kip1)/CDKN1B

Nas décadas de 70 e 80, o gene p27(Kip1l)/CDKN1B foi intensamente
estudado em diversos tipos de tumores humanos. Um extenso estudo
analisou 432 tumores: leucemia, sarcomas, prostata, testicular, gastrico e
endometrial, e nenhuma mutacao patogénica foi identificada, verificando que
mutacdes no gene p27(Kipl)/CDKN1B sdo muito raras (Kawamata, 1995).
Esse resultado negativo levou a uma reducdo dos estudos de analise
molecular de p27(Kipl)/CDKN1B, entretanto estudos de expressao

mostraram perda de p27 associada a pior prognéstico.

Em relagéo aos estudos de expressdo de p27 em 203, carcinomas
hepatocelular e 149 carcinomas coloretal por hibridizagéo in situ (cDNA) e
expressdo protéica por imunohistoquimica, verificou-se a redugdo ou
auséncia de expressdo de p27. Tumores com baixa expressdo de p27
apresentam aumento da degradacéo proteolitica de p27. A baixa expressao
ou auséncia de p27 esta associada com maior agressividade do tumor e/ou

pior prognastico. (Tannapfel, 2000).
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Em 2007, Pellegata et al relataram uma familia com NEM1 em 3
geracdes (HPT, acromegalia e tumor renal) que ndo apresentava mutacéo
no gene MENL1. Essa familia possuia uma mutacdo germinativa no gene
p27(Kipl)/CDKN1B que por ter um fenotipo similar a NEM1 foi denominada
NEM1-like (Pellegata, 2006). Logo apés, outro estudo confirmou o
envolvimento de mutacdes no gene p27(Kipl)/CDKN1B em casos com NEM1
(Georgitsi, 2007). A partir desses estudos, novas mutacbes no gene
CDKN1B foram identificadas e até o momento foram descritas seis

mutacdes diferentes neste gene (Tabela 3).

Tabela 3: Mutagdes descritas na literatura no gene CDKN1B

p2iKip1 Descrigao da mutagao Fendtipo Status notumor  Referéncia

HPT, acromegalia {tumor hipofisario secretor de GH) - MEN1-lke
\WT6X Proteina truncada semLOH  Pelegata, 2006
(pai -acromenalia; irm4 - angiom yolipoma renal; sobrinho - cincer testicular)

HPT, tumar hipofisario secretor de ACTH (corticotropinoma) Tumar

Fasi Famestit - proeinalnga carcindide (neuroendderino)

LOH Geargitsi, 2007

ATG-TG>C Reducdo da expressdo protéica in viko HPT, tumor adrenal bilateral ndo funcionante (2 irmd com mutagdo) ~ semLOH  Agarwal, 2009
P9ss Reducdo da proteina HPT (sem dados clinicos da familiz) ND Agarwal, 2009
Stop=Q Proteina longa - muito instavel HPT (irmd gémea com HPT e mutacdo no p27) ND Agarwal, 2009

HPT, carcindide bronquico, carcinoma papilifero de tiredide,

macroadenoma de hipdfise e metastase biateral nos pulmdes D Molatore, 2011

PRIL Proteina instavel

O gene p27(Kipl)/CDKN1B codifica uma proteina inibidora de quinase
dependente de ciclina (p27), envolvida na regulacdo do ciclo celular. Esta
localizado no bracgo curto do cromossomo 12, regido 1, sub-regido 3 (12p13),
contém 3 éxons. Estudos de animais knock out para esse gene indicaram sua
associacdo com a tumorigénese hipofisaria: esses animais desenvolveram
hiperplasia/tumor hipofisario aos 3 meses de idade e gigantismo (aumento de

diversos 6rgaos) (Fero, 1996; Kiyokawa, 1996).

Estudos funcionais demonstraram que a proteina MENIN (codificada
pelo MEN1) é capaz de controlar a expressao do gene p27(Kipl)/CDKN1B),
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indicando uma via celular comum para tumorigénese da NEM1 em casos

com mutacéo no gene MEN1 e p27Kipl (Karnik, 2005; Fontaniere, 2006).

Quando, o gene MEN1 n&o estd mutado codifica uma proteina Menin
integra, que forma um complexo com a metiltrasferase (MLL) e RNA
polimerase Il (POL 1) e regula a transcricdo de p27Kipl através da
desmetilacdo das histonas (Karnik, 2005). Por sua vez, a atividade de
p27Kipl e outras proteinas como a pl5, pl8 e p2l inibe o complexo
Ciclina/CDKs e, assim, impede a fosforilacdo da proteina retinoblastoma
(Rb). O Rb nao fosforilado sequiestra o fator de transcricdo E2F (responsavel
pela ativagdo da passagem da fase G1 para a fase S), controlando assim o

ciclo celular (Figura 8).
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Figura 8: Interacdo da proteina MENIN com a CDKN1B
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Existem dois polimorfismos encontrados neste gene, que foram
utilizados neste estudo, polimorfismo p.V109G é localizado na regido
codificadora (éxon 1) do gene p27Kipl, mais especificamente em um
dominio de ligagédo de p27 com p38, uma proteina envolvida na degradacgéo
de p27 (Tomoda, 1999; Shiraso, 2009). Esta variante polimérfica p.vV109G é
a mais comum deste gene e foi anteriormente associada a um pior
progndstico, maior risco invasao e progressao tumoral. A outra variante € o
C.-79C>T se localiza na regido néo transcrita do gene p27Kipl (5" UTR) e foi
anteriormente associado a um maior risco de cancer de prostata (Chang BL,
2004) (Figura 9).

c.-79C>T p.V109G

5 UTR Exon 1 Exon 2 JUTR

Figura 9: Representacdo do gene p27Kipl, com a presenca dos
polimorfismos V109G e C-79C>T

1.12.2 Gene AIP (XAP2, ARA9)

Mutagdes germinativas e inativadoras no gene AIP (aryl hydrocarbon
receptor-interacting protein) foram identificadas em aproximadamente 15%
das familias com tumor hipofisario isolado e em 50% das familias com
acromegalia isolada (Vierimaa, 2006; Daly, 2007; Toledo, 2007Db).

Georgitsi et al também reportaram dois casos clinicamente
diagnosticados com NEM1 sem mutagcdo no gene MEN1, mas com mutacao
germinativa no gene AIP (Georgitsi, 2007). Recentemente, foi identificada em
nosso laboratdrio uma nova mutagdo germinativa no gene AlP, p.Y268X, que
estava presente em amostras de DNA de dois irmdos que desenvolveram

acromegalia devido a um adenoma hipofisario secretor de GH (Toledo,
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2007b). Também identificamos um caso com diagnostico sugestivo de NEM1
atipico (tumor hipofisario e carcinoma adrenocortical) com a mutagao
germinativa p.R81X no gene AIP (Toledo,2010).

O gene AIP, também chamado XAP2 ou ARA9, codifica uma proteina
com 0 mesmo nome, que a partir de sua interagdo com o receptor aril
hidrocarbono (AHR), esta ligada a via de degradacdo de poluentes (Meyer,
2000). Foi clonado e seqguenciado em 1996, esta localizado proximo ao gene

MENZ1, no braco longo do cromossomo 11, regido 1, sub-regidao 3.3 (11913.3).

1.12.3 Genes CDKN2B/P15, CDKN2C/P18 e CDKN1A/P21

Assim como o gene CDKN1B/p27Kipl, outros genes (CDKN2B,
CDKN2C, CDKN1A) que codificam proteinas inibidoras de quinases
dependentes de ciclinas (pl5, p18 e p21) foram recentemente também
estdo associados a NEM1. Mutacdes nesses genes foram identificadas
pelo mesmo grupo que clonou o gene MEN1, coordenado pelo dr. Steve
Marx (Agarwal, 2009). Através da inibicdo das quinases dependentes de
ciclinas 2, 4 e 6 esses genes possuem papéis importantes no controle do

ciclo celular.

A progresséao do ciclo celular, da fase G1 para a fase S, ocorre pela
ativacdo do fator de transcricdo E2F. A ativacdo de E2F é regulada por
quinases dependentes de ciclina que fosforilam a proteina retinoblastoma
(Rb), que entéo libera e ativa E2F. Por sua vez, a atividade das quinases
dependentes de ciclina sdo controladas por p27 e outras proteinas como a
pl5, pl8 e p21 — chamadas de inibidoras de quinases dependentes de
ciclina. Portanto, p27, pl5, pl8 e p2l1 sao proteinas que regulam
diretamente o ciclo celular, sendo assim chamadas supressoras de tumor.
MutacBes inativadoras nos genes que codificam tais proteinas causam
superatividade das quinases e descontrole do ciclo celular, levando a

tumorigénese (Figura 10).
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Figura 10: Genes envolvidos na regulacdo do ciclo celular. (CDKN2B/p15,
CDKN2C/p18, CDKN1A/p 21, CDKN1B/ p27) recentemente associados a
NEM1

1.13 Metodologia para analise de perda de heterozigose

(LOH)

Existem algumas abordagens para se estudar a perda de

heterozigose em tumores, as quais serdo discutidas neste estudo.

1.13.1 Polimorfismos de microssatélites

A analise de microssatélites é a metodologia mais conhecida e

utilizada nestas andlises.
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Os marcadores de micro-satélites sdo um dos marcadores mais
polimorficos encontrados no genoma, sendo caracterizados por uma
sequéncia de 1 a 6 nucleotideos de comprimento, que podem estar

repetidas em tandem.

Os marcadores de microssatélites apresentam vantagens, quando
comparados com outros tipos de marcadores, pois eles sdo altamente

informativos, o0 que permite a discriminacao entre homozigoto e heterozigoto.

1.13.2 Anadlise de perda de heterozigose por analise de mutacao

Uma outra metodologia que vem sido muito bem aceita e sendo
publicadas em revistas de importante impacto, como um recente estudo

publicado na Science (Verimma 2006) é por andlise de mutagao .

Esta € uma metodologia realizada através de sequenciamento
génico, onde ja é conhecida a mutacdo germinativa do paciente, como nos
casos com NEM1, nos quais todas as mutacbes sdo encontradas em

heterozigose. A analise de LOH é feita no ponto especifico da mutacao.

A figura 11 abaixo representa esta analise. Na coluna da esquerda
representa analise do sangue do paciente onde a seta indica a presenca de
dois alelos. Na coluna da direita, representa andlise de LOH de tumores na
qual a seta indica a presenca de apenas um alelo, ou seja, LOH no tecido

estudado.
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Figura 11: Andlise de LOH por sequienciamento génico, andlise em pontos
especificos, na qual a mutagao ja é conhecida
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Pesquisar eventos moleculares somaticos (mutacdo, perdas
cromossOmicas) dos genes MEN1, p27Kipl/CDKN1B e AIP, em tecidos
tumorais de pacientes com mutacdo germinativa e verificar, assim, seu

envolvimento no processo multistep da tumorigénese dessa sindrome.
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Amostras de DNA de leucécitos e tumores de trinta e oito pacientes
do HC-FMUSP com NEM1, previamente diagnosticados clinica e
geneticamente com NEM1 por nosso grupo (Toledo, 2007; Lourenco DM,
2006) foram incluidos nesse estudo. Ao total, DNAs de 145 tecidos tumorais
foram extraidos, sendo: 60 hiperplasias/tumores da paratiredide, 15
carcinoides, 22 tumores entero-pancreaticos, 5 tumores de duodeno, 3

tumores adreno-corticais, 1 tumor hipofisario e 22 tumores de pele.
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Os experimentos envolvidos nesse projeto foram realizados no LIM25,
Unidade de Endocrinologia Genética, Endocrinologia, HC-FMUSP, e todos
0S pacientes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido aprovado
pela Cappesq. O presente projeto foi também aprovado por este Comité de

Etica.

4.1 Extracdo de DNA

As amostras de DNA de tecidos neoplasicos foi realizada, através de
duas metodologias diferentes, extracdo de DNA de tumores coletados
durante o procedimento cirargico, e tumores vindos da secdo de Patologia
cirargicas do HC-FMUSP em blocos de parafina. O DNA dos tumores
emblocados foi extraido com pré-incubacao com Xilol e posterior uso de Kit,
engquanto o DNA dos tumores congelados foram extraidos por kit ou Fenol e
Cloroférmio, de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante (Sigma e
Gerba).

Para padronizacdo do metodo, foram utilizados tecidos com lesdes no
pulméo, pancreas, barriga, nariz, labio, paratiredides (direita e esquerda),

lesdes de toérax e tronco.
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4.2 Eletroforese em gel de agarose

A integridade das moléculas de DNA foi avaliada por meio de
eletroforese em gel de agarose 1%. Depois da quantificacéo, foi realizada a
diluicho das amostras para que a concentracdo final de DNA destas

amostras ficasse em torno de 100 ng/ul.

4.3 Amplificac&do génica

As reacOes de PCRs (Polymerase Chain Reaction) realizadas para
andlise de perda de heterozigose e mutacdo somatica do gene
p27(Kipl)/CDKN1B amplificaram toda a regido codificadora do gene
p27(Kipl)/CDKN1B (2 éxons), assim como as fronteiras éxons/introns.

A reacado de PCR foi otimizada sob as seguintes condi¢es: Buffer 1 X
(200 mmol Tris-Hcl com pH 8.4 e 500 mmol/l de Kcl) e MgCI2 2 mM; 0,2 mM
de dNTP (Mix dNTP“s 25 mM) (Kit Invitrogen, Brasil); 200 ng de DNA
genbmico, 0,2 uM de cada um dos oligonucleotideos iniciadores (senso ou

reverso) e 1 U de Taqg DNA polimerase.

Um unico programa de 30 ciclos foi padronizado para todas PCRs nas
seguintes condi¢cfes: Buffer 1X (200 mmol Tris-HCL com pH 8.4 e 500
mmol/l de Kcl) e Mgcl, 2Mm; 0,2Mm DE Dntp (Mix dNTP’s 25 mM) Kit
Invitrogen , Brasil); 200ng de DNA (tecido tumoral), e 0,2 yM de cada um
dos oligonucleotideos iniciadores (senso ou reverso) e 1U de Taq DNA

polimerase.
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4.4 Purificacdo dos produtos de PCRs

Os produtos de PCRs foram primeiramente purificados com uso de
enzima ExoSAP-IT (USB Cooperation), para cada 5ul do produto de PCR
foram adicionados 2ul de ExoSAP-IT e digerido por 1h 37°C, seguido por
15min por 80°C.

4.5 Reacao de sequenciamento

O kit Big dye é constituido de nucleotideos (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP), buffer, cloreto de magnésio, Ampli Taq 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
séo ligadas respectivamente as ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP. As dicloro-
rodaminas sdo moléculas aceptoras de fluorescéncia e sdo ligadas por sua

vez a moléculas doadoras de fluorescéncia, a 6-carboxi-fluoresceina (6 FAM).

As reac0Oes de seqguenciamento foram realizadas para um volume final
de 10 ul contendo: 1 puL de Big dye, 2 uL de tampéao 5X, 1 uL do
oligonucleotideo senso ou reverso (5 pmol/uL), 4-6 ul do produto de PCR

purificado completando-se o volume final para 10 uL com agua Millig.
O programa de PCR utilizado para o sequenciamento foi o seguinte:
1 %fase - temperatura de denaturacdo: 94° C 3 min.;
2 ®fase - temperatura de denaturagdo: 94° C 30 seg.;
3 %fase - temperatura de anelamento: 50° C 4 min.;

4%fase - 29 ciclos repetitivos, partindo da 2 ® até a 3 ® fase
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4.6 Reacao de precipitacao

A- Para cada amostra contendo 10ul de reagdo de sequenciamento foram
acrescentados: 1,0ul de EDTA 125mM; 1,0ul de Acetato de s6dio 3mol;
25ul Etanol absoluto;

B- A solugédo foi homogeneizada, submetida a um “spin” e deixada a

temperatura ambiente por 15 min. protegida da luz;

C- Encaminhadas novamente a centrifugacdo a 2000g por 45min. a 4°C,

seguido de remocéao de todo o sobrenadante;
D- Foram adicionados 35ul; seguido de 15 min. de centrifugacdo 1650g a 4°C;
E- Ao final da centrifugacao, foi removido todo o sobrenadante;

F- As amostras foram secas em banho seco.

4.7 Sequenciamento

Para o seguUenciamento, utilizamos o sequenciador ABI-3130XL

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

4.8 Analise do seqlienciamento

As analises dos eletroferogramas foram realizadas através de
softwares de edicdo de sequéncias (mutation surveyor), por dois

pesquisadores.
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4.9 Estudo de perda de heterozigose (LOH) do locus do

gene MEN1

Para o estudo de eventual perda de heterozigose nos tecidos
tumorais de pacientes com NEM1 foram utilizados duas técnicas: analise de
regides polimérficas nos genes candidatos e analise de marcadores de
microssatélite que flanqueiam as regides cromossdmicas dos genes

candidatos (Tabelas 4 e 5).

Resultados evidenciando uma perda somatica de sinal = 50% foram
considerados compativeis com LOH do locus 11qgl13. Resultados
evidenciando uma perda somatica de sinal < 50% serao interpretados como

manutencao de heterozigose (MOH).

Tabela 4: Lista dos primers utilizados para a andlise dos marcadores de

microssatélites localizados na regido 119g13/MEN1

Primer Seqténcia (52> 3’) Localizacéo

PYGM-F CTAGCAGAGTCCACCTACTG 11913

PYGM-R CTAGCAGAGTCCACCTACTG 11913
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Tabela 5: Lista dos oligonucleotideos utilizados para estudo genético do MEN1

Exon oligonucleotideos - PCR (5°- 3") Produto Ol|go[1uclgot|deos B
(pb) seqlenciamento
2F GGAACCTTAGCGGACCCTGGGAG
287 GGTGAGCTCGGGAACGTTGGTAG
2R GGTGAGCTCGGGAACGTTGGTAG
2F ATCGACGACGTGGTGCGCCTGTTTG GGCTGTCAACCGCGTCAT
625
2R GAGGTGAGGTTGATGATTTGGAG CGAACCTCACAAGGCTTACAGTTC
2AF TGGAGCATTTTCTGGCTGTC 294 TGGAGCATTTTCTGGCTGTC
3-4F AGTGTGGCCCATCACTACCT TGGGTGGCTTGGGCTACTACAG
677
3-4R GGTCCCACAGCAAGTCAAGTCTGG GGGCCATCATGAGACATAATG
5-6F CCTGTTCCGTGGCTCATAACTCTC ATAATTCAGGCTGCCACC
305
5-6 R CCCTGCCTCAGCCACTGTTA GGAAGTGGCCAGGCTGCG
7F CCTCAGCCAGCAGTCCTGTAGA
403 GGCTGCCTCCCTGAGGAT
7R GGACGAGGGTGGTTGGAAACTG
8F AACCACCATCATCCAGCAGTGG
457 TGGTGAGACCCCTTCAGACCCTAC
8R CCATCCCTAATCCCGTACATGC
9-10F CTGCTAAGGGGTGAGTAAGAGAC GTCTGACAAGCCCGTGGCTGCTG
1000

9-10R GGTTTGATACAGACTGTACTCGG

AGCCACTGGCCGGCAACC

pb= nucleotideos

4.10 Analise de mutacao somatica e de LOH do gene CDKN1B

em tumores de pacientes com NEM1

Para a andlise de possiveis mutacbes sométicas no gene

p27Kipl/CDKN1B, foram desenhados primers para amplificacdo de suas

regides codificadoras.

A andlise de LOH foi

realizada através de

polimorfismos descritos anteriormente na literatura (Tabela 6).
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Tabela 6: Lista dos primers utilizados para a andlise localizados no gene
p27Kipl/CDKN1

Primer Sequéncia (5"--> 3”) Produto (pb)
1AF GTCGGGGTCTGTGTCTTTTG
1AR CCATGTCTCTGCAGTGCTTC 237
1BF TGTCTAACGGGAGCCCTAGC
1BR AGTAGAACTCGGGCAAGCTG 249
1CF AGTTAACCCGGGACTTGGAG
1CR GTCCGACGGATCAGTCTTTG 299
1DF AGGAGAGCCAGGATGTCAGC
1DR GCCAGGTAGCACTGAACACC St2
2F CTGACTATGGGGCCAACTTC
2R GCCAGCAACCAGTAAGATCAG 294

4.11 Analise de mutacdo somatica e de LOH do gene AIP em

tumores de pacientes com NEM1.

Para o estudo de eventual perda de heterozigose nos tecidos
tumorais de pacientes com NEM21 foram utilizados dois marcadores de
microssatélite que flanqueiam a regido cromossdémica 11913, (na qual o
gene MENL1 esta localizado), D11S1258 e D11S2072. Ao primer senso dos
marcadores D11S1258 e D11S2072 foi incorporada fluorescéncia HEX
(azul) (Tabela 7).

Os produtos de PCR utilizando amostras de sangue periférico e de
tecido tumoral foram analisados em sequenciador automatico, genotipados e

comparados.

A segunda técnica utilizada foi através de analise de mutacédo, por
sequenciamento génico através de polimorfismos ja descritos na literatura
(Tabela 8).
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Tabela 7: Lista dos primers utilizados para a andlise dos marcadores de

microssatélites localizados na regido 11q13/AIP

Primer Seqiiéncia (5’2 3’) Localizacéao

D11S1258-F AGTACAGAAACTCAACTCCAAGAGA 11913.3
D11S1258-R  GTGGACTGTGATGTAGGTTATGGCTGAGAG 11913.3
D11S2072-F ATGGCTTCTGTTAAAAAAATAAAG 11913.3

D11S2072-R  TCTCAGTGTTACATTATAAGTGA 11913.3

Tabela 8: Lista do primer utilizado para a andlise localizados no gene AIP

Primer Seqtiéncia (5> 3’) Produto

4/5F ATGTGGGTCAGGTCTGCTG 587

4/5R AAAGGCTAGGTCTTGACCCC 587




5 RESULTADOS




Resultados 48

Ao total, cento e quarenta e cinco amostras de tecidos neoplasicos
coletados durante cirurgias de pacientes com NEM1 que leram e assinaram o
Termo de Consentimento Esclarecido do estudo, aprovado pela Cappesq foram

incluidos no estudo e foram analisados pro técnica de analise de mutacéo.

Como apresentado na tabela 12, foram estudadas amostras de DNA
de 15 tumores NEM1-relacionados por marcadores de microssatélites, de 12
pacientes com NEM1. Os tumores estudados foram: adenomas de
paratiredides, tumores entero-pancreaticos (insulinomas, gastrinomas),
tumores de pele (angiofioroma, carcinoma epidermoide bem diferenciado

invasivo) e neoplasia adrenal (hiperplasia).

5.1 Andlise somatica do gene MEN1 em tumores de

pacientes com NEML1 por sequenciamento génico

De um total de 145 amostras de tecido de pacientes com NEM1, 116
foram informativas quanto ao status somatico do gene MEN1. Setenta e seis
tumores apresentaram evidéncias de perda somatica do alelo normal do gene
MEN1 e foram classificadas como amostras com LOH. Ao total, LOH foi
caracterizadas em 41 neoplasias provenientes das paratiredides
(hiperplasia/adenoma), 11 tumores pancredticos, 12 carcindides, 4 lesbes

dérmicas e 7 tecidos que solicitamos revisdo do anatomo-patoldgico (Tabela 9).

Resultados compativeis com manutencdo de heterozigose foram
observados em 40 amostras de neoplasias NEM1, incluindo tumores

adrenocorticais, amostra proveniente de duodeno e paratiredides.
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Tabela 9: Analise do status somético do gene MEN1

Status MEN1

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somaético
hiperplasia
1 . Mutado LOH
Paratiredide
Individuo 1
hiperplasia
2 o Mutado LOH
Paratiredide
hiperplasia
3 L. Mutado LOH
Paratiredide
138 Lesdo sem identificacdo Mutado MOH
HIPERPLASIA NODULAR E
DIFUSA DE CELU'LAS
149 PRINCIPAIS E OXIFILICAS Mutado LOH
Paratiredide
Individuo 2 colagenoma
5 B Mutado LOH
Lesao de Tronco
angiofibroma
169 . ) Mutado MOH
Lesao nariz
HIPERPLASIA DE CELULAS
7 PRINCIPAIS Mutado MOH
Individuo 3 -
HIPERPLASIA DE CELULAS
8 PRINCIPAIS Mutado MOH
colagenoma
11 . Mutado LOH
Lesédo de Tronco
- colagenoma
Individuo 4 13 . Mutado LOH
Lesédo de Tronco
colagenoma
15 B Mutado LOH
Lesao de Tronco
16 Paratiretide Mutado LOH
17 Paratiretide Mutado LOH
18 Paratiretide Mutado LOH
Individuo 5
19 Paratiredide Mutado LOH
20 Paratiredide Mutado LOH
21 Paratiredide Mutado LOH

Continua...
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Continuagéo Tabela 9

Status MEN1

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somaético
hiperplasia
22 P 'p .. Mutado MOH
Paratiredide
hiperplasia
23 P -p .. Mutado MOH
Paratiredide
hiperplasia
24 P 'p .. Mutado LOH
Paratiredide
hiperplasia
26 P _p . Mutado LOH
Paratiredide
hiperplasia
27 P _p . Mutado MOH
Individuo 6 Paratiredide
hiperplasia
28 P 'p .. Mutado LOH
Paratiredide
hiperplasia
30 P _p . Mutado LOH
Paratiredide
31 Paratireoide Mutado MOH
hiperplasia
33 P .p . Mutado LOH
Paratiredide
hiperplasia
34 P _p . Mutado LOH
Paratiredide
Individuo 7 44 Gastrinoma Mutado MOH
TNE pancreatico néo funcionante
49 KIB7> 2% Mutado LOH
TNE pancreatico ndo funcionante
51 KIB7> 2% Mutado LOH
TNE pancreético ndo funcionante
52 KIB7> 2% Mutado LOH
132 Hiperplasia Mutado LOH
TNE pancreético nao funcionante
47 KIB7> 2% Mutado NI
TNE pancreético nao funcionante
48 KIB7> 2% Mutado NI
TNE pancreético ndo funcionante
50 KIB7> 2% Mutado NI
117 Hiperplasia Mutado NI
49 TNE pancreatico ndo funcionante Mutado LOH

KI67> 2%

Continua...
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Continuagéo Tabela 9

Status MEN1

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somético
B 58 Paratiredide Mutado LOH
Individuo 8 irabi
59 Paratiredide Mutado LOH
|
61 colagenoma Mutado MOH
Lesé&o Barriga
colagenoma
N 62 _ Mutado MOH
Individuo 9 Leséo Barriga !
tNE pancreético nao funcionante
63 ou insulinoma, sem metastase local Mutado MOH
Pancreas
- hi lasi
Individuo 10 70 |per_p a}s_la Mutado Hon
Paratiredide
hiperplasia
= Iperplasi Mutado LOH
Paratiredide
o1 hiperplasia Mutado MOH
adrenal
92 Carcindide bronquico com Mutado MOH
metastase
04 hiperplasia Mutado MOH
Paratiredide
o5 hiperplasia Mutado LOH
Paratiredide
9 Carcindide bronquico com Mutado LOH
metastase
o7 Carcinéide bronquico com Mutado LOH
metastase
08 Carcin6ide bronquico com Mutado LOH
metastase
Individuo 11 99 Carcinéide b’rﬁnquico com Mutado LOH
metastase
100 Carcinoide proan|co com Mutado LOH
metastase
102 Carcinéide tzronqwco com Mutado LOH
metastase
103 Carcinoide proan|co com Mutado LOH
metastase
104 Carcinéide pronqwco com Mutado LOH
metastase
105 Carcinoide b’ronqwco com Mutado LOH
metastase
106 hiperplasia Mutado MOH
adrenal
107 hiperplasia Mutado MOH
adrenal

Continua...
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Continuagéo Tabela 9

Status MEN1

Pacientes

Tumores

Tumor

Germinativo

Somaético

Individuo 12

153

Hiperplasia de paratireéide

Mutado

LOH

154

Hiperplasia de paratireéide

Mutado

LOH

Individuo 13

206

TNE pancreatico ndo funcionante;
sem metastase; KI67 1%

Mutado

LOH

204

Pancreas

Mutado

LOH

189

HIPERPLASIA NODULAR E
DIFUSA DE CELULAS
PRINCIPAIS E OXIFILICAS SEM
ATIPIAS EM PARATIREOIDE

Mutado

LOH

Individuo 14

194

HIPERPLASIA DE CELULAS
PRINCIPAIS E OXINTICAS

Mutado

LOH

Individuo 15

176

TNE pancreético ndo funcionante
(metastases)

Mutado

MOH

188

TNE pancreético ndo funcionante
(metastases)

Mutado

MOH / LOH

Individuo 16

177

Gastrinoma
(duodeno)

Mutado

MOH

178

CARCINOMA
NEUROENDOCRINO BEM
DIFERENCIADO METASTATICO
KI67 POSITIVO (BAIXO INDICE
<2%) -

Mutado

MOH

181

Gastrinoma
(duodeno)

Mutado

MOH

184

CARCINOMA
NEUROENDOCRINO BEM
DIFERENCIADO METASTATICO
KI67 POSITIVO (BAIXO INDICE
<2%) — (pancreas)

Mutado

LOH

185

CARCINOMA
NEUROENDOCRINO BEM
DIFERENCIADO METASTATICO
K167 POSITIVO (BAIXO INDICE
<2%) — (pancreas)

Mutado

LOH

174

CARCINOMA
NEUROENDOCRINO BEM
DIFERENCIADO METASTATICO
KI67 POSITIVO (BAIXO INDICE
<2%) — (pancreas)

Mutado

LOH

180

CARCINOMA
NEUROENDOCRINO BEM
DIFERENCIADO METASTATICO
KI67 POSITIVO (BAIXO INDICE
<2%) — (pancreas)

Mutado

LOH

Continua...
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Continuagéo Tabela 9

Status MEN1

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somatico
Gastrinoma
175 Mutado LOH
(duodeno)

HIPERPLASIA NODULAR DA
PARATIREOIDE COM

Continuagéo 190 PREDOMINIO DE CELULAS Mutado LOH
. PRINCIPAIS
Individuo 16 (paratiretide)

HIPERPLASIA NODULAR DA
PARATIREOIDE COM
198 PREDOMINIO DE CELULAS Mutado LOH
PRINCIPAIS
(paratiredide)

CARCINOMA
NEUROENDOCRINO BEM
DIFERENCIADO METASTATICO
EM GLANDULA PARATIREOIDE
OU TEC PT NORMAL -
NEOPLASIA MEDINDO 3,0 cm

CARCINOMA
NEUROENDOCRINO BEM
DIFERENCIADO METASTATICO
EM GLANDULA PARATIREOIDE
OU TEC PT NORMAL -
NEOPLASIA MEDINDO 3,0 cm

195 Mutado LOH

Individuo 17

203 Mutado LOH

29 Paratiretide Mutado MOH
32 Paratiretide Mutado LOH

Individuo 18

HIPERPLASIA NODULAR DE
CELULAS PRINCIPAIS E
OXIFILICAS
Paratiredide

HIPERPLASIA NODULAR DE
CELULAS PRINCIPAIS E
OXIFILICAS
Paratiretide

HIPERPLASIA NODULAR DE
CELULAS PRINCIPAIS E
OXIFILICAS
Paratiredide

HIPERPLASIA NODULAR DE
CELULAS PRINCIPAIS E
OXIFILICAS
Paratiredide

HIPERPLASIA NODULAR DE
CELULAS PRINCIPAIS E
OXIFILICAS
Paratiredide

53 Mutado LOH

54 Mutado LOH

Individuo 19 57 Mutado LOH

56 Mutado NI

55 Mutado NI

Continua...
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Continuagéo Tabela 9

Status MEN1

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somatico
TUMOR E[\IDOCRINO
PANCREATICO BEM
64 DIFERENCIADO KI-67 POSITIVO Mutado NI
(< 1%) (sem metastase)
Individuo 20 Pancreas
ndividuo 65 Pancreas Mutado LOH
66 Pancreas Mutado LOH
68 Pancreas normal Mutado LOH
69 Pancreas Mutado LOH
Nao Mutado,
75 - . NI
adenoma (fenocopia) Fenocopia
76 _ Nao Mufagjo, NI
. tecido normal Fenocopia
Individuo 21 -
77 Nao Mutado, NI
Paratiredide Fenocopia
6 Nao Mutado, NI
ADRENAL Fenocopia
Individuo 22 79 lesdo orelha Mutado MOH
carcinoma epiderméide bem
80 diferenciado, invasivo Mutado MOH
Lesao labio
carcinoma epiderméide bem
81 diferenciado, invasivo Mutado MOH
Lesdo labio
carcinoma epiderméide bem
90 diferenciado, invasivo Mutado MOH
Lesdo labio
carcinoma epiderméide bem
82 diferenciado, invasivo Mutado MOH
lesdo lobo NFDR E
carcinoma epiderméide bem
171 diferenciado, invasivo Mutado MOH
(lobo da orelha)
83 angiofibroma Mutado MOH
lesdo de nariz
84 angiofibroma Mutado MOH
lesdo de nariz
85 angiofibroma Mutado MOH
lesdo de nariz
o angiofibroma
Individuo 23 86 les&o de nariz Mutado MOH
87 angiofibroma Mutado MOH
lesdo de nariz
88 colagenoma Mutado MOH
lesao torax
120 HIPERPLASIA DE PARATIROIDE Mutado LOH
135 HIPERPLASIA DE PARATIROIDE Mutado MOH

Continua...
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Continuagéo Tabela 9

Status MEN1

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somatico
o 93 Paratiredide Mutado MOH
Individuo 24 —
101 Carcinoide Mutado NI
Nao Mutado, Controle
110 ~ L
lesdo do tronco Fenocépia normal
Individuo 25 111 i N&o Mutado,  Controle
leséo do tronco Fenocopia normal
Nao Mutado, Controle
112 ~ L
leséo do tronco Fenocopia normal
HIPERPLASIA DIFUSA DE
o 124 CELULAS PRINCIPAIS E Mutado LOH
Individuo 26 OXIFILICAS
136 Colagenoma Mutado LOH
127 Paratiredide Mutado LOH
Individuo 27
129 Paratiredide Mutado LOH
HIPERPLASIA NODULAR E
. DIFUSA DE CELULAS
Individuo 28 144 o NCIPAIS (PREDOMINANTE) E Mutado MOH
OXIFILICAS
PARATIREOIDE NORMAL
156 PROVAVEL Mutado NI
Individuo 29 PARATIREOIDE NORMAL
157 PROVAVEL Mutado MOH
Individuo 30 160 adenoma hipofisario néo- Mutado LOH
funcionante
161 38146 Mutado LOH
219 adenoma h!poflsarlo nao- Mutado LOH
funcionante
148 adenoma h_|pof|sar|o nao- Mutado LOH
funcionante
173 adenoma h_|pof|sar|o nao- Mutado LOH
funcionante
163 ADENOMA DE PARATIREOIDE; Mutado LOH
Individuo 31 164 38976 Mutado LOH
165 ADENOMA DE PARATIREOIDE; Mutado LOH
40 Carcinoide Mutado NI
41 Carcinoide Mutado NI
Individuo 32 42 Carcinoide Mutado LOH
42 Carcinoide Mutado LOH
43 Carcinéide Mutado LOH

Continua...
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Concluséao Tabela 9

Status MEN1

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somatico

Paratiredide NZo Mutado ao
Individuo 33 199 SEM ALTERACOES Seq NI

HISTOLOGICAS SIGNIFICATIVAS

hiperplasia difusa e nodular de
Individuo 34 193 células principais e oxifilicas Mutado NI
Paratiredide

HIPERPLASIA NODULAR DE

Individuo 35 209 CELULAS PRINCIPAIS E Mutado NI
OXIFILICAS
196 Duodeno Mutado NI
Individuo 36
200 Pancreas Mutado NI
hiperplasia
Individuo 37 197 perplas Mutado NI
Paratiredide
hi lasi
192 perpiasia Mutado NI
Paratiredide
Individuo 38 o s
iperplasia
202 perp Mutado NI

Paratiretide

Tabela 10: Resumo dos achados do status somatico do gene MEN1 em tumores
NEM1

HPT Panc/Duodeno Hipdfise Carcindide ACT Pele =M [€Visdode

lamina
LOH 40/53 11/18 11 12/13 0/4 4/19 7/8
MOH 13/53 7/18 0/1 1/13 4/4 15/19 1/8
% de LOH 75,40% 61,10% 100% 93% 0% 21% /

LOH = perda de heterozigose; MOH= manutencéo de heterosigose
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Figura 12: O eletroferogramada acima mostra a sequencia controle do gene
MEN1 e abaixo a sequencia do tumor, com clara evidencia de LOH no tumor
194 (paratiredide), de paciente com mutacédo germinativa com delecéo de 25 pb
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Figura 13: O eletroferogramada acima mostra a sequencia controle do gene
MEN1 e abaixo a sequencia do tumor, com clara evidencia de LOH no tumor
206 (pancreas) , de paciente com mutacdo germinativa com delecao de 4 pb
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Figura 14: O eletroferogramada acima mostra a sequencia controle do gene
MENZ1 e abaixo a sequencia do tumor, com clara evidencia de LOH no tumor

203 (paratiredide) , de paciente com mutacdo germinativa IVS3+1G>T

5.2 Andlise de LOH por marcadores de microssatélites

5.2.1 Polimorfismo intragénico D418D

O polimorfismo D418D (rs2071313), localizado no éxon 9 do gene
MEN1 também foi estudado. Esse € um polimorfismo que pode apresentar
os alelos C (GAC) e T (GAT), sem que ocorra troca de aminoacido
(aspartato = D) (Tabela 11).

5.2.1.1 Sangue

Trés pacientes possuiam o genaotipo C/T no sangue e, portanto, esse
marcador foi informativo para esses casos. Os demais pacientes possuiam o
gendtipo C/C no sangue, portanto, esse marcador nao foi informativo para

esses demais pacientes Figuras (15,16 e 17).
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Gendtipo C/T (D418D, sangue)

Y Y Y L T T 1 T T Y .
960 980 1.000 1.020 1.040 1.060 1.080 1.100 1120 1.140 1

L . P L

1.800;€- T - G'E"T"E}'CdA'FTCT‘ﬁCO&NG@'C'&T‘CTGCﬁAﬁTG@

Figuras 15,16 e 17 : Genotipagem do polimorfismo D418D, localizado no
éxon 9 do gene MEN1, nas amostras de DNA de leucdcitos de pacientes

com NEM1. Foram identificados os alelos C e T e os genoétipos CC e CT
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5.2.1.2 Adenoma de paratiredide e tumor de pancreas

Dentre os trés pacientes que tinham os alelos C/T para o polimorfismo
D418D, pudemos observar perda do alelo normal (T) em dois tumores
estudados: adenoma de paratiredide e tumor pancreatico secretor de
insulina (insulinoma), conforme podemos observar nas figuras abaixo
(Figuras 18 e 19).

Gendtipo C/LOH (D418D, adenoma de paratiredide)

..... e

1_500C»,CCTGCTGCGLLITCTMCGNCGGCHTCTGCHH,HTGGG..‘(

'SCACCTGCTGCGATTCTACGF'CGGCATCTGC!—LALTGGG&\

CILOH

Figuras 18 e 19: A genotipagem do polimorfismo D418D mostrou perda do
alelo T no DNA do tumor, evidenciando perda do alelo normal do gene
MENL1 nas células tumorais

Esses resultados apontam para a ocorréncia de um evento genético
somatico (nos tecidos) nesses tumores de paratiredide e pancreas. Como
esses pacientes ja possuiam uma muta¢ao no sangue, esse segundo evento
somatico (LOH) levou a inativacdo completa do gene MEN1, que leva a uma
auséncia da sintese da proteina supressora de tumor MENIN nessas
células, causando uma proliferacdo celular descontrolada e formacéo do

tumor.
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5.2.1.3 Angiofibroma

Ja as células do tumor de pele analisado (angiofibroma) possuiam os

alelos C e T, exatamente igual no sangue. Isso indica que ndo houve

inativacdo do gene MEN1 nesse tumor e sugere que a causa da

tumorigenese desse angiofiboroma pode ser outra, que ndo a auséncia da
proteina MENIN (Figura 20).

1.100;

1.0004
00

800} - -

Genotipo C/T (D418D, angiofibroma)

L ko 4 e o o B B B e e o S SRS U8 O B O (% B B8 B FE OO S | B B I O 8 B O

500
400

300

1.180

1.200 1.?20 1.240 1.260 1.340 1.360 1.380 1400 1.420 1.440

Figura 20: A genotipagem do polimorfismo D418D nas células do tumor

angiofibroma

revelou o gendtipo C/T, indicando manutencao de heterozigose



Tabela 11: Resultados da genotipagem do polimorfismo intragénico D418D nas células de leucécitos e de tumores de
pacientes com NEML1. Dois alelos foram identificados C e T e dois genétipos CC e CT. Em negrito estdo as analises que

demonstraram perda de heterozigose (LOH) ou manutengé&o de heterozigose (MH)

Polimorfismo D418D (SNP do éxon 9 do gene MEN1)

Pacientes  Sangue glandula 1 tumor glandula 2 tumor  glandula3 Tumor Resultado
Paratireoid
Individuo 1 GAC/GAT arafreoide GAC/GAC LOH
(PTSE)
| li
Individuo 2 GAC/GAT nsuiinoma GAC/GAC LOH

(Tecido. Pancreas)

Angiofibroma

Individuo 3 GAC/GAT ) GAC/GAT MH
(Barriga)
. Gastrinoma )
Individuo 4 GAC GAC ! GAC/GAC homozigose
(Duodeno)
Hiperplasia da Adrenal
Individuo 5 GAC/GAC N&o funcionante GAC/GAC Tu.carc. Pumido GAC/GAC homozigose
(Adrenal)
Colagenoma
Individuo 6 GAC/GAC (Térax posterior GAC/GAC homozigose
superior)
Carcinoma Carcinoma
epidermoide bem epidermoide bem
Individuo 7 GAC/GAC diferenciado GACI/GAC  diferenciado  GAC/GAC NF DRE homozigose
Invasivo invasivo
(Tecido orelha) (Labio)
Continua...
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Conclusédo da Tabela 7.

Polimorfismo D418D (SNP do éxon 9 do gene MEN1)

Pacientes  Sangue glandula 1 tumor glandula 2 tumor  glandula3 Tumor Resultado
Individuo 8 GAC/GAC Paratiredide GAC/GAC homozigose
(Anterior Superior)

Individuo 9 GACIGAC Pazl"’:‘,“Tron)'de GACIGAC homozigose

. Colagenoma

Angiofibroma .
Individuo1l0 GAC/GAC inflamado cacicac  (Peletorax o) oo n o amostra 2 homozigose
. posterior nariz
(Nariz)
Esquerdo)
Individuo11 reg. Dorsaldo tronco s ac homozigose
ant sup D

Individuo12 Paratire6ide. Adenoma GAC/GAC homozigose

sopejnsay
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5.2.2 Andlise de LOH com o marcador de microssatélite PYGM

Em uma segunda fase, iniciamos a genotipagem de um segundo
marcador, o PYGM. Este marcador de microssatélite é caracterizado por ser
polimorfico e para estuda-lo, desenhamos um dos primers para sua
amplificagdo com fluorescéncia incorporada, para assim ser lido em

sequenciador automatico.

Os individuos que eram nédo-informativos para o polimorfismo D418D,
por possuirem os alelos C-C no sangue, foram entdo genotipados para o
marcador PYGM (Tabela 12).

Quatro individuos estavam em heterozigose no sangue (alelos 319-
335) 0 que nos possibilitou a comparacdo com o genoétipo obtido dos DNAs
dos tumores. Pudemos observar um segundo evento mutacional (perda do
alelo 319) nos seguintes tumores: colagenoma, carcinoma epiderméide bem

diferenciado invasivo e dois adenomas/hiperplasias de paratiredides.



Tabela 12: Resultados de analises de DNA leucocitario e tecidos de pacientes com NEM1 através do marcador de microssatelite

PYGM. Em negrito as analises que mostraram perda alélica, ou seja, inativagdo do gene MEN1

Marcador de microssatélite PYGM

Pacientes Sangue glandula 1 tumor glandula 2 tumor glandula 3 tumor Resultado
Colagenoma
Individuo 6 319/335 (Térax posterior 335/LOH LOH
superior)
Carcinoma C?(;C‘”OTT‘;
epidermoide bem epI g;rrr:]m €
Vi diferenciado
Individuo7 319/335 : diferenciado 335/LOH LOH
Invasivo invasivo
(Tecido orelha) (Labio)
- Paratiredide
Individuo 8 319/335 . _ 335/LOH LOH
(Anterior Superior)
Individuo 9 319/335  Paratireéide (PTIE)  335/LOH Pa{?,tT'geg)'de 335/LOH LOH
Angiofibroma Colagenoma
Individuo 10 NI inflamado NI (Pele torax NI Homozigose
(Nariz) posterior
Esquerdo)
Individuo 12 NI Parat normal E NI Adenoma NI Homonigose

sopejnsay
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5.3 Analise de mutacdo somatica do gene p27Kipl em

tumores NEM1

Nenhuma variante patogénica (mutacdo) foi identificada em 94

amostras cuja regido codificadora (éxons 1 e 2) foi interamente sequenciada.

5.3.1 Anélise de LOH no gene p27Kipl em tumores NEM1

Os polimorfismos previamente descritos c¢.-79C>T, rs34330
(localizado na regido 5’ UTR) e 0 ¢.326T>G, p.V109G, rs2066827 (localizado
no éxon 1) foram identificados e usados como marcadores de heterozigose

nesses tumores.

Cento e trés tumores NEM1 foram analisados para LOH-p27Kipl
através de sequenciamento do SNP V109G. Destes, 46 ndo foram
informativos, pois sangue e tumor apresentavam mesmo genétipo em
homozigose (GG ou TT); 52 tumores apresentavam evidéncias de
manutencao de heterozigose (GT no sangue e GT no tumor), e 5 tumores

apresentavam evidéncias de LOH (GT no sangue e _T no tumor) (Tabela 13).



Tabela 13: Andlise do status somatico do gene p27Kipl

p27 p27
Paciente amostra Tumor germinativo p27 somatico Ex.1 somatico  Mutacdo somatica p27
V109G Ex.2
p.V109G i i Mutacdo somatica p27
germinativo p-V109G  p27 - LOH c.-79 na regido codificadora
Individuo 1 1 hiperplasia TT T NI ; NL SEM MUTACAO
Paratiredide
2 hiperplasia T NI - NL SEM MUTACAO
Paratiredide
3 hiperplasia T NI - NL SEM MUTACAO
Paratiredide
138 Les&o sem identificacéo T NI - NL SEM MUTACAO
149 Paratiredide TT NI CC NL SEM MUTACAO
Individuo 2 5 Lesdo de Tronco TT TT NI - NL SEM MUTACAO
169 Lesédo naraiz TT NI CC NL SEM MUTAC}AO
Individuo3 7 Paratire6ide GT GT MOH CC NL SEM MUTAC}AO
8 Paratire6ide GT MOH CC NL SEM MUTACAO
colagenoma
11 Lesdo de Tronco cT NI
Individuo4 13 colagenoma GT - - - - NI
Lesdo de Tronco
15 colagenoma GT MOH - NL SEM MUTACAO
Lesdo de Tronco
16 Paratire6ide GT MOH CT NL SEM MUTACAO
17 Paratiredide /T LOH CT NL LOH/T
Individuo 5 18 Paratiredide aT GT MOH CT NL SEM MUTACAO
19 Paratireoide GT MOH CT NL SEM MUTACAO
20 Paratire6ide GT MOH CT NL SEM MUTAC;AO
21 Paratire6ide GT MOH CT NL SEM MUTAC;AO

Continua...
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Continuacado da Tabela 13.

p27 p27
Paciente amostra Tumor germinativo p27 somatico Ex.1 somatico  Mutagdo somatica p27
V109G Ex.2
22 Paratiredide TT NI CcC NL SEM MUTACAO
23 Paratireoide T NI - NL SEM MUTACAO
24 Paratiredide TT NI - NL SEM MUTAC}AO
26 Paratireoide - - - NL NI
27 Paratiredide TT NI CcC NL SEM MUTACAO
Individuo 6 — TT C~
28 Paratiredide TT NI - NL SEM MUTACAO
30 Paratireoide TT NI - NL SEM MUTACAO
31 Paratiredide T NI - NL SEM MUTACAO
33 Paratiredide TT NI CcC NL SEM MUTAC}AO
34 Paratiredide TT NI cC NL SEM MUTACAO
44 Gastrinoma T NI - NL SEM MUTAGAO
Duodeno

TNE pancreatico ndo %
49 funcionante KI67> 2% TT NI TT NL SEM MUTACAO
51 TNE pancrestico ndo T NI T NL SEM MUTACAO

funcionante KI67> 2%

Individuo7 TNE pancreatico ndo TT X

52 TT NI TT NL SEM MUTACAO

funcionante KI67> 2% ¢
132 Paratiredide - - - - NI

TNE pancreatico ndo ~
47 TT NI TT NL SEM MUTACAO

funcionante KI67> 2% ¢
48 TNE pancreatico ndo T NI T NL SEM MUTACAO

funcionante KI67> 2%

Continua...
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Continuacado da Tabela 13.

p27 p27
Paciente amostra Tumor germinativo p27 somatico Ex.1 somatico  Mutacdo somatica p27
V109G Ex.2
TNE pancreatico ndo ~
TT NI TT NL EM MUTACA
50 funcionante KI67> 2% S UTAGAO
Hiperplasia A
117 Paratireside TT NI - NL SEM MUTACAO
49 Pancreas TT NI TT NL SEM MUTAC}AO
Individuo 8 58 Paratiredide TT TT NI CT NL SEM MUTAC}AO
59 Paratiredide TT NI CT NL SEM MUTACAO
Individuo 9 61 colagenoma TT TT NI - NL SEM MUTACAO
Lesao Barriga
62 colagenoma TT NI - NL SEM MUTACAO
Lesao Barriga
tNE pancreatico ndo
63 .func.lonante ou ) ) ) NL NI
insulinoma, sem
metastase local
o hiperplasia 109-TT, E75D- 109-TT, .
Individuo 10 70 Paratireside Aa E75D-Aa NI NL SEM MUTACAO
hiperplasia 109-TT,
" Paratiredide E75D-Aa NI NI
91 hiperplasia GT MOH - NL SEM MUTAGAO
Adrenal
carcindide brénquico com ~
Individuo11 92 metastase GT et MOH ) NL SEMMUTAGAO
94 Paratire6ide T LOH - NL LOH/T
95 hiperplasia GT MOH cc NL SEM MUTACAO

Paratiredide

Continua...
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Continuacado da Tabela 13.

p27 p27
Paciente amostra Tumor germinativo p27 somatico Ex.1 somatico  Mutacdo somatica p27
V109G Ex.2
96 carcindide blronqwco com GT MOH ) NL SEM MUTACAO
metdastase
g7  carcindide bronguico com GT MOH cc NL SEM MUTACAO
metdstase
98 carcindide b’ronqwco com GT MOH ) NL SEM MUTACAO
metdstase
gg  carcindide bronguico com GT MOH cc NL SEM MUTACAO
metdstase
carcindide brénquico com -

i 3 100 , GT MOH CcC NL SEM MUTACAO
Continuacao metastase C
Individuol11l indi o i ~

102  carcindide bronquico com GT MOH cc NL SEM MUTACAO
metdstase

103 carcindide bronquico com GT MOH cc NL SEM MUTACAO
metdstase

104  Carcindide bronquico com GT MOH cc NL SEM MUTACAO
metdstase

105  carcindide bronquico com GT MOH cc NL SEM MUTACAO
metdstase

106 Hiperplasia Adrenal GT MOH CT NL SEM MUTACAO

107 Hiperplasia Adrenal GT MOH CcC - NI

153 Hiperplasia de GT MOH cT NL SEM MUTACAO

- paratiredide
Individuo 12 Hi lasia d GT
154 Iperplasia de GT MOH cT NL SEM MUTACAO

paratiredide

Continua...

sopejnsay

0L



Continuacado da Tabela 13.

27 27
Paciente amostra Tumor gerrr?inativo p27 somatico Ex.1 sor$1ético Mutacdo somatica p27
V109G Ex.2
TNE pancreético ndo .
206 funcionante; sem TT NI cC NL SEM MUTACAO
metéastase; KI67 1%
TNE pancreatico ndo 3
204 funcionante; sem TT NI CcC NL SEM MUTACAO
Individuo 13 metastase; KI67 1% TT
HIPERPLASIA NODULAR E
DIFUSA DE CELULAS
189 PRINCIPAIS E OXIFILICAS TT NI - NL SEM MUTACAO
SEM ATIPIAS EM
PARATIREOIDE
HIPERPLASIA DE CELULAS ~
Individuol4 194  PRINCIPAIS E OXINTICAS GG T NI cT NL SEMMUTAGAG
Paratire6ide _
L 176 Pancreas GT MOH CcC - SEM MUTACAO
Individuo 15 —— ¢ Pancreas GT T LOH cc NL LOH/T(;N
177 Duodeno GT MOH CcC NL SEM MUTACAO
CARCINOMA
NEUROENDOCRINO BEM
DIFERENCIADO ~
Individuo 16 178 METASTATICO K167 ??7? GT MOH ce NL SEM MUTAGAG
POSITIVO (BAIXO INDICE
<2%) - Pancreas
181 Gastrinoma GT MOH cc NL SEM MUTAGAO
Duodeno

Continua...
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Continuacado da Tabela 13.

Paciente amostra

Tumor

germinativo

p27 somatico Ex.1

p27
somatico
Ex.2

Mutacdo somatica p27

184

DIFERENCIADO
METASTATICO K167
POSITIVO (BAIXO INDICE
<2%) - Pancreas

GT

MOH

CC

NL

SEM MUTACAO

185

DIFERENCIADO
METASTATICO K167
POSITIVO (BAIXO iNDICE
<2%) - Pancreas

GT

MOH

CC

NL

SEM MUTACAO

Continuacao
Individuo 16

174

CARCINOMA
NEUROENDOCRINO BEM
DIFERENCIADO
METASTATICO K167
POSITIVO (BAIXO iNDICE
<2%) - Pancreas

GT

MOH

CcC

NL

SEM MUTACAO

180

CARCINOMA
NEUROENDOCRINO BEM
DIFERENCIADO
METASTATICO KI67
POSITIVO (BAIXO INDICE
<2%) - Pancreas

GT

MOH

NL

SEM MUTACAO

175

Gastrinoma
Duodeno

GT

MOH

CcC

NL

SEM MUTACAO

Continua...
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Continuacado da Tabela 13.

Paciente amostra

Tumor

p27

germinativo p27 somatico Ex.1

V109G

p27
somatico
Ex.2

Mutacdo somatica p27

190

HIPERPLASIA NODULAR
DA PARATIREOIDE COM
PREDOMINIO DE CELULAS
PRINCIPAIS

198

HIPERPLASIA NODULAR
DA PARATIREOIDE COM
PREDOMINIO DE CELULAS
PRINCIPAIS

GT MOH

CC

NL

SEM MUTACAO

GT MOH

CC

NL

SEM MUTACAO

195

CARCINOMA
NEUROENDOCRINO BEM
DIFERENCIADO
METASTATICO EM
GLANDULA PARATIREOIDE
OU TEC PT NORMAL -
NEOPLASIA MEDINDO
3,0cm
Paratiredide

Individuol17

203

CARCINOMA
NEUROENDOCRINO BEM
DIFERENCIADO
METASTATICO EM
GLANDULA PARATIREOIDE
OU TEC PT NORMAL -
NEOPLASIA MEDINDO
3,0cm
Paratiredide

TT NI

NL

SEM MUTACAO

TT

TT NI

NL

SEM MUTACAO

Continua...
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Continuacado da Tabela 13.

p27 p27
Paciente amostra Tumor germinativo p27 somatico Ex.1 somatico  Mutacdo somatica p27
V109G Ex.2

29 Paratiredide - - - - NI
Individuo18 TT

32 Paratiredide - - - - NI

53 Paratiredide - - - - NI

54 Paratiredide - - - - NI
Individuo 19 57 Paratiredide GT - - - - NI

56 Paratireéide GT MOH - NL SEM MUTACAO

55 Paratireoide GT MOH GT NL SEM MUTACAO

64 Pancreas GT MOH - NL SEM MUTACAO

65 Pancreas - - - - NI
Individuo 20 66 Pancreas GT - - - - NI

68 Pancreas normal GT MOH - NL SEM MUTACAO

69 Pancreas - - - - NI

adenoma (fenocépia)
75 o T LOH - NL LOH/T
Paratire6ide

Individuo 21 76 tec normal ) - - - - NI

77 Paratiredide - - - - NI

6 ADRENAL GT MOH - NL SEM MUTACAO

Continua...
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Continuacado da Tabela 13.

Paciente

amostra

Tumor

p27
germinativo
V109G

p27
somatico
Ex.2

p27 somatico Ex.1

Mutacdo somatica p27

Individuo 22

79

lesdo orelha

80

carcinoma epidermoéide
bem diferenciado, invasivo
lesao labio

81

carcinoma epidermdide
bem diferenciado, invasivo
lesdo labio

carcinoma epidermdide
bem diferenciado, invasivo
lesdo labio

82

carcinoma epidermdéide
bem diferenciado, invasivo
lesdo lobo NFDR E

171

carcinoma epidermoéide
bem diferenciado, invasivo
lesdo Li orelha

GG

NI

NI

NI

NI

NI

GG NI CcC NL

SEM MUTACAO

Individuo 23

83

Angiofibroma
Lesao nariz

84

Angiofibroma
Lesdo nariz

85

Angiofibroma
Lesdo nariz

86

Angiofibroma
Lesdo nariz

87

Angiofibroma
Lesdo nariz

TT

NI

NI

NI

NI

NI

Continua...
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Continuacao da Tabela 13.

p27 p27
Paciente amostra Tumor germinativo p27 somatico Ex.1 somatico  Mutacdo somatica p27
V109G Ex.2
88 CoIa~genE)ma i i i i NI
_ ~ Lesdo térax
Continuagéo 120 HIPERPLASIA DE ] ] ] ] NI
Individuo 23 PARATIROIDE
HIPERPLASIA DE
135 PARATIROIDE ] ] ] ] NI
o 93 Paratire6ide GT MOH - - NI
Individuo 24— 57 Carcinoide GT GT MOH - NL SEM MUTACAO
110 leséo do tronco - - - - NI
Individuo 25 111 lesdo do tronco GT GT MOH CT NL SEM MUTACAO
112 lesdo do tronco GT MOH CT NL SEM MUTACAO
. 124 Paratire6ide GT MOH CT NL SEM MUTACAO
Individuo 26 — 35 14/01/2005 cT - - - - NI
- 127 Paratiredide - - - - NI
Individuo 27 129 Paratiredide GT - - - - NI
HIPERPLASIA NODULAR E
DIFUSA DE CELULAS .
Individuo 28 144 PRINCIPAIS TT TT NI - NL SEM MUTACAO
(PREDOMINANTE) E
OXIFILICAS
Individuo 29 156 Criopreservado 16/06/09 T TT NI - NL SEM MUTAQ@O
157 Criopreservado 16/06/09 TT NI - NL SEM MUTACAO
160 adenoma h.lpoflsarlo nao- ) ) ) ] NI
funcionante
Individuo 30 161 adenoma hipofisario ndo- 999 ) ) ) ) NI

funcionante

212 adenoma h.lpoflsarlo nao- ) ) ) NL NI
funcionante

Continua...
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Conclusédo da Tabela 13.

p27 p27
Paciente amostra Tumor germinativo p27 somatico Ex.1 somatico  Mutacdo somatica p27
V109G Ex.2

148 adenoma h.lpoflsarlo nao- ) ) ) ) NI
funcionante

adenoma hipofisario ndo-

173 ) TT NI - NL SEM MUTACAO
funcionante
163 ADENOMA DE GT MOH - NL SEM MUTACAO
Individuo 31 PARATIREOIDE GT _
164 16/09/2006 GT MOH cC NL SEM MUTACAO
165 criopreservado 16/09/06 GT MOH - NL SEM MUTACAO
40 Carcinoide GT MOH ccC NL SEM MUTACAO
41 Carcinoide GT MOH CC NL SEM MUTACAO
Individuo 32 42 Carcinoide ??77? GT MOH CC - NI
42 Carcinoide - - - - NI
43 Carcindide GT MOH CC NL SEM MUTACAO
sem alteracbes
Individuo 33 199 histolégicas significativas TT TT NI CcC NL SEM MUTACAO
Paratire6ide
Individuo 34 193 Paratiredide TT TT NI - NL SEM MUTACAO
HIPERPLASIA NODULAR DE
Individuo 35 209 CELULAS PRINCIPAIS E GG GG NI - NL SEM MUTACAO
OXIFILICAS
] 196 duodeno TT NI - NL SEM MUTACAO
Individuo 36—, Pancreas ”?? - - - NL NI
Individuo 37 197 hiperplasia T T NI - NL SEM MUTACAO
Paratire6ide
Individuo 38 192 hiperplasia T T NI cc NL SEM MUTACAO
Paratire6ide
202 hiperplasia T NI cc NL SEM MUTACAO

Paratire6ide

sopejnsay
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blood

pancreas,
tumor 188

pancreas,
tumor 188

Figura 21: O primeiro eletroferograma do sequenciamento do éxon 1 do
gene p27Kipl em sangue de paciente com mutacdo germinativa MEN1
mostra a presenca dos dois alelos (G e T) do polimorfismo V109G na
amostra de DNA do sangue, enquanto nos sequenciamentos abaixo, dos
tumor de pancreas desse paciente, nota-se maior prevaléncia do alelo T.
Esse resultado indica a ocorréncia de LOH-p27Kipl nesse tumor, um
gastrinoma metastético, diagnosticado aos 37 anos de idade

ww
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oo
<

Figura 22: Nota-se maior prevaléncia do alelo selvagem,G, no
sequenciamento do DNA de sangue do paciente NEM1 com mutacdo no
gene MEN1 e maior prevaléncia do alelo T no DNA do tumor de paratiredide.
Esse resultado indica LOH-p27Kip1
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5.4 Analise de LOH no gene AIP em tumores NEM1

Foram analisados 35 tecidos neoplasicos para analise de LOH do

gene AIP

5.4.1 Andlise de perda de heterozigose com o0 marcador de

microssatélite D11S1258

Através da analise do marcador D11S1258, foi observada perda de

heterozigose em células de adenomas de paratiredides.(Figuras 23 e 24)

D11S1258, Sangue
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D11S1258, Adenoma de paratiredide
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Figuras 23 e 24: Acima, podemos identificar a presenca de dois alelos nas
células do sangue. Abaixo, observamos a auséncia da amplificacdo de um
dos alelos, indicando perda de heterozigose nas células tumorais do

adenoma de paratiredide.
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Figura 25: Analise de LOH por marcador D11S, 1258, onde o0s e trés

tumores de pancreas e uma neoplasia de paratireoide apresentaram
evidencias claras de LOH



Tabela 14: Resultados de analises de DNA leucocitario e tecidos de pacientes com NEM1 através do marcador de

D11S1258.Em negrito estdo as analises informativas que mostraram manuten¢éo ou perda de heterozigose do tumor

Marcador de Microssatélite D11S51258

microssatélite

Pacientes Sangue glandula 1 Tumor glandula 2 tumor glandula 3 tumor Resultado
Gastrinoma
Individuo 4 AA NI
(Duodeno)
Colagenoma
Individuo 6 AA (Térax posterior NI NI
superior)
Carcinoma Carcinoma
epidermdide bem epidermoide bem
Individuo 7 AA diferenciado MH diferenciado MH MH
Invasivo invasivo
(Tecido orelha) (Labio)
Individuo 8 AA Paratiredide NI
(Anterior Superior)
- . Paratiredide
Individuo 9 AA Paratiredide (PTIE) LOH (PTSD LOH
Angiofibroma Colalgen,oma
Individuo 10 AA inflamado MH (Pele torax MH MH
(Nariz)) posterior
Esquerdo)
Individuo 12 AA Parat normal E MH Adenoma MH MH

NI:NAO INFORMATIVO; MH: MANUTENGCAO DE HETEROZIGOSE

sopejnsay

18



Resultados 82

5.4.2 Andalise de LOH com o marcador de microssatélite D11S2072

Através da analise do marcador D11S1258, foi observada

manutencao de heterozigose em células de colagenomas. (Figuras 26 e 27)
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Figuras 26 e 27: Observamos a amplificacdo de dois alelos do marcador

D11S 1258 no sangue e nas células do tumor de pele colagenoma



Tabela 15: Resultados de analises de DNA leucocitario e tecidos de pacientes com NEM1 através do marcador de microssatélite

D11S2072. Em negrito as analises que mostraram manutengéo de heterozigose

Marcador de Microssatelite D11S 2072

Pacientes Sangue glandula 1 Tumor glandula 2 tumor glandula 3 tumor Resultado
Individuo 4 AA Gastrinoma NI
(Duodeno)
Carcinoma Carcinoma
epidermoide bem epidermoide bem
Individuo 7 AA diferenciado NI diferenciado NI AA NI NI
Invasivo invasivo
(Tecido orelha) (Labio)
Individuo 8 AA Paratireside MH MH
(Anterior Superior)
. . Paratiredide
Individuo 9 AA Paratireéide (PTIE) NI (PTSD) NI NI
Angiofibroma Colagerloma
Individuo 10 AA inflamado MH (Pele torax MH MH
(Nariz) posterior
Esquerdo)
Individuo 12 AA Parat normal E MH Adenoma MH

sopejnsay

€8
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Apresentamos nesse projeto de Mestrado resultados sobre o status do
principal gene associado a NEM1, o gene supressor de tumor MENL1, e dos
genes recentemente associado a NEM1 e ao fenétipo chamado NEM1-like,
genes p27Kipl e AIP. Nos valendo da extensa colecdo de tumores de
pacientes com NEM1 do grupo UEG-FMUSP, coletados nos ultimos 10-15

anos, pudemos realizar investigacao original, ainda n&o reportada na literatura.

6.1 Status somatico de MEN1

Inicialmente, pudemos observar frequente perda somatica do alelo
normal do gene MEN1 em tumores de pacientes com NEM1. O MEN1 é um
gene supressor de tumor cuja tumorigénese esta associada a inativacdo de
um dos alelos por mutacao germinativa e a inativacdo do segundo alelo por
11913-LOH (Chandrasekharappa SC, 1997). A combinacdo desses dois
eventos genéticos leva a inativacdo da proteina MENIN nas células das
glandulas NEM1-relacionadas, que passam a ter vantagens proliferativas e
consequentemente a desenvolver tumores (Balogh, 2006). Setenta e seis
tumores analisados no presente projeto, provenientes de diversos tecidos,
apresentavam 11q13-LOH (Tabela 7). O processo tumorigénico de
inativacdo bi-alélica foi descrito em quase todos os tumores NEM1-
relacionados, com excecdo ao tumor adrenocortical (Brandi, 2001, Costa
MH, 2011). Discute-se que a haploinsuficiencia ja seria capaz de promover
tumorigénese no coOrtex da adrenal. Nossos dados corroboram esses
achados, uma vez que dos quatro tumores adrenocorticais que analisamos,
nenhum deles apresentava LOH. Também néo foi encontrada 11q13-LOH

em quarenta neoplasias envolvendo praticamente todos o0s principais
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tumores NEM1 (HPT, pancreas, adrenal, carcindide). A manutencdo de
heterozigose observada nessas amostras pode ter trés explicacdes
principais: a) contaminagcédo com tecido normal periférico (vasos, estroma) ou
b) o estudo de paratiredides normais removidas cirurgicamente para evitar
recidiva do hiperparatireoidismo, e c) a ocorréncia de tumorigenese de
tumores de pacientes com NEM1 com mecanismo molecular nao

envolvendo a perda do alelo normal (LOH).

6.2 Status somaéatico de p27Kipl

Quanto as analises do p27Kip1, ndo foi encontrada nenhuma variante
somatica potencialmente inativadora (mutacdo) nos cento e dez tumores
sequenciados. Estudos anteriores reportaram que mutacfes germinativas
em p27Kipl sdo bastante raras (Agarwal 2009, Igreja 2009). Nossos dados
indicam, pela primeira vez, que mutacées somaticas no gene p27Kipl em

tumores de pacientes com NEM1 também sdo pouco frequentes.

Interessante notar que entre os tumores cujo geno6tipo dos polimorfismos
apresentavam-se em heterozigose, e assim eram informativos para LOH, foi
observada perda somatica do gene p27kipl em 5 tumores NEM1 (5/57, 8,7%)
(Figuras 11 e 12). Trata-se da primeira vez que é mostrada perda de p27Kipl
em tumores de pacientes com NEM1, sugerindo um novo mecanismo
molecular no qual MEN1 e p27Kipl encontram-se inativados a0 mesmo tempo
em tumores MEN1. Os dados de um artigo recentemente publicado no JCEM
também sugerem perda sinérgica de MEN1 e p27Kipl, mas em tumores de
pacientes com mutacao germinativa no gene p27Kipl, e ndo no gene MEN1,
como mostramos aqui (Costa-Guda, 2011). Nesse estudo, 86 pacientes com
hiperparatireoidismo aparentemente esporadico foram rastreados genicamente,
e quatro desses casos (4.65%) apresentavam mutacdo germinativa no gene
p27Kipl. Apesar de LOH no locus de p27Kipl ter sido encontrada em somente
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um desses tumores, dois tumores apresentavam perda somatica de MENL,
indicando que o segundo evento genético de tumores de pacientes com
mutagao germinativa nem sempre ocorre ho mesmo gene, mas pode ocorrer
em um outro gene da mesma via tumorigénica (Costa-Guda, 2011); da mesma

forma como encontramos nos tumores NEM1.

6.3 Manifestacdes clinicas associadas a perda somatica de p27

A comparacédo detalhada das caracteristicas dos tumores NEM1 com
p27Kipl-LOH com os tumores sem p27Kipl-LOH estdo em andamento.
Entretanto, podemos observar fenotipos bastante simliares entre os dois
grupos. Aparentemente, tanto os tumores de paratiredides quanto o tumor
de pancreas ndo sao mais agressivos em comparagdo com 0s demais

tumores sem p27Kipl-LOH.

Isso sugere que os demais tumores podem apresentar eventos
epigenéticos de inativacdo de p27, como através da metilacdo génica, por
exemplo. De fato, foi mostrado que a inativacdo da proteina MENIN in vitro

causa a diminuindo a transcrigdo do gene p27Kipl (Karnik, 2005).

6.4 Status somatico de AIP

A investigacdo do gene AIP em tumores de pacientes com NEM1 foi
realizada por marcadores de microssatélites do cromossomo 11. Os
resultados mostrando LOH no locus de AIP n&o estdo necessariamente
associadas a tumorigenese, ja que podem ter sido causadas em
consequéncia da perda do alelo normal do gene MEN1 naquela mesma

regido cromossdmica (11913-11913.3). Entretanto, como AIP é um gene
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supressor de tumor mostrado anteriormente estar envolvido e na
tumorigenese enddcrina, mais precisamente de tumores hipofisarios, nossos
achados sugerem que a perda somatica deste gene pode ser mais um
mecanismo da génese e/ou progressao de tumores NEM1. Nesse sentido,
ha trés trabalhos publicados na literatura indicando a associacédo de AIP néo
somente com tumores hipofisarios, mas sim com outros tipos de tumores
enddcrinos, todos relacionados com a sindrome NEM1 (Georgtsi 2007;
Toledo 2010; Belar 2011).



7 CONCLUSAO
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Nossos dados indicam que além de perda somética no loucs 11g13,
os tumores NEM1 podem sofrer perdas adicionais nos genes supressores de
tumor p27kipl e AIP.

Essas sdo as primeiras evidéncias na literatura de um processo de

tumorigénese multi-step na NEM1, envolvendo trés eventos genéticos:
1. mutacdo germinativa no gene MEN1;
2. 11q13-LOH

3. perda somatica de dos genes supressores de tumor p27kipl / AIP
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