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Resumo 

 
Moraes MB. Análise do status somático dos genes MEN1 e  p27Kip1 em 
tumores de pacientes com neoplasia endócrina múltipla tipo [dissertação] 
São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2012. 100p. 
 
Aproximadamente 80% dos casos com Neoplasia endócrina múltipla tipo 1 

(NEM1) possuem mutações germinativas no gene supressor de tumor 

MEN1, que os predispõem a tumores nas glândulas paratireóides, pâncreas 

endócrino e hipófise, além de outros tumores não endócrinos. A 

tumorigênese dos mais de 20 diferentes tipos de neoplasias já descritas na 

NEM1 ocorre pela presença da mutação germinativa MEN1 associadas a um 

segundo evento mutacional nas células desses tecidos, levando à perda de 

heterozigose (LOH) do locus do gene MEN1 (11q13) e à inativação da 

proteína supressora de tumor codificada por esse gene, a proteína MENIN. 

Recentemente, mutações germinativas em outros genes foram descritas em 

casos com NEM1 sem mutações no gene MEN1. Esses novos genes 

(CDKN1A, CDKN1B, CDNK2B e CDKN2C) codificam proteínas envolvidas 

no controle do ciclo celular (p21, p27, p15 e p18), chamadas proteínas 

inibidoras de quinases dependentes de ciclinas. Outro gene, chamado AIP, 

que codifica uma proteína chaperona de mesmo nome, também foi 

recentemente descrito associado à NEM1. Esses trabalhos descreveram o 

papel desses novos genes na NEM1, em nível germinativo, entretanto não 

esclareceu se esses novos genes estão inativados nos tumores de pacientes 

com NEM1 com mutação MEN1. O presente estudo investigou, pela primeira 

vez, o status somático do gene p27Kip1 em pacientes com mutação MEN1 e 

identificou quatro possíveis perda de heterozigose (LOH) em tumores de 

paratireóides e pâncreas, sugerindo que além de 11q13LOH, os tumores 

NEM1 podem sofrer raras perdas adicionais do gene supressor tumoral 

p27Kip1. Essas são as primeiras evidências na literatura de um processo de 

tumorigênese multi-step na NEM1, envolvendo três eventos genéticos: 1- 

Mutação germinativa MEN1; 2- 11q13-LOH; 3- Perda somática do gene 

supressor de tumor p27Kip1/CDKN1B 

 

Descritores: 1.Neoplasia endócrina múltipla tipo 1  2.Perda de 

heterozigosidade  3.Genes supressores de tumores  4.Tumores/análise 

 

 

 



 

 

 

Summary 

 
Moraes MB. Analysis of the status of somatic  and p27Kip1 genes in tumors 
from patients with multiple endocrine neoplasia type 1 [dissertation] São 
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2012. 100p. 
 

Approximately 80% of cases with multiple endocrine neoplasia type 1 

(MEN1) harbor a germline mutation in the tumor suppressor gene MEN1, 

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 (11q13) 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 

p18), 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-MEN1germlinemutation; 2-11q13LOH; 3-Loss of 

somatic tumor suppressor gene p27Kip1/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 avanços apresentados pela biologia molecular nos 

últimos anos têm tido forte impacto nas áreas do diagnóstico e 

tratamento, cirúrgico e/ou medicamentoso, das doenças genéticas 

hereditárias em geral.  

As Neoplasias Endócrina Múltiplas (NEMs) são exemplos típicos 

desta situação. Assim, o rastreamento genético de mutações nos genes 

MEN1 e RET, responsáveis, respectivamente, pelas neoplasias 

endócrinas tipo 1 (NEM1) e tipo 2 (NEM2), permitiu a identificação e o 

tratamento de portadores de susceptibilidade à doença em idades 

precoces, nas quais os pacientes ainda não manifestam abertamente os 

sinais/sintomas clínicos da doença (fase assintomática). Essa abordagem 

genética tem contribuído à redução da mortalidade e morbidade dos 

pacientes e de seus familiares sob-risco, tanto na NEM1 como na NEM2 

(Toledo et al, 2006; Lourenço et al. 2007). 

 

 

1.1  NEMs 

 

As NEMs são síndromes clinicamente complexas, que envolvem 

diversos tumores, endócrinos e não-endócrinos, benignos e malignos. Os 

tumores associados às NEMs são geralmente múltiplos (ocorrem em 

diversos órgãos) e multicêntricos (vários tumores primários em um mesmo 

órgão) e podem se desenvolver tanto precocemente, (jovens/ 

adolescentes) como mais tardiamente (fase adulta), de forma sincrônica 

ou assincrônica. 
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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 

classificação das NEMs é usualmente feita de acordo com as glândulas 

afetadas e os genes envolvidos. Essas síndromes são caracterizadas pela 

presença de mutações que levam à inativação de genes de supressores de 

tumor (como no caso da NEM1), ou ativação de proto-oncogenes (como no 

caso da NEM2) envolvidos na regulação da proliferação celular (Marx, 

2005). As manifestações clínicas associadas às NEMs são decorrentes, 

sobretudo do excesso de hormônios produzidos pelos tumores ou pela 

massa tumoral. Por outro lado, há os tumores não-produtores que podem 

benignos ou malignos e frequentemente somente levam a sinais/sintomas 

devido aos efeitos secundários de sua expansão tumoral.  

Clínicas associadas às neoplasias endócrinas múltiplas são 

decorrentes sobretudo do excesso de hormônios produzidos pelos tumores 

ou pela massa tumoral. 
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Tabela 1: Caracterização Clínica e genética das Neoplasias Endócrinas Múltiplas 

Síndrome Principais Manifestações 

Clínicas 

Anormalidade genética 

Gene/lócus 

NEM1 

 

Adenomas hipofisários 

Hiperparatireoidismo primário 

Tumores das ilhotas 

pancreáticas/duodeno endócrino 

Tumores do córtex adrenal 

Angiofibroma cutâneo 

Lipomas 

Mutação inativadora do 

gene MEN1 (11q13) que 

codifica a proteína 

MENIN 

 

NEM2 

Carcinoma Medular de Tiróide 

Feocromocitoma 

Hiperparatireoidismo primário 

Mutação ativadora do 

proto-oncogene RET que 

codifica o receptor RET 

 

 

Neurofibromatose 

tipo 1 

Tumores endócrinos associados: 

Feocromocitoma 

Carcinoma medular de tiróide 

Hiperparatiroidismo primário 

Tumor carcinoide produtor de 

somatostatina 

Mutação inativadora do 

gene NF-1 (17q11.2) que 

codifica a proteína 

neurofibromin 

 

 

Von Hippel-Lindau 

 

Feocromocitoma 

Tumores das ilhotas pancreáticas 

Hemangioblastoma do  SNC 

Angiomas da retina 

Hipernefromas 

Cistos Viscerais 

Neurofibromas 

Mutação inativadora do 

gene VHL (3p25) que 

codifica a proteína 

elongina 

 

 

 

Complexo de 

Carney 

Pigmentação cutânea puntiforme 

Mixoma Cardíaco 

Mixoma cutâneo 

Doença adrenocortical  

pigmentar nodular primária 

Tumor de células de Sertoli 

Acromegalia 

Schawanoma 

Mutação inativadora do 

gene PRKAR1A (17q22-

24) identificada em 

algumas famílias 
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1.2  Neoplasia Endócrina Múltipla Tipo 1 

 

1.2.1  Conceito 

 

A NEM1 é uma doença rara de ocorrência usualmente familiar, mas 

também pode se apresentar eventualmente como esporádica e é 

caracterizada por sua complexidade clínica. As principais glândulas 

associadas a essa síndrome são: paratireoides, hipófise e pâncreas 

endócrino/duodeno (Figura 1). Seu diagnóstico é feito pelo reconhecimento 

clínico de tumores em pelo menos duas das três glândulas endócrinas-alvos 

nos casos-índice. Entretanto, atualmente mais de 20 diferentes neoplasias 

foram associadas à NEM1, incluindo neoplasias benignas e malignas, 

endócrinas e não-endócrinas, com presença de tumores funcionantes e não-

funcionantes (Tabela 2) (Marx, 2005). Usualmente, na segunda década de 

vida dos pacientes geneticamente predispostos (portadores de mutação 

germinativa no gene MEN1), há desenvolvimento de tumores benignos, 

enquanto a partir da 4ª década de vida, há um aumento significativo de 

ocorrência de tumores malignos, que podem apresentar alta agressividade 

levando à morte cerca de um terço (33%) destes pacientes (Wilkinson, 1993; 

Geerdink, 2003). 

Estima-se que a incidência na população da NEM1 varia de 0,01 a 2,5 

por 1.000. As manifestações clínicas da doença estão relacionadas com o 

órgão afetado e podem incluir efeitos de massa devido ao tamanho do 

tumor, hipersecreção hormonal e malignidade. 

A NEM1 familiar tem um padrão de herança autossômica dominante 

com elevada penetrância e expressividade clínica variável. O diagnóstico 

desta síndrome pode ser: clínico e/ou genético. Para a realização do 

diagnóstico clinico é necessário haver a identificação de um caso índice com 

NEM1 (presença de pelo menos duas das três glândulas alvo-principais 

envolvidas) e de um parente de primeiro grau com tumor em pelo menos 
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uma dessas três glândulas endócrinas alvos principais na NEM1 (Lourenço 

et al, 2002); e genético, pela identificação de mutação germinativa no 

principal gene responsável pela doença, o gene supressor de tumor MEN1 

(Brandi, 2001; Marx, 2005). A ausência de histórico familiar, é sugestiva de 

NEM1 esporádico, que se caracteriza pela associação coincidental de dois 

tumores NEM1-relacionados, sem a presença de mutação germinativa no 

gene MEN1. Além disso cerca de 10% dos casos resultam de mutação de 

novo. Existem algumas variantes clínicas conhecidas na NEM1, como a 

variante Burin, que se apresenta frequências elevadas de prolactinomas, 

carcinoides e hiperparatiroidismo primário (HPT), mas frequências bastante 

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

A NEM1 não apresenta regiões hot-spots no gene MEN1, sendo 

assim as mutações germinativas encontram-se espalhadas por toda a região 

codificadora do gene MEN1.  

Existem alguns pontos que ainda não foram adequadamente 

esclarecidos tais como a susceptibilidade diferencial dos pacientes aos 

vários tumores relacionados à NEM1, devido à grande variabilidade 

fenotípica intra e interfamilial em casos portadores de uma mesma mutação 

germinativa específica. 
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Tabela 2: Frequência de tumores endócrinos e não-endócrinos na NEM1 

TUMORES ENDÓCRINOS 

Adenoma de paratireóide (>90%) 

Tumores da hipófise anterior (20-40%): 

Prolactinoma (70%) 

Cossecretores (10%) 

Somatotropinoma (9%) 

ACTHoma (4%) 

TSHoma (raro) 

Não-funcionante (20%) 

Tumores entero-pancreáticos (35%-70%) 

Gastrinoma (40%-75%) * 

Não-funcionante, incluindo PP (20%)* 

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

Carcinoides  : 

Tímico (2%)* 

Brônquico (2%) 

Tumor gástrico (10%) 

Tumores Cortiço adrenais não funcionantes (25%) 

TUMORES NÃO-ENDÓCRINOS 

Lipoma (30%) 

Leiomioma (10%) 

Angiofibroma (85%) 

Colagenoma (70%) 

Ependimoma (1%) 

Meningeoma (5%) 
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* Potencial maligno superiores a 25% 

 

Figura 1: Ilustração das principais glândulas afetadas na NEM1 e NEM2 

(Marx 2005) 

 

 

1.3  Aspectos clínicos da NEM1 

 

1.3.1  Hiperparatireoidismo 

 

O hiperparatireoidismo primário (HPT) é a manifestação clínica mais 

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

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

hipersecreção do hormônio das paratireóides, paratohormônio (PTH). Há 

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

manifestação ocorre ao redor dos 20 anos (Metz et al,1994, Burgess et al,1999). 
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Os achados clínicos mais frequentes do HPT relacionado à NEM1 são 

nefrolitíase, fraqueza muscular, artralgias, alterações do estado mental como 

depressão, dor óssea, anorexia, constipação e dor abdominal. A osteoporose 

diagnosticada em idade precoce é uma doença freqüente 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 primária 

das paratireóides estejam relacionados às NEMs (Delellis, 1995). O 

diagnóstico de HPT é usualmente realizado por dosagem cálcio sérico que 

se encontra elevado, associada a hipercalciúria e a níveis séricos de PTH 

elevados, enquanto os níveis de fosfato sérico estão baixos.  

A lesão histológica das paratireóides mais frequentemente 

observadas na NEM1 é a hiperplasia difusa ou nodular e mais tardiamente 

mudanças adenomatosas podem também ser encontradas (Gagel, 1998). 

O quadro clínico 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 cirúrgico, entretanto 

ainda não existe um consenso claro sobre o melhor momento para a 

cirurgia. Nesse sentido, os critérios utilizados para o manejo clínico-cirúrgico 

dos casos HPT/NEM1 são os mesmos estabelecidos no último consenso 

sobre HPT/esporádico (Bilezikian, 2002). 

Há dois procedimentos cirúrgicos para o tratamento do HPT/NEM1:  

a)  paratireoidectomia subtotal; 

b) paratireoidectomia total seguida de enxerto de uma tecido 

paratireoidiano no antebraço não dominante.  

 

Levando-se em conta o acometimento multiglandular (Figura 2) e as 

altas taxas de recidiva em casos NEM1, o tratamento cirúrgico indicado é 

mais extenso que a adenomectomia, usualmente realizada no HPT 
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esporádico. Dessa forma, a abordagem cirúrgica que vem sendo utilizada 

com sucesso no Hospital das Clínicas da FMUSP-SP em casos com 

HPT/NEM1 é a paratireoidectomia total seguida por implante de tecido 

fragmentado paratireoideano no antebraço não-dominante (Montenegro, 

2005). 

A monitoração da qualidade do implante é realizada por meio de 

dosagens de PTHe e cálcio. Uma desvantagem da paratireoidectomia total é 

a ocorrência de hipoparatireoidismo pós cirúrgico uma vez que o implante 

começa usualmente a funcionar entre 6 e 12 semanas após a cirurgia. 

Os principais objetivos do tratamento no HPT/NEM1 são:  

a) obter e manter níveis/ concentração séricos normais de PTH e 

cálcio; 

b) evitar a hipocalcemia; 

c) excluir o estímulo hipercalcêmico crônico sobre o gastrinoma e 

excluir o estímulo deletério do PTH sobre a massa óssea e prevenir 

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

 

  HPT esporádico                                             HPT/NEM1 

 

Figura 2: Cintilografia evidenciando o acometimento uniglandular no HPT 

esporádico e o multiglandular em casos com NEM1 
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1.3.2  Tumores Entero-Pancreáticos na NEM1 

 

Os tumores entero-pancreáticos (TEPs) ocorrem em 30-80% dos 

pacientes com NEM1, com sua penetrância variável dependendo da 

população estudada (Trump, 1996; Marx, 2005; Grama, 1992).  

 

1.3.2.1 Gastrinoma 

Os gastrinomas são tumores secretores de gastrina, sendo 

encontrados em 40-75% dos casos. Esses tumores associados à NEM1 são 

predominantemente duodenais, múltiplos e com baixas taxas de cura.  

O tratamento preconizado para o gastrinoma relacionado à NEM1, 

consiste na administração de bloqueadores de bomba de prótons para o 

controle da hipersecreção gástrica, seguido de tratamento cirúrgico (Marx et 

al, 1998), sendo o objetivo a redução de metástases hepáticas uma vez que 

a cura total é dificilmente alcançada. Mais recentemente, tem-se 

preconizado cirurgias mais precoces em casos com tumores pancreático-

duodenais com aproximadamente 1cm (Ackerstrom, 2012).  

 

1.3.2.2  Insulinoma 

O insulinoma é um tumor originário das células beta das ilhotas 

pancreáticas, sendo o tumor de células das ilhotas mais frequente na 

população geral (Delcore et al, 1994). Na NEM1 é o segundo tumor 

pancreático mais prevalente, após o gastrinoma. 

A verdadeira incidência de insulinoma é desconhecida e estima-se 

que seja de 4 casos por 1 milhão na população geral com predominância 

igual em ambos os sexos (Delcore et al, 1994). A maioria dos tumores 

esporádicos é benigna (90%). Somente 10% a 15% dos insulinomas são 

malignos, com invasão capsular e vascular. 
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Os insulinomas na NEM1 diferem dos esporádicos por se 

apresentarem mais precocemente, na 3º e 4º década (os esporádicos 

geralmente aparecem na 5º década); são geralmente múltiplos; têm maior 

incidência de malignidade; ausência de ocorrência de insulinoma/NEM1 

extrapancreático e por apresentarem maiores taxas de recorrência pós-

cirúrgica.  

O diagnóstico é realizado através de dosagens das concentrações de 

insulina plasmática elevadas e níveis baixos de glicose plasmática, não 

havendo diferenças no diagnóstico laboratorial entre o insulinoma 

esporádico e insulinoma associado à NEM1. 

O tratamento do insulinoma é cirúrgico, basicamente com o objetivo 

de preservar as funções endócrinas e exócrinas pancreáticas e o alívio de 

sintomas hipoglicêmicos. Assim, a pancreotectomia parcial é recomendada 

para os casos esporádicos, enquanto a pancreatectomia subtotal (ou mesmo 

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

 

1.3.2.3  Adenomas hipofisários 

Os tumores hipofisários relacionados à NEM1 são usualmente 

detectados entre 17 e 65 anos de idade, tal como nos esporádicos (13 a 75 

anos). Em geral, menos de 5% dos adenomas hipofisários e 2 a 3% dos 

prolactinomas estão relacionados à NEM1 (Corbetta, 1997). 

A penetrância de tumores hipofisários na NEM1 (HIP/NEM1) é 

bastante variável, oscilando entre 18-40% (Verges, 2002; Benson, 1987; 

Samaan, 1989). Aproximadamente 80% dos HIP/NEM1 são 

macroadenomas, em contraste com 42% de macroadenomas encontrados 

nos casos com HIP esporádicos (HIPe) (Verges, 2002). Outra característica 

específica dos HIP/NEM1 é se apresentarem como multicêntricos e pluri-

hormonais (Verges, 2002). 

O diagnóstico clínico e laboratorial segue os mesmos padrões tanto 

para os adenomas hipofisários associados à NEM1 como para os adenomas 
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hipofisários esporádicos. Dos diversos subtipos de tumores hipofisários, os 

mais frequentemente associados à NEM1 são os prolactinomas, adenomas 

hipofisários secretores de GH, adenomas hipofisários secretores de ACTH e 

adenomas na funcionantes nas seguintes proporções 76%, 5%, 6% e 20% 

(Metz et al, 1994; Corbetta et al, 1997). 

O tratamento dos adenomas hipofisários associados NEM1 não difere 

do aplicado em adenomas hipofisários esporádicos.  

 

 

1.3.2.4  Outros tumores na NEM1 

Além dos tumores clássicos, cerca de 20 tumores endócrinos e não-

endócrinos foram identificados em pacientes com NEM1 e relacionados a 

essa síndrome. (Marx, 2005). Dentre eles podemos citar: tumor carcinoide 

tímico e brônquico, tumores adrenais e tumores carcinoides gástricos. 

Devido à ampla variabilidade de tumores e manifestações clínicas nesta 

síndrome, a NEM1 é hoje considerada uma doença complexa e 

multissistêmica (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 básicos para o diagnóstico e as 

condutas terapêuticas para essas entidades. Quanto à NEM1, neste 

Consenso propõe-se:  

a)  seguimento anual bioquímico associado a seguimento com 

exames de imagem a cada três 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)  há controvérsias quanto à indicação de tratamento cirúrgico dos 

gastrinomas;  

e)  o diagnóstico gênico na NEM1 é importante, mas não orienta 

diretamente a conduta cirúrgica. 

 

 

1.5  Critérios para rastreamento genético NEM1 

 

Segundo os critérios do Consenso sobre NEMs (Brandi, 2001), há 

recomendação para a análise de mutação no gene MEN1 dos seguintes 

casos:  

a)  pacientes-índices com NEM1 (>2 tumores NEM1-relacionados);  

b)  parentes de primeiro grau de casos-índices com NEM1; e  

c)  casos que apresentem tumores múltiplos de paratireóides antes de 

30 anos de idade, ou tumores neuro-endócrinos pancreáticos 

múltiplos em qualquer idade. 

 

 

1.6  Mortalidade na NEM1 

 

Os tumores carcinóides e gastrinomas são as principais causas de 

morte em pacientes com NEM1 (Teh, 1997 e 1998). Mais de 90% dos 

tumores carcinóides associados à NEM1 (geralmente afetando o  timo) são 

malignos (Teh, 1997 e 1998; Gibril, 2003). Entretanto, estes tumores são 

relativamente raros na NEM1, com penetrância de aproximadamente 10%. 
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Por outro lado, apesar de os gastrinomas terem menor prevalência de 

malignidade comparada a dos carcinóides (60%; Kouvaraki, 2006), eles 

podem estar presentes em até 75% dos casos com NEM1, dependendo da 

população analisada. Assim, o gastrinoma é considerado o principal tumor 

associado à mortalidade na NEM1 (Kouvaraki, 2006). 

A ocorrência de metástases nesta síndrome é associada à redução 

significativa da idade média de sobrevida em casos com NEM1 (55,4 anos 

para homens e 46,8 anos para mulheres), quando comparada à expectativa 

de vida da população não afetada (> 70 anos; Geerdink, 2003). 

 

 

1.7  Aspectos Moleculares 

 

1.7.1  Clonagem do gene MEN1 

 

As neoplasias ocorrem em decorrência da ativação de proto-

oncogene e/ou então pela inativação de genes supressores de tumor 

(Hanahan D, 2000). Os primeiros transcrevem fatores que induzem o 

crescimento celular e mitose, enquanto os segundos transcrevem proteínas 

que regulam e controlam esses processos (chamadas proteínas 

supressoras de tumor) (Marx, 2005).  

A NEM1 é uma doença autossômica dominante causada pela 

inativação do gene supressor de tumor MEN1 (U93236, Genbank). A 

localização do gene MEN1 foi estabelecida por análise de perda de 

heterozigose (LOH) em tumores entero-pancreáticos 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 ausência de bandas do cromossomo 11 (Larsson, 

1988). Estudos de ligação subseqüentes reduziram para 2 centiMorgan (~2 
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Megabases de DNA) a região cromossômica envolvida (Lubensky, 1996; 

Bale, 1989; Janson, 1991; Courseaux, 1996; Nakamura, 1989; Thakker, 1989).  

Aproximadamente 10 anos após o trabalho original de Larsson et al 

(1998), estudos utilizando técnicas de clonagem posicional isolaram o gene 

MEN1 no braço longo do cromossomo 11, região 1, sub-região 3 (11q13) 

(Lemmens, 1997; Chandrasekharappa, 1997). Análises desses gene MEN1 

em pacientes com NEM1 familiar e esporádica documentaram mutações 

germinativas e somáticas, confirmando sua associação com a doença. Os 

resultados observados de mutações germinativas associadas à LOH em 

tumores NEM1 fundamentam a hipótese que o MEN1 é um gene supressor 

de tumor (Knudson, 1971).  

 

1.7.2  Proteína MENIN, codificada pelo gene MEN1 

 

O gene MEN1 possui 9,2 Kb e consiste de 10 éxons. Codifica uma 

proteína de 610 aminoácidos chamada MENIN, mutações encontradas neste 

gene são em éxons e íntrons. Análises das seqüências clonadas mostraram 

não haver motivos repetitivos nessa proteína, porém 28 pontos de 

fosforilação foram encontrados; dentre eles 2 foram identificados em 

mutações causadoras da doença. A MENIN  é uma proteína muito diferente 

de todas outras proteínas já clonadas em humanos até o momento. Por esse 

motivo, existe significativa dificuldade em traçar paralelos para obtenção de 

informações sobre a função dessa proteína. O que se sabe a respeito de sua 

função é oriundo de estudos in vitro (Marx SJ, 2005). 

A MENIN é expressa de forma variável tanto em tecidos endócrinos, 

como em tecidos não-endócrinos. Em adultos, a MENIN parece ser expressa 

de forma mais intensa em certos tecidos como o endométrio uterino 

(Ikeo, 2000).  

Ha evidências que a proteína MENIN se localiza no núcleo celular, 

porém pode também ser encontrada no citoplasma durante a divisão celular 
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HEK 293, (Huang, 1999), cuja função exata ainda não é totalmente 

conhecida. A MENIN interfere no sistema de reparo de DNA. Tratamentos 

químicos em células de pacientes com NEM1 apresentaram maiores taxas 

de alterações cromossômicas espontâneas e mitoses com divisões 

centroméricas prematuras (Scappaticci, 1991). Outro estudo demonstrou 

que células que superexpressavam MENIN apresentavam um atraso em seu 

ciclo celular, quando expostas a tratamentos químicos (Ikeo, 2000). A 

maneira como a proteína MENIN estaria agindo no controle do ciclo celular e 

no reparo de DNA ainda não foi esclarecido. 

O mecanismo que regula a proliferação celular sob ação da MENIN 

ainda não foi completamente estabelecido, entretanto deve estar ligado às 

diversas proteínas com as quais a MENIN interage. Recentemente, dados 

da literatura demonstraram que a MENIN interage com o fator de transcrição 

junD, participando da proliferação celular. Três domínios da proteína MENIN 

são cruciais para a interação do complexo MENIN-JunD, os 40 aminoácidos 

da região N-terminal e duas da região central, nas posições 

respectivamente, 139 a 142 e 323 a 428 (Marx, 2005). 

Estudos utilizando fungos duplo-híbridos mostraram ligação e 

acoplamento entre MENIN e Jun-D. A proteína Jun-D dimeriza com outras 

proteínas da sua família ou com proteínas da família Fos para formar o fator 

de transcrição AP-1 (Agarwal, 1999). A MENIN suprime a atividade de 

transcrição dependente do junD na célula intacta, embora não se saiba 

como contribui para sua atividade reguladora do crescimento celular. A 

MENIN também interage com o SMAD3, um fator de transcrição envolvido 

na via de sinalização do TGBF-B, entre outras proteínas (Greenspan, 2006) 

(Figura 3). Quando ocorre a mutação, leva a mudanças significativas na 

conformação e de sua função ocorrendo a inativação da proteína MENIN, 

levando a super transcrição e consequentemente o desenvolvimentos de 

neoplasias. (Figura 4) 
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Figura 3: Ação da proteína MENIN integra associada ao fator de transcrição 

JunD, a MENIN revertendo o efeito da JunD na indução ao crescimento e ao 

inicio do ciclo celular 
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Figura 4: Ação da MENIN em indivíduos com NEM1 (Marx, 2005)   
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Recentemente, interações entre a MENIN e outras proteínas 

nucleares foram relatadas. Interações com Pem, Nm23 e os genes 

homeoboxes hPEPP1 e hPEPP2 foram descritas (Balogh, 2006). Interações 

da MENIN com RPA2 (uma proteína necessária na replicação, 

recombinação e reparo de DNA também foram verificadas. Foi mostrado 

também que a MENIN interage diretamente em promotores de genes, 

regulando sua expressão (Marx, 2005). Essas novas interações da MENIN 

com outras proteínas nucleares poderão trazer novos esclarecimentos sobre 

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

 

 
 
Figura 5: O produto do gene MEN1 é a proteína supressora de tumor 

chamada MENIN. Por exercer funções essenciais, como controle do ciclo e 

do crescimento celular, regulação da transcrição gênica através de 

interações 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) regulação da transcrição gênica;  

d) regulação da apoptose;  

d) estabilidade genômica;  

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 inativação do gene MEN1 (knock-out). Os 

camundongos duplo homozigotos apresentam um fenótipo embriológico letal 

entre os dias 11,5 e 12,5. Já os heterozigotos, apresentam tumores de 

pâncreas (insulinomas), paratireóide (adenomas) e hipófise (prolactinomas), 

as quais são características bastante semelhantes às encontradas em 

pacientes com NEM1; exceção feita à ausência de gastrinomas no modelo 

animal (Crabtree, 2001 e 2003).  

O estudo de linhagens de camundongos provenientes do cruzamento 

de animais MEN1 -/- e JunD -/- proporcionou um melhor entendimento sobre 

a interação entre essas duas proteínas. A JunD é um fator de transcrição da 

família de proteínas ativadoras – 1 (AP-1) e está envolvida na indução da 

transcrição gênica e da mitose (Agarwal, 1999). Estudos funcionais 
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mostraram que a MENIN pode ser encontrada associada à JunD, formando 

um complexo MENIN/JunD. Quando associadas, a MENIN reverte o efeito 

da JunD na indução ao crescimento e ao início do ciclo celular (Yazgan, 

2001). Foi mostrado que quando isolada, a JunD tem características de 

proteína promotora de crescimento, entretanto quando associada à MENIN, 

passa a ter características de supressora de crescimento (Agarwal, 1999). 

Assim, ficou demonstrado que a proteína MENIN exerce importante função 

antitumorigênica através de sua associação com a JunD.  

 

 

1.9  Tumorigênese 

 

Sabemos que a tumorigênese é um processo bastante complexo e 

que freqüentemente envolve inativação de diversos genes supressores de 

tumor e ativação de proto-oncogenes, como podemos ver nos modelos de 

tumorigênese de diversos cânceres, como o câncer de cólon e mama, assim 

como de tumores endócrinos como os da córtex da adrenal e hipófise, por 

exemplo, (Figura 6). 
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Figura 6: Modelo multistep da tumorigênese em tumores Hipofisários. Nota-

se a ocorrência de diversos eventos genéticos que controlam a evolução de 

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

 

 Quanto à NEM1, apesar dos achados genéticos, nosso conhecimento 

sobre a gênese e progressão dos tumores dessa síndrome se limita à perda 

somática do alelo selvagem (11q13-LOH), como descrito a seguir. 
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 De acordo com a hipótese de Knudson, o desenvolvimento de tumores 

em pacientes com NEM1 familial ocorre por uma seqüência de dois eventos 

mutacionais, sendo que o primeiro evento refere-se a uma mutação herdada 

(mutação germinativa). Assim, todas as células do corpo dos portadores 

possuem um alelo desse gene inativado. O segundo evento mutacional 

(deleção mutação somática, metilação) ocorre geralmente a partir dos 20 

anos de idade, nos tecidos afetados pela doença (glândulas paratireóides, 

hipófise e pâncreas endócrino). Assim, as glândulas dos pacientes com NEM1 

acumulam uma mutação em cada alelo, levando à inativação completa do 

gene MEN1 e conseqüentemente inativação da MENIN (Figura 7). O 

descontrole do ciclo celular causada pela ausência da proteína MENIN nas 

células dessas glândulas leva ao desenvolvimento de hiperplasias, adenomas 

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

Esse processo de tumorigênese, baseado em dois eventos 

mutacionais, foi primeiramente proposto por Knudson para o retinoblastoma 

(Knudson 1971). Segundo esse processo, o indivíduo que herdar uma 

mutação germinativa no gene MEN1 tem, desde o nascimento, 

predisposição aos tumores NEM1-relacionados. Assim, indivíduos com 

NEM1 geralmente apresentam tumores em idades mais precoces do que 

nos casos esporádicos, cujos tumores desenvolvem de forma aleatória e 

somente após a ocorrência de duas mutações somáticas (Marx, 2005). 
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Figura 7: Tumorigênese 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 

 

Análises de perda de heterozigose (LOH) do locus do gene MEN1 

(11q13) revelaram que o alelo normal do gene MEN1 é inativado 

(segundo evento mutacional, somático) em tumores de pacientes com 

NEM1. Esses estudos que mostraram a inativação bialélica de gene 

supressor de tumor (Larsson, 1988) vêm ampliando o painel de tumores 

relacionados à NEM1 e, assim, podem gerar dados que informam ao 

clínico sobre outros possíveis tumores que devem ser rastreados nos 

exames clínicos desses pacientes, proporcionando assim uma melhor 

prevenção e tratamento desses tumores.  

2º evento mutacioal, 

deleção, metilação, 

mutação somática 
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Estudos somáticos também podem revelar novos genes que 

eventualmente podem estar inativados e, assim, podem participar do 

processo multistep da tumorigênese da NEM1, aumentando nosso 

conhecimento sobre as vias de supressores de tumor que estão envolvidas 

na patogênese dessa doença. 

 

 

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

 

Apesar do MEN1 ser o principal gene responsável pela NEM1, há 

ausência de mutações em 10-30% dos casos hereditários, o que geralmente 

é atribuída à:  

a)  variação de sensibilidade dos métodos laboratoriais empregados;  

b)  presença de mutações fora da região codificadora do gene; e  

c)  presença de grandes deleções, que não são identificados via PCR 

(Cavaco, 2002). 

 

Entretanto, mais recentemente se tem sugerido que a ausência de 

mutações no gene MEN1 em casos com NEM1, ao invés de ser causada por 

limitações técnicas para detecção de mutações, seria causada por uma 

heterogeneidade genética nessa doença. Um extenso estudo analisou 

(através das técnicas de MPLA / MRC Holland e PCR de longo alcance) a 

presença de eventuais grandes deleções e mutações na região promotora de 

101 casos com diagnóstico clínico de NEM1 sem mutação no gene MEN1; e 

apenas uma grande deleção foi encontrada (Vaidya, 2007). Nesse artigo, os 

autores sugerem que a presença de um evento germinativo em outros genes 

que não o MEN1 estaria envolvido na determinação do fenótipo da NEM1 

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

doenças NEM1-relacionadas 

 

Seguindo a indicação da provável existência de genes ainda não 

identificados associados à NEM1, estudos recentes rastrearam mutações 

em novos genes candidatos e confirmaram a hipótese da NEM1 ser uma 

doença com heterogeneidade genética. Neste contexto, trata-se de uma 

hipótese plausível pensar que, outras vias (além da supressora de tumor 

MEN1) estariam influenciando a tumorigênese na NEM1, desta forma 

incluímos neste estudo análise somática dos genes CDKN1B e AIP. 

 

1.12.1 Gene p27(Kip1)/CDKN1B 

 

Nas décadas de 70 e 80, o gene p27(Kip1)/CDKN1B foi intensamente 

estudado em diversos tipos de tumores humanos. Um extenso estudo 

analisou 432 tumores: leucemia, sarcomas, próstata, testicular, gástrico e 

endometrial, e nenhuma mutação patogênica foi identificada, verificando que 

mutações no gene p27(Kip1)/CDKN1B são muito raras (Kawamata, 1995). 

Esse resultado negativo levou a uma redução dos estudos de análise 

molecular de p27(Kip1)/CDKN1B, entretanto estudos de expressão 

mostraram perda de p27 associada a pior prognóstico. 

Em relação aos estudos de expressão de p27 em 203, carcinomas 

hepatocelular e 149 carcinomas coloretal por hibridização in situ (cDNA) e 

expressão protéica por imunohistoquímica, verificou-se a redução ou 

ausência de expressão de p27. Tumores com baixa expressão de p27 

apresentam aumento da degradação proteolítica de p27. A baixa expressão 

ou ausência de p27 está associada com maior agressividade do tumor e/ou 

pior prognóstico. (Tannapfel, 2000). 
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Em 2007, Pellegata et al relataram uma família com NEM1 em 3 

gerações (HPT, acromegalia e tumor renal) que não apresentava mutação 

no gene MEN1. Essa família possuía uma mutação germinativa no gene 

p27(Kip1)/CDKN1B que por ter um fenótipo similar a NEM1 foi denominada 

NEM1-like (Pellegata, 2006). Logo após, outro estudo confirmou o 

envolvimento de mutações no gene p27(Kip1)/CDKN1B em casos com NEM1 

(Georgitsi, 2007). A partir desses estudos, novas mutações no gene 

CDKN1B foram identificadas e até o momento foram descritas seis 

mutações diferentes neste gene (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Mutações descritas na literatura no gene CDKN1B 

 

 

O gene p27(Kip1)/CDKN1B codifica uma proteína inibidora de quinase 

dependente de ciclina (p27), envolvida na regulação do ciclo celular. Está 

localizado no braço curto do cromossomo 12, região 1, sub-região 3 (12p13), 

contém 3 éxons. Estudos de animais knock out para esse gene indicaram sua 

associação com a tumorigênese hipofisária: esses animais desenvolveram 

hiperplasia/tumor hipofisário aos 3 meses de idade e gigantismo (aumento de 

diversos órgãos) (Fero, 1996; Kiyokawa, 1996).  

Estudos funcionais demonstraram que a proteína MENIN (codificada 

pelo MEN1) é capaz de controlar a expressão do gene p27(Kip1)/CDKN1B), 
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indicando uma via celular comum para tumorigênese da NEM1 em casos 

com mutação no gene MEN1 e p27Kip1 (Karnik, 2005; Fontaniere, 2006). 

Quando, o gene MEN1 não está mutado codifica uma proteína Menin 

íntegra, que forma um complexo com a metiltrasferase (MLL) e RNA 

polimerase II (POL II) e regula a transcrição de p27Kip1 através da 

desmetilação das histonas (Karnik, 2005). Por sua vez, a atividade de 

p27Kip1 e outras proteínas como a p15, p18 e p21 inibe o complexo 

Ciclina/CDKs e, assim, impede a fosforilação da proteína retinoblastoma 

(Rb). O Rb não fosforilado seqüestra o fator de transcrição E2F (responsável 

pela ativação da passagem da fase G1 para a fase S), controlando assim o 

ciclo celular (Figura 8). 

 

 
 

Figura 8: Interação da proteína 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 região 

codificadora (éxon 1) do gene p27Kip1, mais especificamente em um 

domínio de ligação de p27 com p38, uma proteína envolvida na degradação 

de p27 (Tomoda, 1999; Shiraso, 2009). Esta variante polimórfica p.V109G é 

a mais comum deste gene e foi anteriormente associada a um pior 

prognóstico, maior risco invasão e progressão tumoral. A outra variante é o 

c.-79C>T se localiza na região não transcrita do gene p27Kip1 (5‟ UTR) e foi 

anteriormente associado a um maior risco de câncer de próstata (Chang BL, 

2004) (Figura 9). 

 

 

Figura 9: Representação do gene p27Kip1, com a presença dos 

polimorfismos V109G e C-79C>T 

 

1.12.2 Gene AIP (XAP2, ARA9) 

 

Mutações germinativas e inativadoras no gene AIP (aryl hydrocarbon 

receptor-interacting protein) foram identificadas em aproximadamente 15% 

das famílias com tumor hipofisário isolado e em 50% das famílias com 

acromegalia isolada (Vierimaa, 2006; Daly, 2007; Toledo, 2007b). 

Georgitsi et al também reportaram dois casos clinicamente 

diagnosticados com NEM1 sem mutação no gene MEN1, mas com mutação 

germinativa no gene AIP (Georgitsi, 2007). Recentemente, foi identificada em 

nosso laboratório uma nova mutação germinativa no gene AIP, p.Y268X, que 

estava presente em amostras de DNA de dois irmãos que desenvolveram 

acromegalia devido a um adenoma hipofisário secretor de GH (Toledo, 

p.V109G 
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2007b). Também identificamos um caso com diagnóstico sugestivo de NEM1 

atípico (tumor hipofisário e carcinoma adrenocortical) com a mutação 

germinativa p.R81X no gene AIP (Toledo,2010). 

O gene AIP, também chamado XAP2 ou ARA9, codifica uma proteína 

com o mesmo nome, que a partir de sua interação com o receptor aril 

hidrocarbono (AHR), está ligada à via de degradação de poluentes (Meyer, 

2000). Foi clonado e seqüenciado em 1996, está localizado próximo ao gene 

MEN1, no braço longo do cromossomo 11, região 1, sub-região 3.3  (11q13.3). 

 

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

 

Assim como o gene CDKN1B/p27Kip1, outros genes (CDKN2B, 

CDKN2C, CDKN1A) que codificam proteínas inibidoras de quinases 

dependentes de ciclinas (p15, p18 e p21) foram recentemente também 

estão associados à NEM1. Mutações nesses genes foram identificadas 

pelo mesmo grupo que clonou o gene MEN1, coordenado pelo dr. Steve 

Marx (Agarwal, 2009). Através da inibição das quinases dependentes de 

ciclinas 2, 4 e 6 esses genes possuem papéis importantes no controle do 

ciclo celular. 

A progressão do ciclo celular, da fase G1 para a fase S, ocorre pela 

ativação do fator de transcrição E2F. A ativação de E2F é regulada por 

quinases dependentes de ciclina que fosforilam a proteína retinoblastoma 

(Rb), que então libera e ativa E2F. Por sua vez, a atividade das quinases 

dependentes de ciclina são controladas por p27 e outras proteínas como a 

p15, p18 e p21 – chamadas de inibidoras de quinases dependentes de 

ciclina. Portanto, p27, p15, p18 e p21 são proteínas que regulam 

diretamente o ciclo celular, sendo assim chamadas supressoras de tumor. 

Mutações inativadoras nos genes que codificam tais proteínas causam 

superatividade das quinases e descontrole do ciclo celular, levando à 

tumorigênese (Figura 10). 
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Figura 10: Genes envolvidos na regulação do ciclo celular. (CDKN2B/p15, 

CDKN2C/p18, CDKN1A/p 21, CDKN1B/ p27) recentemente associados à 

NEM1 

 

 

1.13 Metodologia para análise de perda de heterozigose 

(LOH) 

 

Existem algumas abordagens para se estudar a perda de 

heterozigose em tumores, as quais serão discutidas neste estudo. 

 

1.13.1  Polimorfismos de microssatélites 

 

A análise de microssatélites é a metodologia mais conhecida e 

utilizada nestas análises. 
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Os marcadores de micro-satélites são um dos marcadores mais 

polimórficos encontrados no genoma, sendo caracterizados por uma 

sequência de 1 a 6 nucleotídeos de comprimento, que podem estar 

repetidas em tandem.  

Os marcadores de microssatélites apresentam vantagens, quando 

comparados com outros tipos de marcadores, pois eles são altamente 

informativos, o que permite a discriminação entre homozigoto e heterozigoto. 

 

1.13.2  Análise de perda de heterozigose por análise de mutação 

 

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 análise de mutação . 

 Esta é uma metodologia realizada através de sequenciamento 

gênico, onde já é conhecida a mutação germinativa do paciente, como nos 

casos com NEM1, nos quais todas as mutações são encontradas em 

heterozigose. A análise de LOH é feita no ponto especifico da mutação.  

A figura 11 abaixo representa esta análise. Na coluna da esquerda 

representa análise do sangue do paciente onde a seta indica a presença de 

dois alelos. Na coluna da direita, representa análise de LOH de tumores na 

qual a seta indica a presença de apenas um alelo, ou seja, LOH no tecido 

estudado. 
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Figura 11: Análise de LOH por seqüenciamento gênico, análise em pontos 

específicos, na qual a mutação já é conhecida 
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Pesquisar eventos moleculares somáticos (mutação, perdas 

cromossômicas) dos genes MEN1, p27Kip1/CDKN1B e AIP, em tecidos 

tumorais de pacientes com mutação germinativa e verificar, assim, seu 

envolvimento no processo multistep da tumorigênese dessa síndrome. 

 

 



 

 

 

3  PACIENTES 
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Amostras de DNA de leucócitos e tumores de trinta e oito pacientes 

do HC-FMUSP com NEM1, previamente diagnosticados clínica e 

geneticamente com NEM1 por nosso grupo (Toledo, 2007; Lourenço DM, 

2006) foram incluídos nesse estudo. Ao total, DNAs de 145 tecidos tumorais 

foram extraídos, sendo: 60 hiperplasias/tumores da paratireóide, 15 

carcinoides, 22 tumores entero-pancreáticos, 5 tumores de duodeno, 3 

tumores adreno-corticais, 1 tumor hipofisário e 22 tumores de pele. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

4  MÉTODOS  
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Os experimentos envolvidos nesse projeto foram realizados no LIM25, 

Unidade de Endocrinologia Genética, Endocrinologia, HC-FMUSP, e todos 

os pacientes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido aprovado 

pela Cappesq. O presente projeto foi também aprovado por este Comitê de 

Ética.  

 

 

4.1  Extração de DNA  

 

As amostras de DNA de tecidos neoplásicos foi realizada, através de 

duas metodologias diferentes, extração de DNA de tumores coletados 

durante o procedimento cirúrgico, e tumores vindos da seção de Patologia 

cirúrgicas do HC-FMUSP em blocos de parafina. O DNA dos tumores 

emblocados foi extraído com pré-incubação com Xilol e posterior uso de Kit, 

enquanto o DNA dos tumores congelados foram extraídos por kit ou Fenol e 

Clorofórmio, de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante (Sigma e 

Gerba).  

Para padronização do método, foram utilizados tecidos com lesões no 

pulmão, pâncreas, barriga, nariz, lábio, paratireóides (direita e esquerda), 

lesões de tórax 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 quantificação, foi realizada a 

diluição das amostras para que a concentração final de DNA destas 

amostras ficasse em torno de 100 ng/l. 

 

 

4.3  Amplificação gênica 

 

As reações de PCRs (Polymerase Chain Reaction) realizadas para 

análise de perda de heterozigose e mutação somática do gene 

p27(Kip1)/CDKN1B amplificaram toda a região codificadora do gene 

p27(Kip1)/CDKN1B (2 éxons), assim como as fronteiras éxons/íntrons.  

A reação de PCR foi otimizada sob as seguintes condições: Buffer 1 X 

(200 mmol Tris-Hcl com pH 8.4 e 500 mmol/l de Kcl) e MgCl2 2 mM; 0,2 mM 

de dNTP (Mix dNTP‟s 25 mM) (Kit Invitrogen, Brasil); 200 ng de DNA 

genômico, 0,2 μM de cada um dos oligonucleotídeos iniciadores (senso ou 

reverso) e 1 U de Taq DNA polimerase. 

Um único programa de 30 ciclos foi padronizado para todas PCRs nas 

seguintes condições: Buffer 1X (200 mmol Tris-HCL com pH 8.4 e 500 

mmol/l de Kcl) e Mgcl2 2Mm; 0,2Mm DE Dntp (Mix dNTP’s 25 mM) Kit 

Invitrogen , Brasil); 200ng de DNA (tecido tumoral), e 0,2 μM de cada um 

dos oligonucleotídeos iniciadores (senso ou reverso) e 1U de Taq DNA 

polimerase.  
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4.4  Purificação dos produtos de PCRs 

 

Os produtos de PCRs foram primeiramente purificados com uso de 

enzima ExoSAP-IT (USB Cooperation), para cada 5μl do produto de PCR 

foram adicionados 2μl de ExoSAP-IT e digerido por 1h 37°C, seguido por 

15min por 80°C.  

 

  

4.5  Reação de sequenciamento  

 

O kit Big dye é constituído de nucleotídeos (dATP, dGTP, dCTP, 

dTTP), buffer, cloreto de magnésio, Ampli Taq DNA polimerase FS e os 

dideoxinucleotídeos (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) ligados à moléculas 

fluorescentes de alta sensibilidade denominadas dicloro-rodaminas. As 

dicloro-rodaminas dicloro R6G, dicloro ROX, dicloro R110 e dicloro TAMRA 

são ligadas respectivamente às ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP. As dicloro-

rodaminas são moléculas aceptoras de fluorescência e são ligadas por sua 

vez a moléculas doadoras de fluorescência, a 6-carboxi-fluoresceína (6 FAM). 

As reações de seqüenciamento foram realizadas para um volume final 

de 10 l contendo: 1 L de Big dye, 2 L de tampão 5X, 1 L do 

oligonucleotídeo senso ou reverso (5 pmol/L), 4-6 ul do produto de PCR 

purificado completando-se o volume final para 10 L com água Milliq. 

O programa de PCR utilizado para o seqüenciamento foi o seguinte: 

1 a fase -  temperatura de denaturação: 94º C 3 min.; 

2 a fase -  temperatura de denaturação: 94º C 30 seg.; 

3 a fase -  temperatura de anelamento: 50º C 4 min.; 

4 a fase -   29 ciclos repetitivos, partindo da 2 a até a 3 a fase  



Métodos 

 

 

42 

4.6  Reação de precipitação  

 

A-  Para cada amostra contendo 10μl de reação de sequenciamento foram 

acrescentados: 1,0μl de EDTA 125mM; 1,0μl de Acetato de sódio 3mol; 

25μl Etanol absoluto;  

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

temperatura ambiente por 15 min. protegida da luz;  

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

seguido de remoção de todo o sobrenadante;  

D-  Foram adicionados 35μl; seguido de 15 min. de centrifugação 1650g a 4°C;  

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

F-  As amostras foram secas em banho seco.  

 

 

4.7  Seqüenciamento  

 

Para o seqüenciamento, utilizamos o seqüenciador ABI-3130XL 

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

 

  

4.8  Análise do seqüenciamento  

 

As análises dos eletroferogramas foram realizadas através de 

softwares de edição de seqüências (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: análise de 

regiões polimórficas nos genes candidatos e analise de marcadores de 

microssatélite que flanqueiam as regiões cromossômicas dos genes 

candidatos (Tabelas 4 e 5).  

Resultados evidenciando uma perda somática de sinal ≥ 50% foram 

considerados compatíveis com LOH do locus 11q13. Resultados 

evidenciando uma perda somática de sinal < 50% serão interpretados como 

manutenção de heterozigose (MOH). 

 

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

microssatélites localizados na região 11q13/MEN1 

Primer Seqüência (5’ 3’) Localização 

PYGM-F CTAGCAGAGTCCACCTACTG 11q13 

PYGM-R CTAGCAGAGTCCACCTACTG 11q13 
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Tabela 5: Lista dos oligonucleotídeos utilizados para estudo genético do MEN1 

Exon oligonucleotídeos - PCR (5´- 3´) 
Produto 

(pb) 
Oligonucleotídeos – 

seqüenciamento 

2 F GGAACCTTAGCGGACCCTGGGAG 

287 GGTGAGCTCGGGAACGTTGGTAG 

2 R GGTGAGCTCGGGAACGTTGGTAG 

2 F ATCGACGACGTGGTGCGCCTGTTTG 

625 

GGCTGTCAACCGCGTCAT 

2 R GAGGTGAGGTTGATGATTTGGAG CGAACCTCACAAGGCTTACAGTTC 

2A F TGGAGCATTTTCTGGCTGTC 294 TGGAGCATTTTCTGGCTGTC 

3 - 4 F AGTGTGGCCCATCACTACCT 

677 

TGGGTGGCTTGGGCTACTACAG 

3 - 4 R GGTCCCACAGCAAGTCAAGTCTGG GGGCCATCATGAGACATAATG 

5 - 6 F CCTGTTCCGTGGCTCATAACTCTC 

305 

ATAATTCAGGCTGCCACC 

5 - 6 R  CCCTGCCTCAGCCACTGTTA GGAAGTGGCCAGGCTGCG 

7 F CCTCAGCCAGCAGTCCTGTAGA 

403 GGCTGCCTCCCTGAGGAT 

7 R GGACGAGGGTGGTTGGAAACTG 

8 F AACCACCATCATCCAGCAGTGG 

457 TGGTGAGACCCCTTCAGACCCTAC 

8 R CCATCCCTAATCCCGTACATGC 

9 - 10 F CTGCTAAGGGGTGAGTAAGAGAC 

1000 

GTCTGACAAGCCCGTGGCTGCTG 

9 - 10 R GGTTTGATACAGACTGTACTCGG AGCCACTGGCCGGCAACC 

pb= nucleotídeos 

 

 

4.10  Análise de mutação somática e de LOH do gene CDKN1B 

em tumores de pacientes com NEM1  

 

Para a análise de possíveis mutações somáticas no gene 

p27Kip1/CDKN1B, foram desenhados primers para amplificação de suas 

regiões codificadoras. A análise 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 análise localizados no gene 

p27Kip1/CDKN1 

Primer Seqüência (5”--> 3”) Produto (pb) 

1AF GTCGGGGTCTGTGTCTTTTG 
297 

1AR CCATGTCTCTGCAGTGCTTC 

1BF TGTCTAACGGGAGCCCTAGC 
249 

1BR AGTAGAACTCGGGCAAGCTG 

1CF AGTTAACCCGGGACTTGGAG 
299 

1CR GTCCGACGGATCAGTCTTTG 

1DF AGGAGAGCCAGGATGTCAGC 
312 

1DR GCCAGGTAGCACTGAACACC 

2F CTGACTATGGGGCCAACTTC 
294 

2R GCCAGCAACCAGTAAGATCAG 

 

 

4.11  Análise de mutação somática 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 NEM1 foram utilizados dois marcadores de 

microssatélite que flanqueiam a região cromossômica 11q13, (na qual o 

gene MEN1 está localizado), D11S1258 e D11S2072. Ao primer senso dos 

marcadores D11S1258 e D11S2072 foi incorporada fluorescência HEX 

(azul) (Tabela 7). 

Os produtos de PCR utilizando amostras de sangue periférico e de 

tecido tumoral foram analisados em seqüenciador automático, genotipados e 

comparados.  

A segunda técnica utilizada foi através de análise de mutação, por 

seqüenciamento gênico através de polimorfismos já descritos na literatura 

(Tabela 8). 
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Tabela 7: Lista dos primers utilizados para a análise dos marcadores de 

microssatélites localizados na região 11q13/AIP 

Primer Seqüência (5’ 3’) Localização 

D11S1258-F AGTACAGAAACTCAACTCCAAGAGA 11q13.3 

D11S1258-R GTGGACTGTGATGTAGGTTATGGCTGAGAG 11q13.3 

D11S2072-F ATGGCTTCTGTTAAAAAAATAAAG 11q13.3 

D11S2072-R TCTCAGTGTTACATTATAAGTGA 11q13.3 

 

 

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

Primer Seqüência (5’ 3’) Produto 

4/5F ATGTGGGTCAGGTCTGCTG  587 

4/5R AAAGGCTAGGTCTTGACCCC  587 
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Ao total, cento e quarenta e cinco amostras de tecidos neoplásicos 

coletados durante cirurgias de pacientes com NEM1 que leram e assinaram o 

Termo de Consentimento Esclarecido do estudo, aprovado pela Cappesq foram 

incluídos no estudo e foram analisados pro técnica de análise de mutação. 

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 

paratireóides, tumores entero-pancreáticos (insulinomas, gastrinomas), 

tumores de pele (angiofibroma, carcinoma epidermóide bem diferenciado 

invasivo) e neoplasia adrenal (hiperplasia). 

 

 

5.1  Análise somática do gene MEN1 em tumores de 

pacientes com NEM1 por seqüenciamento gênico 

 

De um total de 145 amostras de tecido de pacientes com NEM1, 116 

foram informativas quanto ao status somático do gene MEN1.  Setenta e seis 

tumores apresentaram evidências de perda somática do alelo normal do gene 

MEN1 e foram classificadas como amostras com LOH. Ao total, LOH foi 

caracterizadas em 41 neoplasias provenientes das paratireóides 

(hiperplasia/adenoma), 11 tumores pancreáticos, 12 carcinóides, 4 lesões 

dérmicas e 7 tecidos que solicitamos revisão do anátomo-patológico (Tabela 9). 

Resultados compatíveis com manutenção de heterozigose foram 

observados em 40 amostras de neoplasias NEM1, incluindo tumores 

adrenocorticais, amostra proveniente de duodeno e paratireóides. 
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Tabela 9: Análise do status somático do gene MEN1 

     Status MEN1 

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somático 

Individuo 1 

1 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado LOH 

2 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado LOH 

 
3 

hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado LOH 

138 Lesão sem identificação Mutado MOH 

Individuo 2  

149 

HIPERPLASIA NODULAR E 
DIFUSA DE CÉLULAS 

PRINCIPAIS E OXIFÍLICAS 

Paratireóide 

Mutado LOH 

5 
colagenoma 

Lesão de Tronco 
Mutado LOH 

169 
angiofibroma 

Lesão nariz 
Mutado MOH 

Individuo 3 

7 
HIPERPLASIA DE CÉLULAS 

PRINCIPAIS 
Mutado MOH 

8 
HIPERPLASIA DE CÉLULAS 

PRINCIPAIS 
Mutado MOH 

Individuo 4 

11 
colagenoma 

Lesão de Tronco 
Mutado LOH 

13 
colagenoma 

Lesão de Tronco 
Mutado LOH 

15 
colagenoma 

Lesão de Tronco 
Mutado LOH 

Individuo 5 

16 Paratireóide Mutado LOH 

17 Paratireóide Mutado LOH 

18 Paratireóide Mutado LOH 

19 Paratireóide Mutado LOH 

20 Paratireóide Mutado LOH 

21 Paratireóide Mutado LOH 

Continua... 
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Continuação Tabela 9 

     Status MEN1 

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somático 

Individuo 6 

22 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado MOH 

23 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado MOH 

24 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado LOH 

26 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado LOH 

27 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado MOH 

28 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado LOH 

30 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado LOH 

31 Paratireóide Mutado MOH 

33 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado LOH 

34 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado LOH 

Individuo 7 44 Gastrinoma Mutado MOH 

 49 
TNE pancreático não funcionante 

KI67> 2% 
Mutado LOH 

 

51 
TNE pancreático não funcionante 

KI67> 2% 
Mutado LOH 

52 
TNE pancreático não funcionante 

KI67> 2% 
Mutado LOH 

132 Hiperplasia Mutado LOH 

47 
TNE pancreático não funcionante 

KI67> 2% 
Mutado NI 

48 
TNE pancreático não funcionante 

KI67> 2% 
Mutado NI 

50 
TNE pancreático não funcionante 

KI67> 2% 
Mutado NI 

117 Hiperplasia Mutado NI 

49 
TNE pancreático não funcionante 

KI67> 2% 
Mutado LOH 

Continua... 
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Continuação Tabela 9 

     Status MEN1 

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somático 

Individuo 8 
58 Paratireóide Mutado LOH 

59 Paratireóide Mutado LOH 

Individuo 9 

61 
colagenoma 

Lesão Barriga 
Mutado MOH 

62 
colagenoma 

Lesão Barriga 
Mutado MOH 

63 

tNE pancreático não funcionante 
ou insulinoma, sem metástase local 

Pâncreas 

Mutado MOH 

Individuo 10 70 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado LOH 

 71 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado LOH 

Individuo 11 

91 
hiperplasia 

adrenal 
Mutado MOH 

92 
Carcinóide brônquico com 

metástase 
Mutado MOH 

94 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado MOH 

95 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado LOH 

96 
Carcinóide brônquico com 

metástase 
Mutado LOH 

97 
Carcinóide brônquico com 

metástase 
Mutado LOH 

98 
Carcinóide brônquico com 

metástase 
Mutado LOH 

99 
Carcinóide brônquico com 

metástase 
Mutado LOH 

100 
Carcinóide brônquico com 

metástase 
Mutado LOH 

102 
Carcinóide brônquico com 

metástase 
Mutado LOH 

103 
Carcinóide brônquico com 

metástase 
Mutado LOH 

104 
Carcinóide brônquico com 

metástase 
Mutado LOH 

105 
Carcinóide brônquico com 

metástase 
Mutado LOH 

106 
hiperplasia 

adrenal 
Mutado MOH 

107 
hiperplasia 

adrenal 
Mutado MOH 

Continua... 
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Continuação Tabela 9 

     Status MEN1 

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somático 

Individuo 12 
153 Hiperplasia de paratireóide Mutado LOH 

154 Hiperplasia de paratireóide Mutado LOH 

Individuo 13 

206 
TNE pancreático não funcionante; 

sem metástase; KI67 1% 
Mutado LOH 

204 Pâncreas Mutado LOH 

189 

HIPERPLASIA NODULAR E 
DIFUSA DE CÉLULAS 

PRINCIPAIS E OXIFÍLICAS SEM 
ATIPIAS EM PARATIREOIDE 

Mutado LOH 

Individuo 14 194 
HIPERPLASIA DE CÉLULAS 
PRINCIPAIS E OXÍNTICAS 

Mutado LOH 

Individuo 15 

176 
TNE pancreático não funcionante 

(metástases) 
Mutado MOH 

188 
TNE pancreático não funcionante 

(metástases) 
Mutado MOH / LOH 

Individuo 16 

177 
Gastrinoma 

(duodeno) 
Mutado MOH 

178 

CARCINOMA 
NEUROENDÓCRINO BEM 

DIFERENCIADO METASTÁTICO 
KI67 POSITIVO (BAIXO ÍNDICE 

<2%) - 

Mutado MOH 

181 
Gastrinoma 

(duodeno) 
Mutado MOH 

184 

CARCINOMA 
NEUROENDÓCRINO BEM 

DIFERENCIADO METASTÁTICO 
KI67 POSITIVO (BAIXO ÍNDICE 

<2%) – (pâncreas) 

Mutado LOH 

185 

CARCINOMA 
NEUROENDÓCRINO BEM 

DIFERENCIADO METASTÁTICO 
KI67 POSITIVO (BAIXO ÍNDICE 

<2%) – (pâncreas) 

Mutado LOH 

174 

CARCINOMA 
NEUROENDÓCRINO BEM 

DIFERENCIADO METASTÁTICO 
KI67 POSITIVO (BAIXO ÍNDICE 

<2%) – (pâncreas) 

Mutado LOH 

180 

CARCINOMA 
NEUROENDÓCRINO BEM 

DIFERENCIADO METASTÁTICO 
KI67 POSITIVO (BAIXO ÍNDICE 

<2%) – (pâncreas) 

Mutado LOH 

Continua... 
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Continuação Tabela 9 

     Status MEN1 

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somático 

Continuação 

Individuo 16 

175 
Gastrinoma 

(duodeno) 
Mutado LOH 

190 

HIPERPLASIA NODULAR DA 
PARATIREOIDE COM 

PREDOMÍNIO DE CÉLULAS 
PRINCIPAIS 
(paratireóide) 

Mutado LOH 

198 

HIPERPLASIA NODULAR DA 
PARATIREOIDE COM 

PREDOMÍNIO DE CÉLULAS 
PRINCIPAIS 
(paratireóide) 

Mutado LOH 

Individuo 17 

195 

CARCINOMA 
NEUROENDÓCRINO BEM 

DIFERENCIADO METASTÁTICO 
EM GLÂNDULA PARATIREÓIDE 

OU TEC PT NORMAL - 
NEOPLASIA MEDINDO 3,0 cm 

Mutado LOH 

203 

CARCINOMA 
NEUROENDÓCRINO BEM 

DIFERENCIADO METASTÁTICO 
EM GLÂNDULA PARATIREÓIDE 

OU TEC PT NORMAL - 
NEOPLASIA MEDINDO 3,0 cm 

Mutado LOH 

Individuo 18 
29 Paratireóide Mutado MOH 

32 Paratireóide Mutado LOH 

Individuo 19 

53 

HIPERPLASIA NODULAR DE 
CÉLULAS PRINCIPAIS E 

OXIFÍLICAS 
Paratireóide 

Mutado LOH 

54 

HIPERPLASIA NODULAR DE 
CÉLULAS PRINCIPAIS E 

OXIFÍLICAS 
Paratireóide 

Mutado LOH 

57 

HIPERPLASIA NODULAR DE 
CÉLULAS PRINCIPAIS E 

OXIFÍLICAS 
Paratireóide 

Mutado LOH 

56 

HIPERPLASIA NODULAR DE 
CÉLULAS PRINCIPAIS E 

OXIFÍLICAS 
Paratireóide 

Mutado NI 

55 

HIPERPLASIA NODULAR DE 
CÉLULAS PRINCIPAIS E 

OXIFÍLICAS 
Paratireóide 

Mutado NI 

Continua... 
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Continuação Tabela 9 

     Status MEN1 

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somático 

Individuo 20 

64 

TUMOR ENDÓCRINO 
PANCREÁTICO BEM 

DIFERENCIADO KI-67 POSITIVO 
(< 1%) (sem metástase) 

Pâncreas 

Mutado NI 

65 Pâncreas Mutado LOH 

66 Pâncreas Mutado LOH 

68 Pâncreas normal Mutado LOH 

69 Pâncreas Mutado LOH 

Individuo 21 

75 
adenoma (fenocópia) 

Não Mutado, 
Fenocópia 

NI 

76 
tecido normal 

Não Mutado, 
Fenocópia 

NI 

77 
Paratireóide 

Não Mutado, 
Fenocópia 

NI 

6 
ADRENAL 

Não Mutado, 
Fenocópia 

NI 

Individuo 22 79 lesão orelha Mutado MOH 

 

80 
carcinoma epidermóide bem 

diferenciado, invasivo 
Lesão lábio 

Mutado MOH 

81 
carcinoma epidermóide bem 

diferenciado, invasivo 
Lesão lábio 

Mutado MOH 

90 
carcinoma epidermóide bem 

diferenciado, invasivo 
Lesão lábio 

Mutado MOH 

82 

carcinoma epidermóide bem 
diferenciado, invasivo 

lesão lobo NFDR E 

Mutado MOH 

171 
carcinoma epidermóide bem 

diferenciado, invasivo 
(lobo da orelha) 

Mutado MOH 

Individuo 23 

83 
angiofibroma 

lesão de nariz 
Mutado MOH 

84 
angiofibroma 

lesão de nariz 
Mutado MOH 

85 
angiofibroma 

lesão de nariz 
Mutado MOH 

86 
angiofibroma 

lesão de nariz 
Mutado MOH 

87 
angiofibroma 

lesão de nariz 
Mutado MOH 

88 
colagenoma 

lesão tórax 
Mutado MOH 

120 HIPERPLASIA DE PARATIRÓIDE Mutado LOH 

135 HIPERPLASIA DE PARATIRÓIDE Mutado MOH 

Continua... 
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Continuação Tabela 9 

     Status MEN1 

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somático 

Individuo 24 
93 Paratireóide Mutado MOH 

101 Carcinoide Mutado NI 

Individuo 25 

110 
lesão do tronco 

Não Mutado, 
Fenocópia 

Controle 
normal 

111 
lesão do tronco 

Não Mutado, 
Fenocópia 

Controle 
normal 

112 
lesão do tronco 

Não Mutado, 
Fenocópia 

Controle 
normal 

Individuo 26 
124 

HIPERPLASIA DIFUSA DE 
CÉLULAS PRINCIPAIS E 

OXIFÍLICAS 
Mutado LOH 

136 Colagenoma Mutado LOH 

Individuo 27 
127 Paratireóide Mutado LOH 

129 Paratireóide Mutado LOH 

Individuo 28 144 

HIPERPLASIA NODULAR E 
DIFUSA DE CÉLULAS 

PRINCIPAIS (PREDOMINANTE) E 
OXIFÍLICAS 

Mutado MOH 

Individuo 29 

156 
PARATIREÓIDE NORMAL 

PROVÁVEL 
Mutado NI 

157 
PARATIREÓIDE NORMAL 

PROVÁVEL 
Mutado MOH 

Individuo 30 160 
adenoma hipofisário não-

funcionante 
Mutado LOH 

 

161 38146 Mutado LOH 

212 
adenoma hipofisário não-

funcionante 
Mutado LOH 

148 
adenoma hipofisário não-

funcionante 
Mutado LOH 

173 
adenoma hipofisário não-

funcionante 
Mutado LOH 

Individuo 31 

163 ADENOMA DE PARATIREÓIDE; Mutado LOH 

164 38976 Mutado LOH 

165 ADENOMA DE PARATIREÓIDE; Mutado LOH 

Individuo 32 

40 Carcinoide Mutado NI 

41 Carcinoide Mutado NI 

42 Carcinoide Mutado LOH 

42 Carcinoide Mutado LOH 

43 Carcinóide Mutado LOH 

Continua... 
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Conclusão Tabela 9 

     Status MEN1 

Pacientes Tumores Tumor Germinativo Somático 

Individuo 33 199 

Paratireóide 

SEM ALTERAÇÕES 
HISTOLÓGICAS SIGNIFICATIVAS 

Não Mutado ao 
Seq 

NI 

Individuo 34 193 

hiperplasia difusa e nodular de 
células principais e oxifílicas 

Paratireóide 

Mutado NI 

Individuo 35 209 
HIPERPLASIA NODULAR DE 

CÉLULAS PRINCIPAIS E 
OXIFÍLICAS 

Mutado NI 

Individuo 36 
196 Duodeno Mutado NI 

200 Pâncreas Mutado NI 

Individuo 37 197 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado NI 

Individuo 38 

192 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado NI 

202 
hiperplasia 

Paratireóide 
Mutado NI 

 

 

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

NEM1 

  HPT Panc/Duodeno Hipófise Carcinóide ACT Pele 
 Em revisão de 

lamina 

LOH 40/53 11/18 1/1 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= manutenção 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 (paratireóide), de paciente com mutação germinativa com deleção de 25 pb 

 

 

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 (pâncreas) , de paciente com mutação germinativa com deleção de 4 pb 
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Figura 14: O eletroferogramada acima mostra a sequencia controle do gene 

MEN1 e abaixo a sequencia do tumor, com clara evidencia de LOH no tumor 

203 (paratireóide) , de paciente com mutação germinativa IVS3+1G>T 

 

 

5.2  Análise de LOH por marcadores de microssatélites  

 

5.2.1  Polimorfismo intragênico D418D 

 

O polimorfismo D418D (rs2071313), localizado no éxon 9 do gene 

MEN1 também foi estudado. Esse é um polimorfismo que pode apresentar 

os alelos C (GAC) e T (GAT), sem que ocorra troca de aminoácido 

(aspartato = D) (Tabela 11). 

 

5.2.1.1 Sangue 

Três pacientes possuíam o genótipo C/T no sangue e, portanto, esse 

marcador foi informativo para esses casos. Os demais pacientes possuíam o 

genótipo C/C no sangue, portanto, esse marcador não foi informativo para 

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

 
 

 

Genótipo C/C (D418D, sangue) 

 

Figuras 15,16 e 17 : Genotipagem do polimorfismo D418D, localizado no 

éxon 9 do gene MEN1, nas amostras de DNA de leucócitos de pacientes 

com NEM1. Foram identificados os alelos C e T  e os genótipos CC e CT 
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5.2.1.2  Adenoma de paratireóide e tumor de pâncreas 

Dentre os três pacientes que tinham os alelos C/T para o polimorfismo 

D418D, pudemos observar perda do alelo normal (T) em dois tumores 

estudados: adenoma de paratireóide e tumor pancreático secretor de 

insulina (insulinoma), conforme podemos observar nas figuras abaixo 

(Figuras 18 e 19).  

Genótipo C/LOH (D418D, adenoma de paratireóide) 

 
 

Genótipo C/LOH (D418D, insulinoma) 

 
 
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 

MEN1 nas células tumorais 

 

 

Esses resultados apontam para a ocorrência de um evento genético 

somático (nos tecidos) nesses tumores de paratireóide e pâncreas. Como 

esses pacientes já possuíam uma mutação no sangue, esse segundo evento 

somático (LOH) levou à inativação completa do gene MEN1, que leva a uma 

ausência da síntese da proteína supressora de tumor MENIN nessas 

células, causando uma proliferação celular descontrolada e formação do 

tumor. 
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5.2.1.3  Angiofibroma 

Já as células do tumor de pele analisado (angiofibroma) possuíam os 

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

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

tumorigenese desse angiofibroma pode ser outra, que não a ausência da 

proteína MENIN (Figura 20). 

 

Genótipo C/T (D418D, angiofibroma) 

 

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

angiofibroma revelou o genótipo C/T, indicando manutenção de heterozigose 
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Tabela 11: Resultados da genotipagem do polimorfismo intragênico D418D nas células de leucócitos e de tumores de 

pacientes com NEM1. Dois alelos foram identificados C e T e dois genótipos CC e CT. Em negrito estão as analises que 

demonstraram perda de heterozigose (LOH) ou manutenção de heterozigose (MH) 

Polimorfismo D418D (SNP do éxon 9 do gene MEN1) 

Pacientes Sangue glândula 1 tumor glândula 2 tumor glândula 3 Tumor Resultado 

Indivíduo 1 GAC/GAT 
Paratireóide 

(PTSE) 
GAC/GAC     LOH 

Indivíduo 2 GAC/GAT 
Insulinoma 

(Tecido. Pâncreas) 
GAC/GAC     LOH 

Indivíduo 3 GAC/GAT 
Angiofibroma 

(Barriga) 
GAC/GAT     MH 

Indivíduo 4 GAC GAC 
Gastrinoma 

(Duodeno) 
GAC/GAC     homozigose 

Indivíduo 5 GAC/GAC 

Hiperplasia da Adrenal 
Não funcionante 

(Adrenal) 

GAC/GAC Tu.carc. Pulmão GAC/GAC   homozigose 

Indivíduo 6 GAC/GAC 

Colagenoma 

(Tórax posterior 
superior) 

GAC/GAC     homozigose 

Indivíduo 7 GAC/GAC 

Carcinoma 
epidermoide bem 

diferenciado 

Invasivo 

(Tecido orelha) 

GAC/GAC 

Carcinoma 
epidermoide bem 

diferenciado 
invasivo 

(Lábio) 

GAC/GAC NF DRE  homozigose 

Continua... 
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Conclusão da Tabela 7. 

Polimorfismo D418D (SNP do éxon 9 do gene MEN1) 

Pacientes Sangue glândula 1 tumor glândula 2 tumor glândula 3 Tumor Resultado 

Indivíduo 8 GAC/GAC 
Paratireóide 

(Anterior Superior) 
GAC/GAC     homozigose 

Indivíduo 9 GAC/GAC 
Paratireóide 

(PTIE) 
GAC/GAC     homozigose 

Indivíduo10 GAC/GAC 
Angiofibroma 

inflamado 
(Nariz) 

GAC/GAC 

Colagenoma 
(Pele tórax 
posterior 

Esquerdo) 

GAC/GAC 
amostra 2 

nariz 
 homozigose 

Indivíduo11  
reg. Dorsal do tronco 

ant sup D 
GAC/GAC     homozigose 

Indivíduo12 
 
 

Paratireóide. Adenoma GAC/GAC     homozigose 
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5.2.2  Análise 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 

polimórfico e para estudá-lo, desenhamos um dos primers para sua 

amplificação com fluorescência incorporada, para assim ser lido em 

seqüenciador automático. 

Os indivíduos que eram não-informativos para o polimorfismo D418D, 

por possuírem os alelos C-C no sangue, foram então genotipados para o 

marcador PYGM (Tabela 12). 

Quatro indivíduos estavam em heterozigose no sangue (alelos 319-

335) o que nos possibilitou a comparação com o genótipo obtido dos DNAs 

dos tumores. Pudemos observar um segundo evento mutacional (perda do 

alelo 319) nos seguintes tumores: colagenoma, carcinoma epidermóide bem 

diferenciado invasivo e dois adenomas/hiperplasias de paratireóides.  
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Tabela 12: Resultados de análises de DNA  leucocitário e tecidos de pacientes com NEM1 através do marcador de microssatelite 

PYGM. Em negrito as análises que mostraram perda alélica, ou seja, inativação do gene MEN1 

Marcador de microssatélite PYGM 

Pacientes Sangue glândula 1 tumor glândula 2 tumor glândula 3 tumor Resultado 

Individuo 6 319/335 

Colagenoma 

(Tórax posterior 
superior) 

335/LOH     LOH 

Individuo7 319/335 

Carcinoma 
epidermóide bem 

diferenciado 

Invasivo 

(Tecido orelha ) 

 

Carcinoma 
epidermóide 

bem 
diferenciado 

invasivo 

(Lábio) 

335/LOH   LOH 

Individuo 8 319/335 
Paratireóide 

(Anterior Superior) 
335/LOH     LOH 

Individuo 9 319/335 Paratireóide (PTIE) 335/LOH 
Paratireóide 

(PTSD) 
335/LOH   LOH 

Individuo 10 NI 

Angiofibroma 
inflamado 

(Nariz) 

NI 

Colagenoma 

(Pele tórax 
posterior 

Esquerdo) 

NI   Homozigose 

Individuo 12 NI Parat normal E NI Adenoma NI   Homonigose 
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5.3  Análise de mutação somática do gene p27Kip1 em 

tumores NEM1 

 

Nenhuma variante patogênica (mutação) foi identificada em 94 

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

 

5.3.1  Análise de LOH no gene p27Kip1 em tumores NEM1 

 

Os polimorfismos previamente descritos c.-79C>T, rs34330 

(localizado na região 5’ UTR) e o c.326T>G, p.V109G, rs2066827 (localizado 

no éxon 1) foram identificados e usados como marcadores de heterozigose 

nesses tumores.  

Cento e três tumores NEM1 foram analisados para LOH-p27Kip1 

através de sequenciamento do SNP V109G. Destes, 46 não foram 

informativos, pois sangue e tumor apresentavam mesmo genótipo em 

homozigose (GG ou TT); 52 tumores apresentavam evidências de 

manutenção de heterozigose (GT no sangue e GT no tumor), e 5 tumores 

apresentavam evidências de LOH (GT no sangue e _T no tumor) (Tabela 13). 
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Tabela 13: Análise do status somático do gene p27Kip1  

Paciente amostra Tumor 
p27 

germinativo 
V109G 

p27 somático Ex.1  
p27 

somático 
 Ex.2 

Mutação somática p27 

      
p.V109G 

germinativo 
p.V109G  p27 - LOH c.-79    

Mutação somática p27 
na região codificadora 

Individuo 1 1 
hiperplasia 
Paratireóide 

TT TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

 2 
hiperplasia 
Paratireóide 

 TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

 
3 

hiperplasia 
Paratireóide  

TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

138 Lesão sem identificação TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 2 

149 Paratireóide 

TT 

TT NI CC NL SEM MUTAÇÃO 

5 Lesão de Tronco TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

169 Lesão naraiz TT NI CC NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo3 
7 Paratireóide 

GT 
GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

8 Paratireóide GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 4 

11 
colagenoma 

Lesão de Tronco 

GT 

- - CT - NI 

13 
colagenoma 

Lesão de Tronco 
- - - - NI 

15 
colagenoma 

Lesão de Tronco 
GT MOH - NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 5 

16 Paratireóide 

GT 

GT MOH CT NL SEM MUTAÇÃO 

17 Paratireóide _  / T LOH CT NL LOH / T 

18 Paratireóide GT MOH CT NL SEM MUTAÇÃO 

19 Paratireóide GT MOH CT NL SEM MUTAÇÃO 

20 Paratireóide GT MOH CT NL SEM MUTAÇÃO 

21 Paratireóide GT MOH CT NL SEM MUTAÇÃO 

Continua... 
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Continuação da Tabela 13. 

Paciente amostra Tumor 
p27 

germinativo 
V109G 

p27 somático Ex.1  

p27 
somático 

 Ex.2 

Mutação somática p27 

Individuo 6 

22 Paratireóide 

TT 

TT NI CC NL SEM MUTAÇÃO 

23 Paratireóide TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

24 Paratireóide TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

26 Paratireóide - - - NL NI 

27 Paratireóide TT NI CC NL SEM MUTAÇÃO 

28 Paratireóide TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

30 Paratireóide TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

31 Paratireóide TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

33 Paratireóide TT NI CC NL SEM MUTAÇÃO 

34 Paratireóide TT NI CC NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo7 

44 
Gastrinoma 

Duodeno 

TT 

TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

49 
TNE pancreático não 

funcionante KI67> 2% 
TT NI TT NL SEM MUTAÇÃO 

51 
TNE pancreático não 

funcionante KI67> 2% 
TT NI TT NL SEM MUTAÇÃO 

52 
TNE pancreático não 

funcionante KI67> 2% 
TT NI TT NL SEM MUTAÇÃO 

132 Paratireóide - - - - NI 

47 
TNE pancreático não 

funcionante KI67> 2% 
TT NI TT NL SEM MUTAÇÃO 

48 
TNE pancreático não 

funcionante KI67> 2% 
TT NI TT NL SEM MUTAÇÃO 

Continua... 
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Continuação da Tabela 13. 

Paciente amostra Tumor 
p27 

germinativo 
V109G 

p27 somático Ex.1  
p27 

somático 
 Ex.2 

Mutação somática p27 

 

50 
TNE pancreático não 

funcionante KI67> 2% 
 

TT NI TT NL SEM MUTAÇÃO 

117 
Hiperplasia 
Paratireóide 

TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

49 Pâncreas TT NI TT NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 8 
58 Paratireóide 

TT 
TT NI CT NL SEM MUTAÇÃO 

59 Paratireóide TT NI CT NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 9 61 
colagenoma 

Lesão Barriga 
TT TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

 

62 
colagenoma 

Lesão Barriga 

 

TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

63 

tNE pancreático não 
funcionante ou 

insulinoma, sem 
metástase local 

- - - NL NI 

Individuo 10 70 
hiperplasia 
Paratireóide 

109-TT, E75D-
Aa 

109-TT, 
E75D-Aa 

NI - NL SEM MUTAÇÃO 

 71 
hiperplasia 
Paratireóide 

 
109-TT, 
E75D-Aa 

NI - - NI 

Individuo11 

91 
hiperplasia 

Adrenal 

GT 

GT MOH - NL SEM MUTAÇÃO 

92 
carcinóide brônquico com 

metástase 
GT MOH - NL SEM MUTAÇÃO 

94 Paratireóide _  / T LOH - NL LOH / T 

95 
hiperplasia 
Paratireóide 

GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

Continua... 
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Continuação da Tabela 13. 

Paciente amostra Tumor 
p27 

germinativo 
V109G 

p27 somático Ex.1  
p27 

somático 
 Ex.2 

Mutação somática p27 

Continuação 

Individuo11 

96 
carcinóide brônquico com 

metástase 

 

GT MOH - NL SEM MUTAÇÃO 

97 
carcinóide brônquico com 

metástase 
GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

98 
carcinóide brônquico com 

metástase 
GT MOH - NL SEM MUTAÇÃO 

99 
carcinóide brônquico com 

metástase 
GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

100 
carcinóide brônquico com 

metástase 
GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

102 
carcinóide brônquico com 

metástase 
GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

103 
carcinóide brônquico com 

metástase 
GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

104 
carcinóide brônquico com 

metástase 
GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

105 
carcinóide brônquico com 

metástase 
GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

106 Hiperplasia Adrenal GT MOH CT NL SEM MUTAÇÃO 

107 Hiperplasia Adrenal GT MOH CC - NI 

Individuo 12 

153 
Hiperplasia de 
paratireóide 

GT 

GT MOH CT NL SEM MUTAÇÃO 

154 
Hiperplasia de 
paratireóide 

GT MOH CT NL SEM MUTAÇÃO 

Continua... 
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Continuação da Tabela 13. 

Paciente amostra Tumor 
p27 

germinativo 
V109G 

p27 somático Ex.1  
p27 

somático 
 Ex.2 

Mutação somática p27 

Individuo 13 

206 
TNE pancreático não 

funcionante; sem 
metástase; KI67 1% 

TT 

TT NI CC NL SEM MUTAÇÃO 

204 
TNE pancreático não 

funcionante; sem 
metástase; KI67 1% 

TT NI CC NL SEM MUTAÇÃO 

189 

HIPERPLASIA NODULAR E 
DIFUSA DE CÉLULAS 

PRINCIPAIS E OXIFÍLICAS 
SEM ATIPIAS EM 
PARATIREOIDE 

TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo14 194 

HIPERPLASIA DE CÉLULAS 
PRINCIPAIS E OXÍNTICAS 

Paratireóide 

GG TT NI CT NL 
SEM MUTAÇÃO 

 

Individuo 15 
176 Pâncreas 

GT 
GT MOH CC - SEM MUTAÇÃO 

188 Pâncreas _  / T LOH CC NL LOH / T 

Individuo 16 

177 Duodeno 

??? 

GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

178 

CARCINOMA 
NEUROENDÓCRINO BEM 

DIFERENCIADO 
METASTÁTICO KI67 

POSITIVO (BAIXO ÍNDICE 
<2%) - Pâncreas 

GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

181 
Gastrinoma 

Duodeno 
GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

Continua... 
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Continuação da Tabela 13. 

Paciente amostra Tumor 
p27 

germinativo 
V109G 

p27 somático Ex.1  
p27 

somático 
 Ex.2 

Mutação somática p27 

Continuação  

Individuo 16 

184 

DIFERENCIADO 
METASTÁTICO KI67 

POSITIVO (BAIXO ÍNDICE 
<2%) - Pâncreas 

 

GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

185 

DIFERENCIADO 
METASTÁTICO KI67 

POSITIVO (BAIXO ÍNDICE 
<2%) - Pâncreas 

GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

174 

CARCINOMA 
NEUROENDÓCRINO BEM 

DIFERENCIADO 
METASTÁTICO KI67 

POSITIVO (BAIXO ÍNDICE 
<2%) - Pâncreas 

GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

180 

CARCINOMA 
NEUROENDÓCRINO BEM 

DIFERENCIADO 
METASTÁTICO KI67 

POSITIVO (BAIXO ÍNDICE 
<2%) - Pâncreas 

GT MOH - NL SEM MUTAÇÃO 

175 
Gastrinoma 

Duodeno 
GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

Continua... 
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Continuação da Tabela 13. 

Paciente amostra Tumor 
p27 

germinativo 
V109G 

p27 somático Ex.1  
p27 

somático 
 Ex.2 

Mutação somática p27 

 

190 

HIPERPLASIA NODULAR 
DA PARATIREOIDE COM 

PREDOMÍNIO DE CÉLULAS 
PRINCIPAIS 

 

GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

198 

HIPERPLASIA NODULAR 
DA PARATIREOIDE COM 

PREDOMÍNIO DE CÉLULAS 
PRINCIPAIS 

GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo17 

195 

CARCINOMA 
NEUROENDÓCRINO BEM 

DIFERENCIADO 
METASTÁTICO EM 

GLÂNDULA PARATIREÓIDE 
OU TEC PT NORMAL - 
NEOPLASIA MEDINDO 

3,0 cm 
Paratireóide 

TT 

TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

203 

CARCINOMA 
NEUROENDÓCRINO BEM 

DIFERENCIADO 
METASTÁTICO EM 

GLÂNDULA PARATIREÓIDE 
OU TEC PT NORMAL - 
NEOPLASIA MEDINDO 

3,0 cm 
Paratireóide 

TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

Continua... 
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Continuação da Tabela 13. 

Paciente amostra Tumor 
p27 

germinativo 
V109G 

p27 somático Ex.1  
p27 

somático 
 Ex.2 

Mutação somática p27 

Individuo18 
29 Paratireóide 

TT 
- - - - NI 

32 Paratireóide - - - - NI 

Individuo 19 

53 Paratireóide 

GT 

- - - - NI 

54 Paratireóide - - - - NI 

57 Paratireóide - - - - NI 

56 Paratireóide GT MOH - NL SEM MUTAÇÃO 

55 Paratireóide GT MOH GT NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 20 

64 Pâncreas 

GT 

GT MOH - NL SEM MUTAÇÃO 

65 Pâncreas - - - - NI 

66 Pâncreas - - - - NI 

68 Pâncreas normal GT MOH - NL SEM MUTAÇÃO 

69 Pâncreas - - - - NI 

Individuo 21 

75 
adenoma (fenocópia) 

Paratireóide 

??? 

_  / T LOH - NL LOH / T 

76 tec normal - - - - NI 

77 Paratireóide - - - - NI 

6 ADRENAL GT MOH - NL SEM MUTAÇÃO 

Continua... 
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Continuação da Tabela 13. 

Paciente amostra Tumor 
p27 

germinativo 
V109G 

p27 somático Ex.1  
p27 

somático 
 Ex.2 

Mutação somática p27 

Individuo 22 

79 lesão orelha 

GG 

- - - - NI 

80 

carcinoma epidermóide 
bem diferenciado, invasivo 

lesão lábio 

- - - - NI 

81 

carcinoma epidermóide 
bem diferenciado, invasivo 

lesão lábio 

- - - - NI 

90 

carcinoma epidermóide 
bem diferenciado, invasivo 

lesão lábio 

- - - - NI 

82 

carcinoma epidermóide 
bem diferenciado, invasivo 

lesão lobo NFDR E 

- - - - NI 

171 

carcinoma epidermóide 
bem diferenciado, invasivo 

lesão Li orelha 

GG NI CC NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 23 

83 
Angiofibroma 
Lesão nariz 

TT 

- - - - NI 

84 
Angiofibroma 
Lesão nariz 

- - - - NI 

85 
Angiofibroma 
Lesão nariz 

- - - - NI 

86 
Angiofibroma 
Lesão nariz 

- - - - NI 

87 
Angiofibroma 
Lesão nariz 

- - - - NI 

Continua... 
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Continuação da Tabela 13. 

Paciente amostra Tumor 
p27 

germinativo 
V109G 

p27 somático Ex.1  
p27 

somático 
 Ex.2 

Mutação somática p27 

Continuação  

Individuo 23 

88 
Colagenoma 
Lesão tórax 

 

- - - - NI 

120 
HIPERPLASIA DE 

PARATIRÓIDE 
- - - - NI 

135 
HIPERPLASIA DE 

PARATIRÓIDE 
- - - - NI 

Individuo 24 
93 Paratireóide 

GT 
GT MOH - - NI 

101 Carcinoide GT MOH - NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 25 

110 lesão do tronco 

GT 

- - - - NI 

111 lesão do tronco GT MOH CT NL SEM MUTAÇÃO 

112 lesão do tronco GT MOH CT NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 26 
124 Paratireóide 

GT 
GT MOH CT NL SEM MUTAÇÃO 

136 14/01/2005 - - - - NI 

Individuo 27 
127 Paratireóide 

GT 
- - - - NI 

129 Paratireóide - - - - NI 

Individuo 28 144 

HIPERPLASIA NODULAR E 
DIFUSA DE CÉLULAS 

PRINCIPAIS 
(PREDOMINANTE) E 

OXIFÍLICAS 

TT TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 29 
156 Criopreservado 16/06/09 

TT 
TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

157 Criopreservado 16/06/09 TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 30 

160 
adenoma hipofisário não-

funcionante 

??? 

- - - - NI 

161 
adenoma hipofisário não-

funcionante 
- - - - NI 

212 
adenoma hipofisário não-

funcionante 
- - - NL NI 

Continua... 
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Conclusão da Tabela 13. 

Paciente amostra Tumor 
p27 

germinativo 
V109G 

p27 somático Ex.1  
p27 

somático 
 Ex.2 

Mutação somática p27 

 

148 
adenoma hipofisário não-

funcionante 
 

- - - - NI 

173 
adenoma hipofisário não-

funcionante 
TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 31 

163 
ADENOMA DE 
PARATIREÓIDE 

GT 

GT MOH - NL SEM MUTAÇÃO 

164 16/09/2006 GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

165 criopreservado  16/09/06 GT MOH - NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 32 

40 Carcinoide 

??? 

GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

41 Carcinoide GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

42 Carcinoide GT MOH CC - NI 

42 Carcinoide - - - - NI 

43 Carcinóide GT MOH CC NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 33 199 
sem alterações 

histológicas significativas 
Paratireóide 

TT TT NI CC NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 34 193 Paratireóide TT TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 35 209 

HIPERPLASIA NODULAR DE 
CÉLULAS PRINCIPAIS E 

OXIFÍLICAS 
GG GG NI - NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 36 
196 duodeno 

??? 
TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

200 Pâncreas - - - NL NI 

Individuo 37 197 
hiperplasia 
Paratireóide 

TT TT NI - NL SEM MUTAÇÃO 

Individuo 38 192 
hiperplasia 
Paratireóide 

TT TT NI CC NL SEM MUTAÇÃO 

 202 
hiperplasia 
Paratireóide 

 TT NI CC NL SEM MUTAÇÃO 
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Figura 21: O primeiro eletroferograma do sequenciamento do éxon 1 do 

gene p27Kip1 em sangue de paciente com mutação germinativa MEN1 

mostra a presença dos dois alelos (G e T) do polimorfismo V109G na 

amostra de DNA do sangue, enquanto nos sequenciamentos abaixo, dos 

tumor de pâncreas desse paciente, nota-se maior prevalência do alelo T. 

Esse resultado indica a ocorrência de LOH-p27Kip1 nesse tumor, um 

gastrinoma metastático, diagnosticado aos 37 anos de idade 

 

 

Figura 22: Nota-se maior prevalência do alelo selvagem,G, no 

seqüenciamento do DNA de sangue do paciente NEM1 com mutação no 

gene MEN1 e maior prevalência do alelo T no DNA do tumor de paratireóide. 

Esse resultado indica LOH-p27Kip1 
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5.4  Análise de LOH no gene AIP em tumores NEM1 

 

Foram analisados 35 tecidos neoplásicos para analise de LOH do 

gene AIP 

 

5.4.1  Análise de perda de heterozigose com o marcador de 

microssatélite D11S1258 

 

Através da análise do marcador D11S1258, foi observada perda de 

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

 
D11S1258, Sangue 

 

D11S1258, Adenoma de paratireóide 

 
 

Figuras 23 e 24: Acima, podemos identificar a presença de dois alelos nas 

células do sangue. Abaixo, observamos a ausência da amplificação de um 

dos alelos, indicando perda de heterozigose nas células tumorais do 

adenoma de paratireóide. 
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D11S1258, Sangue 

 

D11S1258 PÂNCREAS 1 

 

D11S1258 PÂNCREAS 2 

 

D11S1258 PÂNCREAS 3 

 

D11S1258 PARATIREÓIDE 

 
Figura 25: Análise de LOH por marcador D11S, 1258, onde os e três 

tumores de pâncreas e uma neoplasia de paratireoide apresentaram 

evidencias claras de LOH 
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Tabela 14: Resultados de análises de DNA  leucocitário e tecidos de pacientes com NEM1 através do marcador de microssatélite 

D11S1258.Em negrito estão as análises informativas que mostraram manutenção ou perda de heterozigose do tumor 

 
Marcador de Microssatélite D11S1258 

Pacientes Sangue glândula 1 Tumor glândula 2 tumor glândula 3 tumor Resultado 

Individuo 4 AA 
Gastrinoma 

(Duodeno) 
NI      

Individuo 6 AA 

Colagenoma 

(Tórax posterior 
superior) 

NI     NI 

Individuo 7 AA 

Carcinoma 
epidermóide bem 

diferenciado 

Invasivo 

(Tecido orelha) 

MH 

Carcinoma 
epidermoide bem 

diferenciado 
invasivo 

(Lábio) 

MH   MH 

Individuo 8 AA 
Paratireóide 

(Anterior Superior) 
NI      

Individuo 9 AA Paratireóide (PTIE) LOH 
Paratireóide 

(PTSD 
LOH    

Individuo 10 AA 

Angiofibroma 
inflamado 

(Nariz)) 

MH 

Colagenoma 

(Pele tórax 
posterior 

Esquerdo) 

MH   MH 

Individuo 12 AA Parat normal E MH Adenoma MH   MH 

NI:NÃO INFORMATIVO; MH: MANUTENÇÃO DE HETEROZIGOSE 
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5.4.2  Análise de LOH com o marcador de microssatélite D11S2072 

 

Através da análise do marcador D11S1258, foi observada 

manutenção de heterozigose em células de colagenomas. (Figuras 26 e 27) 

 

D11S1258, Sangue 

 
 

D11S1258, Colagenoma 

 
 

Figuras 26 e 27: Observamos a amplificação de dois alelos do marcador 

D11S 1258 no sangue e nas células do tumor de pele colagenoma 
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Tabela 15: Resultados de análises de DNA leucocitário e tecidos de pacientes com NEM1 através do marcador de microssatélite 

D11S2072. Em negrito as análises que mostraram manutenção de heterozigose 

 
Marcador de Microssatelite D11S 2072 

Pacientes Sangue glândula 1 Tumor glândula 2 tumor glândula 3 tumor Resultado 

Individuo 4 AA 
Gastrinoma 

(Duodeno) 
NI      

Individuo 7 AA 

Carcinoma 
epidermoide bem 

diferenciado 

Invasivo 

(Tecido orelha) 

NI 

Carcinoma 
epidermoide bem 

diferenciado 
invasivo 

(Lábio) 

NI AA NI NI 

Individuo 8 AA 
Paratireóide 

(Anterior Superior) 
MH     MH 

Individuo 9 AA Paratireóide (PTIE) NI 
Paratireóide 

(PTSD) 
NI   NI 

Individuo 10 AA 

Angiofibroma 
inflamado 

(Nariz) 

MH 

Colagenoma 

(Pele tórax 
posterior 

Esquerdo) 

MH   MH 

Individuo 12 AA Parat normal E MH Adenoma MH    

 
 

 



 

 

 

 

6  DISCUSSÃO 
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Apresentamos nesse projeto de Mestrado resultados sobre o status do 

principal gene associado à NEM1, o gene supressor de tumor MEN1, e dos 

genes recentemente associado à NEM1 e ao fenótipo chamado NEM1-like, 

genes p27Kip1 e AIP. Nos valendo da extensa coleção de tumores de 

pacientes com NEM1 do grupo UEG-FMUSP, coletados nos últimos 10-15 

anos, pudemos realizar investigação original, ainda não reportada na literatura. 

 

 

6.1  Status somático de MEN1 

 

Inicialmente, pudemos observar freqüente perda somática do alelo 

normal do gene MEN1 em tumores de pacientes com NEM1. O MEN1 é um 

gene supressor de tumor cuja tumorigênese está associada à inativação de 

um dos alelos por mutação germinativa e à inativação do segundo alelo por 

11q13-LOH (Chandrasekharappa SC, 1997). A combinação desses dois 

eventos genéticos leva à inativação da proteína MENIN nas células das 

glândulas 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 tumorigênico de 

inativação bi-alélica foi descrito em quase todos os tumores NEM1-

relacionados, com exceção ao tumor adrenocortical (Brandi, 2001, Costa 

MH, 2011). Discute-se que a haploinsuficiencia já seria capaz de promover 

tumorigênese no córtex da adrenal. Nossos dados corroboram esses 

achados, uma vez que dos quatro tumores adrenocorticais que analisamos, 

nenhum deles apresentava LOH. Também não foi encontrada 11q13-LOH 

em quarenta neoplasias envolvendo praticamente todos os principais 
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tumores NEM1 (HPT, pâncreas, adrenal, carcinóide). A manutenção de 

heterozigose observada nessas amostras pode ter três explicações 

principais: a) contaminação com tecido normal periférico (vasos, estroma) ou 

b) o estudo de paratireóides normais removidas cirurgicamente para evitar 

recidiva do hiperparatireoidismo, e c) a ocorrência de tumorigenese de 

tumores de pacientes com NEM1 com mecanismo molecular não 

envolvendo a perda do alelo normal (LOH). 

 

 

6.2  Status somático de p27Kip1 

 

Quanto às análises do p27Kip1, não foi encontrada nenhuma variante 

somática potencialmente inativadora (mutação) nos cento e dez tumores 

sequenciados. Estudos anteriores reportaram que mutações germinativas 

em p27Kip1 são bastante raras (Agarwal 2009, Igreja 2009). Nossos dados 

indicam, pela primeira vez, que mutações somáticas no gene p27Kip1 em 

tumores de pacientes com NEM1 também são pouco frequentes. 

Interessante notar que entre os tumores cujo genótipo dos polimorfismos 

apresentavam-se em heterozigose, e assim eram informativos para LOH, foi 

observada perda somática do gene p27kip1 em 5 tumores NEM1 (5/57, 8,7%) 

(Figuras 11 e 12). Trata-se da primeira vez que é mostrada perda de p27Kip1 

em tumores de pacientes com NEM1, sugerindo um novo mecanismo 

molecular no qual MEN1 e p27Kip1 encontram-se inativados ao mesmo tempo 

em tumores MEN1. Os dados de um artigo recentemente publicado no JCEM 

também sugerem perda sinérgica de MEN1 e p27Kip1, mas em tumores de 

pacientes com mutação germinativa no gene p27Kip1, e não no gene MEN1, 

como mostramos aqui (Costa-Guda, 2011). Nesse estudo, 86 pacientes com 

hiperparatireoidismo aparentemente esporádico foram rastreados genicamente, 

e quatro desses casos (4.65%) apresentavam mutação germinativa no gene 

p27Kip1. Apesar de LOH no locus de p27Kip1  ter sido encontrada em somente 
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um desses tumores, dois tumores apresentavam perda somática de MEN1, 

indicando que o segundo evento genético de tumores de pacientes com 

mutaçao germinativa nem sempre ocorre no mesmo gene, mas pode ocorrer 

em um outro gene da mesma via tumorigênica (Costa-Guda, 2011); da mesma 

forma como encontramos nos tumores NEM1. 

 

 

6.3  Manifestações clínicas associadas a perda somática de p27 

 

A comparação detalhada das características dos tumores NEM1 com 

p27Kip1-LOH com os tumores sem p27Kip1-LOH estão em andamento. 

Entretanto, podemos observar fenótipos bastante simliares entre os dois 

grupos. Aparentemente, tanto os tumores de paratireóides quanto o tumor 

de pâncreas não são mais agressivos em comparação com os demais 

tumores sem p27Kip1-LOH.  

Isso sugere que os demais tumores podem apresentar eventos 

epigenéticos de inativação de p27, como através da metilação gênica, por 

exemplo. De fato, foi mostrado que a inativação da proteína MENIN in vitro 

causa a diminuindo a transcrição do gene p27Kip1 (Karnik, 2005). 

 

 

6.4  Status somático de AIP 

 

A investigação 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 não estão necessariamente 

associadas a tumorigenese, ja que podem ter sido causadas em 

consequência da perda do alelo normal do gene MEN1 naquela mesma 

região cromossômica (11q13-11q13.3). Entretanto, como AIP é um gene 
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supressor de tumor mostrado anteriormente estar envolvido e na 

tumorigenese endócrina, mais precisamente de tumores hipofisários, nossos 

achados sugerem que a perda somática deste gene pode ser mais um 

mecanismo da gênese e/ou progressão de tumores NEM1. Nesse sentido, 

ha três trabalhos publicados na literatura indicando a associação de AIP não 

somente com tumores hipofisários, mas sim com outros tipos de tumores 

endócrinos, todos relacionados com a síndrome NEM1 (Georgtsi 2007; 

Toledo 2010; Belar 2011). 

 

 

 



 

 

 

 

7  CONCLUSÃO  
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Nossos dados indicam que além de perda somática no loucs 11q13, 

os tumores NEM1 podem sofrer perdas adicionais nos genes supressores de 

tumor p27kip1 e AIP.  

Essas são as primeiras evidências na literatura de um processo de 

tumorigênese multi-step na NEM1, envolvendo três eventos genéticos:  

1. mutação germinativa no gene MEN1;  

2. 11q13-LOH  

3. perda somática de dos genes supressores de tumor p27kip1 / AIP 
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