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RESUMO



Sekiya T. Andlise do gene CDKNlB/p27kipl em pacientes com neoplasia endécrina
multipla tipo 2 [Tese] Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
2013.

INTRODUCAO: Na Neoplasia Endécrina Mltipla tipo 2 (NEM2), o desenvolvimento do
Carcinoma Medular de Tireoide (CMT), Feocromocitoma (FEO) e Hiperparatireoidismo
primario (HPT) esta associado a mutacdes germinativas ativadoras no proto-oncogene
RET. Casos de CMT esporadico podem apresentar mutacdes somaticas no RET
(~40%). A variabilidade fenotipica observada em casos de CMT e FEO familiais
associados a NEM2 indica o envolvimento de eventos genéticos adicionais que seriam
responsaveis pelas diferengas clinicas observadas nos individuos afetados (idade de
desenvolvimento, progressao e agressividade do tumor). Outras altera¢des genéticas
no RET como duplas mutagbes, SNPs e haplétipos especificos podem influenciar na
susceptibilidade, agressividade e modulacdo do fendtipo NEM2. Entretanto, os estudos
de outros genes envolvidos no processo da tumorigénese NEM2 ainda estdo em
andamento. Recentemente foi mostrado que RET ativado controla a expressdo de
proteinas inibidoras do ciclo celular (p18 e p27). MutagBes germinativas no gene p27
foram recentemente associadas a susceptibilidade de tumores neuroenddcrinos e estédo
associadas a sindrome NEM4 (Neoplasia enddcrina mudltipla tipo 4). Mutacdes
somaticas, inativadoras de p27, sao raramente encontradas em varios tipos de tumores.
Entretanto, diversos estudos documentaram que a reducdo na expressdo e a sub-
localizacao citoplamatica de p27 sao controladas por alteracbes pds-transducionais
el/ou epigenéticas. OBJETIVOS: o estudo teve como objetivos avaliar a participagdo de
genes, recentemente associados ao RET ativado, em tumores de pacientes com NEM2
e também verificar se polimorfismos no gene p27 estariam atuando como moduladores
de fendtipo em uma grande familia com NEM2. CASUITICA: foram analisadas 66
amostras tumorais advindas de 36 pacientes com diagndéstico clinico e genético de
NEM2 e 28 individuos pertencentes a uma grande familia com NEM2A-CMTF e
mutacio C620R no gene RET. METODOS: As andlises somaticas do p27 e também de
pl5, p18 e RET foram realizadas por PCR e sequenciamento direto de DNA e andlise
de microssatélites para p27 foi realizada por PCR e eletroforese capilar. Andlises de
expressao e localizac@o da proteina p27 celular foram realizadas por Western blot e
imunohistoquimica. A andlise da modulacdo de fenétipo na familia com NEM2A foi
realizada por meio da amplificacdo do éxon 1 do gene p27 na amostra de sangue total.
RESULTADOS: Néao foram encontradas mutacfes somaticas no gene p27 e também
nos genes pl5 e pl8. Entretanto, verificamos baixa expressdo proteica de p27 em
tumores CMT e FEO, a qual se encontrava relacionada com o tipo e agressividade do
cédon mutado no RET, principalmente em tumores que apresentavam mutacdo RET no
coédon 634 (controle x 634 p=0,05; controle x 634/791 p= 0,032; 620 x 634 p=0,045; 620
X 634/791 p= 0,002; 620 x 634 + 634/791 p=0,036). Notou-se também correlacdo
positiva entre os niveis de expressdo de p27 na localizacdo nuclear, analisada por
imunohistoquimica, e o gendtipo TT do SNP p27 p.V109G (p=0,03). CONCLUSOES:
Alteracdes moleculares soméaticas no gene p27 nos tumores NEM2 nao sao frequentes.
Entretanto, a reducdo na expressdo e a localizacdo citoplasmatica de p27
provavelmente estdo associadas a alteracdes somaticas em outros genes que
controlam os processos de fosforilagéo da proteina p27 (eventos pés-transducionais).

Descritores: Inibidor de quinase dependente de ciclina p27; Neoplasia enddcrina
multipla tipo 2a/genética; Neoplasia enddcrina multipla tipo 2b/genética; Proteina proto-
oncogénicas c-ret; Carcinoma medular; Polimorfismo de nucleotideo Unico; Neoplasias
da glandula tireoide/genética; Feocromocitoma/genética; Hiperparatireoidismo
primario/genética; Inibidor de quinase dependente de ciclina p18; Transformacéo celular
neoplasica; Transducao de sinal; Fosforilacao; Imunoistoquimica.
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Sekiya T. CDKNlB/p27kipl gene analysis in patients with multiple endocrine neoplasia
type 2 (MEN2) [Thesis] Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sé&o
Paulo”; 2013.

INTRODUCTION: In Multiple Endocrine Neoplasia type 2 (MEN2) the development of
medullary thyroid carcinoma (MTC), pheochromocytoma (PHEO) and primary
hyperparathyroidism (HPT) are associated with activating germline mutations in RET
proto-oncogene. Cases of sporadic MTC may have somatic RET mutations (~ 40%).
The phenotypic variability observed in cases with familial MTC/MEN2 and PHEO/MEN2
indicates the probable involvement of additional genetic events that could be
responsible for the clinical differences observed in the affected individuals (age
development, progression and aggressiveness of the tumor). Other genetic alterations
such as RET double mutations, SNPs and specific haplotypes may influence
susceptibility, aggressiveness and MEN2 phenotype modulation. However, studies of
other genes involved in the tumorigenesis of MEN2 are still in progress. Recently, it was
shown that the activated RET controls the expression of cell cycle inhibitory proteins
(p18 and p27). Germline mutations in the p27 gene have recently been associated with
the susceptibility to neuroendocrine tumors and are associated with the MEN4
syndrome (Multiple endocrine neoplasia type 4). Somatic inactivating mutations p27 are
rarely found in many types of tumors. However, several studies have documented that
reduced expression and subcellular location of p27 is controlled by post-transductional
changes and/or epigenetic factors. OBJECTIVES: This study aimed to evaluate the role
of genes recently associated with RET activated in tumors from MEN2 patients and also
check whether polymorphisms in the p27 gene would be acting as modulators of
phenotype in a large MEN2 family. PATIENTS: We analyzed 66 tumor samples from 36
patients with clinical and genetic diagnosis of MEN2 and from 28 individuals belonging
to a large family with FMTC/MEN2A and RET C620R mutation. METHODS: The
analyses of somatic p27, pl5, pl8 and RET were performed by PCR and direct
sequencing of DNA and microsatellite analysis was performed for p27 by PCR and
capillary electrophoresis. Expression analysis and subcellular localization of p27 protein
were performed by Western blot and immunohistochemistry. The analysis of phenotype
modulation in MEN2A families was performed by the amplification of exon 1 of the p27
gene in a whole blood sample. RESULTS: There were no somatic mutations in the p27
gene and also in the pl5 and p18 genes. However, we verified a low p27 protein
expression in MTC/MEN2 and PHEO/MEN2 that showed a definite correlation with the
type and aggressiveness of the mutated RET codon, mainly in those tumors from cases
with germline RET codon 634 mutations (control vs 634, p=0,05; control vs 634/791, p=
0,032; 620 vs 634, p=0,045; 620 vs 634/791, p= 0,002; 620 vs 634 + 634/791, p=0,036).
It was also verified a positive correlation between the immunohistochemistry expression
of nuclear p27 subcellular location and the p27 p.vV109G TT genotype (p=0,03).
CONCLUSIONS: The reduction in the expression of p27 and its subcellular localization
are likely to be associated with somatic changes in other genes that control the
processes of phosphorylation of p27 protein through post-transductional events.

DESCRIPTORS: Cyclin-dependent kinase inhibitor p27; Multiple endocrine neoplasia
type 2a/genetics; Multiple endocrine neoplasia type 2b/genetics; Proto-oncogene
proteins c-ret; Carcinoma, medullary; Polymorphism, single nucleotide; Thryroid
neoplasms/genetics; Pheochromocytoma/genetics; Hyperparathyroidism
primary/genetics; Cyclin-dependent kinase inhibitor p18; Cell transformation, neoplasic;
Signal transduction; Phosphorylation; Immunohistochemistry.
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1.1 Neoplasias Endécrinas Multiplas

As Neoplasias Enddcrinas Multiplas (NEMs) s&o sindromes de carater
autossdmico dominante caracterizado pela ocorréncia de tumores benignos
e/ou malignos envolvendo pelo menos duas glandulas enddcrinas. Duas
principais sindromes NEMs sdao bem conhecidas e caracterizadas: a
Neoplasia Enddcrina Multipla tipo 1 (NEM1) e tipo 2 (NEM2), que séao
causadas por mutagdes germinativas nos genes MEN1 e RET,
respectivamente (Marx, 2005). Essas duas sindromes sdo caracterizadas
pelos diferentes tipos de tumores relacionados (Eng, 1999) (Tabela 1).

Em 2002 foi descrita em uma linhagem de ratos com NEM,
denominada NEMX. Esses animais desenvolviam espontaneamente
multiplos tumores enddcrinos relacionados com NEM1 (tumor de
paratiredide, tumor hipofisario, tumor pancreatico endécrino) e NEM2
(Hiperplasia de célula C, Feocromocitoma bilateral) em humanos, além de
paraglanglioma e catarata (Fritz, 2002). Estudos genéticos identificaram
mutagdes germinativas no gene Cdknlb, que codifica a proteina inibidora do
ciclo celular p27 como responsavel pelo desenvolvimento dessa sindrome
em ratos. Diante desse achado, foram identificadas mutagées germinativas
em heterozigose no gene homodlogo em humanos CDKN1B/p27kip' em
pacientes com tumores NEM-relacionados, mas que nao apresentavam

mutacao nos genes MENL1 ou RET. Esses dados permitiram a descoberta de
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um novo gene de susceptibilidade a desenvolvimento de tumores enddcrinos

em humanos, e esta sindrome foi denominada NEM4 (Pellegata et al., 2006).

Tabela 1 - Caracterizagdo clinica e genética das Neoplasias Enddcrinas
Multiplas (Marx et al., 2005; Pellegata et al., 2006)

Sindrome Principais Manifestagdes Clinicas

Anormalidades genéticas
Gene/ locus

e Adenomas hipofisarios
¢ Hiperparatireoidismo primario
e Tumores das ilhotas
NEM1 pancreaticas/duodeno enddcrino
e Tumores do coértex da adrenal
o Angiofibroma cutaneo
e Lipomas

Carcinoma Medular de Tireoide
Feocromocitoma
Hiperparatireoidismo primario
Liquen amiloide cutaneo
Megacdlon congénito
Problemas de formagao 6ssea

NEM2

Tumores hipofisarios

NEM4 ) R s
¢ Hiperparatireoidismo primario

Tumores enddcrinos associados:
Feocromocitoma

Carcinoma medular de tiredide
Hiperparatireoidismo primario
Tumor carcindide produtor de
somatostatina

Neurofibromatose
tipo 1

Feocromocitoma

Tumores das ilhotas pancreaticas
Hemangioblastoma do SNC
Angiomas da retina
Hipernefromas

Cistos viscerais

Neurofibromas

von Hippel-Lindau

Pigmentacao cutanea puntiforme
Mixoma cardiaco
Mixoma cutaneo
Complexo de Doencga adrenocortical pigmentar
Carney nodular primaria

e Tumor de células de Sertoli

o Acromegalia

e Schawanoma

Mutacao inativadora do
gene MENL1 (11q13) que
codifica a proteina MENIN

Mutacgao ativadora no proto-
oncogene RET que codifica
o receptor tirosina quinase
RET

Mutacao inativadora no
gene CDKNB/p27""* que
codifica a ciclina inibidora
de quinase p27

Mutacéo inativadora no
gene NF-1 (17911.2) que
codifica a proteina
Neurofibromina

Mutacgao inativadora do
gene VHL (3p25-26) que
codifica a proteina Elongina

Mutacgao inativadora do
gene PRKARI1A (17q22-24)
identificada em algumas
familias

SNC: Sistema Nervoso Central
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1.2 Neoplasia Endécrina Multipla tipo 2

A Neoplasia Enddcrina Multipla tipo 2 (NEM2) é uma sindrome
hereditaria transmitida por heranga autossémica dominante causada por
mutacgdes do tipo missense no proto-oncongene RET (Mulligan et al., 1993).
Os tumores associados sao o carcinoma medular de tiredide (CMT),
hiperparatireoidismo primario (HPT) e feocromocitoma (FEO) (Eng, 1996;
Frank-Raue, 2010).

Apesar da prevaléncia da NEM2 na populagdo em geral ser baixa
(1 em 30.000), o numero de individuos afetados por familia pode ser
expressivo, uma vez que a penetrancia do Carcinoma medular de tireoide
(CMT) é virtualmente completa ao longo da vida (~100%). Individuos
afetados inicialmente desenvolvem a hiperplasia das células-C (HCC — fase
pré-maligna) que pode progredir para CMT invasivo. Assim, diante de cada
paciente com CMT, FEO ou HPT primario diagnosticado abaixo de 30 anos
de idade, deve-se investigar possivel presenga de mutagdo germinativa no
gene RET (Brandi et al., 2001; Frank-Raue e Raue, 2008). Familiares sob-
risco apresentam 50% de possibilidade de herdar o gene mutado, e, portanto
a doencga (Raue e Frank-Raue, 2010).

Os tumores envolvidos na NEM2 estdo relacionados a proliferagcao
tumoral das células derivadas da crista neural, como células C da tireoide,
células cromafins da medula das suprarrenais, células principais e oxifilicas
das paratiredides, ganglios simpaticos, parassimpaticos e entéricos, além do

trato urogenital (Eng et al., 1999; Nunes et al., 2002). Aproximadamente 75%
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dos casos de CMT sé&o esporadicos e 25% hereditarios (Eng et al., 1999;
Brandi et al., 2001; Marx, 2005).

As formas hereditarias sado divididas em trés subtipos clinicos,
tomando como base a combinagcdo das manifestagdes clinicas: NEM2A,
NEM2B e Carcinoma Medular Familial de Tireoide (CMT-F) (Eng, 1999;
Brandi et al., 2001; Frank-Raue, 2009). De acordo com os consensos de
NEM2 (Brandi et al., 2001; Kloos et al., 2009), os trés subtipos de NEM2
apresentam diferencas na incidéncia, genética, idade de desenvolvimentos
dos tumores, associacdo com outras doengas, agressividades do CMT e

prognéstico (Tabela 2).

Tabela2 - Classificagdo da Neoplasia Enddécrina Multipla (NEM2) e
ocorréncia do CMT, tumores associados e outras doencas
(Kloos et al., 2009; Frank-Raue, 2012)

Incidéncia Idade CMT FEO HPT

Subtipo (%) (anos) (%) (%) (%) Doengas associadas
Liquen amiloidético
NEM2A 56 10 100 50 25 cutaneo, HSCR
NEM2B 9 2 100 50 _ Gang_lioneuromat_ose,
habitus marfanoide
CMT-F 35 30 100 -~ -~ --

NEM2A, Neoplasia Enddcrina Multipla tipo 2A; NEM2B, Neoplasia Enddcrina Multipla tipo
2B; CMT-F, Carcinoma medular de tireoide familial; CMT, Carcinoma medular de tireoide;
FEO, Feocromocitoma; HPT, Hiperparatireodismo primario; HSCR, megacdlon congénito.

A NEM2A representa aproximadamente 75% dos casos de NEM2 e é
caracterizada pela presenca do CMT em combinacdo com FEO e/ou
multiplos tumores das glandulas paratiredides em um unico individuo; ou a

presenca de dois ou mais tumores em diversos membros de uma unica
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familia (Marx, 2005). A frequéncia do CMT é de ~100%, enquanto que a do
FEO e o HPT correspondem a 50% e 25% dos casos, respectivamente
(Brandi et al., 2001; Drosten et al., 2004). O CMT é geralmente a primeira
manifestacdo da NEM2A, e quando presente surge entre 5-25 anos de
idade. Existem algumas variantes fenotipicas raras de NEM2A: a) com
desenvolvimento do liquen amiloidotico cutaneo e, b) associacao de
NEM2A/CMT-F com doenga de Hirschsprung (HSCR), que é o megacélon
congénito (Frank-Raue, 2012) (Tabela 2).

As mutacbes do RET mais frequentes na NEM2A promovem a
substituicdo das cisteinas no dominio extracelular nos codons 609, 611, 618,
620 do éxon 10; e dos codons 630, 634 do éxon 11, com trocas de diversos
residuos. A maioria dos pacientes com NEM2A apresentam a mutagao no
cdédon 634, que é um fator preditivo para o desenvolvimento de FEO e
hiperplasia de paratiredide. Mais raramente ocorrem duplicagdes de 9-12
pares de bases no dominio rico em cisteina (Hoppner et al., 1997 e 1998).

A sindrome NEM2B ¢é a forma mais rara e agressiva e correspondem
cerca de 5-10% dos casos de NEM2. E caracterizada pela presenca do
CMT, FEO e auséncia de HPT. Ocorrem também neuromas cutaneos nos
labios e lingua, ganglioneuromas no intestino e também malformacgdes
O0sseas (habitus marfandides) (Brandi et al., 2001; Frank-Raue, 2012)
(Tabela 2). Individuos com NEM2B desenvolvem o tumor no primeiro ano de
vida e apresentam uma forma muito agressiva de CMT, com altas taxas de
morbidade e mortalidade comparados com os pacientes que apresentam a

NEM2A e o CMT-F (Brandi et al., 2001; Kloos et al., 2009). Geralmente os
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casos de NEM2B n&o apresentam histérico familial da doenga, e em
aproximadamente 50% dos casos ocorre por mutagdo do tipo de novo no
gene RET (Frank-Raue, 2010).

Em 95% dos pacientes e familias com NEM2B a mutagdo mais
comum localiza-se no cédon 918 no éxon 16, regido onde o dominio TK2
intracelular € encontrado. Em cerca de 50% dos casos de NEM2B a
mutacao no cédon 918 ocorreu de novo (Brandi et al., 2001).

O CMT-F é a forma menos agressiva e compreende 35-40% dos
casos de NEM2 (Berndt et al., 1998; Elisei et al., 2007; Frank-Raue et al.,
2012). E caracterizado pela presenca de CMT em pelo menos quatro ou
mais membros de uma mesma familia, e de auséncia de quaisquer achados
clinicos e laboratoriais de FEO e HPT no caso indice (Brandi et al., 2001).
Atualmente o CMT-F ¢é visto como uma variante fenotipica da NEM2A que
possui menor penetrancia génica do FEO e HPT (Frank-Raue, 2012) (Tabela
2).

Em geral, o prognéstico do CMT em pacientes com CMT-F é melhor
que os de NEM2A e NEM2B, e alguns portadores da CMT-F apresentam
desenvolvimento tardio das manifestagdes clinicas. Entretanto, ja foram
descritos alguns casos e CMT-F com CMT agressivo em portadores da
mutacédo V804M no RET (Frank-Raue, 2012).

Um histdrico familial inadequado pode levar a erro na identificagéo do
fendtipo da doenca. Por isso, € imprescindivel a realizacdo de exames
bioquimicos e genéticos adequados (analise de mutacdo no RET), no

sentido de se investigar possivel historico familial de CMT nos individuos
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que inicialmente foram classificados como apresentando aparentemente a
forma esporadica da doenga. Cerca de 1-7% dos casos aparentemente
esporadicos de CMT apresentam mutagdo germinativa no gene RET,
incluindo aproximadamente 2-9% com mutagao de novo germinativa (Kloos
et al., 2009).

As mutacbes responsaveis pelo CMT-F sdo as mesmas que o
descrito para NEM2A, mas sdo mais homogeneamente distribuidos entre os
residuos de cisteina 609, 618 e 620. Mutagdes nos residuos 768, 790, 791
(éxon 13), 804, 844 (éxon 14), ou 891 (éxon 15) também foram descritos em

casos de CMT-F (Arighi et al., 2005).

1.2.1 Correlagao genétipo-fenétipo

Existe uma forte correlacdo gendtipo-fendtipo na NEM2 (Mulligan et
al., 1995; Eng et al.,, 1995). Dessa forma, mutacbes em determinados
cdédons estdo diretamente associadas a manifestagdes fenotipicas
especificas e ao grau de risco para CMT, FEO ou HPT (Tabela 3). A
caracterizacao dessa correlagao gendtipo-fenétipo € muito importante para
avaliagao do progndéstico, assim como para indicagao do tratamento cirurgico
profilatico (tireoidectomia total) em idade adequada (Eng, 1996; Brandi et al.,
2001; Marx, 2005; Groot et al., 2006) (Tabela 3). Recentes recomendacdes
detalhadas foram publicadas quanto ao manejo diagnéstico e terapéutico do

CMT pela Sociedade Americana de Tiredide (Kloss et al., 2009).
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Tabela 3 - Correlagdo gendtipo-fendtipo, niveis de risco e monitoramento
dos pacientes com diferentes mutagdes no gene RET, de acordo
com o consenso de CMT/NEM2 de 2009 (Adaptado de: Kloos et
al., 2009 ; Frank-Raue, 2012)

Codon
321, 515, 533,
.. 600, 603, 606,
Caracteristicas/ 635. 649. 666
Monitoramento 768’ 776, 790’ 609, 611, 618, 634 918, 883,
791, 804, 819, 620, 630, 631 922
833, 844, 861,
891, 912
Nivel de risco ATA (2009) A B C D
. CMT-
Subtipo NEM2 CMT-F F/NEM2A NEM2A NEM2B
Agressividade do CMT Moderado Alto Muito alto Altissimo
Idade de desenvolvimento adulta 5 anos antes dos 5 Primeiro
do CMT anos ano de vida
Idade para TTx profilatica r?it\jlz?sdgaigrs / 5 anos antes dos 5 ﬁqnet;sasdos dg
(anos de idade) ou 5-10 anos anos vida
inicio aos 20 Inicio aos 20 inicio aos 8 inicio aos 8
Rastreamento para FEO anos, anos, anos, anos,
periodicamente anualmente anualmente anualmente
inicio aos 20 Inicio aos 20 inicio aos 8
Rastreamento para HPT anos, anos, anos, --

periodicamente periodicamente

anualmente

ATA, American Thyroid Association; CMT-F, Carcinoma medular de tireoide familiar; HPT,
Hiperparatireoidismo primario; CMT, Carcinoma medular de tiredide; FEO, Feocromocitoma;
TTx, tireoidectomia total; Ct, calcitonina.

1.2.2 Aspectos Clinicos da NEM2

1.2.21

Carcinoma Medular de Tireoide

O Carcinoma Medular de Tiredide (CMT) € um tumor maligno raro

originario das células-C parafoliculares da tireoide, produtora e secretora de

calcitonina e corresponde aproximadamente 5-10 % de todos os tumores de
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tireoide (Horn, 1951; Brandi et al., 2001). Foi descrito pela primeira vez por
Hazard et al. em 1959 como sendo uma estrutura histopatolégica de baixo
ou intermediario grau de malignidade e presenca de depdsitos amilodides no
estroma desses tumores. Aproximadamente 70% de todos os casos sao
esporadicos e 30% hereditarios (Kloos et al., 2009).

O CMT geralmente é a primeira e mais importante manifestacao
clinica da NEM2 sendo que as metastases de CMT estao relacionadas com
as altas taxas de mortalidade em pacientes com essa sindrome (Sipple et
al., 1961).

A forma hereditaria do CMT apresenta-se inicialmente como processo
multifocal com hiperplasia das células C (HCC), que ¢é a lesao precursora do
CMT. O tempo de progressao da hiperplasia das células C até atingir o
estagio de microcarcinoma na NEM2 ainda € desconhecido. Avalia-se que
pode levar anos e a idade desta transformacao neoplasica varia de acordo
com o tipo especifico e da agressividade de cada mutagdo germinativa no
RET. O CMT em pacientes com NEM2 é tipicamente multicéntrico,
concentrado no terco superior da glandula tireoide e apresenta
desenvolvimento precoce (abaixo de 20-30 anos de idade). Ja na forma
esporadica, os tumores sao geralmente unicéntricos e tem desenvolvimento
mais tardio (por volta dos 40-50 anos de idade) (Brandi et al., 2001; Kloos et
al., 2009).

A média de sobrevida por 5 anos de um paciente com CMT é de 83%,
sendo bem menor que em casos de carcinoma papilifero ou folicular da

tireoide. A identificacdo precoce do CMT antes da apresentacdo dos
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sintomas clinicos resulta em um melhor prognostico e alto indice de cura.
Aproximadamente 50-70% dos casos de CMT com diametros maiores que
1.0 cm ja apresentam metastases nos linfonodos cervicais nas regioes
central, lateral, cervical e mediastinal. As metastases a distancia
desenvolvem-se durante o curso da doenga e podem ser encontradas no
figado, pulmdes e ossos (Kloos et al., 2009; Frank-Raue, 2010).

O diagnéstico laboratorial do CMT é baseado na dosagem dos niveis
séricos basais de calcitonina (Ct), ou apds teste de estimulo com calcio ou
pentagastrina, realizada ou, a) em pacientes com ndédulos na tireoide ou, b)
durante o rastreamento familiar de mutagdes do proto-oncogene RET. O
exame de imagem recomendado é o ultrassom (US) de tireoide, mas a
tomografia cervical (TC) é também utilizada na pré-cirirgia por revelar
informacdes importantes. Em casos de familiares sob risco de NEM2, o
rastreamento genético € extremamente importante para o diagnostico
precoce. Isto porque o uUnico tratamento eficaz para o CMT é o cirurgico,
uma vez que este tumor é resistente a tratamentos quimioterapicos e

radioterapicos (Kloos et al., 2009).

1.2.2.2 Feocromocitoma

O Feocromocitoma (FEO) € um tumor originario das células cromafins
que sintetizam, armazenam, metabolizam e secretam catecolaminas. De
acordo com classificagdo da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) 2004, o

FEO é um tumor localizado na medula da glandula adrenal, enquanto os
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tumores localizados nos paraganglios simpaticos e parassimpaticos extra-
adrenais sdo denominados paragangliomas (Lenders, 2002).

Aproximadamente 5-15% dos casos de FEO sao associados a NEM2,
e podem ser encontrados como parte de outras sindromes como von Hippel-
Lindau (VHL), Neurofibromatose tipo 1 (NF1), paragangliomatose tipos 1, 2,
3, e 4 (Eng et al., 1995). Recentemente foram descobertos novos genes que
conferem susceptibilidade no desenvolvimento do FEO, como TMEM127 e
MAX e a real porcentagem de FEOs por causa hereditaria pode estar ao
redor de 30% (Yao et al., 2010; Burnichon et al., 2012).

Os FEO/NEM2 podem ser unilaterais ou bilaterais e na maior parte dos
casos sao benignos. A possibilidade de desenvolvimento de FEO bilateral
deve ser cuidadosamente avaliada devido a sua alta frequéncia nos casos
hereditarios (60%). A penetrancia depende do tipo da mutagdo no gene
RET. O FEO geralmente aparece 10 anos apds a manifestacdo do CMT.
Exames bioquimicos e de imagem devem ser realizados anualmente em

individuos com NEM2 (Arum et al., 2005; Toledo et al., 2006).

1.2.2.3 Hiperparatireoidismo Primario

O Hiperparatireoidismo primario (HPT) é encontrado em
aproximadamente 25-30% dos casos de NEM2A, mas é raramente a
primeira manifestagao clinica dessa sindrome. O diagndstico é estabelecido
pela deteccdo de altas concentragbes de PTH na presenca de
hipercalcemia, geralmente depois da terceira década de vida. Achados

patolégicos mostram hiperplasia celular envolvendo multiplas areas das
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glandulas e as vezes multiplos adenomas. Sua apresentagao clinica é
geralmente lenta e leve, podendo dificultar o seu diagndstico (de Groot et al.,

20086) .

1.2.2.4 Outros fenétipos menos frequentes associados a NEM2

1.2.2.41 Megacélon congénito

O megacdélon congénico, também conhecido como doenca de
Hirschsprung (HSCR) é uma malformagado congénita caracterizada pela
agangliose do megacolon em tamanhos variaveis do intestino apresentando
uma incidéncia da doenca € de 1:5000 nascidos vivos (Amiel e Lyonnet,
2001). Origina-se pela falha na migragao das células da crista neural durante
0 processo de embriogénese, levando a defeitos na inervacao entérica,
obstrucdo intestinal e constipagéo cronica. A doencga é caracterizada pela
auséncia de células ganglionares dos plexos intermusculares e submucosos,
profundo e superficial (Parisi e Kapur, 2000).

O megacolon congénito é encontrado frequentemente na forma
esporadica (70%), e aproximadamente 15-30% sao casos familiares e
usualmente ocorrem em associagdo com outras sindromes como a NEM2.
Recentemente um consenso sobre a doenca verificou que aproximadamente
50% dos casos familiares e 15-20% dos casos esporadicos apresentam

mutagdes germinativas no proto-oncogene RET (Amiel et al., 2008).
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1.2.2.4.2 Liquen amiloide cutaneo (CLA)
Trata-se de uma lesdo cutanea liquendide pruriginosa, usualmente

localizada na regiao interescapular (Menko et al., 2002).

1.2.3 Aspectos moleculares da NEM2

1.2.3.1 Proto-oncogene RET

O proto-oncogene RET (Gene ID 5979) esta localizado préximo ao
centrbmero, no brago longo do cromossomo 10, na regido 11.2 e apresenta
um tamanho de aproximadamente 69 kb contendo 21 éxons, todos
codificantes (Eng, 1999; Groot et al., 2006). Esse gene foi identificado em
1985 por Takahashi et al. ao estudarem a atividade alterada da linhagem
celular NIH 3T3 apds um processo de transfeccdo com DNA de linfoma
humano. Nesse estudo, foi localizado um gene quimérico que surgiu da
recombinagao entre duas sequéncias de DNA diferentes, por isso 0 nome
“Rearranjado durante Transfecg¢ao” (RET) (Arighi et al., 2005).

O gene RET codifica um receptor transmembrana da familia de
proteinas receptoras de tirosino-quinase (RTK) chamado RET. Essa proteina
estd envolvida na regulagdo de crescimento, sobrevida, diferenciagcao e
migracao de células da linhagem da crista neural, de células C da tireoide,
medula adrenal, ganglios parassimpaticos, simpaticos e entéricos,
paratiredides e broto ureteral (de Groot et al., 2006). Pelo menos 18 sitios de
fosforilagao foram descritos na regidao TK, cada um deles relacionado a uma

determinada via de transducao. Dentre as principais vias de sinalizacdo da
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RET estdo: a RAS/MEK/ERK, que promove o progresso do ciclo celular;
PI3K/AKT/NF-Kb, que leva ao aumento na motilidade, sobrevivéncia e
progressao do ciclo celular; p38, MAPK, JAK/STAT, e proteina quinase C
(Arighi, 2005) (Figura 1).

A proteina RET € composta de trés dominios: um extracelular, que € o
dominio de ligagdo que apresenta quatro repeticbes semelhantes as
caderinas; regiao hidrofébica transmembrana; e um dominio intracelular
citoplasmatico tirosino-quinase (TK1 e TK2), que esta envolvido na ativacao
de numerosos sinais intracelulares e de vias de transducéo de sinal através

do processo de fosforilacdo (Eng et al., 1996 e 1999) (Figura 2).
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Figura1 - Vias de transducdo mediadas pelo proto-oncogene RET (de

Groot et al., 2006)
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Figura2 - Representacdo esquematica do receptor RET. A regiado
extracelular compreende os dominios caderinas e a regiao rica
em cisteinas, dominio transmembrana, e a regiao intracelular
que apresenta dois dominios tirosina-quinase (TK1 e TK2)
(Ceolin et al., 2012)

Estima-se que em aproximadamente 95% dos casos de NEM2
apresentem mutagbes germinativas no proto-oncogene RET havendo
predominéncia nos éxons 10, 11, 13, 14, 15 e 16 (Brandi et al., 2001). No
Brasil e Grécia foram relatadas mutagdes germinativas no éxon 8 (da Silva
et al., 2003; Kaldrymides, 2006). As principais mutagbes germinativas
encontradas nos éxons hotspot do proto-oncogene RET, que estdo

associadas com as sindromes NEM2 e CMT-F est&o descritas na figura 3.
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Figura 3 - Mutagdes germinativas identificadas no proto-oncogene RET
associadas com a sindrome NEM2A, NEM2B e CMT-F. Os
numeros indicam as posi¢gdes dos cdédons mutados no gene
(Frank-Raue, 2012)

Apos a identificagcdo de mutacbes no RET como sendo a causa
genética da NEM2, essa sindrome passou a ser diagnosticada de forma
mais precoce por meio de analises genéticas (Mulligan, 1993). O
diagnostico molecular apresentou um grande impacto na conduta clinica e
cirurgica da NEM2, pois o reconhecimento de portadores de mutagao
germinativa RET tem a possibilidade e realizar a cirurgia profilatica
preventiva (tireoidectomia total) em fase anterior ao inicio ou em estagios
precoces da doenca (Santos et al., 2006; Toledo et al., 2006; Kloos et al.,
2009).

Segundo o Consenso Internacional sobre NEMs, recomenda-se que
seja realizada tireoidectomia total preventiva em todos os portadores de
mutacao germinativa no RET, independente do quadro clinico apresentado
(Brandi et al., 2001) (Tabela 3). Recentemente um novo consenso sobre

CMT foi realizado, complementando o anterior (Kloos et al., 2009).
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1.2.4 Tumorigénese na NEM2

A participagdo do proto-oncogene RET no desenvolvimento de
tumores NEM2 ja esta bem estabelecida tanto nos casos esporadicos quanto
nos hereditarios. Entretanto, pouco se conhece sobre os eventos genéticos
adicionais que ocorrem durante o processo de tumorigénese. Essas
alteracbes genéticas graduais que o tumor adquire poderiam explicar porque
em uma mesma familia com uma mesma mutacdo no RET apresenta
manifestacdes clinicas distintas do CMT, FEO e HPT, quanto a penetrancia,
agressividade e idade do surgimento tumoral (van Veelen et al., 2008 e 2009).
Outras alteracbes genéticas no RET, além da mutagdo ativadora,
podem estar envolvidas no desenvolvimento e progressao da doenga,
entretanto sdo eventos bastante raros (Marsh et al.,, 2003). Por isso, o
estudo de outros genes, principalmente os envolvidos no controle do ciclo
celular ou que aqueles que fazem parte da mesma via de sinalizagao
molecular, sdo de grande importancia para o estudo do processo de
tumorigénese nos casos de NEM2 (Arighi et al., 2005, de Groot et al., 2006).

Estudos em diversos tumores advindos de casos com NEM2
evidenciaram que um segundo evento genético no proprio RET, que
promove um desequilibrio na expressao dos alelos do gene, pode promover
ganho de fungao do oncogene (Marx, 2005). Estes eventos podem ocorrer
por duplicagado do alelo mutante ou perda do alelo selvagem (Huang, 2000).

Ainda nao é claro se sdo necessarios dois eventos genéticos no locus de
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RET como parte do processo de tumorigénese NEM2 (Marsh, 2003) (Figura

4).
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Figura4 - Possiveis meios de ativagdo genética do proto-oncogene RET
durante o processo de tumorigénese (Modificado de Marx,
2005)

1.2.4.1 Duplas mutagodes no gene RET

A presenga de duplas mutagdes germinativas no RET é um exemplo
de modulagcédo da expressao fenotipica de casos de NEM2 (Tessitore et al.,
1999; Bartsch et al.,, 2000, Kasprzak et al., 2001; Menko et al., 2002;
Dvorakova et al., 2006).

Poucos casos de duplas mutagbes somaticas ou germinativas ja
foram descritos. Dvorakova et al. (2006) identificaram um paciente com

NEM2 que apresentava trés mutacdes somaticas em missense no mesmo
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alelo: Gly911Asp, Met918Thr, e Glu921Lys no éxon 16 e uma nova dupla
somatica Val591lle no éxon 10 e Met918Thr no éxon 16 do gene RET. A
combinagao de mutagdes no proto-oncogene RET pode modular a atividade
transformadora, catalitica e a especificidade do substrato da proteina RET
de maneira diferente ao que ocorre quando ha uma simples mutacao.

Em 2010, estudos do nosso grupo relataram a ocorréncia da dupla
mutacdo C634Y/Y791F em cis em quatro familias brasileiras com NEM2A,
sendo que os afetados apresentavam FEOs bastante mais agressivos que
os usualmente observados na NEM2A. Dados advindos de estudo in vitro
demonstraram que a dupla mutacdo apresentava maior poder de
fosforilagdo, quando comparado com o controle e com células portadoras

somente da mutagao no cdédon 634 (Toledo et al., 2010).

1.2.4.2 Polimorfismos no RET

Variagbes genicas de um unico nucleotideo (Single Nucleotide
Polymorphisms, SNPs) no RET tém sido associadas com a patogénese e
progressao do CMT (Ceolin et al., 2012). Ha cinco polimorfismos comuns
nesse gene com frequéncias alélicas menores que 1% e que estao
localizados nas regides dos éxons hotspots, que estdo associados com a
doenca CMT/NEM2: p.G691S, p.L769L, p.S836S, p.S904S, e c.2608-24G>A
(Ceccherini et al., 1994; Gimm et al., 1999; Elisei et al., 2004; Baumgartner-
Parzer et al., 2005).

Diversos autores sugerem que os polimorfismos estdo associados as

mutagdes no RET, e estariam atuando como moduladores de fenoétipo da
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NEMZ2. Isto poderia explicar a variabilidade da clinica e da agressividade dos
tumores (CMT, FEO) entre os individuos de uma mesma familia com uma
mesma mutagdo germinativa no RET. Apesar disto, este assunto ainda é
controverso e ha necessidade de mais estudos em grandes populagdes que
validem os achados iniciais em amostras com numero limitado de individuos
(Weber e Eng, 2005).

Em 2002, nosso grupo relatou uma familia com NEM2A associada a
mutacdo no RET p.C634R, que estava associada a uma variantes
polimérfica (SNP), também no éxon 11, a p.V648l. E provavel que
combinagao mutacdo/SNP tenha levado a uma modulacado fenotipica de
NEM2A, pois o paciente portador das variantes 634/648 desenvolveu um
quadro clinico raro que incluia FEO produtor ectépico de ACTH, levando a
sindrome de Cushing (Nunes et al., 2002). Ressaltando a hipotese de que a
variante V648l seja um SNP, dois individuos portadores dessa variante, hoje
com 30-35 anos de idade, nao desenvolveram CMT, FEO ou HPT. Assim, a
variante polimoérfica no cédon 648 tem sido descrita como SNP com
potencial capacidade de modular o fendtipo NEM2A. Recentemente, a
variante p.V648I foi analisada por um grupo italiano por meio de estudos in
vitro que confirmaram sua incapacidade de transformacdo neoplasica,

confirmando-se assim que esta variante € um SNP (Cosci et al., 2011).

1.2.4.3 Haplotipos no RET
A identificacdo de diversos polimorfismos no RET proporcionou a

caracterizagdo de alelos que co-segregam juntos com um fendtipo, os
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haplétipos. Estes podem agir como moduladores de fenotipo e estarem
associados a variabilidade clinica em individuos familiares portadores de
uma mesma mutagao no RET.

Qi et al. (2011), utilizando a técnica de sequenciamento do exoma,
descreveram o haplétipo p.V292/R67H/R982C na predisposicdo para o
CMT-F.

Um recente trabalho de nosso grupo relatou a influéncia de haplétipos
na caracterizagao do fenétipo NEM2A. Esse estudo descreveu uma familia
que apresentava a mutacdo C620R no gene RET, na qual alguns individuos
apresentavam um fenétipo HSCR/CMT (megacoélon congénito + CMT)
enquanto que outros, apenas o CMT. Todos os casos com fendtipo
HSCR/CMT apresentavam um mesmo haplétipo, concluindo-se que ele
poderia ser utilizado como marcador molecular para individuos dessa familia

(Quedas et al., 2012).

1.3 Evidéncias do envolvimento de Inibidoras de quinases

dependente de ciclinas (CDKIs) na tumorigénese NEM2

A presenga de mutagdes ativadoras no proto-oncogene RET é
responsavel por aproximadamente 95% dos casos de NEMZ2, tanto nos
casos aparentemente esporadicos como nos hereditarios de CMT.
Entretanto, os mecanismos genéticos do processo de tumorigénese na
NEM2 ainda nao estdo bem estabelecidos. Além disto, ha ainda que melhor
se estudar os aproximadamente 5% dos casos RET-negativos que

apresentam fenotipo NEM2-simile (casos familiares com tumores NEM2-
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relacionados). Nestes ultimos casos, alteracbes em outros genes podem

estar potencialmente envolvidas, como segue abaixo.

1.3.1 CDKils

A progressao do ciclo celular da fase G1 para S, em mamiferos, é
regulada de forma cooperativa por varias classes de quinase-dependentes
de ciclinas (CDKs - cyclin-dependent kinases), cujas atividades sao
controladas negativamente por moléculas inibidoras de quinases-
dependentes de ciclinas (CDKIs). As CDKIs estdo agrupadas em duas
familias, que tomam como base a sua estrutura quimica e as moléculas de
CDK com as quais interage: INK4 e Cip/Kip (Sherr e Roberts, 1999) (Figura
5).

O complexo ciclina/CDK tem a capacidade de fosforilar a proteina
retinoblastoma (pRb), que quando fosforilada, libera o fator de transcricéo
E2F. Este ultimo € responsavel pela indugcdo da transcrigdo dos genes
necessarios para progressao do ciclo celular da fase G1 para S (Sherr e
Roberts, 1999) (Figura 5).

A desregulagao do controle do ciclo celular pela perda da fungao de
proteinas envolvidas esse processo contribuem para o desenvolvimento e

progressao de muitos tipos de cancer (Hanahan e Weinberg, 2010).
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Figura5 - Genes envolvidos na regulagéo do ciclo celular (Agarwal et al.,
2009)

Ye et al. (2008), utilizando a técnica de Hibridizacdo Genbmica
Comparativa (CGH), relataram que em CMT advindos de pacientes com ou
sem mutacdo no gene RET (esporadicos e hereditarios), apresentavam
frequentes perdas e ganhos de alelos. As regides com frequentes perdas
alélicas, nos CMT tanto esporadicos como hereditarios, ocorreram em quatro
loci génicos 7936.1, 12p13.31, 13912.11 e 19p13.3-11, sendo que no lécus
12p13.31 houve a maior incidéncia de perda somatica (43 %) (Takeuti et al.,
1996). Sendo que nessa regido localiza-se o gene supressor de tumor

CDKN1B/p27XP?,



Introducéao 25

Especificamente, nos casos esporadicos foi evidenciada uma grande
perda de 25-30 % da regido do brago curto do cromossomo 1 (1p), sendo
que nesta regido encontra-se outro gene supressor de tumor, o
CDKN2C/p18™¥4. Yang (1990), Takai (1987), Mulligan (1993) e Marsh
(2003) também relataram a ocorréncia de frequente perda de marcadores
polimorficos nos regidao 1p em CMT e FEO associados a NEM2.

Experimentos em modelos animais transgénicos e knockout

gNK4  estdao envolvidos na

evidenciaram que os genes p27¢"' e p1
predisposi¢ao e desenvolvimento de multiplos tumores endocrinos. Estudo
com duplo knockouts de p27 ou p21 com perda de pl8 apresentaram
tumores enddcrinos caracteristicos tanto de NEM1 como de NEM2 (Franklin
et al., 2000). Dados obtidos por van Veelen et al. (2008) e Joshi et al. (2007)
indicaram que a perda de funcao destes genes contribuem na tumorigénese
da NEM2. Joshi et al. (2007) relataram que ratos knockout p27 °/
desenvolviam tumores em combinacdo com a perda ou diminuicdo de
funcao da proteina p18.

Nos ultimos anos, uma nova visdo sobre a etiopatogenia dos tumores
enddcrinos hereditarios surgiu a partir de estudos realizados nos modelos
animais MENX, que é uma neoplasia enddcrina multipla que ocorre em
ratos. Esta nova sindrome foi descoberta ao acaso em linhagens de ratos
que viviam em col6nia e desenvolviam espontaneamente multiplos tumores
neuroendocrinos. O espectro fenotipico variava entre os tumores NEM1-

simile e os NEM2-simile (feocromocitoma bilateral, paragangliomas, CMT

bilateral, hiperplasia das paratiredides e adenomas de pituitaria). Entretanto,
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estes animais n&o revelaram mutagdo em seus genes relacionados MENL1 e
RET, respectivamente (Fritz et al., 2002) (Tabela 4).

A andlise por mapeamento de ligacao (linkage) permitiu a
identificacdo da regidao do cromossomo 4 que correspondia ao locus do gene
Cdknlb, o qual codifica a proteina inibidora do ciclo celular p27. Piotrowska
et al., 2004 identificaram mutagcado neste gene como sendo responsavel pela

sindrome MENX.

Tabela4 - Comparacado dos fendétipos NEM com os tecidos neoplasicos
envolvidos na MENX (Fritz el al., 2002)

Tumor Frequéncia (%) Sindrome Associada
HPT 65 NEM1/ NEM2
Tumor hipofisario 77 NEM1
Feocromocitoma bilateral 95 NEM2
Paraganglioma 85 NEM2

CMT 78 NEM2

CMT, Carcinoma medular de tireoide; HPT, Hiperparatireoidismo; NEM1, Neoplasia
enddcrina multipla tipo 1; NEM2, Neoplasia enddcrina mudltipla tipo 2; MENX, Neoplasia
enddcrina multipla em ratos.

Em 2006 Pellegata et al., identificaram mutacbes germinativas em
pacientes que apresentavam tumores NEM1 relacionados, mas sem
mutacdo no gene MEN1. Como consequéncia dessas observagdes, uma
nova sindrome NEM foi definida em humanos, a NEM4 que é causada por
mutac¢des germinativas no gene p27.

A descoberta de mutagdes no gene p27 abriu caminho para o estudo
de outros genes que codificam proteinas inibidoras de quinase dependentes

de ciclinas do ciclo celular, tais como p15, p18 e p21. Agarwal et al. (2009)
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identificaram mutagdes nestes genes em amostras de pacientes com
fendtipo NEM1, mas sem mutagcdo no gene NEM1. Entretanto, ha ainda
poucos relatos da participagao desses genes na tumorigénese da NEM2 e
também das suas participagdes nos casos de pacientes com fendtipos

NEMZ2-relacionados.

1.3.1.1  Gene CDKN1B/p27""" (p27)

O gene CDKN1B/p27XP! - que sera a partir de agora identificado no
texto como p27 - codifica a proteina p27 uma inibidora de quinase ciclina-
dependente. A p27 é uma proteina regulatoria que controla a progresséo da
fase G1 para S do ciclo celular pela interagado com complexos ciclina E/Cdk2
e ciclina A/Cdk4 (Polyak et al., 1994; Sherr e Roberts, 1999). Esta localizado
no brago curto do cromossomo 12 na regido 12-13.1 (12p13.1-p12).

Na fase GO e inicio da G1, a expressao e estabilidade de p27 sao
maximas. Durante a fase G1 ocorre a degradacédo gradual de p27 e um
aumento da atividade dos complexos ciclina E/Cdk2 e ciclina A/Cdk4 que
estimulam a progressao do ciclo celular (Reed et al., 1994). Diversas vias de
transdugbées mitogénicas (ativacdo das vias MAPK, PI3K/AKT) e anti-
proliferativos (TGFB/SMAD) regulam a atividade e expressao de p27, e essa
integracdo é um dos pontos centrais para manutengcdo da proliferagéo
celular normal (Chu et al.,, 2008). Essas vias podem regular p27 por
diferentes niveis, incluindo transcricionais, translacionais, localizacio
intracelular ou degradacéao proteolitica mediada por ubiquitinas (Borriello et

al., 2007; Molatore, 2010) (Figura 6).
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Figura 6 - Vias de sinalizagdo da p27 durante a regulagdo da proliferacdo e
migragao celular. O esquema mostra a regulacao e fungdes de p27 de
acordo com a sua localizagdo intracelular. No nucleo, p27 liga-se ao
complexo ciclina E-CDK2 e inibe a progresséo do ciclo celular (G1—S),
quando ocorre a fosforilagdo do sitio T187 mediado por SRC/ABL p27 é
degradado pelo completo SCF/Skp2, permitindo assim a progressao do
ciclo celular. Fosforilagdo no sitio S10 promove a exportagdo nuclear
para o citoplasma. No citoplasma, p27 executa diferentes fungdes: sinais
de transdugao promovidos pela via PI3K/PDK1 ou Ras/MAPK resultam
na hiperativagdo de diversos membros da familia AGC quinases
(incluindo AKT, SGK e RSK), que promove a fosforilagdo dos sitios T157
e T198. A fosforilagdo destes sitios coopera para sequestrar e estabilizar
p27 no citoplasma, onde promove a proliferagdo pela ligacdo com o
complexo ciclina D-CDK4 e a motilidade, via inibicdo da via de
sinalizacdo RhoA/ROCK. Em destaque (amarelo) estdo os possiveis
alvos terapéuticos (Wander et al., 2011)
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Estudos anteriores tinham analisado o gene p27 e verificado que,
apesar de possuir baixa expressao em diversos tumores em relagdo a
tecidos normais, ele ndo era comumente mutado em tumores, sugerindo
inativacado por outras vias, como eventos epigenéticos, pos-transcricionais e
pos-transducionais. Em 1995, Kawamata e colaboradores realizaram um
grande estudo de rastreamento de mutagbes no p27 em 432 tumores,
sendo: 36 células non-small do figado, 20 ovario, 39 testicular, 15
endomedrial, 18 prostata, 31 gastrico, 68 cervical, 48 osteosarcoma, 25
outros sarcomas, 132 leucemias, 50 leucemias mieldide aguda e 82
leucemias linfociticas. Nesse estudo n&o foi encontrada nenhuma variante
patogénica, verificando que mutagdes nesse gene sdo muito raras.

Estudos em animais knockout para esse gene evidenciaram
associacao da inativacdo de p27 com tumorigénese hipofisaria. Esses
animais desenvolviam hiperplasia/tumor hipofisario aos trés meses de idade
e gigantismo (Fero et al., 1996; Kiyokawa et al., 1996).

A perda da expressdo da proteina p27 foi descrita como evento
frequente em diversos tipos de cancer humano (Chu et al., 2008),
aparentemente conferindo uma vantagem proliferativa que pode levar a
formagdo do tumor. Esses dados evidenciam que p27 ndo é um gene
supressor tumoral classico, uma vez que se encontra raramente mutado em
tumores (Kawamata et al., 1995; Lindberg et al., 2007). Por isso, sugeriu-se
que p27 poderia ser controlado por mecanismos alternativos que atuam em
nivel pés-transcricional, incluindo: uma menor taxa de tradugcao de mRNA de

p27 (Hengst e Reed, 1996), um aumento na degradacédo proteolitica,
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especificamente pelo complexo SCF/Skp2E3 ubiquitina ligase (Pagano et al.,
1995, Chiappetta et al.,, 2007) e a translocagao citoplasmatica de p27
(Viglietto et al., 2002).

O p27 tem papel importante na etiologia do cancer de tiredide.
Evidéncias obtidas em estudos clinicos e in vitro demonstram que a perda
somatica, baixa expressdao (Khoo et al, 2002) ou translocagao
citoplasmatica (Baldassarrre et al., 1999) de p27 podem contribuir no
processo de tumorigénese dos canceres de tiredide. Em adigcdo, foi
demonstrado que as vias PISK/AKT controlam a proliferacdo das células da
tiredide pela regulagao da expressao e localizagao subcelular de p27 (Khoo

et al., 2002).

1.3.1.2 Polimorfismos no gene p27

Foram descritos 15 polimorfismos no p27 de acordo com o banco de
dados Internacional do Projeto HapMap (http://www.hapmap.org). Baseado
em dados da literatura e de estudos preditivos funcionais (estudos in silico),
trés destes polimorfismos se mostraram consistentes: -838C>A
(rs36228499), -79C>T (rs34330) e 326T>G (V109G, rs2066827). Segundo
dados do HapMap, existe algum desequilibrio de ligagao ao longo da regido
entre rs36228499 e rs34330, mas que ndo demonstra uma correlagao
elevada. Assim, os trés SNPs representam fatores de risco genéticos
independentes.

Uma abordagem que aumenta a probabilidade de encontrar fatores

de riscos genéticos relacionados com a NEM2 ¢é a selegcédo de polimorfismos
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de nucleotideo unico (SNPs) em genes candidatos ou loci envolvidos na
modulacao de fendétipo em uma doenca.

O polimorfismo -838C>A esta localizado na regiao promotora de p27
e tem sido associado com aumento de risco de enfarte do miocardio devido
a diminuigao da atividade da regiao promotora (Gonzalez et al., 2004). Esse
SNP também esta associado ao risco de re-estenose depois de processo
cirargico, mas a diferenga é que os pacientes que apresentam o gendétipo -
838A em homozigose tem uma diminuicdo do risco de re-estenose intra-
stend com o aumento da atividade do promotor do alelo A, o que pode
explicar a diminuicdo da proliferagao de células do musculo liso (van Tiel et
al., 2009).

O polimorfismo -79C>T esta localizado na regido 5" nao traduzida (5°-
UTR) do p27 e apresenta atividade promotora (Minami et al., 1997, lto et al.,
1999) e esta associado a um aumento de risco de cancer de tiredide devido
a alteracgao dos niveis de transcrigao de p27 (Landa et al., 2010).

Finalmente o polimorfismo mais estudado, 326T>C (V109G) que é
uma variante nao-sinbnima localizada no éxon 1 do p27 e esta associada
com susceptibilidade a diversos tipos de cancer, como o de prostata e ovario

(Kibel et al., 2003, Li et al., 2004, Gayther et al., 2007).

1.3.1.3 Gene CDKN2CIp18™¥* (p18)
Além do gene p27, o gene pl8 € outro candidato na via de
tumorigénese da NEM2. Diversos estudos descreveram a perda alélica do

marcador 1p, na regiao 1p32-1p36, em casos de CMT/NEM2, em linhagem
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primaria de cultura de células de CMT de varias espécies (Matthew et al.,
1987; Khosla et al., 1991). Estudos mais recentes utilizando a técnica de
CGH (Hibridizagao genémica comparativa) revelaram a perda da regiao 1p
em 8 de 28 (8/28) casos de CMT, bem com em linhagens de células
tireoidiana (TT) (Marsh et al., 2003).

Um evento frequentemente detectado em CMT e FEO é alteracao
cromossémica na qual ocorre a perda de parte especifica ou total do brago
curto do cromossomo 1. O ponto mais comum de quebra é na regidao onde
se localiza o gene CDKN2C (1p32) (van Veelen et al., 2008 e 2009).

Nao ha relatos na literatura de mutagées germinativas no gene pl18
associadas a predisposi¢ao a tumores endocrinos. Entretanto, van Veelen et
al. (2009) identificaram varias mutagbes somaticas inativadoras em p18,
associadas a presenca de mutagdo no RET e a progressao de CMT e FEO.
Estes achados evidenciam p18 como um gene envolvido na progressao de
CMT e FEO (Tabela 5).

O gene pl8 (Gene ID1031) esta localizado no brago curto do
cromossomo 1, na regidao 32 (1p32) e codifica a proteina supressora de
tumor p18. Esta proteina pertence a familia INK4 dos inibidores das
quinases dependentes de ciclinas e interage com CDK4 ou CDKG6

prevenindo a ativacdo de CDK quinases (Nelson e Cox, 2006).
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Tabela 5 - Mutagdes somaticas identificadas em humanos no p18 em CMT
e FEO associada a mutacao ativadora no gene RET (van Veelen

et al., 2009)
Tumor Fonte do Familial/ RET p18 p18
tecido Esporadico (proteina) (DNA) (proteina)
HEEgEEE Esporadico M918T  151G>A  E51K
(linfonodos)
iy Primaria Esporadico M918T 181G>A AG1T
Primaria NEM2A C634W 214A>T A72T
Metastase
(glandula NEM2A C634W  235G>A R79G
FEO adrenal)
Primaria NEM2A C634R 188G>A P63L
Primaria NEM2A C634R 236C>T R79K

CMT, Carcinoma medular de tireoide; FEO, Feocromocitoma.

1.3.1.4 Interacao de p18 e p27

A presenca de uma mutacdo no RET em combinagdo com a perda de
pl8 e/ou p18 e p27 resulta em aumento na incidéncia de CMT, bem como a
diminuicdo das idades de desenvolvimento da doenga em modelos animais
(van Veelen et al., 2009; Joshi et al., 2007).

Estudos em camundongos knockout evidenciaram que animais com o
gendtipo pl8 -/- desenvolveram hiperplasia das células C (HCC) e CMT, e
também apresentavam perda adicional de p27 (Joshi et al., 2007; van
Veelen et al., 2008). A perda de pl8 elou p27 leva a aceleragdo na
progressao de varios tumores endocrinos (Franklin et al., 1998 e 2000).

Resultados de van Veelen et al. (2008) evidenciaram a existéncia de

interagdo entre pl8 e p27, na qual camundongos knockout com gendtipo
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pl8 "/ ;p27 ¥/ desenvolveram CMT precocemente, antes dos 9 meses de
idade. Franklin et al. (1998) e Nakayama et al. (1996) mostraram em
modelos animais a incidéncia de tumores NEM relacionados (Tabelas 6 e 7).

Na literatura, ainda ha poucos relatos sobre mutagdes e/ou
polimorfismos nos genes pl8 e p27 que, como mostrado por van Veelen

(2008 e 2009), quando associadas a mutacdo no gene RET podem

promover a progressao dos tumores na NEM2.

Tabela 6 - Incidéncia de tumores em animais knockout p18, p27 e p18/p27
(Nakayama et al., 1996; Franklin et al., 1998)

Gendétipos
Tecido
p18 -/- p27 -I- p18-/- ; p27 -/-
. . . ; Hiperplasia (6%)
H I 629 H | 409
Hipdfise iperplasia (62%) iperplasia (40%) Adenoma (91%)

Medula Adrenal

Tireoide (células C)
Testiculos (células de
Leydig)

Pancreas (ilhotas)
Estdbmago (células

escamosas)

Intestino

Adenoma (27%)
Hiperplasia (33%)
Feocromocitoma
(8%)

Hiperplasia (12%)

Hiperplasia (95%)
Normal

Normal

Normal

Adenoma (25%)
Hiperplasia (19%)
Feocromocitoma
(23%)

Normal

Normal
Normal

Normal

Normal

Carcinoma (3%)

Hiperplasia (6%)
Feocromocitoma
(91%)

Hiperplasia (81%)
Adenoma (6%)

Hiperplasia (100%)
Hiperplasia (20%)
Adenoma (25%)

Adenoma
duodenal (9%)
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Tabela7 - Comparagao da incidéncia de tumores em ratos p18 -/- /p27 -/-
em pacientes com sindromes NEM1 e NEM2 (Nakayama et al.,
1996; Franklin et al., 1998; e Hoff et al., 2000)

Tecido p18-/-; p27 -/- NEM1 NEM2

Hiperplasia

Hipofise Adenoma Carcinoma Normal
Carcinoma
Hi lasi

Medula Adrenal Perp aS|a. Normal Feocromocitoma
Feocromocitoma

Células C da tiredide Hiperplasia Normal Carcinoma

Paratiredide Normal Hiperplasia Hiperplasia

Adenoma Adenoma

Testiculos (células de : .

Leydig) Hiperplasia Normal Normal

Pancreas (ilhotas) Hiperplasia Carcinoma Normal

Tumores nao enddocrinos Sim Sim Sim

Levando em conta que todo processo de tumorigénese envolve a
participacdo de diversos genes, além das evidéncias de polimorfismos
estarem modulando fendtipo de uma doenca, o presente estudo podera
contribuir para a analise das vias do processo de tumorigénese da NEM2, o
que podera auxiliar no melhor monitoramento e
direcionamento/recomendagdes para o rastreamento e seguimento clinico

da NEM2.



2 OBJETIVOS
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Analisar a presenca de mutagdo somatica dos genes pl15, p18 e

p27 em tumores de pacientes com NEM2 e mutagao RET;

Avaliar a associagao de polimorfismos no gene p27 no progndéstico

e progressao da doenga em pacientes com NEM2 e mutagao RET;

Avaliar se polimorfismos no gene p27 estariam modulando o
fendtipo da NEM2A em uma grande familia com mutagao C620R

no gene RET;

Verificar se a localizagao e niveis de expressao celular da proteina

p27 estariam associados ao progndéstico da doenca.



3 CASUISTICA



Casuistica 39

3.1 Pacientes e tumores

Neste projeto foram incluidos 36 pacientes (n=36) com NEM2
provenientes do programa de rastreamento genético de NEM2 do HC-
FMUSP/ Unidade de Endocrinologia Genética/LIM25, com diagndsticos
clinicos e genéticos confirmados de NEM2 (casos com mutagdo no gene
RET). Dos 36 casos, 34 herdaram a mutagao germinativa e 2 apresentavam
mutacao de novo no RET.

Dentre os 36 pacientes, havia 17 mulheres (47%) e 19 homens (53%)
com meédia de idade de 30,5 + 19 anos. As mutagdes no RET presente nos
tumores desses pacientes foram: C620R (58%), C634R (11%),
C634Y/YT91F (19%), M918T (6%), V804M (3%) e C611W (3%).

O CMT estava presente em 33 casos (92%) e a hiperplasia de
células-C em 3 casos (8%). A localizagao do CMT na maioria dos casos foi
multicéntrica e bilateral (79%), e nos demais casos era multicéntrica
unilateral (9%) ou unicéntrica (12%). O estadiamento do CMT variou entre |
—IV, sendo que 23 casos (64%) estavam no estagio I/ll e 13 casos (36%) no
estagio Il/IV. Em 16 casos (44%) houve a cura bioquimica da doenca
(calcitonina < 2 pg/mL) e em 20 casos documentou-se recidiva do CMT
(50%).

O FEO estava presente em 12 casos (34%) sendo sua localizagdo na

maioria dos casos unilateral (73%), e os casos de tumores bilaterais foram 3
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(27%). Um dos casos com suspeita de FEO apresentava somente
hiperplasia adrenal. O hiperparatireoidismo primario (HPT) estava presente
em 6 casos com NEM2 (17%).

No total, 66 tecidos tumorais (n=66) proveniente dos 36 pacientes
com NEM2 foram analisados, sendo: 37 CMT (n=37; 56%) com média de
tamanho entre 1,5+1,7 cm e 21 FEO (n=21; 32%) com média de tamanho
2,2+1,3 cm, 2 HPT (n=2; 3%) 2 linfonodos cervicais (n=2; 3%) e 4
metastases de pulmao (n=4; 6%). As amostras tumorais foram obtidas de
processos cirurgicos realizados no HC-FMUSP e adequadamente
acondicionados em nitrogénio liquido ou solugcdo estabilizadora RNAlater
(Ambion, USA) para sua conservagao.

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise
de Projetos de Pesquisa do HC-FMUSP (CAPPesq) sob o protocolo de
pesquisa n° 1231/09 e de outros projetos do grupo: 0425/08, 0549/09 e
0050/10. Todos os pacientes leram e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

De acordo com a tabela 8, foi realizada uma breve descri¢ao clinica
dos pacientes que foram submetidos a processo cirurgico seguido da analise
genética dos tumores.

Os casos 1 e 4 sao dois pacientes com NEM2B que apresentam a
mutacdo M918T de novo. Estes casos foram diagnosticados e operados com
8 e 12 anos de idade, respectivamente, € ndo se encontram clinica ou
bioquimicamente curados do CMT. O caso 1 apresentava multiplas

metastases cervicais e metastases a distancia nos pulmdes, sendo que a
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ultima dosagem de calcitonina era de 3.733 pg/mL. Ja o caso 2 apresentava
metastases cervicais e em sua ultima dosagem de calcitonina o valor era de
32.651 pg/mL. Atualmente estes dois pacientes seguem no ICESP.

Os casos 3, 5, 9, 14, 15, 24 e 29 pertencem a uma familia NEM2A
com dupla mutagdo germinativa C634Y/Y791F no RET. Os pacientes
apresentavam CMTs com desenvolvimento usual para a sindrome,
associados a FEOs mais agressivos e precoces. O caso 5 apresentou CMT
e FEO ja operados e atualmente encontra-se curada bioquimicamente do
CMT (calcitonina basal < 2 pg/mL). As caracteristicas clinicas e genéticas
gerais de pacientes pertencentes a esta familia ja foram relatadas em
detalhe (Toledo et al., 2010).

O caso 28 é portador de NEM2A com a presenca de CMT, FEO e
HPT. Pertence a uma familia de Natal, Rio Grande do Norte. Ha mais trés
afetados na familia.

O caso 10 é portador de NEM2A tipico apresentando CMT e FEO
bilateral. Nao curado do CMT.

Os casos 11 e 19 pertencem a uma familia com NEM2A tipico e
apresentaram CMT e FEO. Foram os primeiros casos operados
preventivamente para o CMT no Hospital das Clinicas, aproximadamente ha
22 anos (Santo et al.,, 2006). Atualmente ambas pacientes encontram-se
clinica e bioquimicamente curadas do CMT (calcitonina basal < 2,0 pg/mL).

Mais recentemente, também foram operadas de FEO bilateral.
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Os casos 12, 23 e 31 pertencem a uma familia com NEM2A tipica
(CMT, FEO e HPT), sendo que o caso 31 foi submetido a tireoidectomia total
preventiva aos 2 anos de idade.

Os casos 16 e 32 pertencem a uma familia com NEM2A tipico (CMT,
FEO e HPT). Ha outros seis membros afetados na familia. O caso 16 néo se
encontra curado do CMT.

O caso 21 é paciente que pertence a uma familia de NEM2 onde
ocorre somente o CMT. Dois homens afetados desta familia apresentaram
CMT com evolugao agressiva e nao estao curados do CMT. Enquanto isto,
quatro mulheres afetadas desta familia tiveram evolucdo muito lenta,
inclusive o caso 21. As mulheres dessa familia encontram-se curadas do
CMT, apesar de terem sido operadas tardiamente.

As amostras 2, 6, 7, 8, 13, 17, 18, 20, 22, 25, 26, 27, 30, 33, 34, 35,
36 da tabela 9 correspondem a 17 individuos de uma grande familia com
NEM2A/CMT-F na qual foram analisados tumores. A clinica desses
pacientes esta descrita a seguir, na descricdo da familia de Arapiraca.
Dados parciais sobre esta familia foram relatados anteriormente (Frank-

Raue et al., 2010; Quedas et al., 2012).
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Tabela 8 - Dados clinicos de 36 pacientes com NEM2 e mutacédo no gene RET na qual foram analisados tecidos tumorais.

Paciente CMT
Estadiamento Calcitonina** Prognéstico FEO
Caso n° Sexo ld Diag Genétipo Fenétipo  Localizagdo Tamanho Pré- Pos- HPT
(anos) (cm) Estagio = TNM* L L Cura Recidiva Tumor Localizagdo Tamanho (cm)
cirurgico cirdrgico
1 M 9 M918T NEM2B M bil sem info Ve T3N1M1 64,0 3733,0 N S N N sem tumor /
2 F 16 C620R NEM2A/CMTF M uni sem info | T1NOMO <50 <2,0 S N N N sem tumor /
3 M 23 CB34Y/Y7T91F NEM2A M uni 0,1e0,3 | T1NOMO 8,4 <2,0 S N N N sem tumor /
4 M 12 MI18T NEM2B M bil 28e14 IVa T3N1bMx  29327,0 32651,0 N S N N sem tumor /
5 F 44 C634Y/YT91F NEM2A M bil sem info | TINOMO <2,0 <2,0 S N N S u 0,5
6 M 13 C620R NEM2A/CMTF U 0,3 | TINTMO <2,0 <2,0 S N N N sem tumor /
7 M 33 C620R NEM2A/CMTF M uni 20e35 1] T2NIMO  seminfo  seminfo N N N N sem tumor /
8 M 26 C620R NEM2A/CMTF M bil sem info Il T3N1bM1 47,0 458,0 N St N N sem tumor /
9 M 51 C634Y/YT91F NEM2A M bil 04e04 Il T2NOMO 14,1 11,9 N S S S BA 31e25
10 F 50  C611W NEM2A M bil sem info | T1NOMO 23,0 25,1 N S N S B 5e3
11 M 38 C634R NEM2A HCC sem info | TINOMO <1.9 <2,0 S N N HCC HCC 0,8
12 F 28 C620R NEM2A U 0,8 | T1NOMO 72,0 <2,0 S N N S U 2,3
13 F 20  C620R NEM2A/CMTF M bil 4 M T2N1MO 55 291,0 N S N N sem tumor /
14 M 64  CB34Y/Y791F NEM2A M bil sem info 11} T2N1MO 306,0 303,0 N S N S U /
15 M 49 C634Y/YT91F NEM2A M bil 3e05 I T2NOMO  1594,0 >2,0 S N S S B 2e1
16 M 55  C634R NEM2A M bil sem info I T2NOMO <10,0 8,7 N S N S U 3
17 M 2 C620R NEM2A/CMTF HCC / / TONOMO 52 16,7 S N N N sem tumor /
18 M 8 C620R NEM2A/CMTF U 0,3 | T1aNOMO 9,5 <2,0 S N N N sem tumor /
19 F 27  C634R NEM2A M bil sem info | T1NOMO <10,0 <2,0 S N S S U 4
20 F 34 C620R NEM2A/CMTF M bil 05e0,9 | TINOMO 10,5 9,1 N N N N sem tumor /
21 F 62  V804M NEM2A HCC / / TONOMO <10,0 <2,0 S N N N sem tumor /
22 F 25 C620R NEM2A/CMTF M bil 09e0,1 | TINOMO 92,0 27,6 N S N N sem tumor /
23 F 30  C620R NEM2A M bil 1,4e2 11} T1bN1aM0 32,8 80,7 N S S N sem tumor /
24 F 61 C634Y/Y791F NEM2A M bil sem info 11} TINTMO 336,0 620,0 N S S S sem info sem info

continua
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Tabela 8 - Dados clinicos de 36 pacientes com NEM2 e mutagcdo no gene RET na qual foram analisados tecidos
tumorais. (conclusao)
% F 17 C620R NEM2A/CMTF Mbil  12e02 Il T2NIMO <20 seminfo N S N N semtumor /
% F 84  C620R NEM2A/CMTF M bil 9e17 Il T3N1aM0 98690  402,0 N St N N semtumor /
27 F 10  C620R NEM2A/CMTF Mbil 03 €018 | TINOMO 82 <20 S N N N semtumor /
22 M 35 C620R NEM2A M bil sem info Il T2NIMO 7140 16,2 S S N S U 14
29 M 28 CB34Y/Y791F NEM2A M bil 1803 Il TIbNtbMO 1700 8,9 N S N S u 1
30 M 28 C62R NEM2A/CMTF M bil 04e0,1 | TINOMO <10, 7.1 S N N N semtumor /
31 M 2 C620R NEM2A M bil 04e04 | T1aNOMO 26,5 59 S N N N semtumor /
2 M 33 C6MR NEM2A M bil 35€4,0 Il T3NOMO 91 2,2 N N S N semtumor /
33 F 28 C620R NEM2A/CMTF M bil 1e7? Ve  T4aNiM1 <20  seminfo N St N S U 05
34 F 24 C620R NEM2A/CMTF M bil 4 Ve  T3NIMI 850 823530 N S N N semtumor /
3% F 21 C620R NEM2A/CMTF M bil 1 Il TINIDMO 3440 157 N S N N semtumor /
3% M 8  C620R NEM2A/CMTF U 0,1 | TINOMO 10,9 <2,0 S N N N semtumor /

F, feminino; M, masculino; Id Diag, idade ao diagnostico; M bil, tumor multicéntrico bilateral; U, tumor unicéntrico; HCC, Hiperplasia de células-C; sem info, sem
informacdes; 1, ébito CMT; #, dbito pneumonia; CMT, Carcinoma Medular de Tiredide; FEO, Feocromocitoma; HPT, Hiperparatireoidismo primario.
*TNM, estadiamento do CMT (Sobin, 2010); **Calcitonina, referéncia: homens,< 8,4 pg/mL/ mulheres, <: 5,0 pg/mL (Método: imunoquimioluminométrico, Immulite —
USA, CA).
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3.2 Anadlise de polimorfismos do gene p27 em uma grande familia
com NEM2A/CMT-F

Polimorfismos no gene p27 foram analisados em 28 membros em
uma grande familia com CMT familial associada a mutagdo germinativa
c.1858T>C (p.C620R) localizada no éxon 10 do gene RET. Tivemos acesso
ao tecido tumoral de 17 dos 28 pacientes, com a finalidade de realizarmos
as analises moleculares descritas previamente em Métodos.

Alguns membros dessa familia também apresentam megacdlon
congénito. Aproximadamente 35 membros afetados desta familia eram
portadores dessa mutagao (p.C620R) e a boa parte deles ja apresentava
CMT na primeira consulta, com dimensdes variando de 0,2 cm
(microcarcinoma in situ, confirmado por dosagem de calcitonina e bidpsia do
nodulo) até 9,0 cm. Durante os 10 ultimos anos (2002-2012), todos os
pacientes desta familia os quais foram operados com até 12 anos de idade,
por meio de tireoidectomia total associada a limpeza ganglionar cervical,
apresentam-se atualmente bioquimicamente curados (niveis séricos de
calcitonina basal < 2pg/mL). Dados clinicos adicionais desta familia foram
previamente publicados parcialmente (Frank-Raue et al., 2010).

Os individuos desta familia s&o originarios de zonas rurais e urbanas
de diferentes municipios préximos a cidade de Arapiraca, Estado de
Alagoas. Varios deles migraram para a cidade de Sdo Paulo ou regides da
Grande Sao Paulo, e um destes pacientes foi o primeiro a procurar o

Hospital das Clinicas, tendo-se tornado o caso-indice desta familia.
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A média de idade dos individuos submetidos & tireoidectomia total foi
de 22117 anos, variando entre 2 e 84 anos. Exceto o caso 11 que foi
submetido a tireoidectomia total preventiva aos 2 anos de idade, todos os
outros pacientes ja apresentavam CMT, documentado por exames prévios a
cirurgia (biopsia de tireoide, dosagem de calcitonina) ou pelo exame
anatomopatologico. Os resultados patolégicos mostraram que o caso 11
apresentava somente hiperplasia das células C (HCC); o CMT era
unicéntrico em um paciente (caso 28) (Tabela 9). O tamanho do CMT a
patologia e/ou ultrassonografia variou entre 0,1 cm (caso 28) e 9,0 cm (caso
19). O estadiamento do CMT variou de | ao IVc. A classificagdo TNM variou
de TONOMO a T4N1M1 (caso 22), sendo que neste ultimo caso a paciente
apresentava metastases do CMT em figado e bago (ndo analisados nesse
estudo).

Os valores preé-cirurgicos de calcitonina variaram de indetectavel até
mais de 144.497,0 pg/mL (caso 25). Valores de calcitonina pds-cirurgicos
abaixo de 2,0 pg/mL sao muito majoritariamente (mas nao obrigatoriamente)
relacionados a “cura bioquimica” e esta condicdo estava presente em varios
dos casos aqui analisados. Em geral, nesta familia, os pacientes
tireoidectomizados com até 12 anos de idade nao apresentaram qualquer
tipo de recidiva.

O obito devido ao CMT ocorreu no caso 1, aos 34 anos; caso 19, aos
84 anos; e caso 22 aos 35 anos de idade. Recidiva tumoral ocorreu em 14
pacientes. Nenhum dos 28 casos estudados  apresentava
hiperparatireoidismo. O Feocromocitoma estava presente em somente um

paciente desta familia, e era unilateral (caso 22).



Casuistica 47

Tabela 9 - Dados clinicos da familia de Arapiraca com NEM2A/CMT-F e mutagao germinativa C620R no gene RET

Paciente CmMT FEO o
Id dia Calcitonina pos- Metastase apos Id diag/exclusio Megacélon*** Obito/idade
Caso n° Sexo 9 Tumor Cirargia HCC* .. & TNM* Estégio# .. . s Curado Tumor 9 (anos)
(anos) cirurgia (ultima) cirdrgia (anos)

1 F 8 S S s 7 10,2 T1NOMO 2 N S N 8 N N

2 F 16 S S S <2,0 T1NOMO 2 N S N 15 N N

3 F 37 S S S <2,0 TINTMO 3 S N N 55 N N

4 F 50 S N S sem info TONOMO 1 N N N 59 N N

5 M 23 S S S <2,0 TIN1MO 3 N S N 22 S N

6 M 13 S S S <2,0 TINTMO 2 N S N sem info N N

7 M 47 S S S sem info T2N1MO 3 S N N 56 N N

8 M 26 S S S 458,0 T3N1M1 4 S N N 25 N CMT/34
9 F 19 S S S 291,0 TINTMO 3 S N N 30 N N
10 F 34 S S S 1821,0 T3N1M1 4 S N 50 N
1 M 2 N N S 16,7 TONOMO 1 N S N 4 S N
12 M 8 S S S <2,0 T1NOMO 2 N S N 8 N N

13 F 11 S S S <2,0 T1NOMO 2 N S N 12 N N
14 F 14 S S S <2,0 T1NOMO 2 N S N 14 S N
15 M 5 N S N <2,0 TONOMO 1 N S N 7 S N

16 M 8 N S S <2,0 TONOMO 1 N S N 8 N N

17 F 24 S S S <2,0 TIN1MO 3 S N N 24 N N
18 F 18 S S S sem info T2N1MO 2 N S N 17 N N
19 F 84 S N S 402,0 T3N2M1 3 N N N 84 N Pneumonia/84
20 F 10 S S S <2,0 T1NOMO 2 N N N sem info N N
21 M 28 S S S 71 T1NOMO 2 N S N sem info N N
22 F 27 S S S sem info T4aN1M1 4 S N S 27 N CMT/35
23 F 25 S S S 27,6 T1NOMO 2 N N N 25 N N
24 F 25 S S S 144497,0 T3N1M1 4 S N N 38 N N
25 F 22 S S S 82353,0 T3N1M1 4 S N N 35 N N
26 F 21 S S S 15,7 TIN1MO 3 S N N 33 N N
27 F 16 S S S <2,0 T1NOMO 2 N S N 23 N N
28 M 8 S S S <2,0 T1NOMO 2 N S N 8 S N

F, feminino; M, masculino; Id diag, idade ao diagndstico; *HCC, Hiperplasia de células C; S, sim; N, ndo; **TNM, estadiamento do CMT (Sobin, 2010); ***Megacoélon
aos 3 meses de idade

# Calcitonina, referéncia: homens, < 8,4 pg/mL/ mulheres, < 5,0 pg/mL (Método: imunoquimioluminométrico, Immulite — USA, CA).

## Estagio: 1, somente HCC; 2, CMT sem metastase em linfonodo; 3, CMT com metastase em linfonodo, sem metastases a distancia; 4, CMT com metastases a
distancia.



4 METODOS



Métodos 49

Os processos de extracdo de DNA, PCR e sequenciamento foram
realizados no laboratério de Endocrinologia Genética/LIM-25 do Hospital das
Clinicas, Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, HC-
FMUSP.

As analises de Western blot (WB) foram realizadas em colaboragao
com o Instituto de Biociéncias da USP (IB-USP).

Os ensaios de imunuhistoquimica (IHQ) foram executados em
colaboracdo com a Dra. Sheila A. Coelho Siqueira do Laboratério de
Patologia do HC-FMUSP (LIM-14).

Os dados clinicos e exames bioquimicos dos pacientes foram obtidos
dos prontuarios médicos e de consultas, por meio do banco de dados do

sistema Intranet do HC-FMUSP.

41 Extracao de DNA

4.1.1 Sangue Total

A extragdo de DNA gendmico de leucdcitos do sangue periférico foi

realizada pela técnica de Salting-out (Miller, 1988) e/ou pelo kit comercial

QlAamp DNA Mini (QlAgen, Hilden, Alemanha), seguindo instrugcbes

descritas pelo protocolo do fabricante.
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41.2 Tumor

A selecdo da regido tumoral para extracdo de DNA foi realizada
através da analise histolégica prévia do fragmento cirurgico. Foi realizado
um corte de aproximadamente 3 uM no fragmento tumoral com auxilio de
um micrétomo. Em seguida o tecido foi corado com hematoxilina-eosina e
analisado ao microscopio.

Cerca de 2 mg do tecido tumoral foram seccionadas e fragmentadas
com auxilio de nitrogénio liquido e maceragao com pistilo. Apos isto, o
macerado foi submetido a extragdo de DNA utilizando o kit DNeasy® Tissue
(QIAgen, Hilden, Alemanha) seguindo instrugdes descritas pelo protocolo do
fabricante.

As verificagdes da concentragdo e qualidade do DNA extraido de
sangue e tumor foram realizadas por espectrofotometria utilizando o
equipamento NanoDrop (Thermo Scientific, USA). A analise da qualidade do
DNA extraido foi baseada no resultado da relagdo das leituras de
absorbancia Aseo/Azso, sendo considerados valores de DNA em torno de 1.8

como qualidade aceitavel.

4.2 Rastreamento de mutacao e/ou variantes polimorficas nos genes
p15, p18 e p27

O rastreamento de mutagdes e/ou variantes polimoérficas foi realizado
pelas técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), seguido pelo

sequenciamento direto de DNA.
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Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados para PCR foram
obtidos com auxilio do programa Primer3 v4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/). As
sequéncias dos iniciadores (primers) e os tamanhos dos produtos

amplificados na reacao de PCR estao descritos na tabela 10.

Tabela 10 - Sequéncias dos primers e tamanhos dos produtos amplificados
para os genes pl5, p18 e p27

] . Sentido 5°(3") Tamanho
Gene Exon
(pb)
Senso Reverso
2 TGGGAAAGAAGGGAAGAGTG TTTGCTGGGTAAAAGCCTGT 399
p15
3 CGGCATCTCCCATACCTG GGGTGGGAAATTGGGTAAGA 374
2 GCAAAGGAAAGGGGAAAAAG GGGTCACGTAGGCAACATTA 248
p18
3 TGCACTTGAAGGATTCTACCAT AGGGAAAAGCCAAGGAAAGA 680
2 GTCGGGGTCTGTGTCTTTTG AGGGAAAAGCCAAGGAAAGA 762
p27

3 CTGACTATGGGGCCAACTTC GCCAGCAACCAGTAAGATCAG 294

*Exon 1 ndo é codificante para os trés genes.
pb, pares de bases

4.3 Analise somatica de RET nos tumores NEM2

Foi realizada a verificagdo da possivel ocorréncia de um segundo
evento somatico no éxon especifico do gene RET dos tumores NEM2 do
estudo. Foi analisada somente a amplificagdo do éxon especifico em que o
paciente apresentava a mutacdo germinativa no gene RET. As sequéncias
dos primers utilizados para amplificagdo dos éxons hotspots estao descritas

na tabela 11.
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Tabela 11 - Sequéncias dos primers e tamanhos dos produtos amplificados
para os exon 10, 11, 13, 14 e 16 do gene RET

] Sentido 5 >3’ Tamanho
Exon
Senso Reverso (pb)
10 AGGCTGAGTGGGCTACGTCTG GTTGAGACCTCTGTGGGGCT 204
11 ATGAGGCAGAGCATACGCAGCC CTTGAAGGCATCCACGGAGACC 336
13 ATGAGGCAGAGCATACGCAGCC AGAACAGGGCTGTATGGAGC 277
14 ATGAGGCAGAGCATACGCAGCC CATATGCACGCACCTTCATC 294

16 CTGAAAGCTCAGGGATAGGG  GGCATGGGACTAGCAAGGGTG 458

pb, pares de bases

44 Reacao em Cadeia da Polimerase — PCR

Foi padronizado um unico protocolo para PCR para amplificagdo do
produto de todos os genes analisados no presente estudo. Este protocolo
apresentou as seguintes condigdes em um volume final de 25 ul de reagéo:
1X PCR Buffer (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCI), 2,0 mM MgCl, 0,2 mM
de cada dNTP’s, 5 pmol de cada oligonucleotideo iniciador (senso e
reverso), 1 U da enzima Taq DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen,
Sao Paulo) e 20-50 ng de DNA (conforme tamanha do amplicon). A
amplificacao foi realizada no termociclador modelo PTC-200 (MJ Research),
utilizando os seguintes parametros de termociclagem: 95 °C 5 min
(denaturagao inicial), seguido de 35 ciclos apresentando as seguintes
condigdes: 95 °C 20 seg, 60 °C 20 seg e 72 °C 30 seg; e 72 °C 10 min para

uma extensao final da fita do DNA.
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A detecgcdo do produto amplificado na PCR foi realizada por
eletroforese em gel de agarose 2% utilizando como marcador de
amplificacdo o reagente Blue Green Loading Dye 1 (LGC Biotecnologia,
USA). Como padrao de peso molecular foi utilizado o reagente 100 bp DNA
ladder (Invitrogen, USA). Os parametros de eletroforese foram 120 Volts por
40 min. A verificacdo foi realizada no transluminador sobre luz ultravioleta

(UV).

4.5 Purificagao e quantificagcao do produto amplificado

Para retirada de residuos e/ou produtos nao incorporados na reagao
de PCR (sais, proteinas, primers), foi realizado processo de purificagao
utilizando o kit PureLink™ PCR Purification kit (Invitrogen, USA) e/ou a
enzima ExoSAP-IT® (USB, Ohio), seguindo instrucdes descritas nos
protocolos dos fabricantes.

A verificacdo da concentracdo aproximada do DNA purificado foi
realizada em gel de agarose 2% utilizando como padrdo de quantificagéo o
reagente Low DNA Mass™ Ladder (Invitrogen, USA). Foram aplicados 4 pl
do padrdo e 4 pul do produto de PCR purificado. Os parametros de
eletroforese foram 120 Volts por 40 min. A verificagdo foi realizada no
transluminador sobre luz ultravioleta (UV).

A quantidade de produto amplificado foi estimada através da
comparagao da intensidade da banda da amostra com a de cada uma das

bandas do padrao de quantificagao.
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4.6 Reacao de Sequenciamento

O sequenciamento direto dos produtos amplificados foi realizado pela
tecnologia fluorescente utilizando o reagente BigDye® Terminator Cycle
Sequencing v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA), usando os mesmos
primers da PCR descritos na tabela 10 e 11. O protocolo padronizado
apresentou as seguintes concentragdes finais em 10 pl de volume final de
reacdo: 1X Sequencing Buffer, 1:16 mix BigDye terminator, 5 pmol de primer
e 15-20 ng DNA. A concentragdo de DNA foi adequada conforme o tamanho
do produto de PCR a ser sequenciado. O programa de termociclagem
apresentou as seguintes condi¢des: 25 ciclos: 95 °C 10 seg, 50 °C 10 seg e
60 °C 1 min.

As fitas senso e reverso foram analisadas em todos os casos.

4.7 Purificagao do produto da reag¢ao de sequenciamento

Para retirada de residuos (sal, proteinas) e principalmente produtos
nao incorporados durante a reacdo (primers, ddNTP’s), foi realizada
purificacdo através do processo de precipitagao alcodlica Para isto, utilizou-
se o protocolo Etanol Absoluto/Acetato de sédio (3M)/ EDTA (125 mM),
conforme protocolo padronizado pelo nosso laboratério.

Apos precipitacdo, o pellet seco, foi ressuspendido em 10 ul do
reagente Hi-Di Formamide (Applied Biosystems, USA), denaturado a 95°C

por 3 min e gelo 5 min, e em seguida submetido a eletroforese capilar no
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equipamento ABI3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA),

seguindo instrugcdes descritas pelo fabricante.

4.8 Analise das sequéncias

A anadlise das sequéncias foi realizada com auxilio do software
Mutation Surveyor ® DNA Variant Software v3.30 (SoftGenetic, State College
PA, USA). Foi realizada comparagdo do consenso formado entres as fitas
senso e reverso de cada amostra com a sequéncia-referéncia especifica de
cada gene em estudo, a qual foi obtida no banco de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). As sequéncias-referéncias utilizadas nas
analises dos genes do presente estudo estdo descritas na tabela 12.

As amostras que apresentaram variantes genéticas em relagdo a
referéncia foram repetidas em duplicata, utilizando-se para isto uma nova

extracdo de DNA.

Tabela 12 - Sequéncias referéncias utilizadas nas analises do
sequenciamento direto dos genes p27, p18, pl5 e RET

Gene Referéncia
CDKN1B/p27%®? NMO004064
CDKN2C/p18™k4c NMO078826
CDKN2B/p15 NMO078487

RET NM020975.4
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4.9 Analise dos polimorfismos p.V109G no gene p27 por PCR-RFLP e

c.-79C>T por sequenciamento — Grupo controle

A genotipagem dos polimorfismos p.V109G no gene p27 foi realizada
por amplificacdo do éxon 1, seguida de digestdo por enzima de restricdo
(PCR-RFLP — Restriction Fragment Lengh Polymorphism). O protocolo de
PCR utilizado foi o mesmo ja previamente descrito. A digestdo do produto
amplificado foi realizada com a enzima Bgll (Fermentas Life Science,
Canada), que apresenta a propriedade de digerir regides do DNA que
apresentam as sequéncias descritas abaixo:

5..GCCN NNNANGGC..3
3.CGGNANNN NCCG..5

O protocolo para reagao de digestdao do produto de PCR apresentou
as seguintes condi¢cdes, em um volume final de 20 pl: 1X Buffer O (50 mM
Tris-HCI — pH 7.5, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 0.1 mg/mL BSA), 1U enzima
Bgll e 100 — 200 ng de DNA. O processo de clivagem ocorreu a uma
temperatura 37 °C por um periodo de 3 horas. Para inativagao de residuos
de Bgll foi realizada uma incubagao a 65 °C por 20 minutos.

A detecgao do produto digerido foi realizada por eletroforese em gel
de agarose na concentragao de 3%. Foram utilizados 10 ul do produto de
digestdo, que foram ressuspendidos em 1 pl do marcador e carreador
BlueGreen | (LGC, Brasil). Foi utilizado como marcador de peso molecular o
reagente 100 bp DNA ladder (Invitrogen, USA). Os parametros de

eletroforese utilizados foram: 80 Volts por 3 horas.
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A validacdo do método de genotipagem por PCR-RFLP do SNP
p.V109G foi realizada comparando-se os resultados de 100 amostras que
foram executadas pelo método de sequenciamento direto.

A analise do polimorfismo ¢.-79C>T localizada na regiao intrénica foi
realizada em 133 amostras de DNA de individuos-controles por

sequenciamento direto, utilizando-se os primers descritos na tabela 10.

4.10 Analise in silico

Foi realizado estudo in silico, por meio de programas computacionais,
de todas as variantes polimorficas encontradas nas regides codificadoras.

Estes programas preditivos avaliam através de diferentes algoritmos
as caracteristicas fisico-quimicas, conservacdo dos aminoacidos entre as
diferentes espécies animais e predizem o grau de impacto bioldgico
(patogenicidade). A tabela 13 mostra os programas utilizados nesse estudo.

As alteragdes encontradas em regides intrénicas de splicing do DNA
foram avaliadas pelos programas computacionais GENSCAN
(http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) e Berkeley Drosophila Genome

Project — BDGP (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html).
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Tabela 13 - Programas preditivos de computador utilizados para analise in
silico das regides codificadoras

Programa Referéncia
PolyPhen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
PANTHER http://www.pantherdb.org/

SIFT http://sift.jcvi.org/

Align GVGD http://agvgd.iarc.fr/

Pmut http://mmb.pcb.ub.es/PMut/

FastSNP http://fastsnp.ibms.sinica.edu.tw/
SNAP http://www.rostlab.org/services/snap/
MutPred http://mutpred.mutdb.org/

4.11 Analise de microssatélites do gene p27

A analise de outros possiveis eventos genéticos somaticos de p27
(perda de heterozigose - LOH e/ou instabilidade de microssatélites) foi
realizada. Para isto, foram usados marcadores de microssatélites
flanqueadores por amplificacdo via PCR, utilizando-se o primer senso com
marcacgao fluorescente 6-FAM na posigcdo 5. A tabela 14 apresenta os
marcadores, sequéncias dos primers e possiveis tamanhos dos produtos
amplificados.

A LOH foi realizada somente em casos em que havia disponibilidade
de amostras pareadas de sangue e do tumor de um mesmo paciente.
Amostras com alelo em homozigose no sangue nao foram analisadas por

nao serem informativas. Os marcadores que se mostraram informativos de
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cada um dos tumores foram posteriormente analisados quanto a perda de
heterozigose.

O software GeneMarker a v2.2.0 (SoftGenetics, USA) foi utilizado
para determinar os valores de altura e area dos picos representativos dos
alelos.

Foi considerado como perda de heterozigose um valor <0,6, indicando
que a amostra tumoral apresentava significativa perda do alelo de maior
tamanho, enquanto que um valor de LOH 21,6 indica a perda do alelo de
menor tamanho no tumor. Foram consideradas como apresentando LOH
apenas as amostras com valores que puderam ser incluidas em ambos os
parametros citados acima. Todas as amostras que apresentavam provavel
LOH foram repetidas por meio de uma nova reag¢ao de amplificacao.

A auséncia e/ou diminuigao do sinal fluorescente no tumor de algum
alelo que foi encontrado no sangue, foi considerada compativel com perda

somatica do alelo normal (LOH) no gene em estudo.

Tabela 14 - Sequéncia dos marcadores de microssatélites utilizados para
analise de LOH do gene p27 locus 12p13

Sentido 5> 3’
Marcador Localizagdo no cromossomo  Tamanho (pb)
Senso * Reverso
D125358 CCACATGCCAATAATTTCAGG GCACAACAAAGTATGGCACAG 12.639.351-12.639.498 148
D12S391  AACAGGATCAATGGATGCAT AGCTTGCAGATGGACTGTCA 12.449.931-12.450.106 176
D1251580 CTGTCTTTAGGATGTTGGCA TCAGTTCTCAGGGACTTGTG 13.348.001-13.348.172 172

pb, pares de bases; LOH, perda de heterozigose.
*marcagao fluorescente 6-FAM na posigdo 5” do primer senso.
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412 Analise de expressao proteica de p27 e Skp2

Foi realizada analise de expressao proteica por Western blot de p27 e
também de Skp2, que € uma das proteinas que promove a protedlise de

p27.

4121 Extracao de proteina e analise de Western blot para p27

Estavam disponiveis para o estudo 20 tecidos tumorais, sendo 10
CMT (casos 13, 16, 21, 23, 24, 29 e 35) e 10 FEO (casos 10, 14, 19, 28 e
33) e 2 tecidos tireoidianos com histologia normal, que foram utilizados como
amostras calibradoras controle.

Nos CMTs, o numero de tumores e a respectiva mutagao RET foram:
4 tumores com mutacdo C620R, 4 com C634R, e 2 com C634Y/Y791F.
Quanto aos FEOs, os achados foram: 5 com C620R, 3 com C634R e 2 com
C634Y/YTI1F.

Cada tumor e tecido-controle foram analisados em duplicata. O
controle endégeno da reacgao foi o gene da -actina e a amostra calibradora,
utilizada para comparacgao dos resultados foram os tecidos normais.

Os anticorpos primarios utilizados foram anti-p27 policlonal M-197
(Santa Cruz, CA, USA) diluido a 1:300, anticorpo monoclonal $-actina diluido
a 1:250 (Santa Cruz, CA, USA) e anticorpo monoclonal anti- Skp2 diluido a

1:10 (Zymed, USA).
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4.12.2 Extracao da proteina p27

Cerca de 2 mg do tecido tumoral foram utilizados para extracdo de
proteina total. Cada fragmento tumoral, ainda mantido em gelo, foi triturado
manualmente em almofariz e pistilo de vidro. Em seguida, adicionou-se
solugdo NP40 para lise celular (Invitrogen, USA) e mantidas no gelo por 30
min, realizando homogeneizagao no voértex a cada 10 min. Em seguida, o
lisado proteico foi centrifugado a 13000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo.

A concentragdo proteica foi determinada usando o ensaio BCA

Protein Assay (Thermo Scientific, USA).

412.3 Western blot (WB)

Aproximadamente 20 ug de produto extraido foram separados em gel
15% SDS-PAGE por 2 h e transferidos para uma membrana de nitrocelulose
(Hybond, GE Healthcare).

A membrana foi lavada em solugdo de tampao Tris-Salino contendo
0,1% de Tween 20 (TTBS), em seguida foi incubada a temperatura ambiente
e sobre agitacdo (3000 rpm) em solugdo de leite em p6é 5% com tampéao
TTBS para bloqueio dos sitios inespecificos de ligagao ao anticorpo.

A membrana foi entdo incubada overnight, sob agitacao (3000 rpm) e
refrigeragdo com solugédo de leite em pd 5% e o anticorpo primario. Apos

lavagens (duas com tampao Tris-salino e duas com TTBS por 5 min), a
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membrana foi incubada por 60 min em solugao de leite em p6é 5% com
anticorpo secundario policlonal diluido a 1:1000. Apds incubagdo, as
lavagens foram repetidas e as bandas das proteinas foram detectadas por
reagcao quimioluminescente, pelo sistema ECL Western blotting Detection
Reagents (GE healthcare, UK), seguida pela exposicao em filme de raio-X.

Os dados numéricos foram obtidos por densitometria, utilizando o
software gratuito ImageJ 1.42q (http://rsbweb.nih.gov/ij/) (NIH, Bethesda,
Maryland).

A quantificacao de p27 e Skp2 foi realizada através da anadlise de
quantificacao relativa. Realizou-se o calculo da média e dos desvios padroes
dos valores das densidades oticas (DO) das triplicatas das amostras
tumorais e dos tecidos controles para p27, Skp2 e (-actina. O valor médio
da DO de p27 e Skp2 foram divididos pela média da DO do controle
endégeno B-actina. Em seguida, esse valor foi divido pelo valor da
expressao relativa da amostra calibradora (média das DO dos tecidos

normais).

4.13 Imunohistoquimica (IHQ)

No presente estudo, foram analisados 19 tumores em blocos
parafinados, sendo que 15 eram de pacientes com CMT (casos 3, 4, 8, 15,
17, 20, 22, 23, 26, 27, 29, 30, 31, 33 e 35) e quatro eram de pacientes com

FEO (casos 4, 9, 16, e 29). Nos casos 4 e 29 foi possivel a analise de ambos
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os tumores, CMT e FEO. Foram incluidas, como controles, duas bidpsias de
tecido tireoidiano normal e uma bidpsia de tecido de pele.

Laminas nao coradas foram submetidas ao processo de
desparafinizagcdo conforme o procedimento a seguir: colocar em estufa a
60 °C por 20 min, secar em temperatura ambiente por 5 min;
desparafinizadas e reidratadas por trés processos de incubagdao com
solucdes de xilol e etanol 100%, o que foi seguido por duas lavagens com
solugao de etanol 80%. Apds esse processo, as laminas foram lavadas por
trés vezes com agua deionizada e transferidas para uma solugao de tampao
Tris-salino. Para bloqueio da reacao, as laminas foram transferidas para uma
solucado de 3% de perdxido de hidrogénio e incubadas por 5 min, e em
seguida tratadas com solugdo aquecida de solugao de citrato 10 mM pH 6,0
por 45 min e resfriadas por 20 min.

As laminas foram incubadas por 60 min em solugdo contendo
anticorpo monoclonal anti-p27 (Santa Cruz, CA, USA) diluido 1:300. Em
seguida, foram realizados trés processos de lavagens com agua deionizada
e as laminas foram transferidas para uma solucdo de tampao TBS. O
anticorpo secundario foi adicionado e incubado por 30 min, seguindo-se trés
lavagens com agua deionizada e mantidas em solugéo de TBS.

Para coloragédo, foi aplicada solugdo de diaminobenzina (DAB)
(Ventana, USA) e a seguir incubou-se por 8 min a temperatura ambiente.
Esse reagente € um cromégeno que produz uma cor marrom quando

precipitado e pode ser visualizado com a luz do microscopio. E por fim, as
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laminas foram coradas com solugdo de hematoxilina-eosina para
visualizagao do nucleo e citoplasma.

A analise das laminas foi realizada por meio de duplo-cego e os
resultados discordantes foram reavaliados por um terceiro médico
patologista, especialista na area. As amostras foram inicialmente analisadas
a baixa resolucao (5x) para localizagdo da area tumoral, e depois por alta
resolugdo (20x) usando-se microscépio Olympus BX61. Os critérios para
analise foram os seguintes: numero de células no campo de analise,
descritas em porcentagem aproximada, que estd com marcagcdo de p27
nuclear; localizagao celular de p27 (citoplasma, nucleo ou a combinagao de
ambos) e intensidade da marcacao (ausente, baixo, médio e alto). Todas as
amostras foram realizadas em duplicata.

Para amostras tumorais com HCC ou microcarcinoma, foi utilizada
como guia, para localizagdo da area tumoral, outra lamina contendo

marcagao imunohistoquimica para calcitonina.

4.14 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa
SPSS v20.0 para Windows (SPSS, Inc., Chicago, USA). Os diferentes testes
estatisticos foram aqui aplicados considerando-se varios fatores, como
tamanho da amostra e tipo de distribuicdo dos dados obtidos.

A cura e recidiva da doenca CMT foram descritas utilizando-se de

parametros clinico-patoldgicos e bioquimicos estabelecidos. Os gendtipos
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para os SNPs encontrados no gene p27 e mutagcbes no RET foram
expressos por meio de uso de frequéncias absolutas e relativas. As idades
dos pacientes ao exame meédico inicial e as idades em que estes pacientes
foram submetidos a tireoidectomia total, foram analisadas e descritas
segundo prognésticos com uso de médias e desvios padroes (Kirkwood e
Sterne, 2006).

A verificagcdo da existéncia de possiveis associagcdes entre as
caracteristicas qualitativas nominais e os progndsticos foi realizada por
intermédio do uso de teste do %2 ou teste exato de Fisher ou ainda por meio
de testes da razdo de verossimilhangas. Esses dois ultimos testes foram
aplicados devido ao numero limitado de pacientes pertencentes a presente
amostra (Kirkwood e Sterne, 2006).

As variaveis qualitativas ordinais foram comparadas segundo
progndstico por meio do teste de Mann-Whitney (Kirkwood e Sterne, 2006).
As variaveis quantitativas foram testadas por meio de regressao logistica
simples.

Os valores calculados dos odds ratios (OR) foram apresentados com
os respectivos intervalos com 95% de confianga (Hosmer e Lemeshow,
2000), para estimar as possiveis associagdes das caracteristicas analisadas
com 0s prognosticos.

Os mesmos testes citados acima foram também aplicados para
verificar possiveis associacdes comparativas entre as caracteristicas
tumorais e clinicas dos pacientes e também entre os diferentes tipos de

mutacdes genéticas. Estas ultimas avaliagbes foram realizadas tanto para
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todos os pacientes em seu conjunto, como para os pacientes pertencentes a
uma mesma familia.

O Test t de Student foi aplicado para comparar as diferengas entre os
grupos de estudo na analise de expressao relativa para p27 e Skp2.

Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para

os valores de p < 0,05.



5 RESULTADOS
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5.1 Analise geral dos dados

A analise geral dos dados clinico-patolégicos e bioquimicos identificou
0s seguintes fatores como potenciais moduladores de cura e/ou recidiva dos
pacientes com NEM2: a) idade da cirurgia: pacientes que tiveram forte
tendéncia a apresentarem maior indice de cura foram os que operam com
menor idade (p=0,05); b) localizacdo do CMT: pacientes com localizagdo do
CMT multicéntrico bilateral apresentam estatisticamente menor frequéncia
de cura que em outras localizagdes (p=0,002); c) estadiamentos mais
avancados apresentaram menor frequéncia de cura (p<0,05); d) e pacientes
com maiores niveis sericos poés-cirurgicos de calcitonina apresentaram
menor frequéncia de cura (p< 0,001) (Dados em Anexos — Tabelas

suplementares 1 e 2).

5.2 Rastreamento de mutagoes nos tumores nos genes p15, p18 e p27

Nao foi encontrada nenhuma alteracéo génica que fosse considerada
patogénica nas 66 amostras tumorais analisadas no estudo. Foram

identificadas variantes polimérficas que serédo descritas a seguir.
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5.2.1 Gene p15

Neste gene foi encontrada uma variante em homozigose na regiao
intrénica ¢.43-27C>A (rs2069426) em dois tumores do caso 32 (2/66; 3%).
Esta variante apresenta uma frequéncia alélica, segundo o banco de dados
1000 Genomes, de 7,2% (MAF: A=0,072/158) (Figura 7). As analises de
predicdo in silico mostraram que essa variante nao altera a regido de
splicing, sendo assim considerada provavelmente nao patogénica. Essa
variante também foi encontrada na amostra de sangue do caso 32,

mostrando ser uma alteragado germinativa.

Figura7 - Eletroferograma  mostrando variante  polimorfica em
homozigose c. 43-27C>A (rs2069426) na regiao intrénica do
gene p15. A figura acima mostra a sequéncia com a alteragao
e a sequéncia abaixo contém a referéncia selvagem (setas
vermelhas indicam a posi¢ao de interesse)
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5.2.2 Gene p18

Neste gene foram encontradas duas variantes polimorficas em
heterozigose, sendo a primeira uma alteragdo nao sinbnima no éxon 2 e a
outra na regidao 3'UTR. As duas variantes foram encontradas em sete
tumores (7/66; 10,6%) provenientes de 3 casos advindos de uma mesma
familia com dupla mutacdo RET C634Y/Y791F (casos 3, 9 e 15). A primeira
variante foi a G114G ¢.342C>T (rs1043141) que tem frequéncia alélica,
descrita no banco de dados 1000 Genomes, de 5.5% (MAF: T= 0,055/120).

A segunda variante foi localizada na regido 3'UTR c¢*.151C>T
(rs12855) com frequéncia alélica de 1,4% (MAF: T= 0,140/306) (Figuras 8 e
9). As analises in silico mostraram que essas duas alteragdes nao séao
patogénicas. Essas variantes também foram nas analises do sangue desses

trés casos, mostrando ser uma alteragcdo germinativa.
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Figura 8 -

Eletroferograma mostrando a variante sin6bnima G114G
(rs1043141) em heterozigose no éxon 2 do gene pl8. A figura
acima mostra a sequéncia referéncia normal (selvagem) e
abaixo a sequéncia com a alteracdo (setas vermelhas indicam
a posigao de interesse)

Figura 9 -

Eletroferograma mostrando a variante intrénica 3'UTR
c*.151C>T (rs12855) em heterozigose no gene pl8. A figura
acima mostra a sequéncia referéncia normal e de abaixo
mostra a sequéncia com a alteragao (setas vermelhas indicam
a posigao)
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5.2.3 Gene p27

Neste gene foram identificados os dois polimorfismos ja descritos na
literatura e que sdo associados a susceptibilidade e modulagao fenotipica
em diversos tipos de tumores: a) c.-79C>T (rs34330) localizado na regiao
5°'UTR e apresenta uma frequéncia alélica de 34% (MAF: T=0,342/746); e b)
a variante ¢.326T>G p.V109G (rs2066827) localizada no éxon 1 do gene,
com uma frequéncia alélica de 29% (MAF: G=0,296/646) (Figuras 10 e 11).
As frequéncias alélicas desses SNPs foram obtidas de acordo com o banco
de dados 1000 Genomes.

Os gendtipos obtidos para a variante ¢.-79C>T do gene p27 nos 66
tumores foram: 39 CC (59%), 24 CT (36%) e 3 TT (5%). Os gendtipos do
polimorfismo p.V109G foram: 32 TT (48%), 27 TG (41%) e 7 GG (11%).

Com a finalidade de anadlise estatistica, os genoétipos das duas
variantes no p27 foram divididos em dois grupos para comparagao:

homozigoto selvagem e heterozigoto mutado/ homozigoto mutado.
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Nao houve associagcdo estatisticamente significante da variante c.-
79C>T (rs34330) com as caracteristicas clinico-patologicas e bioquimicas
dos pacientes (p>0,05) (Tabela 15).

Ambos os genotipos, heterozigoto mutado (TG) e homozigoto mutado
(GG) para o polimorfismo p.V109G (rs2066827) do gene p27, apresentaram
associagcao estatisticamente significante com: a) os fendtipos NEM2A e
NEM2A/CMT-F (p=0,019), b) com a presengca de hiperparatireoidismo
primario (p=0,006) e, c) com a menor expressdao nuclear de p27,
documentada por Western blot (p=0,048) (vide também dados dos

resultados de Western blot a seguir) (Tabela 16).
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Tabela 15 - Correlagdo entre as caracteristicas clinico-patologicas e
bioquimicas dos pacientes apresentando NEM2 e os gendtipos
do polimorfismo c¢.-79C>T do gene p27

SNP1 p27-79T

Variavel CcC TC/TT Total P
Sexo 0,567*
Feminino 2 33,3 3 60,0 5 45,5

Masculino 4 66,7 2 40,0 6 54,5

Idade da cirurgia (anos) 0,329**
média (DP) 47,7 (13,8) 37,4 (13,9) 43,0 (14,2)

Idade (anos) 0,052**
média (DP) 50,7 (14,0) 33,8 (9,4) 43,0 (14,5)

Fenotipo NEM2

NEM2A 6 100,0 5 100,0 11 100,0

Niveis de risco mutacdo RET ATA 2009

Muito alto 6 100,0 5 100,0 11 100,0

Familial

Hereditario 6 100,0 5 100,0 11 100,0

SNP2 p27_V109G 0,411#
T 2 33,3 1 20,0 3 27,3

GG 1 16,7 0 0,0 1 9,1

TG 3 50,0 4 80,0 7 63,6
Tumor_CMT 0,545*
Ausente 3 50,0 1 20,0 4 36,4

Presente 3 50,0 4 80,0 7 63,6
CMT-Localizagao 0,247#
HCC 0 0,0 1 20,0 1 9,1
Multicéntrico unilateral 1 16,7 0 0,0 1 9,1
Multicéntrico bilateral 5 83,3 4 80,0 9 81,8

T 0,792**
™ 2 33,3 3 60,0 5 45,5

T2 4 66,7 1 20,0 5 45,5

T3 0 0,0 1 20,0 1 9,1

N 0,545
NO 5 83,3 3 60,0 8 72,7

N1/N2 1 16,7 2 40,0 3 27,3

M

MO 6 100,0 5 100,0 11 100,0
Calcitonina - pés-cirurgia (pg/mL) 0,792**
<=10 4 66,7 4 80,0 8 72,7

10 a 150 1 16,7 0 0,0 1 9,1

> 150 1 16,7 1 20,0 2 18,2

Tumor NEM2- Hiperparatireoidismo 0,567*
Nao 4 66,7 2 40,0 6 54,5

Sim 2 33,3 3 60,0 5 45,5

Tumor NEM2- FEO 0,545
Nao 1 16,7 2 40,0 3 27,3

Sim 5 83,3 3 60,0 8 72,7

FEO- Localizagao 0,412#
Sem tumor 1 16,7 1 25,0 2 20,0

Unilateral 3 50,0 2 50,0 5 50,0

Bilateral 1 16,7 0 0,0 1 10,0

Bilateral assincronico 1 16,7 0 0,0 1 10,0

Hiperplasia o] 0,0 1 25,0 1 10,0

FEO_Pass Score 0,250**
Benigno 2 40,0 3 100,0 5 62,5

Favoravel 1 20,0 0] 0,0 1 12,5

Agressivo 2 40,0 0 0,0 2 25,0

IHQ-p27 Nucleo (Expressao) 0,400**
Baixa 1 25,0 1 100,0 2 40,0

Alta 3 75,0 0 0,0 3 60,0

IHQ Citoplasma (Expressao) 0,400**
Ausente 1 25,0 0 0,0 1 20,0

Baixa 2 50,0 0 0,0 2 40,0

Moderada 1 25,0 0 0,0 1 20,0

Muito alta 0 0,0 1 100,0 1 20,0

Western Blot - Expressao nuclear p27 0,400**
Moderada 0 0,0 2 66,7 2 40,0

Alta 1 50,0 0 0,0 1 20,0

Muito alta 1 50,0 1 33,3 2 40,0

Western Blot Skp2 expressao nuclear 0,800**
Moderada 0 0,0 1 33,3 1 20,0

Alta 1 50,0 1 33,3 2 40,0

Muito alta 1 50,0 1 33,3 2 40,0

Resultado do teste Qui-quadrado; * Resultado do teste exato de Fisher; # Resultado do teste da razdo de verossimilhangas; ** Resultado do teste Mann-
Whitney
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Tabela 16 - Correlagao

das caracteristicas

clinico-patoldgicas
bioquimicas de pacientes apresentando NEM2 com os
gendtipos do polimorfismo p.V109G no gene p27

e

SNP2 p27 V109G

Variavel T TG/IGG Total P

n Y% n % n Y%
Sexo 0,317
Feminino 11 57,9 7 41,2 18 50,0
Masculino 8 42,1 10 58,8 18 50,0
Idade da cirurgia (anos) 0,125**
média (DP) 26,4 (20,8) 33,4 (15,7) 29,6 (18,7)
Idade (anos) 0,433**
média (DP) 35,2 (19,1) 40,4 (17,5) 37,7 (18,3)
Fendétipo NEM2 0,019#
NEM2A 5 26,3 12 70,6 17 47,2
NEM2A/CMT-F 13 68,4 4 23,5 17 47,2
NEM2B 1 5,3 1 5,9 2 5,6
Niveis de risco mutagcao RET ATA 2009 0,196**
Moderado o 0,0 1 5,9 1 2,8
Alto 15 78,9 7 41,2 22 61,1
Muito alto 3 15,8 8 47,1 11 30,6
Altissimo 1 5,3 1 5,9 2 5,6
Familial >0,999*
Mutacao de novo 1 5,3 1 5,9 2 5,6
Hereditario 18 94,7 16 94,1 34 94,4
SNP1 p27_79T 0,728#
TT 1 5,3 1 5,9 2 5,6
CccC 10 52,6 11 64,7 21 58,3
TC 8 42,1 5 29,4 13 36,1
Tumor_CMT 0,684*
Ausente 3 15,8 4 23,5 7 19,4
Presente 16 84,2 13 76,5 29 80,6
CMT-Localizacao 0,904*
HCC 2 10,5 1 5,9 3 8,3
Multicéntrico unilateral 2 10,5 1 5,9 3 8,3
Multicéntrico bilateral 13 68,4 13 76,5 26 72,2
Unicéntrico 2 10,5 2 11,8 4 11,1
T 0,415**
TO 1 5,3 1 5,9 2 5,6
T 9 47.4 10 58,8 19 52,8
T2 4 21,1 4 23,5 8 22,2
T3 4 21,1 2 11,8 6 16,7
T4 1 5,3 o o 1 2,8
N 0,158
NO 9 47 .4 12 70,6 21 58,3
N1/N2 10 52,6 5 29,4 15 41,7
M 0,342*
Mo 15 78,9 16 94,1 31 86,1
M1 4 21,1 1 5,9 5 13,9
Calcitonina - pés-cirargia (pg/mL) 0,127**
<= 10 7 41,2 11 68,8 18 54,5
10 a 150 4 23,5 3 18,8 7 21,2
> 150 6 35,3 2 12,5 8 24,2
Tumor NEM2- Hiperparatireoidismo 0,006*
Nao 19 100,0 11 64,7 30 83,3
Sim o 0,0 6 35,3 6 16,7
Tumor NEM2- FEO 0,098
Nao 15 78,9 9 52,9 24 66,7
Sim 4 21,1 8 47,1 12 33,3
FEO- Localizagao 0,172#
Sem tumor 14 73,7 9 56,2 23 65,7
Unilateral 4 21,1 4 25,0 8 22,9
Bilateral o 0,0 2 12,5 2 5,7
Bilateral assincrénico (0] 0,0 1 6,2 1 2,9
Hiperplasia 1 5,3 o 0,0 1 2,9
FEO_Pass Score 0,788**
Benigno 2 50,0 5 71,4 7 63,6
Favoravel 1 25,0 o 0,0 1 9,1
Agressivo 1 25,0 2 28,6 3 27,3
IHQ-p27 Nucleo (Expressao) 0,481**
Ausente 2 25,0 o 0,0 2 11,8
Baixa 1 12,5 2 22,2 3 17,6
Moderada 1 12,5 o 0,0 1 5,9
Alta 3 37.5 7 77,8 10 58,8
Muito alta 1 12,5 o 0,0 1 5,9
IHQ Citoplasma (Expressao) 0,815**
Ausente 3 37,5 1 11,1 4 23,5
Baixa o 0,0 3 33,3 3 17,6
Moderada 3 37.5 3 33,3 6 35,3
Alta 2 25,0 1 11,1 3 17,6
Muito alta o 0,0 1 11,1 1 5,9
Western Blot - Expressao nuclear p27 0,048**
Moderada o} 0,0 2 28,6 2 16,7
Alta o 0,0 3 42,9 3 25,0
Muito alta 5 100,0 2 28,6 7 58,3
Western Blot Skp2 expressio nuclear 0,530**
Moderada 1 20,0 1 14,3 2 16,7
Alta 3 60,0 3 42,9 6 50,0
Muito alta 1 20,0 3 42,9 4 33,3

Resultado do teste Qui-quadrado; * Resultado do teste exato de Fisher; # Resultado do teste da razdo de verossimilhangas; ** Resultado do teste

Mann-Whitney
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5.2.3.1 Frequéncia dos genétipos de p27 no grupo controle

As frequéncias dos genétipos do SNP rs2066827 (p.V109G) no grupo
controle de 885 individuos foram: 116 GG (13,1 %), 406 GT (45,9 %) e 363
TT (41 %). As frequéncias alélicas do SNP rs34330 (c.-79C>T) em 133
amostras do grupo controle foram: 27 TT (20,3%), 75 CC (56,4%) e 31 CT
(23,3%). Nenhum desvio significativo do equilibrio de Hardy-Weinberg foi

observado para estes dois polimorfismos.

5.2.3.2 Anadlise da associacao de polimorfismos no gene p27 sobre o
fenétipo NEM2A/CMT-F de uma grande familia

Para avaliar se os polimorfismos no gene p27 estariam influenciando
o fendtipo da grande familia aqui estudada com NEM2A/CMT-F e mutagao
germinativa C620R no gene RET, foi realizada a analise de correlagéo entre
os dados clinico-patolégicos e bioquimicos de 28 membros dessa familia
com os gendtipos dos SNPs de p27: -838C>T, c.-79C>T e p.V109G.

A correlacdo dos dados clinico-patologicos e bioquimicos com os trés
polimorfismos no p27 mostra que eles ndo estdo modulando o fendtipo
NEM2A/CMT-F nessa grande familia (p>0,05) (Dados em Anexo — Tabelas

suplementares 3 e 4).
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5.2.4 Analise somatica de RET nos tumores

Além da analise das analises somaticas dos genes pl5, p18 e p27, foi
também analisado o status somatico do gene RET, e foi evidenciada a perda
somatica do alelo normal do gene RET em 3 tumores (3/66; 4,5%), sendo
um tumor proveniente do caso 26 e dois do caso 10. No caso 26 houve
perda somatica total do alelo selvagem no cédon 620 do RET (Figura 12, A e
B). No caso 10 foi verificada perda parcial do alelo normal do cédon 611 nos
dois tumores analisados, sendo que em um deles a perda foi quase total.
Provavelmente, a perda total ndo pode ser descartada, pois a presenca do
alelo normal pode ter ocorrido por contaminagao com tecido adjacente nao

tumoral (normal) (Figura 13, A e B).
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Figura 12 -

Eletroferogram de regido do éxon 10 gene RET. Evidéncia de
perda somatica do alelo normal do codon 620 em um caso de

CMT (caso 26).

Caixa vermelha

ind

ica alteragdo. A,

genotipagem realizado no sangue; B, genotipagem do tumor.
Eletroferogramas indicados acima correspondem a sequéncia

referéncia selvagem
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Figura 13 -

Eletroferograma de regidao éxon 11 gene RET. Evidéncia de
perda somatica do alelo normal do cédon 611 em dois tumores
do caso 10. A, tumor 1 indicando presenga da alteragao
somatica e resquicios do alelo normal; B, tumor 2 indicando
uma perda parcial do alelo normal. Caixa em vermelho indica
a posigao da alteragao e os eletroferogramas indicados acima
para as figuras A e B correspondem a sequéncia referéncia

selvagem
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Esses dados evidenciam a perda de heterozigose pode ocorrer em
um proto-oncogene e que este evento somatico faz parte do processo de
tumorigénese da NEMZ2. Entretanto, devido ao numero pequeno de casos
analisados, n&o pode ser estimado se este segundo evento no RET poderia
estar contribuindo para a variabilidade fenotipica ou agressividade da
doenca. Interessante, que no caso 26 a paciente apresentava um
estadiamento de T3N1aM e foi tireoidectomizada aos 84 anos de idade sem
realizacdo de limpeza dos ganglios cervicais, mas que teve Obito por

pneumonia.

5.3 Analise de microssatélites para p27

Foi realizada analise de microssatélites em 15 amostras tumorais que
se mostraram em heterozigose para a variante p.V109G nas amostras de
sangue (15/36; 41,6%). A analise dos tumores desses 15 pacientes
evidenciou manutengcdo da heterozigose. Esse é outro dado, além do
rastreamento de mutagdes, que evidencia que alteracbes moleculares

somaticas no gene p27 em amostras de tumores NEM2 nao sao frequentes.

5.4 Expressao e localizagao celular de p27

As analises de expressao da proteina p27 pelas técnicas de Western
blot e imunohistoquimica evidenciaram uma redug¢ao na expressao de p27

nas amostras de CMT. Quanto ao FEO, notou-se que em adrenal normal a
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expressao de p27 ja € mais baixa, por isso um dado interessante encontrado
foi quando houve comparagdo dos niveis de expressao em relagdo a
mutacao RET.

Foi possivel também a analise por Western blot da proteina Skp2, que
faz parte do complexo que degrada p27 nuclear.

A seguir seguem os achados de expressao e localizagao de p27.

5.4.1 Western blot de p27 e Skp2

Foi analisada a expressdo das proteinas p27 e Skp2 por meio da
técnica de Western blot em 20 amostras tumorais, sendo 10 advindas de
CMT (casos 13, 16, 21, 23, 24, 29, 35) e 10 advindas de FEO (casos, 10, 14,
19, 28 e 33), as quais apresentavam as seguintes mutagdes no proto-
oncogene RET: C620R, C634R, C634Y/Y791F (Figuras 14 e 15). Nao
estavam disponiveis para esse estudo amostras de tecidos tumorais dos
pacientes com mutacdes nos cdédons V804M e M918T. Como foi utilizado
um anticorpo nao-fosforilado, os niveis de expressao de p27 e Skp2

correspondem as proteinas com localizagc&o nuclear.
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p27

Skp2

b-actin

Figura 14 - Expressao de p27 e Skp2 por Western blot (WB) em CMT. Gel
de WB para p27, Skp2 e B-actina. C, controles; 1-4, tumores
com mutagao C620R; 5-8, tumores C634; e 9-10, tumores com
dupla mutacédo C634Y/Y791F

p27

Figura 15 - Expressao de p27 e Skp2 por Western blot (WB) em FEO. Gel
de WB para p27, Skp2 e B-actina. C, controles; 1-5, tumores

com mutagdo C620R; 6-8, tumores C634R; e 9-10, tumores
com dupla mutacao C634Y/Y791F

B-actina
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5411 CMT

O resultado da média da expressao relativa de p27 e Skp2 (proteina
alvo/ proteina enddgena) foi normalizado com o resultado da amostra
calibradora (média da expressao relativa das amostras provenientes dos
tecidos tireoidianos normais).

As amostras teciduais de CMT evidenciaram uma expressao reduzida
de p27 quando comparadas com as amostras do grupo controle. Assim
sendo, nos dois grupos que apresentam a mutacao RET no cdédon 634
(grupos com mutagdes nos coédons 634 e 634/791), houve redugao de
expressao proteica de mais da metade ou trés vezes menos quando
comparados com a meédia de expressao do tecido normal, respectivamente
(Tabela 17; Figura 16).

Quanto a proteina Skp2, também houve redugdo na expressao
semelhante em todos os grupos estudados quando comparados com o
controle (calibrador), tendo havido redugdao mais acentuada no grupo
634/791 (Tabela 17; Figura 17).

A relagdo entre os niveis de expressao das proteinas p27 e Skp2
mostrou-se menor nos grupos com a mutagdo RET no cdédon 634 (grupos
634 e 634/791) (Tabela 17; Figura 18).

Na tabela 13 constam os resultados finais de expresséao relativa de
p27 e Skp2 obtidos através da média das densidades éticas cada grupo de
estudo. Nesta tabela também esta apresentada a média da relagao entre as

expressdes das duas proteinas no tecido tumoral (p27/Skp2).
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Tabela 17 - Resultado da expressdo relativa de p27, Skp2 e relagédo
p27/Skp2 nuclear dos trés grupos de estudo em amostras de

CMT
Expressao Relativa*
Grupos
p27/B-actina Skp2/B-actina p27/Skp2
Calibrador 1,7 (DP40,2) 1,4 (DP£0,1) 1,3 (DP+0,1)
620 9 (DP+0,1) 0,8 (DP+£0,4) 4 (DP+0,9)
634 0,8 (DP£0,1) ,8 (DP+£0,1) 1,0 (DP10,1)
634/791 5 (DP+0,1) ,7 (DP£0,4) 7 (DP10,2)

*Expressao relativa calculada com a média dos resultados da leitura de DO dos alvos para
cada grupo de estudo.

1,77

0,93
0,80

0,48

0.0 Grupos
Calibrador 620 634 634/791

Figura 16 - Expresséao relativa de p27 nuclear em cada um dos grupos de
estudo, em amostras de CMT. Os desvios padrdoes foram
calculados considerando o erro especifico de cada grupo. O
grupo “Calibrador” corresponde a média das densidades o6ticas
(DO) dos tecidos normais e o gene da [-actina foi o
normalizador da reacéao
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Figura 17 - Expressdo relativa Skp2 nuclear em cada um dos grupos e
estudo em amostras de CMT. Os desvios padrées foram
calculados considerando o erro especifico de cada grupo. O
grupo “Calibrador” corresponde a média das densidades oticas
(DO) dos tecidos normais e o gene da [-actina foi o
normalizador da reagao
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Figura 18 - Relagéo p27 e Skp2 nuclear em cada um dos grupos de estudo

em amostras de CMT. Os desvios padrboes foram calculados
considerando o erro especifico de cada grupo. O grupo
“Calibrador” corresponde a média das densidades éticas (DO)
dos tecidos normais
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Devido as diferencas dos niveis de expressao de p27 e Skp2 em
relacdo a cada um dos grupos estudados, foi realizada uma analise
comparativa utilizando o Teste-T (Student’s T-test). Foi verificado se havia
uma correlagéo entre o codon mutado RET e os niveis de expressao de p27
e Skp2.

As analises realizadas mostraram tendéncia para redugdo da
expressao de p27 em relagcdo ao cdédon mutado do RET, ou seja, os dois
grupos de pacientes que apresentavam mutag¢ao no codon 634 (grupos 634
e 634/791) revelaram menor expressao de p27 quando comparados
individualmente com trés diferentes grupos: a) o grupo controle (calibrador)
(p=0,05 e p=0,03); b) com o grupo com mutacdo no coédon 620 do RET
(grupo 620) (p=0,04, p=0,002, p=0,03); e ¢) também quando comparados os
dois grupos com a mutagao no codon 634 entre si (grupos 634 e 634/791)
(p=0,007) (Tabela 18).

Ja para a Skp2, foi verificada associagdo da redugao da expressao
dessa proteina somente no grupo 634, quando comparada com 0O grupo
controle (p=0,04). Na analise da relacéo entre as proteinas p27/Skp2, nao foi
verificada reducao dos niveis de expressao de ambas as proteinas (Tabela

18).
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Tabela 18 - Analise comparativa dos grupos de estudo em relagcdo a
expressao relativa de p27 e Skp2 nuclear utilizando o Teste-T
em amostras de CMT

Test-T (p<5%)

G tacdo RET
rupos mutacao p27/B-actina  Skp2/B-actina p27/Skp2

N X 620 0,378 0,296 0,645
N X 634 0,05* 0,045* 0,856
N X 634/791 0,032* 0,314 0,157
620 X 634 0,045* 0,697 0,471
620 X 634/791 0,002* 0,889 0,099
620 X 634 + 634/791 0,036* 0,845 0,216
634 X 634/791 0,0071* 0,54 0,071
634 X 634/791 + 620 0,888 0,697 0,641

*valor estatisticamente significante.

541.2 FEO

Nos grupos de FEO, verificou-se que o grupo controle, (calibrador)
apresentou expressao reduzida de p27 e maior expressdao de Skp2 em
relacdo aos grupos estudados. Esse dado evidencia diferengas nos niveis de
expressao de p27 e Skp2 inter-tecidual de p27 e Skp2. Como os niveis de
expressdo do grupo controle foram baixos para p27, eles ndo foram
utilizados para comparagdo dos niveis de expressdao. A comparacao foi
realizada entre os diferentes grupos analisados (grupos com mutag¢dées no
RET nos éxons 620, 634 e 634/791).

A analise de expressao relativa mostrou que o grupo que apresenta a
dupla mutagédo no RET (634/791) tendeu a uma expressao menor de p27 em
relacdo aos demais grupos (Figura 19). Esse mesmo grupo tendeu a

apresentar uma expressdo maior de Skp2 em relagdo aos demais grupos. O
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grupo que apresentou uma menor expressao de Skp2 foi o com mutagao
RET 620 (Tabela 19; Figura 20).

A analise da relagao entre as proteinas p27 e Skp2 dentro do tecido
tumoral evidenciou que o tecido da adrenal normal apresentava baixos
niveis de p27 e Skp2 em relagao ao tecido tumoral. Novamente, os grupos
que apresentaram menor relagdo das duas proteinas foram os que
apresentavam mutagcao no cédon 634, sendo que o0 grupo com dupla
mutacdo nos coédons 634/791 demonstraram maior reducdo (Tabela 19;

Figura 21).

Tabela 19 - Resultado da expressado relativa de p27, Skp2 e relagao
p27/Skp2 nuclear dos grupos de estudo em amostras de FEO

Expressao Relativa*

Grupos
p27/B-actina Skp2/B-actina p27/Skp2
Calibrador 0,43 (DP+0,07) 1,07 (DP£0,03) 0,4 (DP+0,006)
620 0,79 (DP10,21) 0,43 (DP+0,23) 2,29 (DP10,80)
634 1,15 (DP0,26) 0,76 (DP£0,07) 1,49 (DP0,21)
634/791 0,70 (DP+0,10) 0,94 (DP+0,18) 0,81 (DP0,17)

*Expressao relativa calculada com a média dos resultados da leitura de DO dos alvos para
cada grupo de estudo.
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Figura 19 -

Expressao relativa de p27 nuclear em cada um dos grupos
analisados em amostras de FEO. Os desvios padroes foram
calculados com o erro especifico de cada grupo. O grupo
“Calibrador” corresponde a média das densidades éticas (DO)
dos tecidos normais e o gene da [-actina foi o normalizador da

reacao
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Figura 20 -

Expressao relativa Skp2 nuclear em cada dos grupos
analisados em amostras de FEO. Os desvios padrées foram
calculados com o erro especifico de cada grupo. O grupo
“Calibrador” corresponde a média das densidades éticas (DO)
dos tecidos normais e o0 gene da B-actina foi o0 normalizador da
reacao
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Figura 21 - Relagdo das proteinas p27 e Skp2 nuclear em cada um dos
grupos analisados em amostras de FEO. Os desvios padrdes
foram calculados levando em conta o erro especifico de cada
grupo. O grupo “Calibrador” corresponde a média das
densidades oticas (DO) dos tecidos normais

Como procedido em relagdao as amostras de CMT, foi realizada a
andlise do test-T para comparagao entre os resultados de expressao
proteica de cada grupo. A baixa expressao de p27, na comparagao do grupo
controle com os demais grupos, provavelmente se deveu a baixa expressao
de p27 nessas amostras, como relatado anteriormente (p=0,02, p=0,009,
p=0,03). Quando se comparou a expressao proteica de p27 entre os grupos
com diferentes mutacbées no RET, foi verificada tendéncia para baixa
expressao no grupo com mutagédo no cédon 634. Assim, quando este grupo
foi comparado com o grupo 620 e pareado 634/791 + 620, os resultados

foram p=0,074, p=0,07, respectivamente (Tabela 20).
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Foi verificada clara reducdo de expressdao de Skp2 em todos os

grupos analisados quando comparados com o grupo controle (p=0,003 e

p=0,002), exceto para o grupo 634/791 (p>0,05). Quando comparados entre

0s grupos, também foi verificada tendéncia a reducdo de Skp2 (p=0,05,

p=0,03, p=0,09 e p=0,05) (Tabela 20).

A reducgao dos niveis de expressao de p27 no grupo controle péde ser

observada por meio da analise da relagdo p27/Skp2 (p=0,02, p=0,001 e

p=0,02). Foi verificada também a reducdo dos niveis de expressao em

ambas as proteinas quando realizada comparagao 634/791 versus grupo

634 (p=0,034) (Tabela 20).

Tabela 20 - Analise comparativa dos grupos de estudo em relagcdo a
expressao relativa de p27 e Skp2 nuclear utilizando o teste-T

o Test-T (p<5*)

Grupos mutagao RET p27/B-actina  Skp2/B-actina p27/Skp2
N X 620 0,028* 0,003* 0,024*
N X 634 0,0098* 0,002* 0,001*
N X 634/791 0,037* 0,288 0,027*
620 X 634 0,074 0,05* 0,528
620 X 634/791 0,566 0,037* 0,153
620 X 634 + 634/791 0,328 0,009* 0,107
634 X 634/791 0,126 0,192 0,034*
634 X 634/791 + 620 0,07 0,05 0,96

*valor estatisticamente significante.
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5.5 Imunohistoquimica p27

A expressao e localizagdo sub-celular de p27 foram avaliadas por
imunohistoquimica (IHQ) de 19 tecidos tumorais parafinados, incluindo 17
CMT e 2 FEO. Em dois casos estavam disponiveis os dois tecidos tumorais
(casos 4 e 29), entretanto os resultados n&o estdo descritos na tabela 21. No
campo da lamina analisada, a média aproximada de células expressando
p27 nuclear foi de 59+26,5 %.

Os tecidos normais (ndo neoplasico) provenientes da tireoide, pele e
adrenal mostraram marcacdo nuclear uniforme e forte, e marcacao
citoplasmatica fraca. Ja nos tecidos neoplasicos 4/17 (23,5%) apresentaram
marcagdo nuclear moderada/baixa e a marcacido citoplasmatica
moderadal/alta foi evidenciadas em 10/17 (59%). A figura 22 mostra os casos
representativos verificados por IHQ.

Foram verificadas diferengas na marcagao nuclear e citoplasmatica
entre os tumores. A localizagdo de p27 celular (marcagéo positiva) estava
presente no nucleo de 15/17 casos (88%) e no citoplasma em 12/17 (70,6%)
casos. Em dois casos 2/17 (casos 8 e 33) houve auséncia de marcagao de
p27 nuclear (11,7%), sendo que no caso 33 verificado somente a marcagao
no citoplasma (Tabela 21).

A analise das laminas permitiu a separagcao das 17 amostras em trés
grupos com padrdes distintos de localizagdo da proteina p27 intracelular:
positivo para nucleo, positivo para citoplasma, ou positivo para ambos.
Quanto aos niveis de expressao proteica, os padrdes identificados foram:

negativo, baixo, moderado e alto (Tabela 21).
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Os resultados obtidos para localizagdo de p27 intracelular foram:
nucleo positivo (15/17, 88%), nucleo negativo (2/17, 12%), citoplasma
positivo (13/17, 76%) e citoplasma negativo (4/17, 23,5%) (Tabela 21).

Os resultados dos niveis de expressao obtidos para os tumores com
marcagao nuclear e citoplasmatica positivos foram: ausente (2/17, 12%),
baixa (3/17, 23,5%), moderada (1/17, 6%) e alta (10/17, 59%). E os niveis de
expressao citoplasmatica foram: ausente (4/17, 23,5%), baixa (3/17, 17%),
moderada (6/17, 36%) e alta (4/17, 23,5%) (Tabela 21; Figura 22).

Os resultados estatisticos iniciais ndo mostraram correlagao entre a
localizac&o e intensidade de expressao de p27 com aspectos clinicos dos
pacientes estudados, como estadiamento do tumor e recidiva da doencga.
Uma segunda analise foi realizada para pesquisa de possivel associagao de
aspectos genéticos dos pacientes com a expressao de p27 nos tumores.
Nenhuma correlagao foi identificada em relagdo a localizagdo da proteina
(nucleo vs. citoplasma), ou da intensidade de expressdao de p27 no
citoplasma. Entretanto, as analises de p27 no nucleo dos CMTs mostraram
uma correlacao estatisticamente positiva entre o genétipo do SNP V109G e
a intensidade de expressao (p=0.03, Fisher exact test, 2-tailed). Treze casos
(3, 8,9, 15, 16, 20, 22, 23, 26, 29, 30, 33 e 35) (13/17; 76,5%) participantes
da fase inicial do rastreamento clinico (operados com mais de 20 anos de
idade) foram incluidos (Tabela 21). Os quatro casos jovens (4, 17, 27 e 31)
(4/17; 23,5%), portadores de mutagao no RET e operados preventivamente
a tireoidectomia total, ndo foram incluidos nessas analises para evitar

resultados decorrentes de hiperplasias de células-C ou tumores em estagio
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muito inicial. Dos cinco pacientes com o gendtipo V109G-TT, dois tinham
auséncia e dois tinham baixos niveis de expressdao de p27 nuclear (4/5;
80%). Quanto aos oitos casos com os gendtipos V109G-GG ou GT, somente
um deles (1/8; 12,25%) apresentava baixa expressao de p27 nuclear,
enquanto os sete casos restantes com esse gendtipo apresentavam alta
expressao (87,75%).

Para a verificagcdo de potencial associagdo entre a localizagao
subcelular e os niveis de expressédo de p27 e o0 grau de agressividade da
doenga, as 17 amostras foram divididas em dois grupos de acordo com o
estadiamento: I/ll (casos 3, 9, 16, 17, 20, 22, 27, 30 e 31) e lll/IV (4, 8, 15,
23, 26, 29, 33, 35). Essa divisdo em grupos permitiu a documentagao da
tendéncia do alelo T do polimorfismo p.V109G estar relacionado aos casos
mais agressivos.

Nos dois casos onde houve a perda total de p27 nuclear
correspondiam aos casos 8 (Figura 22-D) e 33 que apresentavam (um)
estagio tumoral nivel IV e foram a 6bito devido ao CMT. Os dois casos
apresentavam o genétipo TT para a variante p.V109G.

Trés casos onde os niveis de expressao citoplasmaticos eram altos
pertenciam a pacientes com estagio Ill (casos 23, 26 e 29). Além disto, nos
casos 23 e 26 os niveis de calcitonina no pds-cirurgico ainda estavam
elevados (80,7 pg/ mL e 402 pg/mL, respectivamente). Nesses trés casos o
gendtipo p.V109G foram: TG (caso 23), TT (caso 26) e TG (caso 29), ou

seja, nestes trés o alelo T estava presente.
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Expressao e localizagdo de p27 em CMT. Fotomicrografia dos
casos representativos. A, tecido controle de pele; B, tecido
nao-neoplasico da tiredide; C, tecido n&o-neoplasico da
adrenal; D, sem expressado nuclear e citoplasmatica; E, com
expressao nuclear e auséncia de expressao citoplasmatica; F,
com expressao nuclear e citoplasmatica; G, negativo nucleo e
expressao citoplasmatica. X400.
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Tabela 21 - Gendtipos polimorfismos c¢.-79C>T e p.V109G no gene p27, caracteristicas clinico-patolégicas e bioquimicas
e resultados da analise da expressao proteica de p27 por imunohistoquimica em amostras de CMT

Paciente Polimorfismos p27 CMT FEO p27 IHQ
c.-79C>T  p.V109G Estadiamento  Calcitonina (pg/mL) Prognéstico HPT Localizagao Niveis de Expressao
Caso dade  Mutagdo ' 24330) (rs2066287) Localizagdo o\ Estigio P9 6yt Cura Recidiva Tumor Localizagio Nicleo Citoplasma Nucleo Citoplasma

n operagao RET cirurgica cirdrgica
3 M 23 CB34YNT91F ccC TG M Uni T1INOMO | 84 2 N S N N N / Positivo  Positivo Alta Moderada
4 M 12 M918T cc TG MBIl T3N1bMx v 29327 32651 N N S N N / Positivo Positivo Alta Moderada
8 M 26 C620R cc T MBIl T3N1bM1 v 47 458 S N S N N / Negativo ~ Negativo ~ Ausente Ausente
9 M 51 CB34Y/YT91F cC GG MBIl TINOMO | 14,1 11,9 N N S S S BA Positivo Negativo Baixa Ausente
15 M 49  C634YIYT91F cc TG MBIl TINTMO I 1594 2 N S N S S B Positivo Positivo Alta Baixa
16 M 55 C634R ccC TG MBIl T2NOMO I 2 8,7 N N S N S u Positivo Positivo Alta Baixa
17 M 2 C620R cc T HCC TONOMO  HCC 52 16,7 N S N N N / Positivo Positivo Alta Baixa
20 F 34 C620R TC TG MBIl TINOMO | 10,5 91 N N N N N / Positivo Positivo Alta Baixa
22 F 25 C620R TC T MBIl TINOMO | 92 27,6 N N S N N / Positivo ~ Negativo Baixa Ausente
23 F 30 C620R cc TG MBIl T1bN1aM0 [l 32,8 80,7 N N S S N / Positivo Positivo Alta Alta
2% F 84 C620R TC T MBIl T3N1aMo [ 9869 402 S N S N N / Positvo  Positivo Alta Alta
27 F 10 C620R cC T MBIl TINOMO | 82 2 N S N N N / Positivo Negativo ~ Moderada  Ausente
29 M 28 C634Y/YT91F TC TG MBIl T1bN1MO [l 170 8,9 N N S N S u Positivo Positivo Baixa Alta
30 M 28 C620R TC TG MBIl TINOMO | 10 71 N S N N N / Positivo Positivo Alta Moderada
31 M 2 C620R TC T MBIl TINOMO | 26,5 59 N S N N N / Positivo Positivo Alta Moderada
33 F 28 C620R cc T MBIl T4aN1M1 v 2 seminfo S N S N S u Negativo ~ Negativo ~ Ausente  Moderada
35 F 21 C620R TC T MBIl TINIMO [l 344 15,7 N N S N N / Positivo Positivo Alta Moderada

M, masculino; F, feminino; M Uni, multicéntrico unilateral; M Bil, multicéntrico bilateral; HCC, hiperplasia de células-C; N, ausente; S, presente; HPT, Hiperparatireoidismo primario;
FEO, Feocromocitoma; BA, tumor bilateral assincronico; B, tumor bilateral; U, tumor unilateral; /, sem tumor; Positivo e Negativo, correspondem a marcagao do anticorpo anti-p27 nas

células.

Niveis de calcitonina: homens: < 8,4pg/mL; mulheres: < 5,0pg/mL.
*TNM, estadiamento tumor, metastase em linfonodos e metastase a distancia
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6.1  Tumorigénese

A tumorigénese é um processo que envolve a participacdao de varios
genes, principalmente a ativagao de diversos proto-oncogenes e inativagao
de genes supressores de tumor. Esses processos acarretam instabilidade
gendmica na célula, a qual promove a aquisigao dos sinalizadores do cancer
transformando assim a célula normal em neoplasica (Hanahan e Weinberg,

2011).

6.1.1 Tumorigénese da NEM2

Aproximadamente 95% dos casos de NEM2 sao ocasionados pela
presenca de mutagdo germinativa no RET. Mutagdes no RET também sao
responsaveis por, no minimo, cerca de 70% dos casos com CMT Familiar
(Mulligan, 1993). Além disto, casos com CMT esporadico frequentemente
apresentam varios tipos de mutagdo somatica no RET, sendo no codon 918
0 mais prevalente, além de mutagdes somaticas no gene RAS (Elisei et al.,
2008; Raue. 2009 e 2010).

Sendo o RET um proto-oncogene, a presenga de um alelo alterado
pode desencadear a formagao do tumor. Entretanto, observa-se dentre os
afetados pertencentes a uma mesma familia com NEM2, uma grande

variabilidade fenotipica em relagcdo a precocidade do tumor, idade ao
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diagndstico, progressao e agressividade dos tumores. Essas caracteristicas
sugerem o envolvimento de outros eventos genéticos e/ou epigenéticos na
tumorigénese da NEM2 (Mulligan, 1995).

A ativacao do receptor RET e fosforilagdo dos sitios de tirosina ativam
importantes vias de transmissdao de sinais de transducéo intracelular,
incluindo Ras/Raf/MEK/ERK e Ras/PI3K/PTEN/Akt/mTOR, na qual ocorre a
fosforilagao do sitio Y1062. Essas vias sao vitais para o processo de divisao
e transformacéo celular e sado rigorosamente controladas por diversos
eventos que se iniciam da superficie celular e vao até a expressao génica no
nucleo (Kodama et al., 2005).

A regulacdo dessas vias € mediada por uma série de quinases,
fosfatases e outras proteinas. Eventos genéticos e epigenéticos podem
ocorrer em muitos elementos dessas vias levando a sinalizagao celular
descontrolada, causando crescimento celular e proliferacdo descontrolada, e
promovendo a formagao do tumor ou crescimento celular anormal. Essas
vias tém sido extensamente estudadas por diversos grupos com o proposito
de desenvolver alvos terapéuticos para supressao da progressao tumoral e
também aperfeicoar o manejo dos pacientes (Steelman et al., 2008). Dentre
as proteinas reguladas por essas vias ativadas por RET destacam-se a p18

e p27.

6.1.11 p18e p27

Estudos em modelo animal mostraram que as interagdes de algumas

proteinas reguladoras do ciclo celular promovem a formagdo de tumores
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enddcrinos. Em particular, animais com duplo knockout para p27 ou p21 com
perda de pl8 resultam em tumores relacionados as sindromes NEM1 e
NEM2 (Franklin et al., 2000).

No presente estudo, nos 66 tumores analisados nao foram
encontradas alteragdes somaticas no gene pl8. Entretanto, van Veelen et
al. (2009) identificaram seis mutacbes somaticas inativadoras de pl8 em
amostras de CMT e FEO humanos. Cada uma dessas alteragdes inibe
parcialmente a fungcdo e reduzem a estabilidade da proteina p18. Esses
dados mostraram, pela primeira vez, o envolvimento desse gene na
tumorigénese NEM2. Este grupo também analisou previamente (2008) o
envolvimento do pl8 na progressao do CMT em modelos animais
transgénicos. Nas linhagens RET2B;pl18 +/- e RET2B;p18 -/- houve (uma)
maior incidéncia de (no) desenvolvimento do CMT, em comparagado as
linhagens RET2B, p18+/- e p18-/-. Em adicdo ao estudo citado, verificou-se
também que RET ativado promove o desenvolvimento precoce do CMT e a
presenca de tumores de maiores dimensdes nos animais pl18-/-;p27+/-Estes
dados evidenciam, que quando a via RET esta ativada de maneira anormal
(presenca de mutacao ativadora) ela inibe as vias de p18 e p27 do controle
do ciclo celular, promovendo o descontrole na divisdo celular e formacao do
tumor (Figura 23).

Nenhuma variante patogénica foi encontrada no gene p27 nas
amostras de tumores analisadas no presente projeto. Nossos dados estao
de acordo com a literatura, pois ao contrario de outros genes supressores de

tumor, delegdes e/ou mutagdes no gene p27 sdo eventos raros em canceres
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humanos e a desregulacdo de receptores tirosina-quinase (por exemplo,
RET) ativam as vias de sinalizacdo Src/BCR-ABL e Ras/MEK/MAPK, ou
PI3K/AKT, que contribuem para o processo oncogénico, pois induzem,
através da fosforilagdo em sitios especificos, a degradacdo e/ou

translocagao para o citoplasma da p27 (Larrea, 2009).

Receptor RET
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Figura 23 - Sinergismo molecular da proteina RET ativada com as
proteinas p18 e p27 na tumorigénsese da NEM2 (Josh et al.,
2007)

O gene p27 mostrou-se de grande interesse no estudo de

susceptibilidade a tumores enddcrinos apds identificacdo de mutacao
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germinativa no gene cdknlb em ratos, o que predispunha ao
desenvolvimento espontaneo de tumores relacionados a NEM1 e NEMZ2;
esta condicdo em animais foi denominada MENX (Fritz et al., 2002).

Diversos estudos mostraram perda ou redugao da expressao de p27
em diversos tipos de cancer, incluindo de mama, colon, pulméo, préstata,
linfomas e gliomas (Chu et al., 2008). Em tumores primarios, baixos niveis
de p27 tém sido associados a redug¢ao no tempo de sobrevida do paciente.

A expressdao de p27 € regulada por processos transcripcionais,
traducionais e pods-traducionais (Hengst et al., 1996). As analises de
expressao proteica por Western blot nos tumores NEM2 mostraram uma
reducdo na expressao de p27 nas amostras CMT e FEO. Essa baixa
expressao provavelmente ocorre devido a desregulagao do receptor tirosina-
quinase (no nosso caso, a proteina RET)_que pode estar ativando as vias de
sinalizagcdo Src/BCR-ABL e Ras/MAP/ERK quinase, ou PI3K/AKT as quais
fosforilam p27 em sitios especificos. Estes eventos contribuem para o
processo oncogénico por intermédio da indugao da perda de p27 nuclear
(degradagao proteolitica) e/ou sua translocagao para o citoplasma (Chappel
et al.,, 2011; Wander et al., 2011).

A inibicdo do ciclo celular € uma das fungdes fisioldgicas de p27.
Entretanto, em muitos tipos de cancer, ndo somente a redug¢ao nuclear de
p27, mas também a sua sub-localizagao citoplasmatica promove a acédo de
p27 como fator oncogénico, pois esta se liga a proteinas do RhoA e inibe a
formagao do complexo Rhoa-ROCK, aumentando a motilidade celular ligada

ao processo de metastase (Larrea et al., 2009; Wander et al., 2011). Por
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isso, os estudos de expressao por imunohistoquimica podem funcionar como
fator prognéstico de agressividade, de acordo com a localizagao subcelular
de p27.

Um dado interessante observado no presente estudo de expressao
por Western blot nas amostras de CMT foi a existéncia de correlagao
estatisticamente significante entre a expressao de p27 e o cédon mutado no
RET. Observou-se que quanto mais agressiva a mutagdo, menor foi a
expressao de p27. Provavelmente esse controle deve ocorrer devido a
correlagao genotipo-fenétipo muito evidente nos casos de NEM2. Cada uma
das mutagdes RET tem um poder especifico e particular de fosforilagdo dos
sitios de tirosina da proteina RET. De acordo com o0 consenso e
classificagdo da American Thyroid Association, ATA (Kloos et al., 2009),
mutagcdes RET no codon 620 sao classificadas no nivel de risco B e estao
relacionadas a CMT menos agressivos e ao desenvolvimento mais tardio;
mutacdes no cédon 634 estdo classificadas no nivel de risco C, com alto
risco de desenvolver precocemente CMT e FEO; a mutacdo Y791F é
classificada como nivel A, com baixo risco transformacéao celular. Em estudo
recente mostrou-se que o gendtipo C634Y/Y791F (uma mutagdo mais
agressiva associada a uma mais “branda”) estd associado ao fendtipo de
FEO mais agressivo (Toledo et al., 2010)

Foi observada também uma redugdo na expressao de Skp2 nas
amostras de CMT analisadas no presente estudo. Possivelmente, nesses
tumores a via de degradacédo de p27 por Skp2 poderiam n&o estar com a

expressao aumentada, como usualmente é observado em muitos tipos de
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tumores. Entretanto, outras vias que degradam p27 podem estar alteradas,
tais como Jab1 (responsavel por se ligar a p27 e exporta-la para o
citoplasma, onde é degradada pelo complexo formado com Skp2) (Tomoda
et al., 1999 e 2002).

Mais recentemente foram identificados novos mecanismos
reguladores da expressao de p27, independentes da protedlise, os micros
RNAs (miRNA). Dois poliastrénicos miRNAs, miR-221 e miR-222, foram
reconhecidos como potenciais reguladores da traducdo de p27.
Glioblastomas com niveis elevados de miR-221 e 222 apresentaram baixos
niveis de p27 proteico, sugerindo que acao desses miRNAs promovem a
progressao do cancer pela inibicado da expressao de p27. Interessante notar
que o aumento da expressado de miR-221 e miR-222 & correlacionado com
pior prognoéstico em carcinomas papiliferos de tiredide, glioblastomas e
adenocarcinoma pancreatico (Wander et al., 2010).

A expressao de Skp2, uma ubiquitina ligase que faz parte de um dos
complexos de degradacdo de p27, normalmente esta aumentada em
canceres humanos. O aumento da degradacdo de p27 resulta em uma
proliferacdo descontrolada e consequente progressao do tumor (Hershko,

2008).

6.1.1.2 Polimorfismos no gene p27 como modulares de fenétipo em

uma grande familia com NEM2

No presente estudo foi investigado a possibilidade do gene supressor

de tumor p27, recentemente associada a sindrome NEM4 (Pellegata et al.,
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2006), exercer um papel de modulador de fenétipo em uma extensa familia
com NEM2 associada a mutagao C620R no gene RET. Nenhuma variante
patogénica foi identificada nesses pacientes, excluindo a possibilidade de
uma segunda mutacao estar influenciando o fenétipo nessa familia.

Nesta genealogia, o0 gene p27 apresentava duas variantes
polimodrficas em heterozigose ¢.-79C>T (rs34330) e p.V109G (rs2066827).
Todos o0s pacientes dessa familia foram analisados para esses
polimorfismos e foram realizadas analises estatisticas para verificar se
poderia haver uma associagao entre essas variantes polimérficas em p27 e
as manifestagcdes clinicas dos pacientes. Esses SNPs apresentam baixa
penetrancia alélica (<5%) e foram descritos como potencialmente funcionais.
Estudos in vitro relataram que a variante c.-79C>T apresenta diminuicdo na
transcricdo génica em tumores de tireoide (Landa et al., 2010). A variante
p.V109G esta associada fator de risco e progressao de diferentes tumores
incluindo os de proéstata (Kibel et al., 2003), carcinoma oral de células
escamosas (Li et al., 2004), cancer invasivo do ovario (Gayther et al., 2007),
cancer de mama (Tighli et al., 2005) e carcinoma pancreatico (Chen et al.,
2010). Em contraposig¢ao, um estudo recente mostrou que a variante alélica
G na posicdo 326 confere um efeito protetor em relagdo ao carcinoma
medular de tireoide (Pasquali et al., 2010).

O polimorfismo p.V109G esta localizado na regido codificadora (éxon
1) do gene p27, mais especificamente em um dominio de ligagdo de p27
com Jab1, uma proteina envolvida na degradacédo de p27 (Tomoda, 1999;

Shiraso, 2009). Estudos mostraram uma expressao aumentada de Jab1 e
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reducdo da expressado de p27 estdo associados com o avango do estagio
tumoral e pior prognéstico em diversos tipos de cancer (Tomoda et al.,
2002). A baixa expressao de p27 € um fator associado a um pior prognostico
em diversos tumores (revisado por Chu, 2008). Uma vez que o polimorfismo
p.V109G se localiza no dominio de degradacédo de p27, levando a menor
expressao de p27, este pode ser o motivo de estudos de cancer de mama
indicarem essa variante como um possivel fator molecular para risco,
prognostico e invasao tumoral.

O polimorfismo c.-79C>T esta localizado na regidao nao transcrita do
gene p27 (5°'UTR) e foi relatado estar associado a maior risco de cancer de
prostata (Chang et al., 2004).

A localizagao citoplasmatica de p27 tem sido associada a varios tipos
de tumores com pior prognostico (Liang et al., 2002; Li et al., 2006, Naidu et
al., 2007; Huang et al., 2008).

A associagdo do genotipo p27 V109G-TT com menor expressao
nuclear identificada em nossos casos sugere que este gendtipo, e
consequentemente a maior chance de perda de sua expressao nuclear,
pode estar envolvido na regulacdo da agressividade do CMT. Interessante
notar que esse mesmo gendtipo (p27 V109G-TT) foi recentemente relatado
estar associado com maior agressividade e chance de recidiva em CMTs
esporadicos, em uma casuistica européia (Pasquali et al., 2011). Os dois
unicos casos com estadiamento 4 (metastases a distdncia) de nossa
casuistica apresentavam o genoétipo p27 V109G-TT associado a perda

completa de expressao de p27 no nucleo. Entretanto, quando se analisou
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em conjunto toda nossa casuistica, nao foi mostrada associacdo deste

gendtipo com a recidiva tumoral em nossos pacientes com CMT familial.



7 CONCLUSOES
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No presente projeto, estudamos, de forma original, o papel do gene
p27 na variabilidade fenotipica de pacientes com NEM2 e mutagao
germinativa no RET. A identificagdo de mutacbes em p27 associadas a
susceptibilidade a tumores neuroenddcrinos (NEM4) e a associagao do
polimorfismo V109G com maior agressividade em CMTs esporadicos
relatados em uma casuistica européia, levantaram a hipdtese que variantes
genéticas nesse gene poderiam estar envolvidas na tumorigenese de
tumores NEMZ2-relacionados. Entretanto, nossos dados mostram que
variantes em p27 e outros genes codificadores de CDKIls nao estao
diretamente implicados na tumorigenese da NEM2 e que as mutagdes
germinativas no RET teriam um papel central, e talvez exclusivo, no
desenvolvimento e progressdo dos tumores analisados. Nossos resultados,
apesar de negativos, estdo de acordo com recente artigo que analisou
exomas de CMTs de pacientes com NEM2 e mutagcao RET e demonstrou a
auséncia de segundos eventos genéticos frequentes nesses tumores.

Além disto, nossas analises usando Western blot e imunohistoquimica
mostraram que a expressdao de p27 em tumores NEMZ2 apresentou
correlagao com o tipo de mutagao germinativa RET e que o SNP p27 V109G
pode influenciar na localizacdo subcelular da proteina p27 em CMTs.
Entretanto, os efeitos dessas possiveis mudancas na expressao de p27 nao
se mostraram clinicamente significativos quando nossa casuistica foi

analisada como um todo.



8 ANEXOS
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Tabela Suplementar 1. Analise geral dos dados clinico-patolégicos e
bioquimicos em relacdo aos fatores para cura do CMT.

Cura do NEM2

Variavel Nao Sim OR IC (95%) Total P
n Yo n Yo Inferior Superior
Sexo 0,180
Feminino 12 66,7 6 33,3 1,00 18
Masculino 8 44,4 10 55,6 2,50 0,65 9,65 18
Idade operacgao (anos) 0,051&
meédia (DP) 35,3 (19,4) 22,1 (15,1) 0,953 0,908 1,000 29,6 (18,7)
Idade (anos) 0,061&
média (DP) 43,0 (18,3) 31,0 (16,5) 0,958 0,916 1,002 37,7 (18,3)
Fenoétipo NEM2 0,295#
NEM2A 9 52,9 8 47,1 1,00 17
NEM2A/CMT-F 9 52,9 8 47,1 1,00 0,26 3,85 17
NEM2B 2 100,0 [0} 0,0 2
Niveis de risco mutacao RET ATA 2009 0,440**
Moderado [0} 0,0 1 100,0 1,00 1
Alto 12 54,5 10 45,5 22
Muito alto 6 54,5 5 45,5 11
Altissimo 2 100,0 [0} 0,0 2
Familial 0,492*
Mutacéo de novo 2 100,0 [e] 0,0 1,00 2
Hereditario 18 52,9 16 47,1 34
SNP1 p27_79T 0,860#
TT 1 50,0 1 50,0 1,00 2
cC 11 52,4 10 47,6 0,91 0,05 16,54 21
TC 8 61,5 5 38,5 0,63 0,03 12,41 13
SNP2 p27_V109G 0,900#
TT 10 52,6 9 47,4 1,00 19
GG 1 50,0 1 50,0 1,11 0,06 20,49 2
TG 9 60,0 6 40,0 0,74 0,19 2,92 15
Tumor_CMT 0,204*
Ausente 2 28,6 5 71,4 1,00 7
Presente 18 62,1 11 37,9 0,24 0,04 1,48 29
CMT-Localizagao 0,002#
HCC [0} 0,0 3 100,0 1,00 3
Multicéntrico unilateral 1 33,3 2 66,7 3
Multicéntrico bilateral 19 73,1 7 26,9 26
Unicéntrico [0} 0,0 4 100,0 4
T 0,001**
TO [0} 0,0 2 100,0 2
T 7 36,8 12 63,2 19
T2 6 75,0 2 25,0 8
T3 6 100,0 [0} 0,0 6
T4 1 100,0 o 0,0 1
N 0,001
NO 7 33,3 14 66,7 1,00 21
N1/N2 13 86,7 2 13,3 0,08 0,01 0,44 15
M 0,053*
MO 15 48,4 16 51,6 1,00 31
M1 5 100,0 [0} 0,0 5
Calcitonina - pés-cirargia (pg/mL) <0,001**
<=10 4 22,2 14 77,8 1,00 18
10 a 150 5 71,4 2 28,6 0,11 0,02 0,83 7
> 150 8 100,0 o 0,0 8
Tumor NEM2- Hiperparatireoidismo 0,672*
N&o 16 53,3 14 46,7 1,00 30
Sim 4 66,7 2 33,3 0,57 0,09 3,61 6
Tumor NEM2- FEO 0,813
Nao 13 54,2 11 45,8 1,00 24
Sim 7 58,3 5 41,7 0,84 0,21 3,43 12
FEO- Localizagao 0,573#
Sem tumor 13 56,5 10 43,5 1,00 23
Unilateral 4 50,0 4 50,0 1,30 0,26 6,52 8
Bilateral 1 50,0 1 50,0 1,30 0,07 23,43 2
Bilateral assincrénico 1 100,0 (o] 0,0 1
Hiperplasia (o] 0,0 1 100,0 1
FEO_Pass Score 0,792**
Benigno 3 42,9 4 57,1 1,00 7
Favoravel o] 0,0 1 100,0 1
Agressivo 2 66,7 1 33,3 0,38 0,02 6,35 3
IHQ-p27 Nucleo (Expressao) 0,149**
Ausente 2 100,0 [0} 0,0 1,00 2
Baixa 3 100,0 [0} 0,0 3
Moderada o] 0,0 1 100,0 1
Alta 6 60,0 4 40,0 10
Muito alta [0} 0,0 1 100,0 1
IHQ Citoplasma (Expressao) 0,961**
Ausente 3 75,0 1 25,0 1,00 4
Baixa 2 66,7 1 33,3 1,50 0,06 40,64 3
Moderada 3 50,0 3 50,0 3,00 0,19 47,96 6
Alta 2 66,7 1 33,3 1,50 0,08 40,64 3
Muito alta 1 100,0 [0} 0,0 1
Western Blot - Expressao nuclear p27 0,727**
Moderada 2 100,0 [0} 0,0 1,00 2
Alta 2 66,7 1 33,3 3
Muito alta 5 71,4 2 28,6 7
Western Blot Skp2 expressado nuclear 0,600**
Moderada 2 100,0 [0} 0,0 1,00 2
Alta 3 50,0 3 50,0 6
Muito alta 4 100,0 [0 0,0 4

Resultado do teste Qui-quadrado; * Resultado do teste exato de Fisher; # Resultado do teste da razao de verossimilhangas; ** Resultado do teste Mann-W hitney; &
Resultado da regressao logistica
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Tabela Suplementar 2. Analise geral dos dados clinico-patolégicos e
bioquimicos em relagdo aos fatores para recidiva do CMT.

Recidiva do NEM2

Variavel Nao Sim OR IC (95%) Total P
n % n % Inferior  Superior n
Sexo 0,182
Feminino 7 38,9 11 61,1 1,00 18
Masculino 11 61,1 7 38,9 0,40 0,11 1,55 18
Idade operagédo (anos) 0,064&
média (DP) 23,3 (14,5) 35,6 (20,5) 1,043 0,997 1,091 29,6 (18,7)
Idade (anos) 0,069&
média (DP) 31,9 (15,8) 43,4 (19,3) 1,041 0,997 1,086 37,7 (18,3)
Fenétipo NEM2 0,186#
NEM2A 8 47,1 9 52,9 1,00 17
NEM2A/CMT-F 10 58,8 7 41,2 0,62 0,16 2,42 17
NEM2B 0 0,0 2 100,0 2
Niveis de risco mutagdo RET ATA 2009 0,521**
Moderado 1 100,0 0 0,0 1,00 1
Alto 11 50,0 11 50,0 22
Muito alto 6 54,5 5 45,5 11
Altissimo 0 0,0 2 100,0 2
Familial 0,486*
Mutagao de novo 0 0,0 2 100,0 1,00 2
Hereditario 18 52,9 16 47,1 34
SNP1 p27_79T 0,194#
TT 2 100,0 0 0,0 1,00 2
cC 9 42,9 12 57,1 21
TC 7 53,8 6 46,2 13
SNP2 p27_V109G 0,942#
Ea s 9 47,4 10 52,6 1,00 19
GG 1 50,0 1 50,0 0,90 0,05 16,60 2
TG 8 53,3 7 46,7 0,79 0,20 3,06 15
Tumor_CMT >0,999*
Ausente 4 57,1 3 42,9 1,00 7
Presente 14 48,3 15 51,7 1,43 0,27 7,55 29
CMT-Localizagao <0,001#
HCC 3 100,0 0 0,0 1,00 3
Multicéntrico unilateral 3 100,0 0 0,0 3
Multicéntrico bilateral 8 30,8 18 69,2 26
Unicéntrico 4 100,0 0 0,0 4
T 0,003**
TO 2 100,0 0 0,0 1,00 2
T 13 68,4 6 31,6 19
T2 2 25,0 6 75,0 8
T3 1 16,7 5 83,3 6
T4 0 0,0 1 100,0 1
N <0,001
NO 16 76,2 5 23,8 1,00 21
N1/N2 2 13,3 13 86,7 20,80 3,45 125,30 15
M 0,045*
MO 18 58,1 13 41,9 31
M1 0 0,0 5 100,0 5
Calcitonina - pés-cirurgia (pg/mL) <0,001**
<=10 16 88,9 2 11,1 1,00 18
10 a 150 1 14,3 6 85,7 48,00 3,65 631,79 7
> 150 0 0,0 8 100,0 8
Tumor NEM2- Hiperparatireoidismo >0,999*
Nao 15 50,0 15 50,0 1,00 30
Sim 3 50,0 3 50,0 1,00 0,17 5,77 6
Tumor NEM2- FEO 0,157
Né&o 14 58,3 10 41,7 1,00 24
Sim 4 33,3 8 66,7 2,80 0,66 11,92 12
FEO- Localizagao 0,457#
Sem tumor 13 56,5 10 43,5 1,00 23
Unilateral 3 37,5 5 62,5 2,17 0,42 11,30 8
Bilateral 1 50,0 1 50,0 1,30 0,07 23,43 2
Bilateral assincronico 0 0,0 1 100,0 1
Hiperplasia 1 100,0 [0] 0,0 1
FEO_Pass Score 0,329**
Benigno 4 57,1 3 42,9 1,00 7
Favoravel 1 100,0 0 0,0 1
Agressivo 0 0,0 3 100,0 3
IHQ-p27 Nucleo (Expressao) 0,088**
Ausente 0 0,0 2 100,0 1,00 2
Baixa 0 0,0 3 100,0 3
Moderada 1 100,0 0 0,0 1
Alta 5 50,0 5 50,0 10
Muito alta 1 100,0 0 0,0 1
IHQ Citoplasma (Expressao) 0,887*
Ausente 1 25,0 3 75,0 1,00 4
Baixa 2 66,7 1 33,3 0,17 0,01 4,52 3
Moderada 3 50,0 3 50,0 0,33 0,02 5,33 6
Alta 1 33,3 2 66,7 0,67 0,04 18,06 3
Muito alta 0 0,0 1 100,0 1
Western Blot - Expressao nuclear p27 >0,999**
Moderada 0 0,0 2 100,0 1,00 2
Alta 1 33,3 2 66,7 3
Muito alta 1 14,3 6 85,7 7
Western Blot Skp2 expressao nuclear 0,758**
Moderada 0 0,0 2 100,0 1,00 2
Alta 2 33,3 4 66,7 6
Muito alta 0 0,0 4 100,0 4

Resultado do teste Qui-quadrado; * Resultado do teste exato de Fisher; # Resultado do teste da razéo de verossimilhangas; ** Resultado do teste Mann-W hitney; & Resultado
da regresséo logistica
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Tabela Suplementar 3. Descricdo dos fatores clinico-patolégicos e
bioquimicos de cura do CMT em individuos de uma grande familia com

NEM2A e mutagao C620R no gene RET.

Cura do CMT

Variavel Nao Sim OR 1C (95%) Total p

n % n % Inferior  Superior n
Sexo 0,011
Feminino 12 66,7 6 33,3 1,00 18
Masculino 2 18,2 9 81,8 9,00 1,46 55,48 11
Idade diagnéstico CMT (anos) 0,007&
média (DP) 32,2 (18,4) 12,1 (7,3) 0,79 0,67 0,94 21,8 (17,0)
Diagnostico 0,002
Screening 3 20,0 12 80,0 1,00 15
Sintomatico 11 78,6 3 21,4 0,07 0,01 0,41 14
CMT 0,100*
Nao 0 0,0 4 100,0 1,00 4
Sim 14 56,0 11 44,0 25
Cirugia >0,999*
Nao 2 50,0 2 50,0 1,00 4
Sim 12 48,0 13 52,0 1,08 0,13 8,95 25
HCC pre operatorio >0,999*
Nao 0 0,0 1 100,0 1,00 1
Sim 14 50,0 14 50,0 28
Calcitonina poés 0,001**
<=10 3 18,8 13 81,2 1,00 16
>10e<=150 2 50,0 2 50,0 0,23 0,02 2,37 4
> 150 7 100,0 0 0,0 7
Estagio T 0,023**
TO 1 25,0 3 75,0 1,00 4
T1 6 35,3 11 64,7 0,61 0,05 7,24 17
T2 1 50,0 1 50,0 0,09 0,00 3,26 2
T3 5 100,0 0 0,0 5
T4 1 100,0 0 0,0 1
Estagio N 0,002
NO 3 20,0 12 80,0 1,00 15
N1/N2 11 78,6 3 21,4 0,07 0,01 0,41 14
Estagio M 0,006*
MO 8 34,8 15 652 1,00 23
M1 6 100,0 0 0,0 6
FEO 0,483
Nao 13 46,4 15 53,6 1,00 28
Sim 1 100,0 0 0,0 1
Megacélon 0,017*
Nao 14 60,9 9 39,1 1,00 23
Sim 0 0,0 6 100,0 6
SNP 802T 0,585*
GG 6 50,0 6 50,0 1,00 12
TG/TT 3 75,0 1 25,0 0,33 0,03 4,19 4
SNP 838C 0,181*
cC 8 72,7 3 27,3 1,00 11
CA/AA 3 37,5 5 62,5 4,44 0,63 31,30 8
SNP1 79T 0,340
CT 5 38,5 8 61,5 1,00 13
TT 9 56,2 7 43,8 0,49 0,11 2,16 16
SNP2 V109G 0,080
TT 13 59,1 9 40,9 1,00 22
GT/GG 1 14,3 6 85,7 8,67 0,89 84,84 7
Total 14 48,3 15 51,7 29

Resultado do teste Qui-quadrado; * Resultado do teste exato de Fisher; # Resultado do teste da razao de verossimilhangas; ** Resultado do teste Mann-

Whitney; & Resultado da regressao logistica
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Tabela Suplementar 4. Descricido dos fatores clinico-patolégicos e
bioquimicos de recidiva do CMT em individuos de uma grande familia com
NEM2A e mutagao C620R no gene RET.

Metastase do CMT

Variavel Nao Sim OR 1C (95%) Total p

n % n % Inferior  Superior n
Sexo 0,234*
Feminino 10 55,6 8 444 1,00 18
Masculino 9 81,8 2 18,2 0,28 0,05 1,67 11
Idade diagnéstico CMT (anos) 0,172&
média (DP) 18,4 (19,4) 28,2 (8,7) 1,04 0,98 1,09 21,8 (17,0)
Diagnostico 0,021*
Screening 13 86,7 2 13,3 1,00 15
Sintomatico 6 42,9 8 57,1 8,67 1,39 53,85 14
CMT 0,268*
Nao 4 100,0 0 0,0 1,00 4
Sim 15 60,0 10 40,0 25
Cirugia 0,268*
Nao 4 100,0 0 0,0 1,00 4
Sim 15 60,0 10 40,0 25
HCC pre operatorio >0,999*
Nao 1 100,0 0 0,0 1,00 1
Sim 18 64,3 10 35,7 28
Calcitonina pés 0,019**
<=10 14 87,5 2 12,5 1,00 16
>10e<=150 3 75,0 1 250 2,33 0,16 34,90 4
> 150 2 28,6 5 71,4 3500 3,84 319,07 7
Estagio T 0,007**
TO 4 100,0 0 0,0 1,00 4
™ 13 76,5 4 23,5 17
T2 1 50,0 1 50,0 2
T3 1 20,0 4 80,0 5
T4 0 0,0 1 100,0 1
Estagio N <0,001*
NO 15 100,0 0 0,0 1,00 15
N1/N2 4 28,6 10 71,4 14
Estagio M 0,011*
MO 18 78,3 5 21,7 1,00 23
M1 1 16,7 5 83,3 18,00 1,69 191,53 6
FEO 0,345*
Nao 19 67,9 9 32,1 1,00 28
Sim 0 0,0 1 100,0 1
Megacélon 0,068*
Nao 13 56,5 10 43,5 1,00 23
Sim 6 100,0 0 0,0 6
SNP 802T 0,569*
GG 7 58,3 5 41,7 1,00 12
TG/ITT 1 25,0 3 750 4,20 0,33 53,13 4
SNP 838C 0,352
CcC 5 45,5 6 54,5 1,00 11
CA/AA 6 75,0 2 25,0 0,28 0,04 2,04 8
SNP1 79T 0,714*
CT 8 61,5 5 38,5 1,00 13
TT 11 68,8 5 31,2 0,73 0,16 3,39 16
SNP2 V109G 0,367*
TT 13 59,1 9 40,9 1,00 22
GT/GG 6 85,7 1 14,3 0,24 0,02 2,36 7
Total 19 65,5 10 34,5 29

Resultado do teste Qui-quadrado; * Resultado do teste exato de Fisher; # Resultado do teste da razéo de verossimilhangas; ** Resultado do teste Mann-
Whitney; & Resultado da regresséo logistica
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