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RESUMO

Moreira ARC. Associagao das variantes do gene do receptor de prolactina com a
resposta a cabergolina em pacientes com prolactinoma [Dissertagdo]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

Introdugdo: Estudos recentes identificaram variantes no gene do receptor de
prolactina em pacientes com prolactihoma e duas dessas variantes
(p-Glu400/Asn516lle) foram associadas ao aparecimento deste tumor. A analise
funcional da variante p.Asn516lle demonstrou que essa alteragao levou ao aumento
da expressao da Akt e da proliferacao celular induzidas pela prolactina, estado que
pode ser revertido pelo tratamento com inibidor de Akt. Contudo, a associagcao entre
as variantes no gene do receptor de prolactina e a resposta ao tratamento com
cabergolina ndo havia sido investigada. Objetivo: Este estudo visa analisar o gene do
receptor de prolactina em uma extensa coorte de pacientes com prolactinomas, a fim
de verificar a relagdo de suas variantes com o surgimento desses tumores e a resposta
a cabergolina bem como com as caracteristicas clinicas e tumorais desses pacientes.
Métodos: O DNA foi extraido a partir de amostra de sangue periférico de 178 (141
mulheres e 37 homens) pacientes com prolactinoma, destes casos 146 receberam
tratamento com cabergolina. O gene do receptor de prolactina foi analisado por
técnicas de PCR e sequenciamento automatico do tipo Sanger. Resultados: A média
de idade ao diagnéstico foi de 30.4 + 11,6 anos e a mediana de prolactina sérica ao
diagndstico de 177,5 (86-500) ng/mL. Nos pacientes com prolactinoma, foram
identificadas as variantes p.lle100Val (n=18), p.lle170Leu (n=6),
p.Glu400GIn/p.Asn516lle (n=3), p.Glu470Asp (n=1) e p.Ala591Pro (n=1), duas delas
nunca descritas em prolactinomas, Glu470Asp e p.Ala591Pro. As variantes estavam
em heterozigose e a Glu400GIn/p.Asn516lle estavam em completo desequilibrio de
ligacao, ou seja, herdadas juntas no mesmo alelo. Pela analise preditiva in silico, todas
as variantes foram classificadas como benignas pela maioria das ferramentas, com
excecao da p.Asn516lle que apresentou potencial patogénico. Esta variante, junto
com a p.Glu400GIn, foram encontradas em maior frequéncia alélica nos pacientes
com prolactinoma do que no banco de variantes brasileiras ABraOM (0,01 versus

0,0004; P=0.001). Em relagcdo a resposta a cabergolina, 111 (76%) casos eram



sensiveis enquanto que 35 (24%) foram classificados como resistentes. Destes,
10,8% e 42,9% dos pacientes sensiveis e resistentes, respectivamente, eram
portadores de variantes no gene do receptor de prolactina (P<0.0001). Além da
associagao com a resisténcia a cabergolina, a presenga das variantes foi associada a
uma maior frequéncia de pacientes do sexo masculino (37,9% vs 17,1% P = 0,01),
maiores niveis de PRL (P=0,007) e maior tamanho tumoral (P=0,001). Conclus&o: As
variantes p.Glu400GIn/p.Asn516lle do gene do receptor de prolactina parecem ter
papel na tumorigénese dos prolactinomas e todas as variantes descritas podem estar

implicadas na resisténcia ao tratamento padrao-ouro com cabergolina.

Palavras-chave: Prolactinoma. Prolactina. Hiperprolactinemia.  Agonistas

dopaminérgicos. Cabergolina. Gene do receptor de prolactina. Variantes genéticas.



ABSTRACT

MOREIRA ARC. Genetic variants of prolactin receptor gene and its relationship with
cabergoline response in patients with prolactinoma. [Dissertation]. S&o Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

Introduction: Recent studies identified variants in the prolactin receptor gene in patients
with prolactinoma and two of these variants (p.Glu400/Asn516lle) were associated with
the appearance of this tumor. Functional analysis of the p.Asn516lle variant showed
that this alteration led to increased expression of Akt and cell proliferation induced by
prolactin, a state that can be reversed by treatment with an Akt inhibitor. However, the
association between variants in the prolactin receptor gene and the response to
treatment with cabergoline had not been investigated.

Objectives: This study aims to analyze prolactin receptor gene in an extensive cohort
of patients with prolactinomas, to relate its variants with the emergence of these tumors
and its response to cabergoline, as well as with the clinical and tumoral characteristics
of these patients. Methods: DNA was extracted from peripheral blood samples of 178
(141 women and 37 men) patients with prolactinoma, of which 146 received treatment
with cabergoline. The prolactin receptor gene was analyzed by PCR techniques and
automatic Sanger sequencing. Results: The mean age at diagnosis of the patients was
30.4 + 11.6 years and the median serum prolactin at diagnosis was 177.5 (86-500)
ng/mL. The variants p.lle100Val (n=18), p.lle170Leu (n=6), p.Glu400GIn/p.Asn516lle
(n=3), p.Glu470Asp (n=1) and p.Ala591Pro (n= 1) were identified and both Glu470Asp
and Ala591Pro have never been described in prolactinomas patients. All these variants
were in heterozygosity and p.Glu400GIn/p.Asn516lle were in complete linkage
disequilibrium, inherited together on the same allele. By in silico predictive analysis, all
variants were classified as benign by most tools, with the exception of p.Asn516lle
which showed pathogenic potential in all of them. This variant, associated with
p.Glu400GIn, were found at a higher allelic frequency in patients with prolactinoma
than in the Brazilian variant bank, ABraOM (0.01 versus 0.0004; P=0.001). We found
that 111 (76%) patients were cabergoline sensitive, while 35 (24%) were cabergoline
resistant. Of these, 10.8% and 42,9%, of the sensitive and resistant, respectively, were

carriers of variants (P<0.0001). The presence of variants in the prolactin receptor gene



was associated with a higher frequency of male patients (37.9% vs 17.1% P = 0.01),
higher levels of prolactin (P=0.007), larger tumor size (P=0.001) and resistance to
cabergoline (P<0.0001). Conclusion: The p.Glu400GIn/p.Asn516lle variants of
prolactin receptor gene seem to play a role in the tumorigenesis of prolactinomas and
all described variants may be implicated in resistance to the gold standard treatment

with cabergoline.

Keywords: Prolactinoma. Prolactin. Hyperprolactinemia. Dopamine Agonists.

Cabergoline. Prolactin receptor gene. Genetic Variants.
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1.1. Os prolactinomas

Os prolactinomas, tumores com secre¢cdo autbnoma de prolactina (PRL), sédo
os tumores hipofisarios mais comuns e constituem até 60% de todos esses casos': 2.
Esses tumores acometem mais frequentemente mulheres em idade fértil, entre as 32

e 42 décadas de vidaZ?.

O quadro clinico decorrente da hiperprolactinemia é caracterizado por
hipogonadismo hipogonadotrofico, infertilidade e galactorréia. Os principais sintomas
nas mulheres sédo reducdo da fase lutea, ciclos anovulatorios, irregularidades
menstruais como oligomenorréia ou amenorréia (primaria ou secundaria), infertilidade
e ganho de peso®. Tanto nos homens quanto nas mulheres pode ocorrer redugdo de

densidade mineral dssea e fraturas®.

Nos homens, o hipogonadismo pode levar a perda da libido, disfuncéo erétil,
ginecomastia e infertilidade, com prejuizo da quantidade e viabilidade dos
espermatozoides. O principal mecanismo envolvido no hipogonadismo pela
hiperprolactinemia é a redugao da expressao da kisspeptina no hipotalamo, reduzindo

a secrecgao e a pulsatilidade das gonadotrofinas®.

Nos macroadenomas, cujo maior didametro tumoral € maior ou igual a 1 cm,
pode haver sintomas adicionais por efeito de massa, tais como cefaléia, alteracéo

visual, hidrocefalia e hipopituitarismo adicional ao hipogonadismo funcional®.

Os macroprolactinomas s&o mais frequentemente diagnosticados em pacientes
menores de 20 anos de idade, homens e portadores de sindromes genéticas, como a

neoplasia enddcrina multipla tipo 17.

O tratamento padrdo-ouro dos prolactinomas é o medicamentoso com

agonistas dopaminérgicos (AD), promovendo normalizagao dos niveis séricos de PRL,
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restauracéo do eixo gonadal e reducédo das dimensdes tumorais em 80 a 90% dos
casos®. Os AD disponiveis no Brasil sdo a bromocriptina (BRC) e a cabergolina (CAB).
O AD de escolha é a CAB, por apresentar maior afinidade ao receptor de dopamina
do tipo 2 (D2R), maior eficacia, mais facil posologia e menos efeitos colaterais® °. A
resposta aos AD pode ser avaliada pelos niveis séricos de PRL e pela redugao das

dimensdes tumorais, especialmente nos macroprolactinomas'®.

A definigdo de resisténcia aos AD é heterogénea na literatura, incluindo critérios
como a nao normalizagdo dos niveis séricos de PRL, ndo restauragdo do
eugonadismo ou, ainda, a ndo redugdo em 50% dos niveis séricos iniciais de PRL®12.
Outro parametro utilizado por alguns autores € a n&o redugédo tumoral, considerada
como diminuigdo menor que 30%'* '* ou 50% do maior didmetro tumoral'? 5 16,
Frequentemente, a normalizacao dos niveis de PRL é acompanhada por substancial
reducdo do tamanho tumoral, porém, em algumas situag¢des de seletiva resisténcia,

ha discordancia entre as respostas de reducdo de PRL e da massa tumoral'3.

Outro ponto importante de discordancia na literatura é a dose de CAB para
definicdo de resisténcia: 2mg semanais'™ 7 8, 3 mg semanais'®?' ou 3,5 mg
semanais’. Os principais fatores relacionados a resisténcia aos AD s&o o sexo
masculino, inicio do prolactinoma apds a menopausa??, portadores de alteragbes
genéticas como mutagdes do gene MEN1?3 ou AIP?# e invasdo tumoral para seios
cavernosos?®, que pode ser estimada pelos achados a ressonancia magnética da

regido selar, utilizando-se a classificagdo de Knosp?®.

Algumas estratégias terapéuticas podem ser indicadas nos casos de
resisténcia parcial ou completa, tais como o aumento da dose de CAB, a remocao
parcial de massa tumoral por cirurgia (debulking), com ou sem reintrodu¢cdo de AD

apos o procedimento cirlrgico, e a radioterapia’. Os tumores invasivos/agressivos e
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os carcinomas podem ser tratados com a temozolamida (TMZ), considerada

quimioterapia de primeira linha'”.

O principal mecanismo de resisténcia aos AD € a redugado ou auséncia de
expressao de D2R tumoral. Anteriormente demonstramos que a média da expressao
de D2R, avaliada por PCR quantitativo (QPCR) em 17 amostras tumorais, foi
significativamente maior nos pacientes portadores de prolactinomas sensiveis aos AD
quando comparados aos resistentes?®. Porém, nem todos os pacientes resistentes
apresentaram baixa expressao de D2R, evidenciando a existéncia de outros
mecanismos de resisténcia, tais como a menor expressdo da isoforma curta do D2R%,
defeitos pos-receptor D2R?8, menor expresséo da filamina?® e a redugéo das beta-
arrestinas®, ambas s&o proteinas que participam do ciclo internalizagdo/re-expressao

do D2R.

1.2. Aregulacao da prolactina

Os lactotrofos representam de 20 a 50% da populagcdo celular da
adenohipofise®! e pertencem a linhagem celular dependente do fator de transcrigéo
Pit-1, membro do homeodominio POU, juntamente com os somatotrofos e os
tireotrofos. Essas células secretam a PRL, cuja agdo hormonal classica se da na

glandula mamaria, participando da diferenciagdo celular e manutengéo da lactagéo®.

A secrecdo da PRL é controlada principalmente pela inibicdo ténica da
dopamina hipotaldamica secretada pelos neurbnios da regido tuberoinfundibular
(TIDA). A dopamina inibe a transcrigéo e a secre¢ao da PRL, reduz a proliferagdo dos
lactotrofos, atuando preferencialmente nos receptores D2R33. A inibicdo da

proliferacdo foi demonstrada através da inducdo a hiperplasia da hipéfise em ratos
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knockout para o D2R3* e através da deficiéncia do transportador da dopamina,

aumentando a disponibilidade da mesma, induzindo hipoplasia hipofisaria®.

Além de um horménio, devido a distribuicdo ubiqua de seu receptor (PRL-R),
pertencente a superfamilia dos receptores de citocina, a PRL também é considerada
citocina e esta envolvida em diversas fungdes como osmorregulagéo, resposta imune,
diferenciagdo  tecidual®, angiogénese e  carcinogénese, por  agao

autocrina/paracrina’® 37,

A propria PRL auto-regula sua secregao, estimulando o ténus dopaminérgico
hipotalamico (feedback negativo por alga curta), bem como por acgao
autocrina/paracrina, através da ligagdo da PRL com o PRL-R no proprio lactotrofo,

inibindo a proliferagédo celular, independente de dopamina®.

1.3. O receptor da prolactina

O gene que codifica o PRL-R esta localizado no cromossomo 5p13-14 e contém
11 éxons®® (ENST00000618457.5/ NM_000949.7) sendo que os éxons 1 e 2 ndo sdo
codificantes. Em humanos, a transcrigdo de diferentes isoformas do PRL-R pode ser
regulada por trés promotores diferentes: PI, Pll e PIIl. O promotor Pl é ativo nas
gbnadas e sua transcricdo depende da ativagdo do fator de transcricdo SF-1, o
promotor PII & especifico do figado e depende da ativagdo do HNF4, e o promotor PlII
é ativo em todos tecidos sensiveis a PRL, como células linféides, pulmonares, renais
e hipofisarias e é ativado por fatores de transcrigdo como C/EBPB (CCAAT/enhancer-
binding protein) e Sp1/Sp3 (specificity proteins (Sp)/Kriippel-like transcription factor
family)3% 4. A expressédo do PRL-R pode ser estimulada pelo receptor de estrogénio

(ER0) e pelo fator de crescimento da epiderme (EGF)*'.
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O PRL-R é composto pelo dominio extracelular, que contém dois dominios para
a ligacdo do ligante; uma porgédo transmembrana helicoidal e o dominio intracelular
que contém o Box-1 e o Box-2, sendo que o primeiro interage com as quinases da
familia JAK2 e SRC. Multiplas isoformas de PRLR, resultantes de splicing alternativo,
foram identificadas em roedores e em humanos. Essas isoformas tém dominios
extracelulares idénticos, mas diferem no tamanho e na sequéncia do dominio

intracelular, que pode ser curta, intermediaria ou longa*?4°.

Existem ao menos cinco isoformas de PRL-R em humanos: longa,
intermediaria, duas curtas (S1a e S1b) e uma soluvel, sem os dominios
transmembrana e citoplasmaticos (Figura 1.1.). As isoformas curtas tem afinidade a
PRL e podem heterodimerizar com as isoformas longas levando a supresséo da via
de sinalizagdo da isoforma longa e, portanto, controlando negativamente algumas

acgbes da PRL*".

O PRL-R humano pode se ligar ao menos a trés ligantes (PRL, lactogénio
placentario e horménio do crescimento), o que pode dificultar a determinagdo dos
efeitos especificos da PRL in vivo*s 47. A sinalizagéo € iniciada pela ligagdo de uma
unica molécula de ligante a dois sitios de interagdo extracelular de diferentes
afinidades denominados dominio de ligacdo 1 e dominio de ligacdo 2, que
desencadeia modificagbes na conformacdo do dimero do receptor®®. O dominio
transmembrana (TM) é codificado pelo exon 8 e o dominio intracelular, em sua maior
parte, pelo exon 10. O PRL-R n&o tem atividade intrinseca da tirosina quinase, mas

transmite um sinal por meio de proteinas citoplasmaticas associadas.
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Figura 1.1. Representagdo esquematica do (a) gene PRL-R e de seus transcritos em
humanos (isoformas longa, curta S1a, curta S1b, intermediaria e soluvel) e (b)
dos principais dominios proteicos do PRL-R

A ligagao entre a PRL e a isoforma longa do PRL-R resulta na ativagéo de
numerosas quinases, incluindo Janus quinase 2 (JAK2), proteina quinase ativada por

mitogeno (MAPK), fosfatidil-inositol-3-quinase (PI3K) e Src quinase, bem como a

serina/treonina Nek3/Vav2/Rac1 via da quinase. A JAK2 é constitutivamente vinculada

ao dominio intracelular do receptor e sofre fosforilacdo e ativacdo quando os
receptores se dimerizam, fosforilando e ativando os fatores de transcricdo STAT

(transdutor de sinal e ativador de transcri¢cdo), que sofrem homo e heterodimerizagao,

migram para o nucleo e ativam genes com promotores contendo y interferon

elementos sensiveis (GAS), terminando a via de sinalizagdo pela presengca das



28

proteinas inibidoras de sinal de transcricdo, SOCs 1 e 3, que competem com as

STATSs. Outras vias de sinalizacdo sdo a da MAPK e da PI3K/Akt.

Portanto, o dominio citoplasmatico pode interagir com varios parceiros,
ativando vias de sinalizagéo diferentes, envolvidos em diferentes processos como
diviséo e diferenciagéo celular, imunidade, apoptose, proliferagio e tumorigénese33 49

(Figura 1.2.).

meio extracelular

citoplasma

Lactotrofo normal Prolactinoma

Sobrevida, proliferagéo,
diferenciagdo celulares

Apoptose, homeostase celular

(a) (b)

Fonte: préprio autor

Figura 1.2. PRL/PRL-R e suas vias de sinalizagao: JAK2/STAT5, Ras/MAPK, PI3k/Akt/mTOR
envolvidas na diferenciagao e proliferagédo celular em (a) lactotrofos normais e (b)
prolactinomas.

Ciccarelli et al®®. demonstraram a presenca de PRL-R em tecidos humanos
hipofisarios, tanto normais quanto tumorais, especialmente em prolactinomas com

maiores niveis séricos de PRL. Posteriormente, outros autores confirmaram a
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expressdo de PRL-R, em maiores niveis em lactotréfos, gonadotrofos e em
prolactinomas. Em amostras tumorais de prolactinomas de pacientes tratados
previamente com BRC, a expressdo de PRL-R estava reduzida®'. Esses dados

sugeriram que o sistema PRL/PRL-R desempenha algum papel nos prolactinomas.

1.4. O sistema PRL/PRL-R

A ligacdo da PRL com o PRL-R em diferentes tecidos promove agéo
estimulatéria®? %3, sendo observado em ratos seu papel na proliferagdo de tumores
prostaticos®% 55 e mamarios?*% 56: 57: %8 59 Porém em outros tecidos a PRL levou a
inibicdo da proliferagdo celular, como nos ovarios®” &', adrenais®! e no epitélio
vascular®?,

Os camundongos knockout para D2R desenvolveram hiperprolactinemia e apenas
as fémeas em idade adulta apresentaram hiperplasia dos lactotréfos, sem, entretanto,
desenvolver prolactinoma. Os machos knockout para D2R apresentavam menores
niveis séricos de PRL em comparagéao as fémeas wild-type, e poderiam nunca atingir
um limiar de PRL necessario para perpetuar a hiperplasia dos lactotrofos na auséncia
do tonus inibitorio dopaminérgico®. Alguns autores consideraram que a maior
expressao de receptores de estrogeno e a prépria PRL, por agao autdcrina/paracrina,
poderiam justificar os achados apenas nas fémeas®.

No entanto, outros autores avaliando esse mesmo modelo knockout D2R
observaram o desenvolvimento de prolactinomas em animais mais velhos, tanto em
fémeas quanto em machos. Nas fémeas, o aparecimento dos prolactinomas foi mais
precoce e os autores relacionaram esses achados a hiperprolactinemia, uma vez que
as fémeas eram hipoestrogeneizadas mas tinham valores mais elevados de PRL

séricas quando comparadas aos machos3*.
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Asa et al.%4. também encontraram prolactinomas em camundongos mais velhos
sem a expressao do D2R. Esses autores consideram que a exposicao mais
prolongada a hiperprolactinemia, tanto em machos como em fémeas, levou ao
aparecimento desses tumores. Os machos nao apresentaram hiperplasia lactotréfica
previamente ao aparecimento dos prolactinomas, sugerindo que mecanismos
celulares distintos entre machos e fémeas que estejam envolvidos na tumorigénese®*.
No entanto, ndo se pode descartar que a hiperprolactinemia seja um epifenébmeno da
hiperplasia e hipertrofia dos lacotrofos que antecede a formagao dos prolactinomas e
nao um fenébmeno promotor da tumorigénese.

Schuff et al.*®. estudaram trés modelos de camundongo knockout: D2R-/-, PRL-
R-/- e duplo D2R-/-PRL-R-/-. Os niveis de PRL séricos foram mais elevados nas
fémeas quando comparados aos machos e a hiperprolactinemia foi mais precoce, em
ambos os sexos, nos modelos knockout PRL-R e D2R/PRL-R. A hiperplasia dos
lactotrofos e o aparecimento de prolactinomas maiores ocorreram mais precocemente
no modelo com PRL-R-/- em fémeas. O tratamento com BRC reduziu os niveis de
PRL séricos nos animais wild-type e no modelo knockout PRL-R apenas, uma vez que
0 knockout D2R leva a resisténcia aos AD. O tratamento com PRL inibiu a proliferagao
dos lactotrofos nos animais selvagens e nos machos D2R-/-, sugerindo
dessensibilizagdo ou downregulation do PRL-R em resposta a hiperprolactinemia
crbnica. Os autores do trabalho concluiram que a PRL inibe a proliferacdo de
lactotrofos diretamente e indiretamente, pela ativagéo do tdnus dopaminérgico®®.

O papel da PRL na regulagdo dos lactotréfos normais também foi visto em
estudo com camundongos transgénicos que expressam constitutivamente e
sistemicamente um antagonista do PRL-R, o 1-9-G129R-hPRL. Esses animais

apresentaram aumento do peso da hipdfise e aumento da expressao da isoforma
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longa do PLR-R quando comparados aos camundongos selvagens. Também num
modelo de linhagem celular que secreta PRL e GH, as células GH3, o bloqueio do
PRL-R pelo antagonista levou ao aumento da proliferagao e inibicdo da apoptose®®.

Em estudo subsequente do mesmo grupo, demonstrou-se que as fémeas do
modelo de camundongo transgénico para o antagonista de PRL 1-9-G129R-hPRL
apresentaram mudanga na proporgao isoforma longa/curta do PRL-R, nas fases
diestro e proestro e que, portanto, a PRL pode regular ndo so6 sua prépria expressao,
como também, a expressao de seu receptor e a predominancia de suas isoformas®®.

Avaliando os prolactinomas dos camundongos knockout PLR-R, demonstrou-
se alteragdes na sinalizacdo do PRL-R que poderiam estar relacionadas a
tumorigénese. Esses animais apresentam tumores com alto indice mitotico, sem
reducdo das dimensdes com o tratamento com CAB por trés meses, podendo ser
considerado um modelo de prolactinomas agressivos e resistentes®”. Bernard et al®®.
avaliaram as vias de sinalizacdo envolvidas nesse modelo de prolactinoma e,
comparando com os achados em ratos com prolactinomas estrogeno-induzidos,
verificaram as alteragbes na regulagdo de fatores de transcricdo (STATS, STATS,
AhR, ESR1, BRD4, CEBPD, YAP, FOXO1) e de quinases (JAK2, AKT1, BRAF,
BMPR1A, CDK8, HUNK, ALK, FGFR1, ILK)38,

Alguns autores haviam demonstrado previamente em culturas de células GH3,
os efeitos antiproliferativos e pré apoptéticos da PRL por ativacao da via Jak2/STAT5
e inibicdo ERK1/2. Foi observado que a PRL induziu apoptose pela inibicdo da via Akt,
concluindo que a PRL inibe a fosforilagdo desta via em situagdes fisioldgicas, o que
leva a reducao da taxa proliferativa em células GH368,

Portanto, o envolvimento das vias de sinalizacdo do sistema PRL-PRL-R pode

se diferenciar a depender do modelo estudado. Os diversos modelos animais e in vitro
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sugerem que o sistema PRL/PRL-R estad envolvido na tumorigénese dos
prolactinomas. A auséncia da PRL ou de sua acdo permitem o desenvolvimento de
hiperprolactinemia e prolactinomas em camundongos e as vias de sinalizagao

envolvidas sdo complexas e necessitam ser melhor avaliadas.

1.5 As variantes do gene PRL-R nas doengas

Até 2008, ndo haviam doengas associadas ao PRL ou ao PRL-R, quando foi
identificada uma variante no gene PRL-R em 4 de 74 pacientes mulheres com
multiplos fibroadenomas mamarios. Essa variante, a p.lle146Leu, foi encontrada em
heterozigose e é de baixa frequéncia na populagdo (MAF 1-5%)%. Multiplos
fibroadenomas mamarios sao definidos pela presenca de mais de trés fibroadenomas
mamarios, tumores benignos caracterizados por proliferagdo anormalmente alta do
epitélio. A variante p.lle146Leu pode levar a alteragdo no dominio extracelular do PRL-

R e causar ativagéo constitutiva deste receptor%70.

Em 2010, esse mesmo grupo, avaliando 95 mulheres com fibroadenomas
mamarios multiplos, identificou, além da p.lle146Leu, duas outras variantes
germinativas p.lle76Val e Glu554GIn. A variante lle76Val, assim como a p.lle146Leu,
também mapeia no dominio extracelular e levou a ativagao constitutiva do PRL-R em
estudos funcionais. Essa variante foi identificada em oito pacientes e dez controles. A
variante p.Glu554Gin, localizada no dominio intracelular, ocorreu em uma paciente e

nao foi estudada funcionalmente’®.

Em 2013, foi descrita pela primeira vez em humanos uma variante germinativa
com perda de fungdo no gene PRL-R, a p.His188Arg. Essa variante foi encontrada em
heterozigose em trés irmas portadoras de hiperprolactinemia sem imagem hipofisaria

indicativa de prolactinoma, sendo que uma delas apresentou galactorréia persistente
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pos-parto e as demais apresentavam infertilidade e oligomenorréia’'. A p.His188Arg
esta localizada no dominio extracelular do PRL-R e seu estudo funcional resultou na
reducao da JAK2/STAT5. Com isso, os autores concluiram que a menor agao da PRL
sobre o tbnus dopaminérgico poderia explicar a hiperprolactinemia encontrada nas
pacientes, em semelhanga aos modelos em roedores knockout para PRLR.

Em 2018, foi relatado o caso de uma mulher de 35 anos com hiperprolactinemia
portadora de heterozigose composta p. Arg171Ter e p.Pro269Leu. Diferentemente da
familia portadora da variante His188Arg, esta paciente nado tinha infertilidade, mas
apresentou agalactia puerperal. A variante p.Arg171Ter, localizada no dominio
extracelular, originou um coédon de parada de tradugdo prematuro, o que pode
acarretar num peptideo truncado. A variante p.Pro269L, no dominio intracelular,
consiste na substituicdo de aminoacidos no local de encaixe da proteina JAK2, o box
1, alterando sua capacidade de fosforilar a STAT572.

Em 2016, foi realizado um estudo de rastreamento de variantes germinativas
no PRL-R em 88 pacientes com prolactinomas esporadicos, encontrando quatro
variantes missense p.lle76Val, p.lle146Leu, p.Glu108Lys e p.Glu554GIn em 16
pacientes (14 em heterozigose e duas em homozigose)’3. Trés dessas variantes ja
haviam sido descritas previamente e a variante p.Glu108Lys foi descrita pela primeira
vez. As variantes p.lle76Val, p.lle145Leu e p.Glu108Lys estdo localizadas no dominio
extracelular do PRL-R, enquanto a variante p.Glu554GIn encontra-se no dominio
intracelular. A frequéncia das variantes p.lle76Val e p.lle146Leu no banco de dados
do Exome Aggregation Consortium (ExXAC) foi de 4,3 e 1,9%, respectivamente,
enquanto as outras variantes eram mais raras. A p.lle76Val foi encontrada em

heterozigose em 9 pacientes e em homozigose em dois pacientes.
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Na comparacédo de frequéncia com o banco de dados, apenas a variante
p.Glu554GIn se mostrou super-representada na coorte de pacientes com
prolactinoma. Nas analises in silico, utilizando cinco ferramentas diferentes, a variante
p.lle76Val foi predita como benigna, as variantes p.lle146Leu e p.Glu108Lys foram
preditas como patogénicas em uma ferramenta e a variante p.Glu544Glin foi predita
como potencialmente patogénica em duas ferramentas. Nenhuma dessas variantes
apresentou alteragdes da funcdo em estudos in vitro, diferentemente de estudos
prévios do mesmo grupo, que havia demonstrado ganho de fungdo nas variantes
p.lle76Val e p.lle146Leu’®.

Em 2019, Gorvin et al.”* avaliaram 50 amostras de &cido desoxirribonucleico
(DNA de 46 pacientes com prolactinomas (35 amostras de sangue periférico,15
amostras tumorais) e identificaram seis variantes germinativas no PRL-R: quatro raras
(p.Gly57Ser, p.Glu376GIn, p.Arg453Trp e p.Asn492lle) e duas de baixa frequéncia
(p-lle76Val e p.lle146Leu). A p.Arg453Trp ndo havia sido previamente descrita na
literatura e também nao estava presente no banco de dados do ExAc. Nesse estudo,
as variantes raras p.Glu376GIn e p.Asn492lle, que se encontram em desequilibrio de
ligacéo, ocorreram em frequéncia significativamente maior na coorte de portadores de
prolactinomas (P < 0.0001) quando comparados aos dados do ExAC e ao biobanco
de Oxford. A avaliagdo funcional in vitro mostrou que as variantes p.lle76Val,
p.Glu376GIn e p.Arg453Trp apresentaram resultados semelhantes as células com
PRL-R selvagem. As variantes p.Gly57Ser e p.lle176Leu, ambas localizadas no
dominio extracelular, apresentaram aumento da sinalizacéo intracelular via STATS,
mas as custas de niveis supra fisiolégicos de PRL (500-100 ng/mL). Ja a variante
p.Asn492lle mostrou aumento da expressao do pAkt e da proliferacdo celular, com

concentragbes menores de PRL (50-200 ng/mL), sugerindo um papel patogénico
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dessa alteragao. A via mTOR esta associada a diversos tipos de neoplasias e ja € um
potencial alvo terapéutico. Neste estudo, os autores demonstraram o efeito do
Everolimus, um inibidor da via mTOR, na redug¢ao da resposta pAkt e na proliferacao
celular das células transfectadas com a variante p.Asn492lle. Em 2019 foi publicado
um relato de caso de prolactinoma agressivo, refratario a CAB, cirurgias e
radioterapia, que apresentou resposta ao Everolimus associado a CAB, sugerindo que
a via mTOR esteja realmente ativada nos prolactinomas’®.

As Tabelas 1.1 e 1.2 apresentam a descricdo das variantes de todas as
encontradas no PRL-R em prolactinomas e fibroadenomas mamario e um resumo dos

principais achados desses estudos.

Tabela 1.1 Descrigdo das variantes no gene PRL-R descritas na literatura.

Variante Localizagdo Dominio Tipo MAF Referéncia
proteico
p.Gly57Ser Exon 5 D1 Missense <1% rs143138849
D1 ; 1-5% CM100406/
p.lle76Val Exon 5 Missense [s2028482
p-Glu108Lys Exon 6 D2 Missense <1% rs759275611
p.lle146Leu Exon 6 D2 Missense 1-5% rs72478580
p.-Arg171Ter Exon 6 D2 nonsense nova -

. D2 ; 5% rs398122522/
p-Hist188Arg Exon 6 Missense CM1312032
p.Pro269Leu Exon 9 IC Missense <1% rs754974807

0,
p.Glu376GIn*  Exon 10 IC Missense 17 5144399444
p.Arg453Trp Exon 10 IC Missense nova -

0,
p.Asnd92lle*  Exon 10 I Missense 17 rs147265072  +ae
p-Glu554Gin Exon 10 IC Missense 1-5% rs146459777  variantes

p.Glu400GIn/p.Asn516lle estdo em desequilibrio de ligagdo e foram encontradas em dupla
heterozigose. D1 e D2: dominios de ligagéo a prolactina; IC: dominio intracelular. MAF: frequencia do
menor alelo.



36

Tabela 1.2 Resumo dos estudos que avaliaram as variantes no PRL-R em doengas.

Variantes N Fenoétipo Resumo dos achados
2014 - Newey et al’’
His188Arg 3* oligomenorréia, - Perda de funcéao do receptor

galactorréia
persistente,

infertilidade

2018 - Kobayashi et al’?

Arg171Ter/Pro269L%  1** hiperprolactinemia, - Perda de funcao do receptor
agalactia

2008 - Bogorad et al®®

lle146Leu 4/74  Fibroadenomas - Ativacao da via JAK/STAT

multiplos de mama

2009 - Courtillot et al”’.

lle76Val 10/95 Fibroadenomas -Ganho de fungao para as variantes

lle146Leu 4/95 multiplos de mama p.lle763Val e p.lle146Leu

Glu554Gin 1/95

2016 -Bernard et al”>.

lle76Val 11/88 Prolactinoma - Variante p.Glu554GIn mais

lle146Leu 3/88  esporadico frequente em prolactinomas vs

Glu108Lys 1/88 controles

Glu554Gin 1/88 - Sem evidencias de alteracao
funcional das variantes.

2019 - Gorvin e col’™*

lle76Val 7/46  Prolactinoma - Ganho de fungao para a variante

lle146Leu 7/46 Asn492lle com ativacao da via pAkt.

Gly57Ser 1/46 - Variantes GIu376GIn e Asn492lle

Arg453Trp 4/46 mais frequente em prolactinomas vs

Glu376GIn/Asn492lle* 9/46 controles

- Variantes Glu376GIn e Asn492lle
mais frequente em homens e
pacientes tratados cirurgicamente.

* descricdo de uma familia com 3 probando afetados; ** descricdo de um caso;
&individuo portador de heterozigose composta; *alteragdes em desequilibrio de ligagao.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo primario

O presente estudo tem como objetivo descrever a frequéncia de variantes
genéticas no PRL-R em pacientes portadores de prolactinoma de uma coorte

brasileira e sua associacdo com a resposta ao tratamento com CAB.

2.2 Objetivos secundarios

- Avaliar a frequéncia de variantes genéticas no PRL-R em pacientes brasileiros

portadores de prolactinoma;

- Analisar funcionalmente as alteragdes encontradas do tipo missense

utilizando-se ferramentas in silico;

- Verificar a associacdo dessas variantes com as caracteristicas clinicas, de

imagem e laboratoriais dos pacientes antes do tratamento com CAB;

- Associar a presenca dessas variantes com a resposta ao tratamento com

CAB;

- Comparar a frequéncia das variantes encontradas nos pacientes com a de
uma populagéo controle brasileira, a fim de se verificar sua relagdo com o risco de

desenvolvimento de prolactinoma.
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3 JUSTIFICATIVA
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Ha poucos estudos que avaliaram as variantes germinativas do PRL-R em
pacientes portadores de prolactinomas, com resultados distintos quanto ao papel
patogénico das variantes. Ademais, ainda que em paralelo aos modelos animais,
esperariamos encontrar variantes com perda de fungéo. Porém, variantes com ganho
de funcdo que afetem a via de sinalizacio intracelular podem estar implicadas na
tumorigénese e progressao dos prolactinomas.

O rastreamento de variantes no gene do PRL-R em uma nova coorte de
pacientes com prolactinoma e sua correlacdo com as caracteristicas clinicas,
laboratoriais e de resposta ao tratamento com cabergolina, podem auxiliar na
compreensao do sistema PRL/PRL-R na tumorigénese dos prolactinomas, bem como

na descoberta de novas estratégias de abordagem desses tumores.
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4 PACIENTES E METODOS
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4.1 Consideragoes éticas

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Séao Paulo (HCFMUSP), CAAE: 49883219.0.0000.0068 / numero
do comprovante: 080215/2021 e foi conduzido respeitando-se os principios éticos
relacionados aos estudos em seres humanos. Os individuos foram esclarecidos
quanto aos procedimentos e objetivos do projeto e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Anexo A) antes de sua inclusdo no

estudo.

4.2 Tipo e desenho do estudo

Este € um estudo observacional, retrospectivo e transversal onde foram
incluidos pacientes portadores de prolactinoma submetidos ao tratamento com CAB,
selecionados no periodo de Outubro de 2019 até Dezembro de 2020. Foram
levantados dados clinicos, laboratoriais, de imagem e de resposta ao tratamento
farmacologico de cada paciente através de pesquisa em prontuarios eletrénicos e

fisicos.

4.3 Coorte

A populagdo desse estudo foi constituida por 193 pacientes portadores de
prolactinoma, acompanhados na Unidade de Neuroendocrinologia da Disciplina de
Endocrinologia e Metabologia (n=188) e no Servigo de Ginecologia (n=5) do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&ao Paulo (HCFMUSP).

Quinze pacientes foram excluidos devido a indisponibilidade de coleta de sangue para
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extragao de DNA (n=9) ou material insatisfatorio para completa analise genética (n=6),

totalizando uma amostra de 178 pacientes.

Em 32 pacientes a resposta a cabergolina ndo pode ser avaliada por: falta de

dados de seguimento (n=5), intolerdncia a CAB (n=5), dose minima néo alcancada

(n=3), ndo uso de CAB (n=13) ou uso somente apos cirurgia (n=6) e foram, dessa

forma, incluidos apenas na analise de comparagao da prevaléncia das variantes do

PRL-R entre pacientes com prolactinomas e grupo controle, restando 146 pacientes

para analise da associagdo das variantes com a resposta a CAB, caracteristicas

clinicas, laboratoriais e tumorais (Figura 4.1).

15 pacientes excluidos (ndo 34 pacientes ndo tratados/sem
coleta de sangue/DNA dados para avaliagdo daresposta
insatisfatorio) ao tratamento com CAB

193 com

prolactinoma 178 pacientes

incluidos no
estudo

146 pacientes
tratados com CAB
avaliados

pacientes
selecionados

Determinar frequencia
das variantes R-PRL

* Associagdo das variantes
com resposta a CAB e as
caracteristicas clinicas,
laboratorias e tumorais

Comparagdo com
frequencia ABRaom

Fonte: préprio autor

Figura 4.1. Coorte do estudo.

4.3.1 Critérios de inclusao

- Pacientes com tumor hipofisario e hiperprolactinemia, sem outra

causa

identificada para o aumento dos niveis de PRL, com quadro sugestivo de

prolactinomas.
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- Disponibilidade de coleta de sangue para extragao de DNA.

4.3.2 Critérios de exclusao
- Pacientes com hiperprolactinemia por desconexao/desvio de haste;
- Pacientes portadores de tumores hipofisarios com co-secrecao de GH;
- Pacientes portadores de neoplasia enddcrina multipla do tipo 1;
- Pacientes gestantes ou puérperas no diagnostico;
- Pacientes sem imagem inicial disponivel ou faltando dados clinicos;
- Casos familiares de prolactinoma;

- DNA insuficiente para analise genética.

4.3.3 Amostra controle

Para obtencdo da frequéncia de alelos utilizada como referéncia na analise de
predisposicdo das variantes identificadas no gene PRL-R ao surgimento de
prolactinomas, foi utilizada a plataforma de dados do ABRaOM — Arquivo Brasileiro

Online de Mutagdes (https://abraom.ib.usp.br/) e do Exome Aggregation Consortium

— ExXAC (acessado pelo https://www.ensembl.org/index.html). A ultima atualizagéo do

repositorio do ABRaOM, depositado em setembro de 2020, compreende variantes

gendmicas de cerca de 1.171 individuos brasileiros n&o relacionados.

4.4 Avaliacao clinica e laboratorial.
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Foram coletados os seguintes dados de todos os participantes: sexo; idade ao
diagndstico; niveis séricos de PRL ao diagndstico; resposta ao tratamento com CAB
(dose maxima e atual, tempo de uso, resposta hormonal e resposta tumoral). A
avaliacdo dos hormoénios hipofisarios foi realizada no Laboratério de Horménios e
Genética Molecular LIM 42, Divisdo de Laboratério Central, do Hospital de Clinicas da

Faculdade de Medicina da USP, seguindo procedimentos diagndsticos de rotina.

4.5 Avaliacao radiolégica

A imagem de ressonancia magnética foi utilizada para avaliagdo do tamanho
tumoral, definido por seu maior didametro, e extensdao tumoral de acordo com a
classificacdo de Knosp-Steiner?s. Foram considerados tumores invasivos para o seio
cavernoso aqueles que apresentaram Knosp 3A, 3B e 4 e n&o invasivos aqueles com

Knosp 0, 1 e 2.

Os tumores foram ainda classificados como microadenomas (menores que 1

cm) e macroadenomas (maiores ou iguais a 1 cm).

A classificagao da invasao dos seios cavernosos foi realizada pelo Radiologista
Dr. Mario Padula, dos grupos de Neurorradiologia e de Cabega e Pescogo do INRAD

— Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da USP.

4.6 Critérios clinicos de resposta ao tratamento com CAB

Os pacientes foram classificados como responsivos ou resistentes ao
tratamento com CAB em termos de variagao dos niveis de PRL e dimensdes tumorais.

O grupo responsivo foi composto pelos pacientes que obtiveram normalizagdo dos
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niveis de PRL com dose menor ou igual a 3 mg por semana de CAB'®-?', utilizada por

no minimo seis meses e/ou redugéo tumoral em ao menos 30% do maior diametro'314,

4.7 Anadlise molecular do gene PRL-R
4.7.1 Extragcao de DNA genémico

O DNA gendmico foi extraido de uma amostra de 10 mL de sangue total de
acordo com o procedimento padronizado no Laboratério de Endocrinologia Celular e
Molecular (LIM25) da Disciplina de Endocrinologia, Faculdade de Medicina da USP,

Sao Paulo.

4.7.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os éxons 3-10 codificantes do gene PRL-R foram amplificados utilizando a
técnica de PCR e sequenciados pelo sequenciamento automatico do tipo Sanger. Os
oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do PRL-R estdo descritos na Tabela 2 e
foram criados com o auxiio do programa PRIMER3 (http://www-
genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3www.cgi/) de acordo com a sequéncia PRLR-
ENST00000618457.5 depositada no banco de dados do ENSEMBL
(https://www.ensembl.org/index.html). A Tabela 4.1. apresenta ainda a temperatura de

anelamento de cada primer, bem como o tamanho esperado do amplificado.

A PCR foi realizada num volume final de 20 pL utilizando-se 50-100 ng de DNA
genémico como molde, 0,2 mM de desoxinucleotideos (dNTPs), 0,6 pmol de
oligonucleotideo, 1,5 mM de MgCI2, tampdo de PCR 1x e 1 U de enzima Taq
polimerase. As condi¢cdes de reagao foram: a) denaturagdo inicial a 95 grau celsius

(95°C)/5 minutos, seguindo b) 35 ciclos de denaturagcédo a 94°C/1 minuto, anelamento
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a 56-58°C/1 minuto e c) extensdo a 72°C/1 minuto, com extensao final 72°C/5 minutos.

Ao final da reagdo, o tamanho dos fragmentos obtidos foi verificado na eletroforese

em gel de agarose 1%.

Tabela 4.1. Sequéncia de oligonucleotideos utilizados na amplificagdo dos exons codificantes

do PRL-R.

e o Anelamento  Amplificado

Exon Sequencia5' - 3 (°C) p(pb)

3 F: TAAAGTGGTGGATGTGCCTG 56 360
R: ACAAAAGGCAGAGAGCACAG

4 F: ACAGAGGAGTGTTGCTGGAT 58 254
R: AACAGGAGAATGTGGGCATG

5 F: GCAGAACATGGAAGCCTAAG 56 547
R: GGAAAGCACAGGAACACAAG

6 F: GTACAGTGGGAAGAGTGAGATG 56 484
R: GAGGAGAGCTGTGAAGATGA

7 F: GATAGGGCTAAGACAGTGGA 56 575
R: TGGGAATAGGGAAGATGGTG

8-9 F: ATGGAGGAAAACACTCTTGG 56 895
R: GAGAGACAGTCCAAAAAGGC

10 F: CAGAAGGTGATTCTAGATGGC 58 1300

R ATGGAGCATGAAAGGAGCTG
IF*: CCTGAAACAACCCACACCTG
IR*: GGTAAGGGCCATGTTGAACA

pb - pares de bases; F- oligo foward (direto); R - oligo reverso; *IF e IR foram utilizados apenas nas
reagdes de sequenciamento.

4.7.3 Purificagao da PCR e reacao de sequenciamento automatico.

Os produtos de amplificacdo foram purificados com as enzimas Shrimp e

exonuclease utilizando o estojo ExoSAP-IT (Affymetrix Inc., Cleveland, OH, EUA),

sequenciados com o estojo de sequenciamento Big Dye terminator cycle (Life

Technologies Corporation, Foster City, CA, EUA) e submetidos a eletroforese capilar

no equipamento ABI Prism 3100 (Life Technologies Corporation, Foster City, CA,

EUA), seguindo protocolos padrdo. Os amplicons foram sequenciados em ambas as
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direcbes com os mesmos primers utilizados na reacdo de amplificacdo. Apenas para
o exon 10 foram realizadas duas reagdes de sequenciamento adicionais utilizando
dois primers internos, para a completa leitura de toda sua regido codificante (Tabela

2).

As sequencias obtidas foram comparadas com as sequéncias de seus
respectivos exons presentes na base de dados do ENSEMBL
(https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ENST00000618457) utilizando o programa
Sequencher® (Gene Codes, Corporation, Ann Arbor, MI, USA). Na presenga de
variagbes genéticas, estas foram confirmadas em uma nova reagédo de PCR e

sequenciamento.

A descricao das variantes foi feita utilizando o transcrito mais representativo do
ponto de vista biolégico com convergéncia entre os bancos de dados do NCBI e
EMBL-EBI, selecionado como padrdo para relatos clinicos pelo projeto MANE (do
inglés, Matched  Annotation from the NCBI and EMBL-EBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/MANE/). Para facilitar a leitura, quando
necessario, foi também apresentada entre parénteses a posicao do aminoacido

correspondente a relatos prévios das variantes.

4.7.4 Analise in silico das variantes missenses

As variantes missenses identificadas foram submetidas a uma analise in silico
utilizando quatro diferentes sites de predigdo. Foram utilizados dois programas que se
baseiam na conservagao evolucionaria, SIFT (http://
star.edu.sg/www/SIFT_seq_submit2.html) e PANTHER

(http://www.pantherdb.org/tools/csnpScore.do), e dois programas que se baseiam na
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estrutura e funcdo protéica, Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org) e

Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2).

O SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) é uma ferramenta computacional que
classifica as trocas de aminoacidos, por homologia, como toleravel ou capaz de
modificar a fungdo da proteina. O algoritmo utilizado se baseia no fato de que a
evolucado proteica esta relacionada com a fung¢ao da proteina. Substituigdes com valor

de tolerancia menor do que 0,05 sdo preditas como deletérias.

O Panther calcula o valor Ptime (preservation time), que € apresentado em
milhdées de anos, e o valor Pdel, que diz a probabilidade da variante ter efeito deletério
na funcdo da proteina. E calculado o escore PSEP (position-specific evolutionary
preservation), conforme o alinhamento de proteinas evolutivamente relacionadas.
Quanto mais uma posicao é preservada, maior € a probabilidade de que alteracbes

nessa base tenham efeitos deletérios.

O Mutation Taster integra informacdes de diferentes bancos de dados
biomédicos e utiliza ferramentas de analise de acordo com a conservagao evolutiva,
alteragdes em sitios de splicing, perda de caracteristicas da proteina e modificagdes
que possam afetar a expressdo génica. Ela classifica uma alteracdo como
provavelmente deletéria, conhecidamente deletéria, provavelmente inofensiva ou
conhecidamente inofensiva, quando se trata de um polimorfismo automatico. Um valor
de probabilidade é fornecido junto com o resultado, sendo que um valor préximo a 1

indica alta seguranga da predigao.

O PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) é uma ferramenta usada na
predicdo do impacto funcional e estrutural de substituicbes de aminoacidos em
proteinas, utilizando consideragdes fisicas e comparativas entre o alelo selvagem e o

alelo mutante. Ela utiliza um escore numérico sendo que um escore maior do que 0.85
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significa “provavelmente prejudicial”’, maior que 0.15 e menor que 0.85 “possivelmente

prejudicial” e menor que 0.15 “benigna”.

4.8 Analise estatistica

As analises foram realizadas utilizando o programa Stata®, versédo 17, (Stata
Corp LLC, USA). O padrdo de distribuicdo dos dados quantitativos foi avaliado pelo
teste de Shapiro-Wilk. As variaveis com distribuicdo paramétrica, ou normal, os dados
foram apresentados como média e desvio padréo (DP) e avaliados pelo teste T de
Student; quando necessarios, essas variaveis foram transformadas pela escala
logaritmica. As variaveis com distribuicdo ndo-paramétrica foram apresentadas como
mediana e 25 e 75 percentis e avaliadas pelo teste de Mann-Whitney U. Os dados
qualitativos foram expressos em valores absolutos e percentuais e analisados por
frequéncia e intervalo de confiancga pelos testes de qui-quadrado de Pearson ou exato
de Fisher, conforme apropriado. As analises estatisticas foram realizadas comparando
dois diferentes grupos: a) pacientes resistentes versus sensiveis ao tratamento com
CAB; b) macroadenomas versus microadenomas; c) pacientes versus controle; d)
portadores de variantes do PRL-R versus nao portadores. O valor de significancia

adotado foi de 5% (P < 0,05).
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5. RESULTADOS
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5.1 Selecao e avaliacao clinica dos pacientes

No total, 178 pacientes com prolactinoma foram avaliados. Destes, 141 sdo do
sexo feminino (78%) e 37 (22%) do sexo masculino. A média de idade ao diagnostico
foi 30.4 + 11.6 anos e a mediana de PRL sérica ao diagnéstico de 177.5 (86-500)

ng/mL.

De acordo com o tamanho tumoral ao diagnostico, 161 tumores foram
classificados em microadenomas (63 (39.1%)) e macroadenomas (98 (60.9%)). A
classificagdo de Knosp para probabilidade de invasao paraselar foi avaliada em 124
casos sendo observada a seguinte frequéncia de classificagdo: Grau 0 = 102 (76.7%),
Grau 1 = dois (1.5%), Grau 2= quatro (3%), Grau 3A= seis (4.5%), Grau 3B = 12 (9%)
e Grau 4= sete (5.3%). Consideramos invasdao paraselar os pacientes com as

classificagdes 3A, 3B e 4 (n=25, 20%).

Os pacientes do sexo masculino apresentaram maior nivel de PRL sérica ao
diagnostico, tumores com maior didmetro tumoral e, consequentemente, maior
numero de macroadenomas (P=<0.0001), em relagdo aos pacientes do sexo feminino

(Tabela 5.1.).

Quando comparados de acordo com a classificacdo tumoral em micro e
macroadenomas, os niveis de PRL foram maiores nos tumores maiores que 1 cm e
estes, como esperado, também apresentaram maior indice de invasdo paraselar e

maiores graus na classificacédo de Knosp (Tabela 5.2).

Também foi observada uma forte correlagdo positiva entre os niveis de

prolactina e o maior didmetro tumoral (Grafico 5.1; P<0.0001, rho 0.8).
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Tabela 5.1. Comparacéao das caracteristicas dos pacientes estudados de acordo com o sexo

Caracteristicas Mulheres Homens Total P
n (%) 141 (78%) 37 (22%) 178 (100%) -
Idade (anos) 29.8+10.5 32.4115.0 30.4111.6 0.07
PRL (ng/mL) 147 (76-323.5) 1100(179.5- 177.5 (86-500) <0.0001
2477)
Tamanho tumoral
Maior diametro 12.319.4 28.1£17.4 15.7£13.3 <0.0001
(mm)
Macro:micro 66 (52.4%): 32 (91.4%): 98 (60.9%): <0.0001
60 (47.6%) 3 (8.6%) 63(39.1%)
Knosp
0 92 (82.1%) 10 (47.7%) 102 (76.7%) 0.005
1 1 (0.9%) 1(4.7%) 2 (1.5%)
2 3(2.7%) 1(4.7%) 4 (3.0%)
3A 3(2.7%) 3 (14.3%) 6 (4.5%)
3B 9 (8.0%) 3 (14.3%) 12 (9.0%)
4 4 (3.6%) 3 (14.3%) 7 (5.3%)
Invasao
(ndo: sim) 96(85.7%): 12(57.1%): 108(81.2%): 0.005

16(14.3%)

9(42.9%)

25(18.8%)

PRL: prolactina

Tabela 5.2. Comparagédo das caracteristicas dos pacientes estudados, ao diagnéstico, de

acordo com a classificagcao tumoral em macro e microadenoma

Caracteristicas Macroadenomas Microadenomas Total P
n (%) 98 (61.0%) 63 (39.0%) 161 (100%) -
Idade (anos) 28.7+11.8 32.0+9.6 30.0+11.1 0.02
PRL (ng/mL) 410 (169-1300) 84 (60.5-130.5) 177.5 (86-500) <0.0001
Knosp
0 33 (51.6%) 61 (100%) 94 (75.2%) <0.0001
1 2 (3.1%) 0 (0.0%) 2 (1.6%)
2 4 (6.2%) 0 (0.0%) 4 (3.2%)
3A 6 (9.4%) 0 (0.0%) 6 (4.8%)
3B 12 (18.8%) 0 (0.0%) 12 (9.6%)
4 7 (10.9%) 0 (0.0%) 7 (5.6%)
Invasao
Nao 39 (60.9%) 61 (100%) 100 (80.0%) <0.0001
Sim 25 (39.1%) 0 (0.0%) 25 (20.0%)

PRL: prolactina
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Grafico 5.1. Correlacao entre os niveis de prolactina e o maior didametro tumoral dos pacientes
com prolactinoma
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5.2 Resposta a cabergolina

Em relacdo a analise da resposta a CAB, um total de 165 pacientes fizeram
uso do medicamento, com mediana de tempo de 84 meses (36-132) e média de dose
maxima de CAB de 1,25 (0,5 a 3,5) mg/semana. Desses, 19 foram excluidos por
intolerancia ou por seu uso irregular da medicacgéo, restando 146 pacientes para

serem analisados.

Utilizando o critério de normalizagdo da PRL sérica com doses <3,0 mg por
semana de CAB, 35 pacientes foram classificados como resistentes (24%) e 111
(76%) como sensiveis. Os pacientes classificados como resistentes foram mais jovens
(média de idade de 26.7+12.1 vs 31.8+11.3 anos, P=0,01), tiveram niveis maiores de
PRL inicial (1060 (174-2220) ng/mL vs 147 (82-329) ng/mL, P=<0,0001), tumores

maiores (didmetro 29.1+18.8 mm vs 11.947.8 mm, P=<0,0001), além de maior
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propor¢cao de macroadenomas (87.9% nos resistentes e 53.6% nos sensiveis, P=0,001) ,
maior frequéncia de invasao parasselar (44% nos resistentes e 14,6% nos sensiveis,
P=0,001) doses maiores de CAB (3,5 mg/ semana nos resistentes e 1Tmg/semana nos
sensiveis, P<0,0001) e maior tamanho tumoral apés tratamento (10,3 mm versus

5,5mm P=0,02) (Tabela 5.3).

Considerando o critério de redugao tumoral maior que 30%, 88 foram
classificados como tendo reducdo tumoral e 58 nao tiveram reducdo tumoral. A
comparagao entre esses critérios € apresentada na Tabela 5.4, observa-se uma
concordancia em 74 e 22 casos quanto a sensibilidade e resisténcia, respectivamente,
sendo que 14 casos apesar de resistentes apresentaram reduc¢ao tumoral e 36 casos

sensiveis ndo apresentaram redugéo tumoral significativa.

Considerando-se o critério de resisténcia redu¢cao de PRL associado a redugao
tumoral, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significantes entre os dois

grupos em nenhuma caracteristica. (Apéndice A).

5.3 Andlise genética do PRL-R e avaliagao in silico das variantes identificadas

O gene PRL-R foi avaliado nos 178 casos. N&o foram encontradas alteragdes
novas na regiao codificante deste gene, apenas as variantes p.lle100(76)Val (n=18),
p.lle170(146)Leu (n=6), p.Glu400(376)GIn/p.Asn516(492)lle (n=3), p.Glu470Asp
(n=1) e p.Ala591Pro (n=1), previamente descritas na literatura ou no banco de dados
do NCBI (Tabela 5.5), em 29 pacientes. Todas as variantes sdo missense, s&o raras
(MAF<1%) e foram encontradas em heterozigose. A Figura 5.1 mostra o

eletroferograma das variantes encontradas.
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As variantes p.Glu400(376)GIn e p.Asn516(492)lle foram encontradas em
completo desequilibrio de ligagao, ou seja, herdadas juntas no mesmo alelo, em trés
pacientes. Duas variantes, 1le100(76)Val e lle170(146)Leu, se localizam no dominio
extracelular, enquanto as demais no dominio intracelular.

Tabela 5.3. Caracteristicas clinicas e tumorais dos pacientes com prolactinoma em relagao a
resposta ao tratamento a cabergolina.

Caracteristicas Resistentes Sensiveis Total P
n (%) 35 (24.0%) 111 (76.0%) 146 (100%) -
Sexo
(feminino: 23 (65.7%): 12 92 (82.9%):19 115 (78.8%): 31 0.03
masculino) (34.3%) (17.1%) (21.2%)
Ao diagnéstico
Idade (anos) 26.7+12.1 31.8+11.3 30.6 +11.6 0.01
PRL (ng/mL) 1060 (174-2220) 147 (82-329) 179 (98-561) <0.0001
Tamanho tumoral
MD (mm) 29.1+18.8 11.9+7.8 16.14+£13.6 <0.0001
Macro:micro 29 (87.9%): 4 60 (53.6%): 52 57 (54.8%):47  0.001
(12.1%) (46.4%) (45.2%)
Knosp
0 12 (48.0%) 73 (82.0%) 85 (74.6%) 0.001
1 1(4.0%) 1(1.1%) 2 (1.7%)
2 1(4.0%) 2 (2.3%) 3 (2.6%)
3A 1(4.0%) 5 (5.6%) 6 (5.3%)
3B 5 (20.0.%) 7 (7.9%) 12 (10.5%)
4 5 (20.0.%) 1(1.1%) 6 (5.3%)
Invasao
Nao 14 (56.0%) 76 (85.4%) 90 (79.0%) 0.001
Sim 11 (44.0%) 13 (14.6%) 24 (21.0%)
Pés-tratamento com CAB
Dose maxima 3.5 (3.5-7.0) 1(0.5-1.5) 1(0.5-2.5) <0.0001
(mg/sem)
Tempo de wuso 74.5(32.5-114) 84 (36-132) 72 (26-120) 0.83
(meses)
MD tumor (mm) 10.3+£13.1 5.5+5.6 6.6+8.2 0.02
Knosp
0 18 (75.0%) 86 (86.0%) 104 (83.9%) 0.20
1 1(4.2%) 2 (2.0%) 3 (2.4%)
2 0 (0.0%) 3 (3.0%) 3 (2.4%)
3A 1(4.2%) 3 (3.0%) 4 (3.2%)
3B 2 (8.3%) 5 (5.0%) 7 (5.7%)
4 2 (8.3%) 1(1.0%) 3 (2.4%)
Invasao
Nao 19 (79.2%) 91 (91.0%) 110 (88.7%) 0.14
Sim 5 (20.8%) 9 (9.0%) 14 (11.3%)

PRL: prolactina; MD: maior didmetro; CAB: cabergolina



57

Tabela 5.4. Numero de casos resistentes e sensiveis a CAB segundo a normalizagéo do nivel
hormonal de PRL e redu¢ao tumoral (n=146).

PRL sérica /redugao tumoral Sensivel Resistente
n=111 n=35

Com reducgao tumoral (n=88) 74 14

Sem redugao tumoral (n=58) 36 22

PRL: prolactina; CAB: cabergolina.

Tabela 5.5 Variantes encontradas no gene PRL-R em pacientes portadores de prolactinomas.

Alteragao

Dominio

Variante nucleotidica Localizacao proteico Tipo Referéncia
p.lle100(76)Val c.298A>G Exon 5 D1 Missense rgzl\g;ggggw
p.lle170(146)Leu c.508A>C Exon 6 D2 Missense rs72478580
p.Glu400(376)GIn* ¢.1198G>C Exon 10 IC Missense rs144399444
p-Glu470Asp c.1735A>G Exon 10 IC Missense rs62355478
p.-Asn516(492)lle*  c.1547A>T Exon 10 IC Missense rs147265072
p-Ala591Pro c.1771G>C Exon10 IC Missense rs765841723

*as variantes p.Glu400GIn/p.Asn516lle foram encontradas em heterozigose dupla.
D1 e D2, dominios extracelulares de ligagao a prolactina, IC, dominio intracelular.

Em parénteses é apresentado a posicdo do aminoacido nas descrigbes das variantes em estudos

prévios.

As variantes encontradas neste estudo foram comparadas ao banco de

pacientes brasileiros, ABRaOM e com a coorte ExAc, mostrando que as variantes

p.Glu400(376)GIn/p.Asn516(492)lle e p.Ala591Pro tiveram maior frequéncia nos

portadores de prolactinoma, conforme mostrado a Tabela 5.6.
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p.lle100(76)Val p.lle170(146)Leu p.Glu400(376)GIn
G ACAT ACHER T CA TG i TATG A ABIT T CG AT A AGCATGERAAG G CA
GQCHTHCRTCRT% by T AT G6AARAT TCGO AT AARGCAT GCAARG G CAI
/ \ (c.298A>G) (c.508A>C) (c.1198G>C)
| I|| N | ;"\
"l J"II/\"/\/ W’I »‘ﬂ\ F\‘\ .*’ \w‘"A"ﬂ z"'/\' / W \ d
AW Y { Yy
803_203_5F_UEG_202006-03 F1 eSS T2 Basa 20 oTH HQT_JZ‘.‘_BF_U.G_‘J‘}WA Fragment base 8235 ammoua
G ACATACHBIT CATG 3 TAT GAABIT T CG AT
CGACATACATCAT G | TATGAARAT TC G AT
f Tipo selvagem |" Tipo selvagem

N \/\ w | /\ T
|H
AT

p.-Asn516(492)lle p.Ala591Pro
B CAAAGA 1 GTAGAAMMGCTTCC
TCRHHGQ- TAGAAGGCT TCC
(c.1547A>T)(\,
‘ (c1771A>G)
A\ / A Vi
‘.\.f'} f l| '\ll { /" I\ / \
/\[j ™ \/\L / A%V, \ ALY \ﬂ/\/ VV \/\[ \/\/\f\/\/ V L,\/\/\/\ Wwa%
285 F_001_E0T ;wq-eqb;se.‘yq Base 200 of 603 CM_” 10R Fragment base #300. Base 300 of 712 A3 ’EDFFragwertba 52 8214, Base 214 of 787
G AG AAGAIG G A AAG AGGTCA-CAAAGFSGTA A GC T TC
GHGRHGRGGGHHHG J A TT9 T 1T 1) i GHHHBCTTCC
\Tlposelvagem ,\ Tlposelvagem (\H Tiposel

W W A AN I
Fonte: proprio autor

Figura 5.1 Eletroferogramas das seis variantes identificadas nos pacientes com prolactinoma.

Tabela 5.6. Frequéncia das variantes missense do PRL-R observadas em pacientes com
prolactinoma e comparacédo com a frequéncia observada em banco de dados.

Pacientes = ABrAOM ExAc

Variante MAF (N) MAF P MAF P
p.lle100Val  0.0612 (15) 0.0482 0.45 0.0434 0.44
p.lle170Leu  0.0218 (7)  0.0269 0.85 0.0189 0.78
p.Glu400GIn* 0.0089 (3)  0.0004 0.007 0.0009 0.015
p.Glud70Asp 0.0031 (1)  0.0047 0.98 ND .
p.Asn516lle* 0.0089 (3)  0.0004 0.007 0.0009 0.015
p.Ala591Pro  0.0031 (1) ND - 0.00003 0.013

*as variantes p.Glu400(376)GIn/p.Asn516(492)lle foram encontradas em heterozigose dupla.
ND: nao disponivel
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As variantes missenses identificadas foram submetidas a uma analise in silico
utilizando quatro diferentes sites de predicdo (SIFT, PANTHER, Mutation Taster e
Polyphen-2). A variante p.Asn516(492)lle foi considerada patogénica em todas as
ferramentas. As variantes p.lle100(76)Val e p.Ala591Pro foram consideradas
benignas e as variantes p.lle170(146)Leu, p.Glu400(376)GIn e p.Glu470Asp foram
consideradas provavelmente benignas pela maioria das ferramentas utilizadas

(Tabela 5.7).

Tabela 5.7. Andlise in silico das variantes missenses observadas no PRL-R em pacientes com
prolactinoma

1le170(146)

GIu400(376)

Programa 11e100(76) Val Leu GIn Glu470Asp Asn516(492) Ala591Pro
SIFT Toleravel Toleravel Toleravel Toleravel Afztg; fé‘ar‘*‘iao Toleravel
Score: 1.0 Score: 1.0 Score: 0.24 Score: 0.41 Score: 0.03 Score: 0.07
Provavelmente Provavelmen Provavelmen Provavelmente Provavelmente Provavelmen
PANTHER benigna te benigna te benigna patogénica patogénica te benigna
Ptime: Ptime:176/P  Ptime:176/P  Ptime:220/Pde Ptime:455/Pde  Ptime:30/Pd
30/Pdel: 0.13 del: 0.27 del: 0.27 I: 0.5 I: 0.57 el: 0.13
Mutation Polimorfismo é::gz?eigra% Polimorfismo Polimorfismo Caléséa:nogs de Polimorfismo
Taster prob: 0.9999 prob: 0.6120 prob: 0.9999 prob: 0.9999 prob: 0.9536 prob: 0.9999
Benigna Benigna Possivelente Benigna Possivelmente Benigna
Score HD= Score HD= patogemc? Score HD= patogen|c§ Score HD=
Polyphen- Score HD= Score HD=
2 0.001 0.051 0955 0.019 0987 0.004
Score HV= Score HV= ’ _ Score HV= : _ Score HV=
0.003 0.011 Score HV= 0.049 Score HV= 0.001
) ’ 0.770 ) 0.878 ’

* leva em consideragao a classificagdo no ClinVar que relaciona a variante ao fibroadenoma multiplos

de mama.

** programa alerta para um baixo nivel de confianga dessa previséo.
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5.4 Relacao das variantes do PRL-R, com caracteristicas clinicas, tumorais e

resposta a cabergolina

A Tabela 5.8 apresenta a comparagao entre pacientes portadores e nao
portadores de variantes no gene PRL-R. Observamos uma maior frequéncia de
pacientes do sexo masculino (37,9% vs 17,1% P = 0,01) no grupo onde foram
identificadas variantes no gene do PRL-R. Ainda, os pacientes portadores dessas
variantes apresentavam maiores niveis de PRL (700 (137,5-1994) ng/mL vs 169 (91,5-
376,5) ng/mL; P = 0,007) e tumores com maiores didametros (23,0 (60-129) mm vs 8,0

(5,6-12,0) mm; P = 0,001) (Tabela 5.8 e Grafico 5.2).

A frequéncia de macroadenomas foi consequentemente maior entre os
pacientes portadores de variante no gene PRL-R (82,1% vs 57,8% P = 0,03; Tabela
5.8, Grafico 5.3). Quanto a resposta a CAB usando o critério de ndo normalizagao de
PRL, a frequéncia de pacientes resistentes foi maior no grupo portador de variantes
versus nao portador (51,7% vs 17,1% P <0.0001; Tabela 5.8, Grafico 5.4). Contudo,
as mesmas diferencas ndo foram observadas quando comparadas as variantes entre

si (Grafico 5.5).

A Tabela 5.9 apresenta os dados individualizados de cada um dos 29 pacientes
portadores das variantes no PRL-R. Os dados de todos os pacientes incluidos no

estudo estdo apresentados no Apéndice B.
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Tabela 5.8. Caracteristicas clinicas e tumorais nos pacientes com e sem variantes no gene

PRL-R
Caracteristicas Tipo Variante Total P
selvagem
N (%) 119 (81.5%) 29 (18.5%) 146 (100%)
Sexo
(feminino: 97 (82.9%): 20 18 (62.1%):11 115 (78.8%): 0.01
masculino) (17.1%) (37.9%) 31 (21.2%)
Ao diagnéstico
Idade (anos) 30.2+13.4 31.719.6 30.6 £11.6 0.14
PRL (ng/mL) 169 (91.5- 700 (137.5- 179.5 (98- 0.007
376.5) 1994) 561)
Tamanho tumoral
MD (mm) 8.0 (5.6-12.0)  23.0 (60-129) 11 (7-19.5) 0.001
Macro: micro 63 (57.8%): 46 23 (82.1%):5 86 (62.8%): 0.03
(42.2%) (17.9%) 51 (37.2%)
Knosp
0 73 (76.8%) 12 (63.2%) 85 (74.6%) 0.15
1 1(1.0%) 1(5.3%) 2(1.7%)
2 3 (3.3%) 0 (0%) 3 (2.6%)
3A 6 (6.3%) 0 (0%) 6 (5.3%)
3B 8 (8.4.%) 4 (21.0%) 12 (10.5%)
4 4 (4.2%) 2 (10.5%) 6 (5.3%)
Invasao
Nao 58 (84.1%) 9 (69.2%) 67 (81.7%) 0.24
Sim 11 (15.9%) 4 (30.8%) 15 (18.3%)
Resposta a cabergolina
Resistente 20 (17.1%) 15 (561.7%) 35 (24%) <0.0001
Sensivel 97 (82.9%) 14 (48.3%) 111 (76%)

PRL: prolactina; MD: maior didmetro;
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Grafico 5.2. Relagao dos niveis de prolactina (a) e maior diametro tumoral (b) entre pacientes
portadores e ndo portadores de variantes no gene PRL-R
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Grafico 5.3. Frequéncia de macroadenomas e microadenomas entre pacientes portadores e
nao portadores de variantes no gene PRL-R (P=0.03)
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Grafico 5.4. Comparacéao da frequéncia a resposta a CAB entre pacientes portadores e nao
portadores de variantes no gene PRL-R (P=<0.0001)
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Grafico 5.5. Relagao dos niveis de prolactina (a) e maior didmetro tumoral (b) entre pacientes
portadores e ndo portadores de variantes no gene PRLR
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Tabela 5.9. Caracteristicas dos pacientes portadores de variantes no gene PRL-R.
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2 Idade PRL MDT Resposta Reducao
ID X Variante (anos) Clinica (ng/mL) l((mm)/ CAB >30%
o nosp
1 M lle100Val 23 Ga'aCto”séi faf'Sf“”an 940,0  21/ND  Sensivel Sim
2 M lle100Val 26 Alteracéo visual ND 50/3B  Resistente Sim
3 F  lle100Val 14 Ga'aCtor:/ei;i'alA'tera‘?ao ND  30/ND* Resistente N&o
Galactorréia,
4 M lle100Val 27 amenorréia, redugdo de 700 13/0 Sensivel Sim
libido
5 F lle100Val 34 Galactorréia, amenorréia 98 7/0 Sensivel Sim
6 M lle100Val 26 Cefaléia 1100 16/ND* Sensivel ND
7 F lle100Val 33 Galactorréia, amenorréia ND 11/0 Resistente ND
8 F lle100Val 42 Galactorréia ND 12/0 Sensivel Sim
9 F lle100Val 39 Galactorréia, amenorréia 72 20/ND Sensivel Nao
Reducao de
10 M lle100Val 29 libido,Cefaléia e 2000 31/3A Resistente Nao
Alteragéo visual
1 M lle100Val 38 Redugéo de libido 2254 30/ND Sensivel Sim
Galactorréia, . ~
12 F lle100Val 39 dismenorréia 107 9/0 Sensivel Nao
13 M lle100Val 16 Cefa'e'iizug'lteragao 1800  46/ND* Resistente ND
14 lle100Val 17 Galactorréia, ND 30/3B  Resistente N&o
amenorréia, cefaléia
Galactorréia, .
15 F lle100Val 19 amenorréia, cefaléia 1060 20/ND Resistente ND
16 M lle100Val 40 Disfungao sexual 160 23/4 Resistente Nao
17 F lle100Val 37 Galactorréia ND 12/0 Sensivel Sim
18 F lle100Val 18 Dismenorréia 300 1 ND ND
19 M lle170Leu 20 Cefaléia 9910,0 54/ND Resistente Sim
Amenorréia, galactorréia, . .
20 F lle170Leu 26 infertiidade 1084,0 46/3B Sensivel Sim
Amenorréia, galactorréia, . =
21 F lle170Leu 24 reduco de libido 442 12/0 Resistente Nao
22 F  lle170Leu og ~ Amenorréia, galactorréia, 85 5/0 Sensivel Sim
cefaléia
23 F lle170Leu 36 Amenorréia ND 8/0 Sensivel ND
24 M lle170Leu 21 Alteragéo visual 2189 32/ND* Sensivel Sim
25 F  Glu470Asp 38 Dismenorréia 44 4/0 Sensivel Nao
26 Glu400GIn 5, Amenorréia, cefaléia 312 ND  Resistente N&o
F Asn516lle
Glu400GIn cefaléia, alteragao. visual , .
27 M Asn516lle 41 e disfungdo sexual 210 15/0 Sensivel Sim
28 M GlA00GIn g Atraso puberal 82000 354  Resistente sim
Asn516lle P ’
29 F Ala591Pro 30 Galactorréia, infertilidade 248 12/0 Sensivel Sim

F: feminino; M: masculino; MDT: maior diametro tumoral. ND: ndo determinado; *classificados como
invasivos pela descricao de ressonancias externas em prontuario médico do HCFMUSP.



66

6. DISCUSSAO
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A coorte desse estudo foi composta por 78% de pacientes do sexo feminino,
sendo que os pacientes do sexo masculino apresentaram maiores niveis de PRL
inicial, tumores maiores e maior relacdo de macroadenomas versus microadenomas,

comparados com os pacientes do sexo feminino, o que condiz com a literatura” 1.

Dessa coorte, 24% dos pacientes foram classificados como resistentes a CAB
e esses foram mais jovens, tiveram maiores niveis de PRL inicial, maiores didmetros
tumorais, proporcionalmente mais macroadenomas, maior frequéncia de invaséo
parasselar e utilizaram doses maiores de CAB, resultados também concordantes com

anadlises anteriores'”: 25,

A variante lle100(76)Val havia sido descrita em pacientes portadoras de
fioroadenomas mamarios benignos (10 pacientes e oito controles)’®, na coorte de
prolactinomas publicada em 201672 (9 pacientes em heterozigose e em dois pacientes
em homozigose) e em sete pacientes na coorte de prolactinomas publicada em
201974, Embora ja tenha sido descrita ativag&o constitutiva dessa variante pelas vias
STAT5 e ERK1/27°, n&o foram confirmadas alteragdes funcionais noss estudo in vitro
posteriores’34. Essa variante foi encontrada em dezoito dos nossos pacientes, porém
nas analises in silico foi considerada benigna e ndo houve diferenga significativa em

sua frequéncia quando comparada aos bancos de dados ABraOM e ExAC.

A variante lle170(146)Leu havia sido descrita no estudo com pacientes
portadoras de fibroadenomas mamarios benignos (quatro pacientes), na coorte de
prolactinomas publicada em 2016 (trés pacientes) e na coorte de prolactinomas de
2019 (sete pacientes). Quanto as alteragdes funcionais dessa variante, houve
ativagao constitutiva, via STAT5%° e ERK1/27°, e ainda aumento sinalizagdo via STAT5
mas as custas de niveis supra fisioldgicos de PRL74. Vale ressaltar que esses niveis

podem ocorrer em pacientes portadores de prolactinomas e que talvez essa variante
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tenha algum papel na progressdao tumoral. Nos estudos in silico, foi considerada
provavelmente benigna por Cortillout et al’® e em nossa analise. Em nossa coorte foi
encontrada em seis pacientes e néao foi relacionada a presenca de prolactinoma em

estudos anteriores’® 74 ou em nossa analise.

A variante p.Glu400(376)GIn foi descrita previamente na coorte de
prolactinomas em heterozigose dupla com p.Asn516(492)lle em nove pacientes’™. As
variantes p.Glu400(376)GIn/p.Asn516(492)lle estiveram em maior frequéncia nos
portadores de prolactinomas em estudo anterior’* e em nossa andlise, onde foram
encontradas também em heterozigose dupla em trés pacientes. A variante
p.Glu400(376)GIn apresentou aumento da sinalizagdo intracelular via STATS as
custas de niveis supra fisioldgicos de PRL". Na analise in silico, foi anteriormente
considerada como possivelmente patogénica nas duas ferramentas utilizadas”™ (SIFT
e Polyphen-2), e somente na Polyphen-2 em nossa analise. Ja a variante
Asn516(492)lle, também possivelmente patogénica em duas ferramentas, apresentou
aumento da expressao do pAkt e da proliferagdo celular com concentragdes menores
de PRL4, e foi considerada patogénica em todas as ferramentas in silico utilizadas

em nosso estudo.

Estudos prévio com antagonistas do PRL-R mostraram que a PRL inibe a
fosforilagdo da via Akt em situagdes fisioldgicas, reduzindo a proliferacdo de células
GH388, reforgando que o ganho de fungéo do receptor com aumento da fosforilagéo
do Akt possa levar a proliferacdo de lactotrofos tumorais. Portanto, as variantes
p.Glu400(376)GIn/p.Asn516(492)lle parecem ter papel no desenvolvimento e

progresséo dos prolactinomas.

Um paciente da coorte apresentou a variante p.Glu470Asp, descrita em bancos

de dados porém até entdo ndo relatada em pacientes com prolactinomas. Essa
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variante ndo foi encontrada com maior frequéncia em pacientes com prolactinoma,
quando comparada com o banco brasileiro ABraOM e somente uma ferramenta in
silico, PANTHER, a considerou provavelmente patogénica. O paciente que
apresentou essa variante € sensivel a CAB, porém nao apresentou reducdo do

tamanho tumoral significativo apds o tratamento.

Outro paciente apresentou a variante p.Ala591Pro, também ndo descrita
previamente em portadores de prolactinomas, e foi associada a maior frequéncia de
prolactinoma quando comparado com o banco da ExAc. Foi considerada benigna
pelas ferramentas in silico nesse estudo. Esse paciente também ¢é sensivel a CAB,
mas sem redugdo do tamanho tumoral significativo apos o tratamento. A Figura 6.1.
localiza as variantes ja descritas no PRL-R e as descritas no estudo atual. A Tabela
6.1 compara a frequéncia das variantes do PRL-R, estudos funcionais e analises in

silico previamente descritos e no presente estudo.
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Newey et al. Bernard ef al. Kobayashi et Gorvin et al. Moreira et al.
NH, (2013) (2016) al. (2018) (2019 (2022)
Gly 57Ser
lle76Val lle76Val lle100(76)Val
DIC
Glu108Lys
lle146Leu lle146Leu lle170(146)Leu
Arg171Ter™
His188Arg™*
™
Box1 Pro269L eu*
Box 2
DEC Glu376GIn* Glu400(376)GIn*
Argd53Trp
Glu470Asp
Asn4921e* Asn516(492)lle*
Glu554Gin
Ala591Pro
COOH

Fonte: préprio autor
Figura 6.1. Gene PRL-R e as variantes descritas previamente na literatura e no estudo atual.
DIC: Dominio intracelular; DEC: Dominio extracelular; TM: Dominio transmembrana;

COOH: Terminacado carboxil; NH2: Terminagdo amino. Em vermelho e verde,
variantes com perda de e ganho de fungao, respectivamente.
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Tabela 6.1. Comparacao das variantes do PRL-R, e suas respectivas analises funcionais,

identificadas no presente estudo com as descritas na literatura

Variantes FMM 2009, Prolactinomas Prolactinomas Prolactinomas
PRL-R Courtillot et 2016, 2019, 2022,
al® Bernard et al”® Gorvin et al’ Moreira et al
n=95 n=88 n=46 n=178
Analise in Analise in
Andlise silico | silico | Analise in
N . N N N .
funcional estudo estudo silico
funcional funcional
lle100(76)Val 10 Ativagao 1™ Benigna 7 Benigna 18 Benigna em 4/4
constitutiva (5/5) 1 (212) 1
(JAK/STAT) Sem Sem
alteragéo alteragéo
lle170(146)Leu 4 Ativagéo 3 Patogénic 7 Benigna 6 Patogénica em
constitutiva a (1/5) (2/2) 1/4
(JAK/STAT) / Sem / Aumento
alteragéo da
sinalizagéo*
Glu400(376)GIn - - - 9/+  Patogénica 3/+  Patogénica em
(212) /1 1/4
Aumento da
sinalizagéo*
Asn516(492)lle - - - - 9/+  Patogénica 3/+  Patogénica em
(212) / 4/4
Aumento da

p.Glu470Asp - - - - -

p.Ala591Pro - - - - -

proliferagao
(Akt)

Provavelmente
patogénica em
1/4

Benigna em 4/4

Legenda: FMM: fibroadenomas multiplos de mama;
Ferramentas de analise in silico:

Bernard: Polyphen-2, UMD, Mutation taster, SNP&GO, SIFT.
Gorvin: SIFT, Polyphen-2.

Moreira: SIFT, Polyphen-2, PANTHER, Mutation taster;

*em niveis suprafisiolégicos de PRL; **9 em heterozigose e 2 em homozigose; +heterozigose dupla
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Como o numero de portadores de cada variante foi pequeno nesse estudo para
sua analise estatistica individual, agrupamos os pacientes portadores de variantes e
0S comparamos com O grupo sem variantes. Nessa analise, os pacientes com
polimorfismos foram significativamente relacionados a uma maior frequéncia de
pacientes do sexo masculino, a maiores niveis de PRL sérica ao diagndstico, maiores
tamanhos tumorais e a maior resisténcia @ CAB. Bernard et al®” ja haviam
demonstrado que camundongos knockout para PRL-R representam um modelo de
prolactinomas agressivos/invasivos, fato que tem certa correspondéncia com a
preponderancia de pacientes resistentes entre os portadores de variantes do PRL-R.

Os modelos knockout para PRL-R estao associados a hiperprolactinemia e ao
desenvolvimento de prolactinomas*®. Portanto, em prolactinomas humanos, poderia-
se esperar menor expressdo de PRL-R ou variantes com perda de funcdo. Mas, ao
contrario, parece haver maior expressdo de PRL-R nesses tumores, proporcional a
PRL sérica e a redugdo em amostras tumorais de pacientes tratados com BRC5%'. Em
um relato de caso de prolactinoma extremamente agressivo e pouco diferenciado,
houve hiperexpressdo do gene PRL-R e auséncia da expressao do receptor de
estrogénio por imunohistoquimica’®. Em cultura de células desse tumor, a adigdo de
PRL ativou a via de sinalizagdo JAK-STAT5 (JAK3) e induziu proliferagao celular,
indicando uma alga autdcrina da PRL proliferante no tumor, via JAK379,

Ademais, as variantes provavelmente patogénicas,
p.Glu400(376)GIn/p.Asn516(492)lle, se encontram no dominio intracelular,
provavelmente com uma maior interferéncia das vias de sinalizagdo pos receptor. A
mudanca da via de sinalizacdo da JAK/STAT para a via Akt descrita na variante

Asn516(492)lle e relacionada a proliferacdo celular, também pode explicar o
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mecanismo de formag&o tumoral presente nesses casos®®, com implica¢des inclusive
terapéuticas™.

Outro fator de importante influéncia para os prolactinomas é o estrogénio.
Recentemente demonstrou-se que ha um crosstalk entre o0 PRL-R e o receptor de
estrogeno tipo alpha (ERa). A maior expressao desses receptores foi associada a
fosforilagdo de ERK1/2, ao aumento de invasividade do tumor e reducio da resposta
aos antagonistas de estrogénio’’. Em outro estudo, verificou-se maior expresséo de
ERa e de PLR-R em amostras humanas de prolactinomas resistentes’®. Os
estrogénios se ligam ao ERa estimulando a proliferagdo dos lactotrofos e a inibigéo
desses receptores restaura a sensibilidade das células do prolactinoma a BRC?,
Portanto, as a¢des da dopamina e da prolactina podem ser moduladas por fatores
relacionados ao sexo bioldgico.

O céancer de mama é um modelo de estudo para a¢des de estrogénio e da PRL.
Nessa neoplasia, ha menor proporgédo de isoformas curtas sobre longa e alguns
autores acreditam que a perda da inibicado promovida pelas isoformas curtas possam
contribuir para a tumorigénese’®. O estradiol pode induzir aumento da transcrigédo do
PRL-R em células de cancer de mama e, apés o tratamento com PRL, houve ativagéo
das vias PI3K/Akt e RAF/MEK/ERK, levando a proliferagdo celular’®. A mudanga na
sinalizagao pelo PRL-R de vias mediadas por STATS para vias mediadas por MAPK
pode ser causada por mudangas no microambiente tumoral, também promovidas pela
PRL’’. H4 um aumento da transcricdo de metaloproteinases de matriz extracelular
frente a presenca da PRL, tornando o microambiente tumoral mais rigido, achado
relacionado a tumores mais agressivos e resistentes as terapéuticas habituais’”.
Portanto, em paralelo com os estudos em cancer de mama, ainda que as demais

variantes do PRL-R nao tenham sido relacionadas a presenca de prolactinoma em
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nosso estudo, elas ainda podem estar envolvidas em mecanismos de progressao
tumoral, em um microambiente tumoral com altos niveis de PRL.

Gorvin et al’* demonstraram que as variantes lle170(146)Leu, Glu400(376)GlIn,
e Gly57Ser apresentaram aumento da sinalizag&o intracelular com concentragdes
maiores de PRL. Além disso, algumas variantes podem favorecer determinadas vias
de proliferagdo, levando a caracteristicas tumorais mais agressivas que podem
consequentemente levar a maior resisténcia aos ADs, provavelmente pelas vias Akt e
MAPK. Também ¢é possivel que as isoformas curtas do PRL-R sejam mais afetadas
pelas variantes, reduzindo sua agdo em inibir a isoforma longa, como ocorre no
ambiente fisioldgico.

Gorvin et al™*. estudaram amostras de DNA tumoral e germinativo, em alguns
casos pareado, mas nao encontraram diferenca nas variantes encontradas no PRL-R
entre esses tecidos, ainda que poucas amostras tenham sido avaliadas.

E possivel que diferentes variantes, mudanca na proporcdo das isoformas,
densidade do PRL-R, crosstalk com receptores D2R e ER alpha, mudancgas nas vias
de sinalizagdo e caracteristicas do microambiente tumoral estejam envolvidos nos
mecanismos que influenciam o sistema PRL/PRL-R na tumorigénese e progressao
dos prolactinomas. A Figura 6.2 esquematiza e sumariza esses mecanismos. Mais
estudos avaliando as variantes de PRL-R germinativas e somaticas sdo necessarios
para esclarecer as carateristicas do sistema PRL/PRL-R nos prolactinomas,
ampliando o entendimento da tumorigénese e o desenvolvimento de alvos

terapéuticos.



Glu400(376)GIn/Asn516(492)lle
e p.Ala591Pro maior frequéncia
em prolactinomas
(papel na tumorigénese?)

Glu400(376)GIn/Asn516(492)lle
aumento da sinalizacdo STAT5
em niveis normais de PRL"*
(papel na tumorigénese?)

Asn516(492)lle aumento da
proliferagéo via Akt com
resposta ao tratamento com
everolimus™
(papel na tumorigénese?)

Predominio das isoformas
curtas em relacéo a longa
modificando agéo da PRL"®
(papel na tumorigénese?)

Fonte: préprio autor

Variante 1le170(146)Leu
aumento da sinalizagdo STAT5
, as custas de niveis supra
fisioldgicos de PRL"#
(papel na progressao tumoral?)

Efeito dos ADs sobre a
express&do do PRL-R®'

Alteragdo da sinalizagéo para
MAPK78 ERK1/2 devido ao
microambiente tumoral””
(papel na progressao,
invasividade e resisténcia?)

Crosstalk entre aER, D2R
e PRL-R77:78
(maior invasividade e
resisténcia ao tratamento)
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Figura 6.2. Modelo PRL/PRL-R nos prolactinomas e possiveis mecanismos
envolvidos na tumorigénese e progressao tumoral
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7. CONCLUSOES
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Esse estudo mostrou uma maior frequéncia das variantes
p.Glu400(376)GIn/p.Asn516(492)lle e p.Ala591Pro no PRL-R nos portadores de

prolactinomas quando comparados a banco de dados brasileiro e internacional.

A variante p.Asn516(492)lle, herdada em conjunto com a p.Glu400(376)GIn, foi

considerada patogénica em todas as ferramentas in silico utilizadas.

Os pacientes portadores de variantes no gene PRL-R apresentaram uma maior
frequéncia de pacientes do sexo masculino, niveis mais elevados de PRL sérica,
maior tamanho tumoral ao diagndstico e mais casos de resisténcia a CAB, quanto a

nao normalizacado da PRL sérica.

Portanto, as variantes p.Glu400(376)GIn /p.Asn516(492)lle parecem ter papel
na tumorigénese dos prolactinomas e a ocorréncia de variantes no PRL-R pode estar

implicada na resisténcia ao tratamento padrao-ouro com CAB.
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Apéndice A. Caracteristicas clinicas e tumorais dos pacientes com prolactinoma em relagao
a resposta ao tratamento a cabergolina considerando como critério de resposta normalizagao
de prolactina e redug¢ao tumoral >30%.

Caracteristicas Resistentes Sensiveis Total P
(n=74) (n=55) (n=129)
Sexo -
(feminino: 60(81.1%): 40(72.7%): 100(77.5%): 0.26
masculino) 14(18.9%) 15(27.3%) 29(22.5%)
Ao diagnéstico
Idade (anos) 29.4+11.7 32.7+12.2 309 +11.9 0.12
PRL (ng/mL) 180 (104-1060)  159.5 (91.5-353) 178.5 (97-500) 0.24
Tamanho tumoral
Maior diametro 17.9+16 14.2+10.6 16.4+14.2 0.15
(mm)
Macro:micro 42 (60.0%): 31 (62.0%): 73(60.8%): 0.82
28 (40.0%) 19 (38.0%) 47(39.2%)
Knosp
0 43 (72.8%) 28 (73.6%) 71 (73.2%) 0.79
1 2 (3.4%) 2 (5.3%) 4 (4.1%)
2 2 (3.4%) 0 (0.0%) 2 (2.1%)
3A 3 (5.1%) 1(2.6%) 4 (4.1%)
3B 5 (8.5.%) 5(13.2%) 10 (10.3%)
4 4 (6.8%) 2 (5.3%) 6 (6.2%)
Invasao
nao 47 (79.7%) 30 (78.9%) 77 (79.4%) 0.91
sim 12 (20.3%) 8 (21.1%) 20 (20.6%)
PRL-R
Selvagem 46 (82.1%) 29 (74.4%) 75 (78.9%) 0.83
Variante 10 (17.9%) 10 (25.6%) 20 (21.1%)

PRL: prolactina; macro: macroadenoma; micro: microadenoma.
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Ao diagnostico

Pos- tratamento com CAB

ID Sexo Idade Variante PRLR Amen. Irreg. Galact. Libido Cefal. Alt. PRL MDT Knosp Apop. MDT Knosp PRL CAB CAB CAB
visual {ng/mL) (mm) (mm) maior resposta dose tempo
(ng/mL) max uso
1 M 23 p.llelooval sim sm n&o 940 21 nao u] u] 940 SE 0.5 168
2 M 26 p.llelooval nao nao n&o sm S0 3B nao 30 3B 1000 RE 3.5 72
3 I 14 p.llel0dval sim nao sim sm 30 nao 16 6000 RE 3.5 a0
4 F 27 p.llelooval sim nao sim sm 700 13 i] nao i] 700 SE 1.5 108
5 F 34 p.llelooval sim nao sim ndo  ndo0  ndo 93 7 0 nao 0 938 SE 1.5 168
6 M 26 p.llelooval nao sim 1100 16 nao 1100 SE 2 85
7 F 33 p.llel0dval sim nao sim ndo n3o  ndo 11 0 nao 0 62 RE 2
8 F 42 p.llel0dval hdo  ndo sim ndo  ndo 12 nao 0 150 SE 0.5 92
9 F 39 p.llel0dval sim nao sim ndo  n3o  n3o 72 20 ndo 16 0 72 SE 7 168
10 ™ 29 p.llelooval sm sim |m 2000 31 34 nao 24 34 2000 RE 3.5 96
1 M 38 p.lleloval nao |m n&o 2254 30 nao 1] 2250 SE 2
12 F 39 p.llelodval ndo  sim sim ndo  ndo 107 9 ] nao 1] 107 SE 1.5 156
13 M 16 p.llelodval nao nao sim |m 1800 46 nao 11 0] 13000 RE 7
14 F 17 p.llelodval sim ndo  sim ndo  sim  ndo 30 3B ndo 15 1] 4633 RE 3.5 42
15 F 19 p.llel0val sim sim sim nao sim 1060 20 nao 50 RE 3.5
16 ™ 40 p.llel0oval ndo sm ndo 160 23 4 nao 20 4 160 RE 3.5 77
17  F 37 p.llelooval ndo  sim n&o ndo  n3o  ndo 164 12 nao 4 1] 164 SE 0.5 96
18* F 18 p.llelooval ndo  sim nao ndo  ndo 300 11 0 nao  NA A, MNA A M MA
19 ™ 20 p.llel70Leu nao ndo sim sm 9910 54 nao 7 0 9900 RE 7 120
20 F 26 p.llel70Leu sim nao sim ndo  ndo 1084 46 3B nao 0 0 1084 RE 3.5 145
21 F 24 p.llel70Leu sim sim sim sm ndo 442 12 i] nao 4 i] 442 RE 3.5 108
22 F 28 p.llel70Leu sim nao sim ndo sim  ndo 85 S 0 nao 0 0 84 SE 1 62
23 F 36 p.llel70Leu sim ndo  nao ndo  n3o  ndo 8 0 nao 8 0 100 SE 0.5
24 M 21 p.llel70Leu nao ndo  n3o  sSm 2189 32 sim 0 0 2189 SE 2 111
25 F 38 p.Glud70s s nao sim nao ndo  n3o  ndo 44 4 0 nao 3 0 44 SE 0.25 96
p.Glud00GIn/
26 F 24  pAmSlélle sim ndo  ndo  ndo  sim  ndo 312 0 ndo 0.8 0 312 RE 3.5 108
27 M 41 AsnSlélle nao sm sim sm 270 15 0 nao 0 270 SE 2 132
28 M 25 AsnS16lle nao ndo ndo0 ndo 8200 35 1 nao 0 8200 RE 3.5 168
29 F 30 p.41aS91Pro nao sim sim ndo  n3o  n3o 248 12 0 nao 0 248 SE 1 120
30 ™M 24 n3o nao sim sm 42 nao 29 1500 RE 5.25 60
31 F 31 sim nao sim ndo  ndo0  ndo 183 nao 0 183 SE 1.5 168
32 F 33 nao sim sim 13 ] nao 0 200 SE 1.5 108
33 F 33 sim nao sim sm n3o 179 22 ] nao 0 179 RE 1 11
34 F 13 sim ndo  ndo ndgo  ndo  sSm 570 19 12 1] 569.9 SE 2.5 132
35 M 51 ndo sm ndo  nao 22 nao 18 470 SE 2 34
36 F 39 sim sim sim nao sim 315 17 3B nao 15 3B 315 SE 2.5 79
37 F 38 sim nao nao nao ndo  nao 57 S 0 nao 0 57 SE 0.5 120
38 F 23 nao nao sim nao hdo  nao 127 3 0 nao 127 SE 1 8
39 F 55 sim nao nao nao ndo 390 20 1] nao 15 1] 390 SE 1 24
40 F 30 nao sim sim nao ndo  nao 430 10 sim 1] 430 SE 2.5 43
41 F 30 nao sim sim ndo  ndo0  ndo 127 10 0 nao 0 127 SE 0.5 a4
42 F 26 sim nao sim ndo  ndo 18 0 nao 10 2 100 SE 0.5 72
43 F 18 sim nao sim nao sim sm 6890 40 4 nao 0 0 6890 RE 7.5 108
44 M 30 nao sm h&o nao 142 11 u] nao 10 1] 142 RE 3.5 140
45 F 23 sim nao sim ndo ndo0 ndo 1519 24 4 ndo 1.7 1519 RE 10 7
46 F 45 sim nao sim ndo  ndo 105 4 0 nao 4 1] 104 SE 1 108
47 F 21 sim nao sim sm n3o 38 0 nao 7 1] 37 SE 1 50
48 F 35 sim nao sim ndo  ndo 169 12 1] nao 0 0 52 RE 3.5 96
49 F 16 nao sim nao nao sim 76 0 nao 0 0 210 SE 0.375 96
50 F 26 sim nao nao 363 7 u] nao 4 u] 362.9 SE 1.25 132
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Ao diagnostico

Pos- tratamento com CAB

ID Sexo Idade Variante PRLR Amen. Irreg. Galact. Libido Cefal. Alt PRL MDT Knosp Apop. MDT Knosp PRL CAB CAB CAB
visual (ng/mL) (mm) (nmm) maior resposta dose tempo
(ng/mL) max uso
51 F 20 nao sm sirm ndo  ndo 71 4 0 nao 2 0 71 SE 0.5 108
52 F 16 | nao sirm ndo  ndo  n3o 270 12 0 nao 0 0 270 RE 7 12
53 F 59 | ndo  nao ndo  ndo 614 20 3B ndgo 20 3B 600 SE 1.5 96
54 F 19 s nao sim ndo  ndo 474 15 nao 4 1] 474 SE 2.5 180
56 ™ 58 nao sm ndo 116 35 1] nao 1] 0 116 SE 1 36
56 F 24 nao sm sim nao nd  ndo 135 8 1] nao 5 1] 134 SE 1 72
57 Wl 60 nao sm §40 16 nao 13 879 SE 2 168
58 F 23 nao sm nao nao nd  ndo 561 11 1] sim 0 0 561 SE 0.5 216
59 Wl 19 nao sim 1120 43 nao g 1120 RE 3.5 180
60 F 20 nao sm sim nao sim n3o 76 8 1] nao 0 1] 76 SE 1.5 72
61 F 21 nao sm nao nao nao 76 11 1] sim 5 1] 76 SE 0.5 23
62 F 31 nao nao nao nao nao 10 1] ndgo 0.5 1] 62 SE 2 120
63 F 41 nao 100 6 1] nao 1] 1] 99 SE 0.5 36
64 F 26 nao sm sim nao nao 250 5 0 nao 5 1] 200 SE 0.5 17
65 F 24 ndo  ndo sim ndo  ndo 76 5 0 nao 0 1] 76 SE 1 190
66 F 23 sm sm nao ndo  n3o n3o 1656 16 3B ndgo 13 3B 1656 SE 132
67 F 45 ndo  ndo sim ndo  ndo 71 5 0 nao 5 0 70 SE 0.375 31
68 F 27 sm nao sim ndo  ndo 122 10 nao 0 1] 122 SE 180
69 F 31 sm nao sim ndo  ndo  n3o 232 6 0 nao 3 1] 232 SE 2 156
70 F 49 nao sm sim ndo  ndo  n3o 111 11 1 nao 9 1 111 SE 1 55
71 F 30 sm sm sim ndo  ndo 177 18 nao 5 1] 177 SE 1.5 36
72 ™M 33 nao sm sim  n3o 79 8 1] nao 36 SE 0.75 12
73 F 41 sm nao sim nao =0 ndo 180 1] nao 1] 0 180 SE 1.5 168
74 F 31 nao sm sim nao ndo  ndo 178 16 nao 0 0 200 SE 2 24
75 F 25 sm nao sim nao hdo  ndo 84 4 0 nao 2 0 g4 SE 0.5 138
7% M 60 nao nao hdo  ndo 68 8 0 nao 5 0 67.9 SE 0.75 43
77 F 28 sm nao sim 134 g 0 hao S 0 134 RE 3.5 45
78 F 33 nao nao sirm nao hdo 125 7 nao S 0 125 SE 1.5 17
79 F 29 ndo  ndo sirm 54 8.5 0 nao 4 53 SE 0.5 26
80 F 41 nao sm nao ndo  ndo 97 7 1] 6 0 96 SE 0.5 36
81 F 24 | nao sim ndo  ndo 1186 12 34 ndgo 15 34 1186 SE 1 12
82 F 28 nao sm nao ndo  ndo 1390 30 ndo 12 1 1390 RE 3.5 6
83 F 34 s|m nao nao 180 11 1] nao 1] 1] 180 SE 0.5 132
84 F 34 |m nao sim nao nao 159 3 0 nao 3 1] 159 SE 1.5 17
85 "l 58 nao nao 0] sim 9674 90 4 60 9674 RE 7 156
86 F 32 nao nao nao nao nd  ndo 25 5 1] nao 6 1] 60 SE 0.25 96
87 F 17 dm nao sim nao nao 120 13 1] nao 5 0 120 SE 0.5 156
88 F 42 |m nao nao nao sim n3o 180 8 1] nao 6 1] 180 SE 1 72
89 F 19 sm nao sim nao ng  ndo 500 8 1] nao 4 1] 500 SE 1 96
90 F 23 nao nao sim nao nd  ndo 20 7 1] nao 5 1] 0 SE 0.25 144
a1 F 32 nao nao nao nao nd  ndo 62 3 0 nao 3 0 62 SE 0.5 60
92 Wl 37 nao sm sim sim 1750 37 sim 15 1 1750 SE 2.5 264
93 F 45 nao nao nao 109 10 nao 8 0 129 SE 0.5 180
94 ™M 31 nao nao sim  n3o 6700 30 3B ndo 25 3B 6700 RE 7 200
95 F 33 sm nao sim sm ndo  ndo 120 12 3B ndgo 0.8 0 120 SE 0.5 108
9% F 13 sm nao sim nao sim 1883 25 3B nao 0 1] 1880 RE 7 34
97 F 37 sm nao sim ndo  ndo 140 6 0 nao 0 0 140 SE 1 156
98 F 16 sm sm nao sm sim sim 151 18 0 sim 0 0 151 SE 1 g
99 ™M 19 nao nao sim sim 30 nao 0 0 5 SE 1 108
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Ao diagnostico Pos-tratamento com CAB
ID Sexo Idade Variante PRLR Amen. Irreg. Galact. Libido Cefal. Alt. PRL MDT Knosp Apop. MDT Knosp PRL CAB CAB CAB
visual (ng/mL) (nm) (nm) maior resposta dose tempo
(ng/mL) max uso
100 F 20 ndo  n3o sm ndo  ndo  ndo 147 14 0 nao 7 1 147 SE 1.5 168
101 F 29 sim hdo sm nao hao 238 19 0 n3o 11 0 238 SE 1.5 79
102 F 20 sim hdo sm nao h3o 66 3 0 nao 0 a 66 SE 0.5 8
103 F 33 sim hdo sm nao ndo  n3o 7 0 nao 6 0 200 SE 0.5 132
104 F 17 nao sim nao ndo  ndo  ndo 115 11 0 nao 0 0 115 RE 7 120
106 F 15 sim n3o Sm sim sim  ndo 217 12 34 3 0 217 SE 0.25 72
106 F 54 ndo  n3o nao sim sim  ndo 93 10 0 nao 5 0 93 SE 0.25 60
107 F 13 ndo sim nao 147 12 0 nao 0 i 147 SE 1 24
08 ™M 27 nao sim ndo  nio 343 12 34 nao g 343 SE 1.5 200
108 F 28 ndo  ndo sm nao sim 190 18 0 nao 0 0 190 SE
110 F 28 sim sim nao ndo  nhdo  ndo 110 9 1] nao 9 110 RE 3.5 8
111 F 42 sim nao sm ndo  ndo 70 g 0 nao 9 0 70 SE 0.5 120
M2 M 11 nao nao sim  ndo 1300 17 0 sim 0 0 1300 SE 3.5 160
113 F 18 sim nao sm ndo  nhdo  ndo g 0 nao 4 0 300 SE 1 48
114 F 25 ndo  n3o nao ndo  ndo 51 g 0 nao 5 1 51 SE 0.5 20
116 F 30 nao sim sm 209 17 3B nao 6 0 209 SE 1 48
116 F 34 nao sim nao n3o sim  ndo 115 g 0 nao 3 0 115.2 SE 0.5 96
117 F 39 sim nao sm ndo  nhdo  ndo 221 5 0 nao 12 221 SE 1.5 40
118 F 26 sim ndo sm nao sim 223 11 34 nao 11 34 223 SE 1 72
119 F 23 sim sim nao ndo  ndo  ndo 210 nao 0 0 210 SE 1.5 192
120 F 21 nao sim nao 166 g 0 nao 0 0 166 SE 1 180
121 F 29 sim nao sm ndo  ndo  ndo 50 5 0 nao 7 1 50 SE 1 108
122 F 16 sim n3o Sm ndo  ndo  sim 2440 34 4 nao 12 4 2000 RE 3.5 7
123 F 17 sim n3o nao ndo  ndo  ndo 470 60 ndo 1.1 470 RE 7 29
124 ™ 34 nao sim 199 16 2 nao 14 2 198.7 SE 1.5 14
126 ™ 28 nao sim simn sim 4808 39 3B nao 26 3B 4808 SE 3.5 30
126 F 38 sim h&o sm nao 564 30 3B nao 20 3B 564.1 SE 1 24
127 ™ 44 nao simn sim simn 572 11 0 nao 4 0 572 SE 1 43
128 ™ 51 nao simn ndo  nao 86 11 0 nao 10 a g6 SE 0.5 60
129 F 73 nao nao ndo  sim 27 RE 2.5 60
130 F 32 nao sim nao hao h3o 80 0 nao 0 a 80 SE 0.5
131 F 17 sim hdo sm nao ndo  sim 141 15 2 nao 11 2 140 SE 1.5 24
132 F 36 sim nao sm ndo  n3o 57 2 0 nao 0 a 57 SE 0.5 62
133 F 24 sim sim sm sim nao 184 11 0 nao 9 0 184 SE 1 34
134 F 34 sim nao nao sim sim sim 6941 45 2 sim 0 0 6941 RE 3.5 36
135 F 16 sim nao sm ndo  ndo  ndo 320 12 nao 11 320 RE 2.5 20
136 F 32 sim nao sm ndo  ndo 7 0 nao 38 SE 0.5 12
137 F 37 ndo sim nao sim sim  ndo a6 4 0 nao 3 0 RE 3.5 36
138 F 40 sim sim sm nao sim  ndo 63 9 0 nao 3 0 63 SE 1 20
139 F 20 sim sim sm nao sim  ndo 57 5 0 nao 3 a 57 SE 0.5 34
140 F 37 ndo  n3o sm ndo  ndo  ndo 5 0 nao 4 0 SE 0.5 72
141 F 27 sim sim sm ndo  ndo  ndo 348 17 4 nao 17 4 349 SE 1 34
142 ™ 69 nao nao sim sim 5809 43 34 nao 25 34 5809 SE 2 26
143 F ndo  n3o nao ndo  ndo 4 0 nao 4 SE 1.5
144 F 25 sim sim sm nao sim 10 nao 9 200 SE 1 g
145 F 38 ndo  n3o Sm 0 nao 0 1 80.3 SE 0.75 60
146 F 29 sim n3o Sm ndo  ndo  ndo 327 g 0 nao 326.8 RE 2 36
147 F 31 sim sim Sm ndo  ndo  ndo 70 7 0 nao 5 0 122 SE 1.25
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Ao diagnostico

Pés- tratamento com CAB

ID Sexo Idade Variante PRLR Amen. Imeg Galact. Libido Cefal. Alt. PRL MDT Knosp Apop. MDT Knosp  PRL CAB CAB CAB
visual (ng/mlL) {mm) {mm) maior resposta dose tempo

{hg/mb) max. uso

148 F 33 sim ndo §m  nd ndo nr 11 ndo  NA  NA NA NA TNA, A
149 M 18 nao sim  dm 2700 10 nao  NA - NA INA, IN&, INA, INA,
150 F 35 ndo ndo  §m sim  dm 450 22 ndo  NA  NA N&, MN& TN&, &,
1% F 25 sim  nao  réo nao  naao  nao 130 12 nao  NA  NA INA, N, INA, INA,
152 F 38 N, [N, [N, NA [N, (AN
183 F 27 ndQo  sim  ndo  nEo  ndo 56 5 ndo  NA  NA N& NE INE, &
154 ™M 20 nao sim  dm dm 469 nao  NA  NA INA, N, INA, INA,
155 F 24 ndao  nao  rao N&o  Nao  nao 70 nao  NA  NA INA, &, TNA, INA,
156 F 41 sm nd rBo  ndo  n&o 75 ndo  NA  NA & MNE TNE, &,
157 F 15 nao  sim  sim ndo  nado  nao 110 nao  NA - NA INA, N, INA, INA,
158 F 40 sim  nao  §m na&o  nao  s§m 2600 N& NG TNA, N&, TNA, TNA,
15 F 17 sim  nd  §m ndo  ndo 66 ndo  NA  NA & & TN&, &
160 F 37 sim  nd  §m sim  §m  ndo 172 10 ndo  NA  NA INA, AN INA, INA,
161 F 21 sim  nao Ao nao  nao 500 13 MN& A NA, N, INA, INA,
162 ™M 17 nao nao  s§m  sm 35 smo NA - NA INA, &, TNA, INA,
163 ™M 38 rdo  ndo  d9m  §m ndo  NA  NA & MNE TN&, &,
164 F 35 sim  na  §m Nd&o  Nao  nao 71 5 nao  NA - NA INA, N, INA, INA,
165 F 26 sim  nao  réEo nd&o  §m  nao 35 nao  NA  NA INA, N&, TNA, INA,
166 F 50 ndo nado  §m ndo  ndo 41 ndo  NA  NA MN&, NE IN&, N&,
167 F 21 nao  nao  §m nao  nao 52 nao  NA - NA INA, N2, INA, INA,
168 ™M 21 nao nao  s§m  sm 22 smo NA - NA INA, N&, TNA, INA,
169 F 26 sim sim  rAo  ndo  n&o 1835 25 ndo  NA  NA & N& TN&, N&,
170 F 48 ndo  ndo §m  ndo ndo 52 4 ndo  NA  NA A A INA A
1M F 13 ndao  sim  sm N&o  nao  nao 59 7 nao  NA  NA TNA, &, TNA, (VAN
172 F 61 sm nd rBo  ndo ndo  sm 1943 ndo  NA  NA N& MNE IN&, &,
173 F 31 sim  nao  §m N&o  nao  nao 18 smo NA - NA NA, N, INA, INA,
174 F 28 sim  ndao o nao  NnaEo 280 6 nao  NA - NA INA, &, TNA, TNA,
175 F 23 sim  nd  §m ndo  §m 476 17 smo NA L NA & MNE IN&, &
176 F 42 nao  nao  rao nao  sim MN& A INA, N, INA, INA,
177 F 25 ndo  na@o  §m nao  NnaEo N& NG INA, N, TNA, INA,
178 ™M 22 Ndo  ndo  dm_ n&o 80 45 ndo  NA  NA N& N& & N&

Amen: amenorreia; Apop: Apoplexia; Irreg: irregularidade menstrual; Galact: galactorreia; Cefal: cefaleia; Alt:
alteragéo visual; PRL: prolactina; MDT: maior diametro tumoral; CAB: cabergolina; Max: maxima; NA: ndo se aplica.
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ANEXO A

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

*TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa: Estudo do gene do receptor de prolactina em pacientes com
prolactinoma: correlacao de suas variantes com a resposta aos agonistas dopaminérgicos.

Pesquisador responsavel: Dr. Marcello Delano Bronstein

Instituicdo: Servigo de Clinica Geral da Divisdo de Clinica Médica | do Instituto Central —
ICHC

Convidamos o (a) Sr(a) para participar da pesquisa: “Estudo do gene do receptor de prolactina
em pacientes com prolactinoma: correlagdo de suas variantes com a resposta aos agonistas
dopaminérgico” Vocé é livre para decidir se quer participar ou nao do estudo.

1 DESENHO E OBJETIVOS DO ESTUDO:

Prolactinoma sao tumores da hipdfise que produzem o horménio prolactina. O excesso da
prolactina no organismo leva a alteragdes do ciclo menstrual e infertilidade nas mulheres e
problemas sexuais e infertilidade nos homens. O principal tratamento para esses tumores séo
os medicamentos chamados Agonistas dopaminérgicos, que temos disponivel a cabergolina
e a bromocriptina. Sendo que a cabergolina € a mais utilizada por ter melhor eficacia e
tolerancia. Porém, alguns pacientes n&o respondem bem a esses medicamentos e precisam
de outros tratamentos como cirurgia. Esse estudo sera feito para buscar alguma alteracao
genética nos pacientes que nao respondem bem que possa justificar isso, correlacionando as
possiveis alteracées encontradas com o grau de resposta e os niveis de prolactina.

2 DESCRIGAO DOS PROCEDIMENTOS QUE SERAO REALIZADOS:

Sua participacao consiste em realizar a coleta de sangue nos periodos definidos em consulta
médica, no laboratério da instituicdo, através de puncao simples (com agulha) de uma veia
de seu antebrago. Durante a coleta de sangue, vocé podera sentir um pequeno desconforto
(como uma picada). Apds a coleta, podera aparecer no local da picada uma mancha roxa,
inchago ou, em casos raros, infecgao. Estas alteracdes devem desaparecer em um dia. Os
resultados da analise do seu material estardo disponiveis para vocé a qualquer momento.
Para este estudo, além dos exames de sangue, sera coletada amostra do seu tumor durante
o0 ato cirurgico, indicado para o tratamento da doenca.

Projeto: Estudo do gene receptor de prolactina em pacientes com prolactinoma:

correlag@o de suas variantes com a resposta aos agonistas dopaminérgicos .
Confidencial

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido versdo 1.0, 05 de maio de 2021.
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3 DESCONFORTOS E RISCOS DECORRENTES DA PARTICIPAGAO NA PESQUISA:

Nao havera desconfortos da pesquisa, pois os dados serao coletados em consultas de rotina
e obtidos dos registros de prontuarios.

4 BENEFICIOS PARA O PARTICIPANTE:

Durante a realizagao da pesquisa, ndo havera nenhum beneficio direto para o participante,
pois se trata de estudo que avalia caracteristicas laboratoriais decorrentes do tratamento
proposto. No entanto, a analise destes dados podera permitir no futuro uma melhor indicagao
do tipo de tratamento, bem como um potencial auxilio no desenvolvimento de novas op¢des
de tratamento.

5 ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA PARA OS PARTICIPANTES:

Os participantes da pesquisa serdo acompanhados clinicamente no ambulatério de
referéncia em prolactinoma do ICHC a cada 3 a 4 meses, ou a critério do pesquisador
responsavel. Apos término da pesquisa os mesmos continuardo seguindo no referido
servigco. Ao participante fica garantida, também, assisténcia imediata e/ou integral, durante
todas as fases da pesquisa, tanto pela Instituicdo quanto pelos pesquisadores envolvidos,
bem como sua indenizacao, diante eventuais danos e complicacbes diretos ou indiretos
decorrentes da pesquisa, previstos ou ndo no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

6 GARANTIA DE LIBERDADE E DIREITO DE CONFIDENCIALIDADE:

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e de deixar
de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
Instituicao. As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo
sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente. E compromisso do pesquisador de
utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa. No futuro, caso surjam
novas pesquisas, o material colhido somente sera analisado apds o seu consentimento e a
assinatura de um novo consentimento. Toda nova pesquisa so6 sera realizada com aprovacao
do sistema CEP — CONEP, que sao os érgaos que fiscalizam a ética em pesquisa

7 DIREITO DE SER MANTIDO ATUALIZADO SOBRE OS RESULTADOS:

Em qualquer momento vocé podera ser atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas
que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

Projeto: Estudo do gene receptor de prolactina em pacientes com prolactinoma:

correlag@o de suas variantes com a resposta aos agonistas dopaminérgicos .
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8 DESPESAS E COMPENSAGOES:

Vocé nao tera despesas pessoais para participar do estudo incluindo exames e consultas.
Também nao ha compensacao financeira relacionada a sua participacao.

9 GARANTIA DE ACESSO:

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de duvidas. O principal investigador € Dr. Marcello Delano Bronstein que
pode ser encontrado no enderego Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 155 - Cerqueira César,
Sao Paulo, 50 andar, bloco 4 e/ou pelo Telefone(s) (11) 2661-7845 (horario comercial).

Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar —
tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Estudo do gene do receptor de prolactina
em pacientes com prolactinoma: correlagdo de suas variantes com a resposta aos agonistas
dopaminérgicos”. Eu discuti as informag¢des acima com o Pesquisador Responsavel Dr.
Marcello Delano Bronstein ou pessoa (s) por ele delegada (s) Dra Andrea Ramos de Castro
Moreira sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os
objetivos, os procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e as garantias. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo, assino este termo de consentimento e recebo
uma via rubricada pelo pesquisador.

Assinatura do participante /representante legal

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data / /
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