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Dedicatoria
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Ha alguns anos, enquanto assistia a uma das aulas do magistério,
fui questionada por uma das minhas professoras se haveria a possibilidade de algum
aluno da sala desistir do curso para fazer medicina. Na opinido dela, isso era

impossivel.

A professora ndo estava totalmente errada. Naquela época, a
nossa realidade ndo nos dava muitas esperangas; noés estdavamos numa escola
publica, preparando-nos para dar aulas para criangas de 12 a 42 série, e, para nao ter
que trabalhar “fora”, ganhavamos uma bolsa de estudos.

Conclui o magistério, mas depois daquela indagacao, a vontade de
ser médica nunca mais saiu de dentro de mim. Resolvi entdo ouvir o meu coracio;
enquanto trabalhava a tarde com as criancas, fazia cursinho pela manha. Nisto,
comegaram a surgir os primeiros conflitos: dificuldade em acompanhar a classe,
pouco tempo para estudar, preconceito de pessoas que ndo acreditavam em mim, e

por final: como eu me manteria financeiramente num curso de medicina?

Enfim, chegou o primeiro vestibular, o segundo; o terceiro... Que
decepcao!

Um dia eu perdi a esperancga, e fui entdo pressionada a desistir de

medicina para fazer qualquer outro curso universitario.

S6 que antes de abandonar o sonho, eu participei de uma reunido
de jovens cristdos, cujo lider pregava sobre qual milagre nés gostariamos que fosse
realizado em nossas vidas. E que o recado do criador para cada um de nés naquela
noite era: o que é impossivel para nds é possivel para Deus. Em meio a lagrimas, eu
voltei para casa convicta de que estudar medicina ndo era apenas um sonho
particular; mas era um propdsito de Deus na minha vida, e por isso eu ndo podia
desistir.

Depois disso, ndo teve jeito; apesar das incertezas de muitos, do
apoio de poucos, continuei a lutar, e finalmente passei no vestibular para medicina na
FAMEMA.
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Passados 12 anos, questiono-me: como cheguei até aqui? Além de
ter conseguido cursar medicina, trabalho numa Universidade publica e estou prestes a
receber o titulo de doutora em Endocrinologia e Metabologia.

Por isso, a minha dedicatéria vai para aquele que me tem
capacitado para esta jornada, que tem sido a minha forca, 0 meu socorro, a minha
inspiragdo, o meu amor. Obrigada, querido Deus! Fago minhas as palavras do Rei
Davi: nés adoramos a Deus porque ele dirige todas as coisas. Riquezas e honras vém
somente do Senhor... Sua mao controla forca e poder, e é por sua vontade que o0s

homens se tornam importantes e recebem forga (I Cr 29:11-12).
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Resumo
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A Neoplasia Endocrina Multipla tipo 1 (MEN1; OMIM
131100) é uma doenca genética, herdada de forma autossémica
dominante, caracterizada pela presenca de tumores em pelo menos
dois dos seguintes tecidos enddcrinos: paratiredide, enteropancreatico
e adenohipodfise. Além destes componentes maiores, tumores
adrenocorticais, carcinoides, lipomatose, angiofiboroma e colagenoma
facial tém sido associados. Trata-se de uma sindrome rara com uma
prevaléncia estimada de 2-3/100000 individuos, causada por mutacdes
inativadoras no gene MEN1. Este, por sua vez, codifica uma proteina
chamada menin, que tem demonstrado interagir com diversas proteinas
envolvidas em processos celulares essenciais, como controle do
crescimento e ciclo celular, reparo de DNA, regulacdo da transcricao
génica, regulacdo estabilidade gend6mica, e controle da apoptose. A
identificacdo do gene MENT1 possibilitou a deteccdo de mutagbes
causadoras da doenca e, com isto, a confirmacao do diagndstico clinico
em pacientes acometidos, bem como o diagnéstico precoce em
familiares assintomaticos. E preconizada a pesquisa dos principais
tumores associados a MEN1 em pacientes ja com o diagnostico da
sindrome ou nos portadores da mutagdo, mas a abordagem inversa que
€ a investigacdo da MEN1 em pacientes com diagnéstico inicial apenas
de um dos principais tumores associados tem sido pouco explorada.

Por isto, esta pesquisa consistiu em avaliar a frequéncia da MEN1 em
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um grupo da pacientes com adenoma hopofisario (AH) e identificar,
nestes individuos, variaveis capazes de prever com alta probabilidade
esta neoplasia. Nos pacientes acometidos, foi realizado o estudo
genético e o rastreamento familiar para MEN1. O estudo evidenciou dez
pacientes com MEN1, mostrando uma frequéncia desta neoplasia em
AH de 11%. A maioria (70%) tinha Hiperparatireoidismo Primario (HPP),
todos os individuos acometidos eram assintomaticos, e tiveram
indicagcdo de tratamento cirirgico no diagnéstico. Os resultados da
andlise de regressao logistica multipla mostraram-se nao significativos
para as variaveis: sexo, idade e tipo de AH, mas significativos para
microadenoma (MIC)/macroadenoma (MAC), indicando uma razao de
chance 4,5 vezes menor em pacientes com MAC em relacdo ao MIC,
para a predicao de MEN1. O estudo genético mostrou mutagdao no
MENT1 em quatro pacientes; nos trés primeiros, foi encontrada a
mutagao intronica IVS4 + 1 G>A, e no ultimo a mutagao intronica IVS3
+1 C>T. Nos demais pacientes, foram encontrados apenas
polimorfismos, sendo um deles inédito. O estudo identificou uma
frequéncia alta de MEN1 em pacientes com AH. Como o HPP em sua
maioria é assintomatico, sugerimos que todo paciente com AH devesse

ter o seu perfil do calcio analisado.

Descritores: Neoplasia Endocrina multipla tipo 1, Adenoma Hipofisario,

Fatores Preditivos, Gene MEN1.
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Multiple endocrine neoplasia type 1 (MEN1; OMIM
131100) is a genetic disease, inherited in the dominant autosomal form
and characterized by the presence of tumors in at least two of the
following endocrine tissues: parathyroid, enteropancreatic and
adenopituitary. Besides the aforementioned major components,
adrenocortical and carcinoid tumors, lipomas, collagenomas and facial
angiofiboromas have been associated with the disease. MEN1 is a rare
disease, with an estimated prevalence of 2-3/100000 individuals; it is
caused by inactivated mutations of the MEN1 gene. This gene encodes
one protein called menin, which has been shown to interact with a
number of proteins that are involved in essential cell processes such as
cell division and proliferation, DNA repair, transcriptional regulation,
genome stability, and apoptosis control. The MENT gene identification
has enabled the detection of MEN7 mutations and the confirmation of
the disease’s clinical diagnosis as well as its early diagnosis in
asymptomatic relatives. The screening of these principal tumors
associated with MEN1 has been recommended in patients with MEN1
syndrome or MEN1 mutation. However, the inverse approach (i.e., the
investigation of MEN1 in patients with an initial diagnosis of only one of
the principal tumors) has been little explored. For this reason, the
present study aimed to evaluate the frequency of MEN1 in a group the
patients with pituitary adenoma (PA), and to identify, in these

individuals, variables capable of predicting this neoplasia with a high
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probability. In the patients with MEN1 clinical diagnosis, both the genetic
study and familial screening were accomplished. The study presented
10 patients with MEN1, resulting in a frequency of this neoplasia in AP
of 11%. The majority of the patients (70%) had Primary
Hyperparathyroidism (HPP); all these individuals were asymptomatic
and had surgical treatment indicated at diagnosis. Multiple logistic
regression analysis demonstrated non-significance for the following
variables: sex, age and PA type, but significance for microadenoma
(MIC)/ macroadenoma (MAC), indicating an odds ratio 4.5 times lower in
MAC patients in relation to MIC ones, for the prediction of MEN1. The
genetic study showed MEN1 mutations in four patients, including three
with the intronic mutation IVS4 + 1 G>A, while the fourth presented the
intronic mutation IVS3 +1 C>T. In the other patients only polymorphisms
were found, including one unpublished polymorphism. The study
identified a high frequency of MEN1 in PA patients. As PHP is mostly
asymptomatic, we suggest that all PA patients should have their calcium

profile analyzed.

Descriptors: Multiple endocrine neoplasia type 1, Pituitary adenoma,

Predictive factors, MEN1 gene.



1. Introdugcdo



A Neoplasia Endocrina Multipla tipo 1 (MEN1; OMIM
131100) foi descrita em 1954 por Wermer; é uma doenga genética,
herdada de forma autossémica dominante, caracterizada pela presenca
de tumores em pelo menos dois dos seguintes tecidos enddcrinos:
paratiredide, enteropancreatico e adenohipofise (1). Trata-se de uma
sindrome rara com uma prevaléncia estimada de 2-3/100000 individuos
(2) e ja foi descrita em todos os grupos etarios (5-81 anos). A doenca é
considerada familiar quando um individuo afetado possui pelo menos
um parente do primeiro grau com no minimo um dos principais tumores

relacionados (3-4).

As manifestagdes clinicas da doenca estdo geralmente
relacionadas com a hipersecrecdao do o6rgao afetado, e menos
frequentemente aos seus sitios primarios ou metastases (5). A maioria
dos tumores apresenta caracteristicas benignas, mas alguns tumores
enteropancreaticos, como os gastrinomas, € os tumores carcinbides
podem ser malignos, sendo estes 0s principais responsaveis pela

mortalidade dos pacientes acometidos (2,6).



1.1. Aspectos Clinicos da MEN1

1.1.1. Hiperparatireoidismo Primario

O Hiperparatireoidismo Primario (HPP) é a expressao
clinica mais comum nos pacientes com MEN1, chegando a quase 100%
de penetrancia em torno dos 50 anos de idade (4, 6, 7,8). Ao contrario
dos pacientes com diagnéstico inicial de HPP, em que somente 2% a

4% dos casos tém MEN1 (9).

O HPP, na maioria das vezes, € decorrente de uma
hiperplasia de duas ou mais glandulas paratiredides, mas adenomas
solitarios também podem ser vistos, € o inicio da doenca da-se
geralmente préximo dos 25 anos de idade. J& o HPP esporadico tem
como causa mais frequente um Unico adenoma de paratiredide, e a

neoplasia normalmente surge a partir da quinta década de vida (2).

A apresentacdo clinica é semelhante aos casos
esporadicos; incluindo as manifestacdes decorrentes do estado de
hipercalcemia (fraqueza muscular, adinamia, alteragdes
comportamentais, desidratacao), alteracbes consequentes ao aumento
da excrecao renal de célcio (nefrolitiase, nefrocalcinose), e alteracdes

Osseas (osteite fibrosa cistica). Mas, na maioria das vezes, 0s



pacientes sdo assintomaticos, ou oligossintomaticos (10). Afora estes

pacientes, a manifestagéo clinica mais comum do HPP é a nefrolitiase.

O diagnostico laboratorial da-se pelas dosagens de
célcio e paratormdnio (PTH) séricos. Além da hipercalcemia, a maioria
dos pacientes tem niveis de PTH elevados, mas em até 10% dos casos

podem-se encontrar valores normais (10).

O tratamento do HPP associado a MEN1 é cirurgico,
mas 0 momento para o procedimento ainda € controverso. Uma cirurgia
mais precoce poderia minimizar o tempo de exposicdo ao HPP. Porém,
ainda ndo ha um consenso se os critérios clinicos e laboratoriais para
indicar a cirurgia devessem ser 0s mesmos usados para 0S casos

esporadicos (9).

Ja o tipo do tratamento cirirgico recomendado para o
HPP associado a MEN1 tem sido diferente dos casos esporadicos. A
paratireoidectomia minimamente invasiva, atualmente empregada para
os ultimos, ndo tem sido recomendada aos primeiros. Para estes, a
paratireoidectomia subtotal (ou total com autoimplante em antebraco)
simultdnea a timectomia preventiva, tem sido o procedimento inicial
mais comum (9, 11). Por isto € importante o diagnéstico pré-operatério

preciso da MENT.

Num periodo de 8 a 12 anos, a taxa de recorréncia do

HPP associado a MEN1 apds a cirurgia subtotal é de 50% nos



pacientes que ficaram com o perfil do célcio normal, fazendo com que
0os pacientes operados numa idade jovem tenham frequentes

reoperagdes da paratiredide (9).

1.1.2. Tumores enteropancreaticos

Os tumores enteropancreaticos compdem a segunda
manifestacao clinica mais comum da MEN1, estando presentes em 30
a 75% dos pacientes em diferentes séries (5, 9,12,13). Entretanto,
lesbes nao funcionantes ou clinicamente silenciosas sdo encontradas
em quase 100% dos casos em cirurgias ou em necropsias de individuos
com idade acima de 40 anos (9, 14). Estes tumores neuroenddécrinos
sdo frequentemente multicéntricos e podem sofrer transformacgéo
maligna e causar metastases. A maioria deles demonstra hiperplasia de
multiplos tipos celulares e produz varios peptideos e aminas biogénicas.
Os horménios produzidos mais frequentemente sao gastrina, insulina,
glucagon, somatostatina, peptideo vaso intestinal (VIP) e o hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH) (12). As manifestagbes clinicas dependem

da quantidade e tipo dos horménios neuroenddcrinos produzidos.

O gastrinoma é o tumor enteropancreatico funcionante

mais frequente, encontrado em 40% dos pacientes com a sindrome



(14), e 25% dos pacientes com gastrinoma tém MEN1. Este costuma
ser multiplo, menor que um centimetro, submucoso, locado no
duodeno, e menos comumente no pancreas (13). A sua malignizacao €
a principal causa da mortalidade dos pacientes acometidos, sendo que
metade dos individuos tem metdstase antes do diagndstico (9). A
apresentacao clinica da-se pela Sindrome de Zollinger Ellison que é
definida pelos sinais e sintomas do aumento da secrecdo gastrica
ocasionada pela hipergastrinemia. Os sintomas incluem diarréia, refluxo
esofagico e ulcera péptica de repeticao. O diagndstico laboratorial deste
tumor é estabelecido pela elevagédo dos niveis séricos da gastrina junto

ao aumento da secrecao de acido gastrico.

O insulinoma é o segundo tumor enteropancreatico
funcionante mais comum, presente em 10% a 30% dos casos, e
raramente é a primeira manifestagio da MEN1 (9, 13).
Coincidentemente 10% dos pacientes com insulinoma tém MEN1 (15).
As manifestagbes clinicas, bem como critérios diagnosticos sdo os
mesmos dos casos esporadicos; hipoglicemia, hiperinsulinemia,

aumento da pro-insulina e peptideo C.

Outros sinais clinicos incluem intolerdncia a glicose,
perda de peso e eritema necrolitico migratorio, decorrente de um
glucagonoma; diarréia, hipercalemia e acidose metabdlica decorrente

de um tumor secretor do VIP. Um numero limitado de tumores também



pode secretar o horménio liberador do horménio de crescimento

(GHRH), o ACTH e o peptideo relacionado ao PTH (PTH-rp) (12-13).

1.1.3. Tumores Hipofisarios

Enquanto o HPP e os tumores enteropancreaticos
ocorrem em aproximadamente 90% e 60% dos pacientes acometidos,
respectivamente, a frequéncia do adenoma hipofisario (AH) nesta
neoplasia é muito variavel; oscilando de 16% a 65% (16), dependendo

da metodologia aplicada.

Os AHs séo a primeira manifestacdo da MEN1 em 25%
dos casos (17). Com excecdo dos gonadotropinomas verdadeiros (9),
todos os subtipos de AH tém sido associados a MEN1. Os
prolactinomas sao os mais frequentes, seguidos dos secretores do
horménio de crescimento (GH), dos clinicamente nao funcionantes
(CNF), e menos frequentemente dos secretores do ACTH e dos
secretores do hormoénio tireoestimulante (TSH) (4, 7, 16). Quanto aos
sinais e sintomas, e tratamento sdo semelhantes aos dos casos

esporadicos (9,13).

Embora alguns trabalhos tenham reportado que os

MICs (tumores < 1 cm) sado mais frequentes na MEN1, sendo



responsaveis por até dois tercos dos casos (9,13), outros trabalhos tém
apontado que os AHs associados a esta neoplasia, quando

comparados aos esporadicos, sdo maiores € mais agressivos (18-19).

1.1.4. Outros tumores relacionados a MEN1

Além da associacdo das neoplasias descritas, 0s
portadores da MEN1 possuem predisposicdo ao desenvolvimento de
outros tumores como de adrenais, carcindides, angiofibromas faciais,
colagenomas, lipomas, feocromocitomas, meningiomas; dentre outros

(tabela 1) (4, 6, 7, 12,13).

Os tumores carcindides ocorrem em aproximadamente
3% dos pacientes com MEN1, podem acometer o timo, o pulmao, o
estbmago ou o duodeno. A maioria dos pacientes € assintomatica,
sendo incomum a apari¢cao dos sintomas usuais da sindrome carcinoide
(rubor facial, diarreia e broncoespasmo). O carcinoide do timo é mais
frequente em homens, € potencialmente agressivo e de mau
prognéstico se detectado tardiamente. Por este motivo, a retirada

profildtica do timo concomitante & paratireoidectomia tem sido

recomendada (12). O carcinoide do estdmago ocorre principalmente em



pacientes com antecedentes de gastrinoma e associado ao tratamento

crdnico com inibidores de bomba de prétons (20).

As doencas adrenocorticais podem ocorrer em até 40%
dos pacientes com MEN1 (21). A maioria € adenoma nao funcionante,
mas adenomas causando hiperaldosteronismo primario, sindrome de
Cushing, feocromocitoma e até carcinoma, também podem ocorrer (21-

22).

Os angiofibromas faciais sdo encontrados em até 85%
dos pacientes com MEN1 (9, 12, 23); eles sao papulas acneiformes que
nédo regridem e podem ter extensdo além das bordas dos labios. Os
colagenomas também s&o comuns, estando presentes em até 72% dos
casos (9, 12, 23). Devido a alta frequéncia destes tumores, alguns
trabalhos tém sugerido que eles podem ser uteis no diagnostico

precoce dos portadores de MEN1 (24).

Os tumores de tireoide associados a MEN1 consistem
em adenomas, bdcios coloides ou carcinomas. Mas devido a alta
frequéncia da neoplasia tireoidiana, tem se sugerido que a sua

associagdo com MENT1 é acidental e sem significado clinico (9,23).

Recentemente descrevemos um relato de caso de um
paciente que apresentava critérios clinicos para MEN1 e Complexo de
Carney (25) (Anexol). Outras associagbes da MEN1 com outras

neoplasias enddcrinas multiplas ndo tém sido descritas.
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1.1.5. MEN1 e resisténcia a insulina

A

Foi sugerido que os pacientes com MEN1 tém
resisténcia insulinica, quando comparados a familiares sem a doenca. A
partir disto, um estudo recente (26) propds investigar a prevaléncia das
anormalidades glicémicas numa grande familia com a sindrome,
usando como controle os parentes sem a neoplasia. Foi concluido que
Diabetes Mellitus e intolerancia a glicose foram significativamente mais
frequentes nos pacientes com MEN1 que no grupo controle, e isto
esteve fortemente associado ao HPP descontrolado e a hiper-

estimulagdo enteropancreatica.



Tabela 1. Tumores associados com MEN1 e sua penetrancia (4, 6, 7,
12,13).

Sindrome Localizacao Penetrancia
Tumor endocrino
MEN 1 Paratireoide 90 %

Enteropancreaticos

e Gastrinoma 40%

e |nsulinoma 10%

e N&o funcionante 20%

e Qutros 2%
Adrenal:

¢ N&o funcionante (cortex) 20%

e Feocromocitoma <1%
Hipofise:

e Prolactinoma 20%

e Qutros 17%
Carcinoides:

e Estbmago 10%

e Timo 2%

e Bronquio 2%

Tumores ndo enddcrinos

Lipomas 30%
Angiofibroma facial 5%
Colagenoma 70%
Ependimoma 1%
Meningiomas 5%

MENT1: neoplasia endécrina multipla tipo 1.
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1.2. O Gene MEN1

O gene MENT1 ¢é classificado como um gene de
supressao tumoral, que controla diretamente o crescimento e morte
celular em tecidos selecionados. Este gene contribui para a formacao
de tumores pelo mecanismo da perda da heterozigosidade, consistente
com a hipétese de desenvolvimento tumoral elaborada por Knudson
(27); em que dois eventos sdo necessarios para a completa inativagao
de gene de supressao tumoral: primeiro a mutagcao germinativa em um
dos alelos, e posteriormente a mutagcdo somatica no outro (Fig. 1). Ou
seja, a expressdo fenotipica da mutagdo germinativa somente é

evidenciada ap6s a mutacdo somatica no segundo alelo.

O gene foi mapeado em 1987 por Larsson et al. (28) e
estd localizado no brago longo do cromossomo 11 (11q13).
Posteriormente, diferentes grupos na Europa e Estados Unidos
analisaram todos os genes contidos neste lécus, culminando em 1997
na identificacdo do gene que foi denominado MENT (29-30). Este gene
contém 10 éxons que se estende em mais de 9 kb do DNA gendmico e
codifica uma proteina que contém 610 aminoacidos, denominada menin
(28). O transcrito principal do gene € um mRNA de 2.8Kb. No entanto,
pelo menos seis transcritos alternativos tém sido descritos com

variagcoes apenas no conteudo da sua regido nao traduzida 5’, e ndo na
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sua regido codificadora (5,31). Uma variante adicional muito rara, que
resulta em um aumento de 15 pares de bases na juncédo exon2-intron2,

também tem sido reportada (5,32).

Glandulas alvo da MEN1

2¢ evento genético,
mutagao somatica

12 evento genético,
mutacdo germinativa

Perda de heterozigose
MEN1 (LOH)

Inativacdao da MENIN

MEN1

Figura 1. LOH (perda da heterozigosidade). Modelo de Knudson; a expresséao
fenotipica da mutacdo germinativa somente é evidenciada apdés a mutacao

somatica no segundo alelo. Adaptado de Toledo RA, 2007.

1.3. Proteina Menin

A menin é uma proteina nuclear, mas que pode
também ser encontrada no citoplasma durante a divisao celular (33-34);
€ expressa de forma variavel tanto em tecidos endd6crinos, como em
tecidos ndo endécrinos. Os principais dados obtidos sobre sua funcao

séo oriundos de estudos in vitro (35).
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1.3.1. Dominio funcional da menin

A menin tem pelo menos trés sinais de localizagdo
nuclear (NLSs) funcionais e independentes no seu seguimento C-
terminal; nos cdédons 479-497 (NLS1), 546-572 (NLS2) e 588-608
(NLS3) (5). Esta proteina contém cinco motivos (sequéncia curta
indicativa de uma caracteristica especifica de um gene), cuja presencga
€ consistente com a ligacao especifica da menin a GTP (guanosina
trifosfato) ou a GDP (guanosina difosfato) (5,36). O truncamento ou a
instabilidade dos produtos de um gene MENT1 pode levar a perda da
regulagdo transcricional e/ou hidrélise da GTP, que € um possivel
mecanismo da formacédo de tumores na MEN1 (37). A menin também
tem mostrado se ligar ao dsDNA (DNA de cadeia dupla) diretamente em

uma sequéncia independente pela sua regidao carboxi-terminal.

Evidéncias emergentes tém demonstrado que a menin
interage com diversas proteinas que estdo envolvidas em processos
celulares essenciais, como: controle do crescimento e ciclo celular;
reparo de DNA; regulacdo da transcricdo génica; regulacao estabilidade

gendmica; e controle da apoptose (figura 2, tabela 2).
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C Intere¢édo da Menin com proteinas
JunD [ - | | — | —
NF-kB | —
Smad3 | — | —
Pem [ — ]
NM23H1 [T —
rRraz 1 E—
NMHC 11-A | —
FANCD2 E——
mSin3A o
HDACH | ees— ]
ASK [ -
CHESH{ | — ]

Figura 2. Representagdo esquematica da organizagdo gendémica do MENT,;
da sua proteina codificada menin, e das regides que ela interage com outras
proteinas.

A: O gene consiste em 10 exons e codifica uma proteina de 610 aminoacidos, a regido
codificadora é organizada em 9 exons e 8 introns; 0 exon 1, a parte 5’ do exon 2 e a parte 3’ do
exon 10 ndo sao transcritos. A regido promotora esta localizada dentro de 100 pares de base
upstream do exon 2. B: a menin tem trés sinais de localiza¢@o nuclear (NLS) nos cédons 479-
497 (NLS1), 546-572 (NLSa), 588-608 (NLS2) e cinco sitios GTPase (G1-G5). C: regibes da
menin que estdo implicadas na sua ligagdo com diversas proteinas iterativas. Estas sdo JunD
(codons 1-40, e 139-242, e 323-428), NF-kB (fator nuclear kappaB) (codons 305-381), Smad 3 (
cédons 40-278, e 477-610), Pem (proteina de expressdo embridnica e placentaria), (cédons
278-476); NM23H1 (cédons 1-486); RPA2 (proteina de replicagdo subunidade 2) (c6dons1-40, e
286-448); NMHC II-A (cédons154-306); FANC D2 (Anemia de Fanconi grupo de
complementagcdo D2) (cdédons 219-395); mSin3A (cdédons 371-387); HDAC1 (histona
deacetilase) (codons 145-450); ASK (ativador da quinase fase-S) (cédons 558-610); e CHES1
(codons 428-610). As regides que a menin interage com outras proteinas como GFAP (proteina
glial fibrilar &cida), vimentina, Smad1/5, Runx2, MLL (mixed-lineage leukemia) e o receptor alfa

do estrogéneo ainda nao foram determinados. Adaptado de Balogh K, 2006.
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Tabela 2. Fun¢des da menin indicada pela sua interagdo direta com

diversas proteinas e outras moléculas (5).

Funcao

Interacao

Autores/ano

Regulacdo  da
Transcricao

Estabilidade

gendmica

Divisao celular

Controle do ciclo

celular

JunD
NFkB
Pem
Sin3A
Smad1
Smad3
Smad 5
Runx2
MLL

Receptor o do estrogénio
CHESH

DNA de cadeia dupla
RPA2

FANCD2

NMMHCII-A

GFAP

Vimentina

nm23

ASK

Agarwal et al. (1999)
Heppner et al. (2001)
Lemmens et al. (2001)
Kim et al. (2003)

Sowa et al. (2004)

Kaji et al. (2001)

Sowa et al. (2004)

Sowa et al. (2004)
Hughes et al. (2004);
Yokoyama et al. (2004)
Dreijerink et al. (2006)
Busygina et al. (2006)

La et al. (2004)
Sukhodolets et al. (2003)
Jin et al. (2003)

Obungu et al. (2003)
Lopez-Egido et al. (2002)
Lopez-Egido et al. (2002)
Ohkura et al. (2001)
Schnepp et al. (2004)

NF-kB: fator nuclear kappaB; Pem: proteina de expressdo embridnica e placentaria; MLL:

mixed-lineage leukemia;, RPA2: proteina de replicacdo subunidade 2; FANC D2: Anemia de

Fanconi grupo de complementacéo D2; GFAP: proteina glial fibrilar &cida; ASK: ativador da fase

- S quinase.
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1.3.2. Regulacao do crescimento e ciclo celular

Quando a célula inicia o ciclo celular, a expressado da
menin transitoriamente diminui seguida de um aumento na progressao
celular para a fase S (Fig 3). Por isso, esta proteina € considerada
repressora da proliferacédo celular, e a eliminagdo da mesma em células
epiteliais do intestino de rato levou ao aumento da proliferacao celular
(38). Além disso, a andlise do perfil do ciclo celular destas células, com
a expressao diminuida da menin, revela que o numero de células na
fase G1 esta diminuido, enquanto o numero de células na fase S esta
aumentado (39). Mas, ainda permanece incerto como a menin interfere
na cinética desta transicdo da fase G1 para S, e se a sua restauragao

em células desprovidas pode modificar este processo.

A menin também tem se mostrado interagir com outras
proteinas que sao cruciais para a proliferacao celular, como o ASK
(ativador da fase-S kinase), um componente do complexo quinase ASK-
7 do ciclo de divisédo celular (CDC). A participacao do ASK na inducao
da proliferacédo celular in vivo parece depender da preseng¢a da menin,
pois ASK induz a proliferacdo celular na auséncia da menin, mas nao
na em sua presenca (40). Ou seja, a menin pode reprimir a proliferagao

celular pela inibigdo do ASK.
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Outros estudos recentes também demonstram que a
menin participa na regulacdo da expressao das proteinas p18 e p27,
conhecidas como inibidoras da CDK (quinase dependente da ciclina),
que podem causar parada na G1 e terminacado da sintese do DNA na
fase S (36, 39). A expressao da proteina p53 segue a mesma cinética,
quando ela esta elevada ativa a produgdo da p21, e tem uma
importante fungdo regulatéria na parada da G1 e provavelmente
também na interface G2-M. Sendo assim, a menin tem a mesma funcao
do p53 de controle na fase G1-S. Esses inibidores da CDK,
similarmente a menin, sdo também altamente expressos nas células
quiescentes e tém uma funcao regulatéria importante na parada da G1,
sugerindo que a menin pode potencialmente funcionar similarmente aos
inibidores da CDK (36). Menin também interage com as proteinas de
filamento intermediario tipo Ill, como a GFAP (proteina glial fibrilar
acida) e a vimentina. Menin e GFAP se associam as células do glioma
na fase S-G2 do ciclo celular. A rede de filamento intermediério pode
servir como uma rede de sequestro citoplasmatico para a menin na fase
S e inicio da fase G2 do ciclo celular (41). E proposto também que a
menin tenha uma fungéo inibitdria no inicio da fase S do ciclo celular, e
deve ser transferida ao citoplasma para permitir que esta fase prossiga
(42-43). Neste modelo, a fungéo da rede de filamento intermediario é

sequestrar a menin longe do nudcleo e 0s seus genes alvos (44).
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1.3.3. Reparo do DNA

Ha evidéncias de que a menin interfira no sistema de
reparo de DNA. Tratamentos quimicos em células de paciente
acometidos pela MEN1 apresentaram maiores taxas de alteragdes
cromossémicas espontaneas e mitoses com divisdo centroméricas

prematuras (34, 45).

A menin tem se mostrado associar com a cromatina e a
matriz nuclear (NM), e a irradiagdo y das células aumentou o acumulo
da menin na NM e diminuiu sua quantidade na fragdo soluvel. Isto
sugere que o dano do DNA induzido pela irradiacdo y leva a
translocacao da menin a NM, e a partir disto ela pode reparar o dano ao
DNA (36). A associagdo da menin com a cromatina e a NM pode
também ser crucial para outras fungdes da menin, como por exemplo, a

regulagcao da transcricao génica.
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Localizacdo da Menin (verde) em
Menin uma célula com cromossomo no
nucleo

Separagao Cromossomica: Mitose

Go

G2 detengédo

Gildeten c¢iéo

— CDK2

CDC7

G2

(&)

———
—
Célula com cromossomos Sintese de DNA
duplicados

Figura 3. Representagéo da regulacdo do ciclo celular pela menin. As fases

do ciclo celular sdo mostradas como M (mitose e divisdo celular), S (Sintese
de DNA e duplicacdo cromossdmica), G1 e G2 (fases de brecha), GO (fase de
descanso). Os pontos de controle sao indicados pelas linhas em travessao
(paradas G1 e G2). A progresséo pelo ciclo celular depende da atividade das
quinases dependentes da ciclinas (CDKs), que sao positivamente reguladas
pelas ciclinas. O ASK (ativador da fase-S kinase) junto com a proteina kinase
CDC7 serve como reguladora da fase S. A menin tem mostrado diminuir o
numero de células em G1, mas aumenta o nimero de células em G2-M. Com
isto, a expressao do nivel da menin (ilustrada nas areas em amarelo) é
relativamente alta nas células durante G0-G1, depois transitoriamente diminui
quando as células entram no ciclo celular, e aumenta novamente quando a
célula entra na fase S. Adaptado de Balogh K, 2006.
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1.3.4 Regulacao da transcricao génica

Estudos recentes sugerem que a menin exerce seus
efeitos predominantemente por meio da inibicdo da transcricdo génica.
Alternativamente, ela também pode influenciar a expressao de genes
alvos. Por exemplo, a expressao ectopica da menin inibe a atividade
promotora dos genes da prolactina nos tumores hipofisarios e da

insulina nas células dos insulinomas (39,46).

1.3.4.1. Interacao da menin com junD

Um dos mecanismos pelos quais a menin reprime a
transcricao, € pela sua ligagdo com a JunD. Esta, por sua vez, faz parte
de um complexo protéico que juntos formam um fator de transcricdo
chamado AP-1 (ativador da proteina 1) (3, 36). AP-1, entdo, é um
composto das proteinas jun (v-jun, c-jun, junB, junD) e fos (v-fos, c-fos,
fosB, fral e fra2) (47). Estas proteinas em forma de homodimeros ou
heterodimeros se ligam a uma sequéncia de DNA chamada AP-1, para

depois ativarem a transcricao génica.

JunD pode normalmente existir formando um complexo

com menin, ou de uma forma livre (36). A fracdo livre promove o
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crescimento celular e a fragdo ligada a JunD promove a supressao do
crescimento celular. Por isso que a interagdo de menin com junD

impedira a transcricao génica (Fig 4).

Descobriu-se também que ha duas isoformas de JunD
expressas em todos os tipos de células e tecidos: uma forma longa e
completa (junD-FL) e a outra truncada (junD-T). A menin suprime a
atividade de transcri¢cdo da primeira, mas nao da segunda, o que faz da

junD-FL um alvo funcional da menin (36).
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» 7

Transcricao

Transcricéao junD junD- dependente
ativa -
Menin
Codons J
139-142
N X .
ranscricao
[ junD ( _ K
Inibicio da junD- dependente
transcricao AP-1

__Mutada

Transcricao

Transcrigao

junD- dependente
ativa

Figura 4. Representacao da interagdo menin-junD. Os fatores transcricionais
junD e fos interagem com AP-1 (ativador da proteina 1) e com isto ativam a
transcricdo génica. A interagdo junD com menin inibe a transcricdo genética.
Por isso mutagdes nos cddons onde estas proteinas se interagem predispdem
a formacao de tumores. Adaptado de Hoff AO, 2000.
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Os pontos de ligagdo da JunD com menin dao-se entre
0s codons 1-40, 139-242, e 323-428. Portanto mutacdes missense no
gene MENT entre estes codons inibem a interacdo destas duas

proteinas, podendo levar a formacgao de tumores.

1.3.4.2. Interacao com o fator TGFp.

O TGFp (fator de crescimento de transformacao beta)
além de estar envolvido em diferentes processos biolégicos durante o
desenvolvimento embrionario, exerce diversas fungées na homeostase
tecidual do organismo adulto. Na célula normal, existe um delicado
equilibrio na regulacao negativa e positiva de proliferagdo determinando
um ciclo celular normal. No cancer, essa homeostase fica alterada pelo
aumento do sinal estimulatorio (oncogene e agentes mitogénicos), ou
pela diminuigao dos sinais inibitérios (supressor tumoral e indutores de
apoptose) (48). Em geral, nas células de origem epitelial, o TGFB age
como "supressor tumoral", impedindo a progressao do ciclo celular.
Alteracbes dos componentes da via da sinalizagdo do mesmo sao

observadas em uma ampla gama de tumores humanos (49).

O TGFB pertence a uma familia de fatores de

crescimento que promovem diferentes respostas bioldgicas ligando-se a
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dois pares de receptores de membranas do tipo | e do tipo II. O tipo |
propaga a sinalizagado por meio da ativagao e fosforilagdo de proteinas
citoplasmaticas da familia das Smads conhecidas como R-Smads
(receptor-regulated Smads), Smad2 e Smad3. A fosforilacdo das R-
Smads permite a sua interagdo com o co-Smad (common-mediator
Smad), Smad4, formando um complexo capaz de atingir o nucleo, onde
irAo  modular a transcricdo de genes-alvos (49). Foi visto que
fisiologicamente a menin interage com a Smad1, Smad3 e Smad 5 e
uma fungcdo prejudicada da mesma pode bloquear os efeitos
transcricionais do TGFB mediado pela Smads (5,36). Com isto, pode

alterar a homeostase do TGF e propiciar a formacao de tumores.

1.3.4.3. Associacao com a histona metiltransferase

MLL (mixed-lineage leukemia) é um proto-oncogene
que €& mutado numa variedade de leucemias humanas (50). Como
resultado de uma translocacdo cromossémica, MLL é fundido com uma
de mais de 40 proteinas de padrao diferente, para produzir uma colecao
diversa de proteinas de fusdo quimérica (51,52,53). Apesar da sua
diversidade, as fusdes protéicas parecem ativar MLL por meio de dois
mecanismos alternativos, dimerizacdo ou oligomerizacao (50). Ambos

0S mecanismos resultam na expressao inapropriada de um subconjunto
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de genes Hox. Estes codificam fatores de transcricao que tém um papel
importante no desenvolvimento dos animais; agrupam-se num cluster
ou conjunto de genes que é o resultado da duplicagdo de um gene

primordial.

A proteina menin, por sua vez, € um componente
essencial para o complexo MLL, ela é necessaria para a manutengao
da expressao do gene Hox (50), mais especificamente os genes Hoxa9
e Hoxc8 (39, 54, 55). Este complexo menin-MLL tém uma atividade
metiltransferase histona especifica para H3K4 (histone H3 lysine 4 ) e
ativa a transcricdo génica (36,39). Além do mais, nesta cooperagao
interativa com as proteinas MLL, diretamente a menin regula também a

expressdo dos genes p27%’e p18#

, que junto com a regulagao do
gene Hox leva a inibicAo do crescimento celular, ou da sua

diferenciacao (36,39).

1.3.4.4. Interacao com IGFBP2

Menin causa supressao do IGFBP2 (nsulin-like growth
factor binding protein 2) endégeno, que por sua vez, inibe a proliferacao

celular induzida pelos fatores de crescimento insulina simile (36). Esta
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supressao em parte é executada por meio da alteracdo da estrutura da

cromatina do promotor do gene do IGFBP2 (56).

A ablacdo do MENT em fibroblastos embriénicos de
ratos reduziu a expressao deste gene, e aumentou a expressao do
IGFBP-2. E a complementacao das células desprovidas de menin com
esta proteina restaurou a expressdao do mesmo, sugerindo fortemente
uma essencial fungdo da menin na regulacdo da transcricao deste gene

(39).

1.3.4.5. Interacao com NF-kappaB.

O NF-kappaB (NFkB) € um fator de transcricdo que
participa da resposta imune, da transformacéao celular, oncogénese, e
serve como um mediador positivo do crescimento celular (57). No
citoplasma ele é inativo porque esta ligado ao seu inibidor (IkB). Apds
um estimulo adequado, o IkB é fosforilado, e esta fosforilagao libera o
NFkB que se transloca para o nucleo, e ao se ligar a moléculas
coativadoras, causa a acetilacao de histonas e consequentemente a
transcricdo genética. A menin tem mostrado inibir a atividade

transcricional também por meio de sua ligagdo com o NFkB (36,57).
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Sendo assim, a perda desta repressao por uma menin alterada podera

levar a formacéao de tumores.

A acetilacdo e deacetilagdo das histonas tém uma
fungdo crucial na remodelagdo da cromatina e regulagao da expressao
génica (58-59). A acetilacdo pode ser revertida pelas histonas
deacetilases (HDACs) que removem o grupo acetil das histonas, e com
isto reprimem a transcricao génica (39). Foi sugerido recentemente que
a menin pode inibir a transcricdo de certos genes via o recrutamento
das HDACs as regides promotoras (39). Como isto ocorre e a relacao
disto com o NFkB precisam ser elucidados, mas a menin pode utilizar
um mecanismo comum para exercer seus efeitos supressores; agindo
como repressora do JunD por exemplo, ou recrutando elementos

repressores da transcricdo como as HDACs (60).

1.3.5. Regulacao da estabilidade genémica

Diversos estudos prévios reportaram aumento da
quebra de cromossomos em linfocitos de pacientes com MEN1 (61), o
que diretamente atenta a funcdo da menin na estabilidade do DNA. Ela
interage com diversas proteinas que estdo envolvidas no reparo do

DNA como a FANCD2 (Anemia de Fanconi grupo de complementagao
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D2). O FANCD2 é um dos sete genes mutados na anemia de Fanconi,
uma doenga geneética associada a faléncia medular progressiva e
predisposi¢ao a leucemia mieldide aguda (36). A interagao entre menin
e FANCD2 é aumentada pela irradiacao vy, e pode ser regulada pela
fosforilacdo, que, além disso, aumenta a funcdo dessas proteinas no

reparo do DNA (62).

A menin também tem estado no controle da
estabilidade gendémica por causa da sua interacdo com a RPA2
(proteina de replicacdo subunidade 2), que é uma proteina
heterotrimérica requerida para o reparo, replicacdo e recombinagédo do

DNA (5,36,63).

1.3.6. Controle da Apoptose

Tem se proposto a participacdo da menin no controle
da apotose por diversos mecanismos. Ela interage com as proteinas
Bax e Bak, que sao pro-aptéticas e junto com a menin formam um
caminho para a morte celular (64). Delegdes no gene MEN1 diminuiram
a apoptose induzida pelo fator necrose tumoral alfa (TNF-a), que € uma
citocina mediadora deste processo. Além disso, a menin induz a

expressdo da caspase 8 (39), que € uma protease com um papel
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essencial na apoptose em todo tipo de célula e em todo organismo
multicelular ja estudado. Inclusive, alguns estudos experimentais
sugeriram que a menin suprime a tumorigénese pela promocao da
apoptose, pelo menos em parte, pela modulagdo da expressao desta

protease (39).

1.4. Participacao da Menin nos Tumores Endécrinos

Estudos em diversos tecidos humanos mostraram que a
expressdo da menin € baixa nos tumores tireoidianos, embora seja
abundante nos tumores adrenocorticais e paratireoidianos (36).
Mostram uma importante funcédo da expressao da menin nas neoplasias
da paratiredide e glandula adrenal, mas menos importantes nos

tumores tireoidianos (65).

O TGFB é um regulador negativo da proliferagdo das
células da paratire6ide e da secre¢cdo do PTH. E a perda da sua
sinalizagdo pela inativagdo da menin, provavelmente contribui para a

tumorigénese paratireoidiana (65).

Embora a menin tenha uma limitada funcdo no
desenvolvimento e progressado dos tumores pituitarios esporadicos, a
sua participacao na hipéfise foi demonstrada pelos tumores hipofisarios

associados a MEN1 (66,67). Foi mostrado que a activina, um membro
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da super familia TGFf, regula negativamente a expressao da prolactina
(PRL), inibe a secregcdo basal do GH e do ACTH, mas estimula a
sintese e secrecao do horménio foliculo estimulante (FSH). Além disso,
a activina suprime a transcricdo e expressdo do Pit-1, um fator
transcricional hipofisario, que tem wuma fungdo essencial no
desenvolvimento e manutengdo das células lactotréficas e regulacao da
expressdo da PRL e GH. Como mencionamos anteriormente, a
fosforilacdo das Smads é a reguladora chave dos efeitos nucleares dos
TGFB. E 0o mesmo se da com a activina, de maneira que a interacao da
menin com as Smads, especificamente a Smad 3, pode alterar a agao

inibitéria da activina no crescimento celular da hipofise (36).

Quanto aos tumores pancreaticos, tem sido mostrado
que a menin inibe a transcricdo da insulina e a proliferagao celular na
linhagem das células do insulinoma, sugerindo que a disfuncdo da
menin exerce uma fungdo importante na tumorigénes dos insulinomas

(36).

Outras recentes fungdes reconhecidas da menin foi sua
participacdo na linhagem e diferenciacdo osteoblastica e na

hematopoiese (36).

Em suma, a menin tem mostrado exercer fungdes
essenciais e por isso tem sido considerada como proteina guardidao do

genoma (34) (figura 5). Mas, para uma compreensdo mais completa de
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suas principias atividades no processo celular, novos estudos ainda sao

necessarios (36).

Figura 5. Sumario da menin com suas proteinas interativas (MIPs) e suas
principais agdes. Menin e suas MIPs sdo apresentadas no centro da figura, as
linhas vermelhas estdo representando a inibicdo e as flechas verdes estédo
indicando ativagdo. No centro, a menin é desenhada dentro de um oval,
representando sua atividade GTPase que requer nm23. A membrana nuclear
esta omitida. As fungdes sdo mostradas na area verde sombreada. Adaptado
de Balogh K, 2006.
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1.5. Mutacoes e Polimorfismos do Gene MEN1

A identificacdo do gene MENT1 possibilitou a deteccao
de mutagdes causadoras da doenca, e com isto a confirmacdo do
diagnéstico clinico em pacientes acometidos, bem como o diagndstico

precoce em familiares assintomaticos.

Mutacbes germinativas no gene MEN1 sdo encontradas
em cerca de 80 a 90% dos pacientes com a doenca familiar, que
tiveram o estudo genético realizado (9). Recentemente foi construida
uma base de dados das mutagbes publicadas no MEN171 desde a
identificacdo do mesmo em 1997 (5). Os autores identificaram 159
artigos reportando 1,336 anormalidades na sequéncia do MEN1; 1,133
mutacdes germinativas e 203 mutagdes somaticas. Estas consistiam
em 459 tipos diferentes de mutacbes germinativas e 167 tipos
diferentes de mutacbes somaticas. Sendo que 61 mutacoes
germinativas eram semelhantes as mutacées somaticas, o que totalizou

em 565 diferentes mutagdes no gene MENT.

Por meio do estudo de diversas familias portadoras da
MEN1 e de tumores esporadicos, pode-se afirmar que nao existe
correlagcdo gendtipo-fenétipo nesta neoplasia (7,68). Ou seja, familias

com manifestagbes clinicas muito semelhantes ndo tiveram a mesma
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mutagdo e, da mesma forma, familias com a mesma mutacdo nao

demonstram manifestagdes clinicas especificas aquela mutagéo (12).

As mutagbdes encontradas estdo dispersas por toda a
regiao codificadora e nos limites éxon-intron do gene (sitio de splice)
(5), cujas principais classes sédo: a) mutagdes com troca de sentido
(missense) (20%), b) mutagcdes sem sentido (nonsense) (23%), c)
delecdes ou insergcdes de mudanga de quadro (frameshift) (41%), d)
mutacdes em sitio de splice (9%), e€) deleg¢des ou insercdes in frame

(6%), f) delegdes inteiras ou parciais do gene (1%).

As mutacgdes frameshift e nonsense, que s&o a maioria,
resultam na formacédo de uma proteina truncada com a perda de seu
dominio funcional, incluindo o NLS na regiao C-terminal (5). Ou seja,
além de possuirem uma conformacao an6mala podem ter sua fungao
nuclear inativada. Ja as mutacdes no sitio de splice podem introduzir
sequéncias intrénicas na sequéncia codificadora do RNAm maduro, que
no final introduzira aminoacidos adicionais , causando com isto um
frameshift, ou ainda podem excluir 0 exon a jusante ou a montante,
levando a um polipeptidio ndo-funcional, devido a perda de um grupo
de aminoacidos importantes (5). Mutagcdes missense podem levar a
inativacao da menin por afetar funcionalmente residuos de aminoacidos
criticos envolvidos na interagao e na atividade supressora do tumor. Por

exemplo, algumas mutacdes missenses no MEN1 tém mostrado afetar
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a capacidade de ligagdo da menin a outras proteinas que incluem JunD
(69), nm23 (70), RPA2 (71), Sin3A (72), MLL (73) e o receptor a do
estrogénio (74). Outras mutacées missenses resultaram na reducéo da
estabilidade proteica e aumento da degradacdo proteolitica (75),
sugerindo com isto outro mecanismo para a patogénese deste tipo de

mutacgao.

Ha algumas mutacbes que sdo mais frequentes que
outras (figura 6 e tabela 3), como por exemplo, nos cédons 83-84, 210-
211, 460 e 516, que apresentam respectivamente frequéncia de 4,5%,
2.5% e 2.6% e 2.7% das mutagdes descritas (5). Estas regides de DNA
sdo consideradas instaveis, e podem predispor a um deslizamento da
enzima DNA polimerase, ocasionando com isto pequenas inser¢des ou
delecdes de nucleotideos (76). Os nucleotideos 98, 120, e 415 também
tiveram mutagdes em mais de 1,5% das familias afetadas. Entretanto,
apesar disto, ndo podemos afirmar que ha areas especificas no MEN1
para a avaliagcdo mutacional (hot spot), de maneira que a pesquisa de

mutacdes deve ser realizada em todo o gene.

Um total de 24 polimorfismos (12 na regidao codificadora
[10 sinbnimas e duas nao sindnimas], nove nos introns, e trés na regiao

néo traduzida) do gene MEN1 também foi reportado (tabela 3).
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Frequéncia
A de mutagéo
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Figura 6. Representacdo dos sitios das nove mutacbes que

apresentam com uma frequéncia maior que 1,5% (I-1X). A direita esta
apresentada a frequéncia de cada mutagao e nas linhas verticais estao

suas respectivas localiza¢des. Adaptado de Lemos MC,2008.
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1.6. Rastreamento Genético

O rastreamento para a MEN1 & muito importante; o
estudo genético ndo orientara diretamente um tratamento especifico,
mas propiciara um diagnostico mais precoce das neoplasias
associadas. Além disso, um programa de rastreamento pode ser
suspenso em nao portadores de mutacdes e intensificado em pessoas

que tém uma mutagao identificada (12).

De acordo com o ultimo e unico consenso sobre as
neoplasias enddcrinas multiplas (9), os candidatos para pesquisa de
mutacdo no gene MEN7T sdo: pacientes indices (presenga de pelo
menos dois dos trés principais tumores associados); parentes de
primeiro grau dos casos indices; pacientes que apresentam
caracteristicas sugestivas de MEN1, mas sem os critérios diagnésticos
classicos (por exemplo: portadores de tumores paratireoidianos
multiplos antes dos 30 anos ou de tumores enteropancreaticos multiplos

em qualquer idade).

O consenso também propde aos pacientes com o
rastreamento genético positivo um seguimento anual com exames
laboratoriais, e de imagem a cada trés anos, a fim de se diagnosticar
precocemente HPP, tumores enteropancreaticos, AH, tumores

carcinoides, dentre outros (tabela 4) (9).
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E entdo preconizada a pesquisa dos principais tumores
associados a MEN1 em pacientes j4 com o diagndstico da sindrome ou
nos portadores da mutacdo. Mas a abordagem inversa que é a
investigacdao da MEN1 em pacientes com diagnéstico inicial apenas de

um dos principais tumores associados tem sido pouco explorada.
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Tabela 4. Programa de investigacao clinica proposto pelo consenso de
MEN1 aos familiares de pacientes acometidos que tiveram o

rastreamento genético positivo (9).

Idade para Testes .
] . o Teste de imagem a
Tumor inicio bioquimicos
. cada 3 anos
(anos) anuais
Adenoma de
8 Calcio (Ca++) PTH Nenhum
paratiredide
Gastrinoma 20 gastrina Nenhum
Insulinoma 5 Glicemia de jejum
Cromogranina A, "In-DTPA
Outro tumor
20 glucagon, octreotide scan;
enteropancreatico
proinsulina CAT ou RMN
Adenoma
5 PRL; IGF-I RMN
hipofisério
Tumor carcinoide 20 Nenhum CAT

PRL: prolactina, PTH: paratormdnio, IGF-I: fator de crescimento insulina simile 1, CAT:

tomografia, RMN: ressonancia magnética.



2. Objetivos
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Os objetivos deste trabalho consistiram em:

. Avaliar a frequéncia da MEN1 em um grupo de pacientes com AH;

. Identificar nestes individuos varidveis capazes de prever com alta

probabilidade esta neoplasia;

. Nos pacientes acometidos, realizar o estudo genético e o

rastreamento familiar para MEN1.



3. Pacientes e Métodos
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3.1. Avaliacao da frequéncia da MEN1 num grupo de pacientes com

AH

A casuistica foi composta de 102 pacientes com
diagnostico de AH acompanhados no ambulatério de Disturbios da
Hipdfise da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, durante os
anos de 2005 a 2007. Todos estes pacientes tiveram este diagndstico
confirmado por Ressonancia Magnética (RNM), biépsia de tumor, ou
hipersecregdo hormonal. Os individuos tiveram os seus prontudrios
estudados quanto a presengca de MEN1, por meio da avaliacdo

laboratorial para HPP, e para algum tumor enteropancreatico.

Os critérios diagnésticos para HPP foram: célcio sérico
maior que 10,2 mg/dL (valor de referéncia: 8,5 a 10,2mg/dL) |,
hipercalciuria (calcio em urina de 24h maior que 4mg/kg), paratorménio
(PTH) maior que 65 ng/L e funcdo renal normal. Os critérios
diagnosticos para os tumores enteropancreaticos foram: hipersecrecao

hormonal e confirmag¢do com o estudo imunoistoquimico da lesao.

Posteriormente, foi realizado um estudo retrospectivo
das seguintes variaveis em relacado a MEN 1: idade, sexo, tamanho do
tumor; MIC ou MAC, tipo de AH (secretor de PRL, GH, ACTH, TSH,

LH/FSH, ou CNF).
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Foram excluidos do trabalho os pacientes cujo padrao
de secreg¢do hormonal do AH ndo tenha sido definido, e os pacientes
que apresentaram apenas o AH como critério diagnéstico para MEN1 e
nao tiverem a avaliagdo laboratorial para HPP, ou a tiveram, mas a

mesma nao foi concluida.

A anadlise de regressao logistica mdultipla (77) foi
empregada para determinar as variaveis preditivas mais fortemente
associadas a presenca de MEN1. O valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

3.1.1. Rastreamento Genético

A pesquisa de mutacao foi realizada primeiramente nos
individuos afetados, e depois nos respectivos familiares que ainda nao
tinham sido investigados. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu (Anexo 2), com o
consentimento informado dos pacientes que foram submetidos ao

rastreamento genético e clinico (Anexo 3).

A extracdo do DNA, sua amplificacdo por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e purificagdo dos fragmentos amplificados

foram realizados no Laboratério Experimental da Clinica Médica da
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Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, o sequenciamento
automatico do DNA foi feito no Laboratorio Biogen do Instituto de

Biociéncias — UNESP de Botucatu.

3.2. Extracao e quantificacdo do DNA genémico

O DNA genémico foi isolado de leucécitos periféricos

(sangue total) pelo método de Salting out (15), as etapas foram:

a) Coleta do material: Foram coletados 5 mL a 10 mL de sangue
periférico em tubo Falcon de 15 mL, contendo EDTA 0,4 mM, pH 8,0. O
material foi armazenado por pelo menos uma semana na geladeira a

temperatura de 2°C a 8°C.

b) Lise das hemacias: Para cada 5 mL de sangue total foi completado
o volume para 15 mL de tampao TE (5 mL de solugéo Tris 1M, pH 8,0;
100 pyL de EDTA 0,5M, pH 8,0; 500 mL qg.s.p de H.0 mQ) em tubo
graduado de centrifuga de 15mL. O material foi homogeneizado por
inversao e centrifugado a 1500 RPM por 10 min, para separagao dos

leucocitos.
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c) Lavagem: Apds a centrifugagdo, o sobrenadante (com hemécias
lisadas) foi descartado e mais 15 mL do tampéo TE foram adicionados
ao sedimento leucocitario. O material foi novamente agitado,
centrifugado, e 0 sobrenadante desprezado. Esta etapa foi repetida por

quatro vezes até que o sedimento leucocitario se tornou esbranquigado.

d) Lise dos leucodcitos: O sedimento leucocitario foi entao
ressuspenso em 3 mL de solucao Buffer A (2 mL de EDTA 0,5M, 5 mL
de solucao Tris 1M, pH 8,0, 40 mL solugcdo NaCl 5M, 500 mL qg.s.p. de
H20 mQ), 200 pL de SDS 10% (Sigma-Aldrich, MO, USA), e 100 pL de
solucédo proteinase K (100 mg de proteinase PK, 1 mL de SDS 10%, 40
puL de EDTA 0,5M, 8,96 mL de H.0 mQ) (Invitrogen, SP, Brasil). A

seguir este material foi incubado overnight em banho-maria a 37°C.

d) Precipitacao: Apds a incubagéo, foi adicionado 1 mL de NaCl 5M, o
material foi agitado vigorosamente durante 30 minutos, e em seguida
centrifugado a 4°C, 2500 RPM por 15 min. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo de centrifuga graduado de 15 mL e foi
adicionado lentamente pelas paredes do tubo 10 mL de etanol 100%
(mantido -20°C). O material foi misturado vagarosamente por inversao
até o aparecimento de um precipitado fibrilar (DNA). O DNA precipitado

foi “pescado” e transferido para um microtubo de 1,5 mL e deixado para
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secar a temperatura ambiente. Ap6s o DNA estar seco, o sedimento foi
entdo ressuspenso em H,0 mQ estéril, e incubado em banho-maria a
37° por 15 minutos, depois desse tempo, foi colocado a temperatura

ambiente overnight.

A integridade das moléculas de DNA foi avaliada por
meio de eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de
etidio (0,5 ug/mL). O procedimento foi realizado na voltagem de 80V
por aproximadamente 45 minutos com tampdo TAE (Tris/Acido
acético/EDTA) 1X. Posteriormente, o gel foi colocado sobre a
transluminacdo ultravioleta (aparelho Foto UV 450 DNA
Transilluminator), e o DNA visualizado e captado pelo programa de
computador Labworks (Ultra-Violet Products Ltd, Upland, CA, USA). O
DNA digerido com a enzima de restricao Hindlll (Invitrogen, SP, Brasil)

foi usado como padrao (100 pb) para comparagao de peso molecular.

A concentracdo das amostras de DNA foi obtida por
espectrofotometria, com leitura a densidade ética de 260 nm (1DO = 50
pg/mL). Depois da quantificagdo, foi realizada a diluicdo das amostras
para que a concentracdo final de DNA destas amostras ficasse em

torno de 500 ng/pL.
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3.3. Amplificacao do gene MEN1

As reacdes de PCR realizadas no estudo envolveram
toda a regido codificadora do gene MENT que inclui o exon 2 ao exon
10 (0 exon 1 nado é transcrito), os sitios de splicing também foram

amplificados.

Na amplificagdo dos nove exons, foram utilizados 12
pares de primers (tabela 4). Para o exon 3 e uma parte do exon 10
foram utilizados primers intrbnicos previamente descritos (16).
Enquanto para os demais exons foram utilizados primers intrdnicos

desenhados em nosso laboratério.
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Tabela 5. Doze pares de primers que foram usados para amplificacao

0s nove éxons do gene.

Fragmento

n® “Sense primer” “Antisense primer” - Exon
1 TCCCTCCCCCGGCTTGCCTT ACGTTGGTAGGGATGACGCG 220 2
2 TGCTGGGCTTCGTGGAGCAT GAGACACCCCCTTCTCGAGG 220 2
3 GCCCGCTTCACCGCCCAGAT GGAGGGTTTTGAAGAAGTGG 230 2
4  GCACAGAGGACCCTCTTTCATTAC* TGGGTGGCTTGGGCTACTACAG* 306 3
5 AGGGTGGGCCATCATGAGAC TAGCCCAGTCCTGCCCCATT 207 4
6 CATAACTCTCTCCTTCGGCT TCTGCACCCTCCTTAGATGC 260 5/6
7  GGATCCTCTGCCTCACCTCC GCAGGCCCTAGTAGGGGGAT 189 7
8 TTCAGACCCTACAGAGACCC GCCATGAAACTGAAGGCAC 391 8
9 AGAGACTGATCTGTGCCCTC AGACCTCTGTGCAGCTGTCC 207 9
10 ACCTTGCTCTCACCTTGCTCTC CTCCTTCATGCCCTTCATCTTCTC 374 10
11 AGAAGCCAGCACTGGACAAG CCCACAAGCGGTCCGAAGTCC* 376 10
12  GGGTCCAGTGCTCACTTTCC CAAGCGGTCCGAAGTCCCCA 218 10

* Primes descritos previamente (16), os demais foram desenhados em nosso laboratério. Bp:

pares de base

Para um volume final de 25 uL foram utilizados 2,5 pL
de tampao Masafumi 10X (1,5 M Tris pH 8,8; 1 M MgCly; 1 M
(NH4)2SOy4; 11 pL B-mercaptoetanol e H.O gsp 1,5 mL), 10 mM de
dNTPs (Invitrogen, SP, Brasil), 0,5 uL de primer sense e antisense (15
pmol/uL) (Invitrogen, SP, Brasil), 0,175 uL da Taq DNA polimerase (5
U/uL) (Invitrogen, SP, Brasil) e 10% DMSO (Sigma-Aldich, MO, USA). A
concentracdo de DNA utilizada foi de 500 ng, completando-se o volume

para 25 uL com agua ultrapura.
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A amplificacado foi realizada no termociclador da marca
Eppendorf com gradiente de temperatura, sendo 0 mesmo programado
da seguinte maneira: um ciclo de 5 minutos a 94°C (etapa 1); um ciclo
de 45 segundos a 94°C, para desnaturacdo do DNA (etapa 2); um ciclo
de 45 segundos a 63°C, para o pareamento dos primers (etapa 3); um
ciclo de 60 segundos a 72°C, para a extensao dos primers (etapa 4);
repeticdo de 36 vezes, a partir da etapa 2 (etapa 5); um ciclo de 10
minutos a 72°C (etapa 6); temperatura de 4°C (etapa 7). Todos os
exons foram submetidos a este mesmo gradiente de temperatura, e

nao ocorreu qualquer dificuldade na amplificacdo dos mesmos.

Posteriormente os produtos da PCR, 9 exons do gene
MEN1, foram purificados pelo Kit Rapid PCR Purification Systems

(Marligen Bioscience, Alemanha).

3.4. Sequenciamento do gene MEN1

Os produtos amplificados pela PCR foram utilizados
para o sequenciamento génico automatico, no aparelho Sequenciador
ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
Califérnia, USA).
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As reagbes de sequenciamento foram realizadas para
um volume final de 10 pL contendo: 1 uL de primer sense a 1,6
pmol/uL, 2 uL de Big Dye TM Terminator Cycle Sequencing v 3.1
(Applied Biosystems Foster City, CA, USA), 1 uL de tampéo Save

Money, 1,5 uL de amostra e 4,5 uL de agua ultrapura.

3.4.1. Reacao de sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento o termociclador, foi
programado da seguinte forma: um ciclo de 10 segundos a temperatura
de 96°C, um ciclo de 5 segundos a temperatura de 50°C e um ciclo de 4
min a temperatura de 60°C; tendo sido repetido 25 vezes todas as
etapas anteriores, terminando com a temperatura de 4°C. Para atingir
as varias temperaturas desejadas, foi realizado um escalonamento de

1°C por 1 segundo.

3.4.2. Reacao de precipitacao

Apls a reagdo de sequenciamento, os produtos foram
entdo submetidos a precipitacdo alcoodlica, utilizando-se o seguinte

protocolo: para cada amostra da reacdo de sequenciamento foram
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acrescidos 80 uL de isopropanol a 75%. A solucéo foi homogeneizada e
deixada a temperatura ambiente, protegida da luz, por 15 min. O
material foi entdo submetido a centrifugacdo 4000 RPM por 45 min, a
4°C, depois foi descartado o sobrenadante e dado um “spin” invertido
na placa com as reacdes de sequenciamento. Posteriormente foram
adicionados 150 uL de etanol a 70% e o material foi novamente
centrifugado 4000 RPM por 12 min, a 4°C. O etanol foi descartado, e
em seguida foi dado um outro “spin” invertido na placa com as reagdes
de sequenciamento. A seguir, as amostras ficaram 60 minutos
protegidas da luz para secar. Posteriormente foram adicionados 10 uL
de formamida HiDi; elas foram entdo homogeneizadas e colocadas a
uma temperatura de 95°C por 5 min para denaturacdo, e em sequéncia

foram colocadas no gelo.

Apébs a reagdo de sequenciamento, os produtos foram
submetidos a eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI 3100
da Applied Biosystems, onde os fragmentos marcados com
fluorescéncia migraram ordenadamente no interior dos capilares e a
medida que foram excitados por um feixe de laser emitiram luz em
diferentes comprimentos de onda que foram detectados por uma
camara. Em seguida, essa informacgéo foi transmitida ao computador e
processada. Ao final da corrida, os dados foram recuperados em

formato de eletroferograma ou de texto (fasta), seguindo-se a analise
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de sua sequéncia, que foi comparada com a sequéncia NM_130800.2

do gene MEN1 (Genbank, NCBI, NIH).

3.5. Familiares de paciente com diagnéstico clinico de MEN1 e

auséncia de mutacao

Para os familiares de primeiro grau dos pacientes com
diagnostico clinico de MEN1, cujo estudo genético tenha sido negativo
para mutagbes, foi realizado um rastreamento clinico para esta
neoplasia. Este foi adaptado de um programa de screening proposto
pelo consenso para familiares de casos indices com mutacédo (9).
Sendo assim, além de uma avaliagdo clinica para investigar sinais e

sintomas de possiveis tumores, foram solicitados o0s seguintes exames:
1) Bioguimicos: célcio sérico e urinario, glicose;

2) Hormonais: PTH, GH, prolactina, insulina. Se GH > 0,4 ng/mL foi

realizada a dosagem do GH apéds o teste de tolerancia a glicose;

3) Exames de imagens (apenas para os pacientes sintomaticos ou com
exames laboratoriais sugestivos): RNM de hipoéfise, Tomografia

computadorizada (TC) de abdome.
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3.6. Metodologia aplicada para avaliagao hormonal e bioquimica

Para os exames laboratoriais citados acima foram
utilizados as seguintes metodologias e os respectivos valores de

referéncia:

» Prolactina: quimioluminescéncia, valor de referéncia: mulher 1,9-25

ng/mL e homem 2,5-17 ng/mL.

» GH: quimioluminescéncia, para o rastreamento negativo da

Acromegalia foi considerado normal < 0,4 ng/mL.
» PTH: quimioluminescéncia; valor de referéncia 11 a 65 pg/mL.
» Calcio sérico: quimica seca; valor de referéncia 8,4 a 10,2 mg/dL.

» Calcio urindrio: quimica seca, valor de referéncia homem < 300

mg/24h; mulher < 250mg/24h.

> Insulina basal: quimioluminescéncia; valor de referéncia: 6 a 27

pUl/mL.

» Glicemia de jejum: quimica seca, valor normal < 100 mg/dL.
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3.7. Avaliacao Radioldgica

A regido hipofisaria foi avaliada por ressonancia
magneética obtendo-se cortes coronais e sagitais em T1 com TR 350 ms
e TE=20 ms utilizando-se um aparelho Tesla 0,5 (Sigma GE,
Milwaukee, Wiscosin, USA). Quando necessario, a tomografia
computadorizada de péancreas e/ou adrenal foi realizada em cortes

axiais de 5X5 mm.

3.8. Familiares de pacientes com diagnodstico clinico de MEN1 com

mutacao identificada

Os parentes de primeiro grau dos casos indices (com
mutacdo no MENT) com rastreamento genético positivo foram
encaminhados a um ambulatorio especifico de neoplasias enddcrinas,
onde estdo sendo investigados de acordo com os exames citados na
tabela 4. Os familiares com o rastreamento genético negativo tiveram

alta ambulatorial.



4. Resultados
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4.1. Frequéncia da MEN1 em pacientes com AH e fatores preditivos

para esta neoplasia

Dos 102 pacientes inicialmente inseridos no estudo,
foram excluidos 12; em cinco deles havia davida no padrao de secrecéo
hormonal, dois ndo tinham calcio e PTH dosados (um MIC-PRL, e outro
MIC-ACTH), e cinco apresentavam o perfil do calcio alterado e a
investigacao para o HPP n&o tinha sido terminada (dois MIC-PRL, um

MAC-CNF, um MIC-ACTH, um MAC-GH).

Dos 90 pacientes inclusos, 33 eram homens e 57 eram
mulheres. Quanto ao tipo do AH, 36 (40%) eram PRL, 34 (37,8%) eram
CNF, 14 (15,6%) apresentavam AH secretor de GH, cinco eram (5,6%)
secretores de ACTH, um (1%) secretor de TSH (figura 7.A). Quanto ao
tamanho do tumor, 66 (67%) eram MAC e 24 (33%) eram MIC. Todos
os pacientes realizaram RNM de hipéfise e avaliacdo hormonal para
avaliagdo do tumor. Com excegado dos PRLs, em que apenas 14% dos
pacientes foram submetidos a ressecgao cirurgica da lesao, nos demais
tipos de AH, a maioria dos pacientes foi submetida a cirurgia, e com isto
teve a confirmacdo diagnéstica pela RNM de hipéfise, avaliacao

hormonal e anatomopatologico do tumor (figura 7.B).

Dos critérios diagnosticos para MEN1, além do AH, seis

pacientes tinham apenas o HPP, uma paciente tinha HPP, insulinoma e
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gastrinoma, e trés pacientes tinham apenas o insulinoma, sendo que
um destes apresentava insulinoma maligno com metéstase hepatica
(tabela 6). Totalizaram dez pacientes com MEN 1, mostrando uma

frequéncia desta neoplasia em AH de 11%.

De outros tumores relacionados, um paciente que
apresentava Acromegalia e HPP, apresentava também lipoma e
carcinoma papilifero de tireoide, e o paciente com insulinoma maligno
apresentava também um adenoma de adrenal clinicamente nao

funcionante (tabela 6).

Dos pacientes com HPP, todos eram assintomaticos, sé
tiveram o diagnéstico pelo rastreamento, e todos tinham indicagdo de
paratireiodectomia ao diagnostico (calcio sérico maior que 11,2, e/ou
calcio urinario maior que 400mg/24h, e/ou nefrolitiase). Todos tinham
funcédo renal normal, um dos pacientes era transplantado do rim, mas
antes do transplante ja apresentava um padrao laboratorial de HPP,
com hipercalcemia e hipofosfatemia, padrao este que se manteve apds
o transplante, e estabilizacdo da funcdo renal. Trés pacientes

pertenciam a mesma familia.

Os resultados da analise de regressao logistica multipla
mostraram-se nao significativos para as variaveis: sexo, idade e tipo de
AH, mas significativo para MIC/MAC, indicando uma razédo de chance

4,5 vezes menor em pacientes com MAC em relagdo ao MIC, para a
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predicdo de MEN1 (tabela 7). Embora nao significativo, ha um acumulo
de 1,29 vezes na probabilidade de MEN1 para a sequéncia de secrecao

tumoral PRL, GH, ACTH, CNF e TSH (tabela 7).

A
15.60%
40.00% m
i OCNF
OAG
@DC
OTSH
37.80%
B 1sn
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=5
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113
NF
c 20
PRL 31
0 5 10 15 20 25 30

Figura 7. A: distribuicdo dos 90 pacientes conforme padrdo de secregdao hormonal; 40% dos
adenomas eram prolactinomas (PRL), 37,8% eram clinicamente n&do funcionantes (CNF), 15,6%
eram acromegalicos (AG), 5,6% tinham doenca de Cushing (DC) e 1% tumor secretor de TSH
(TSH). B: tipo do adenoma hipofisario (AH) conforme padrdo de secre¢cdo hormonal; em cor
laranja estao representados os pacientes cuja confirmagao diagnostica deu-se por Resonancia
Magnética de hipéfise (RNM), avaliagao hormonal e anatomopatoldgico do tumor; em marrom
estdo representados os pacientes cujo diagnéstico ocorreu apenas pela RNM e avaliagdo

hormonal.
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Tabela 7. Regresséao logistica multipla da MEN1 (90 pacientes).

Variavel Coeficiente P- valor OR (IC 95%)
(erro
padrao)
Constante -1,548 - 0,21
(2,111)
Idade (anos) 0,027 >0,05 1,08 (0,89;
(0,026) 1,08)
Sexo (M/F) 0,009 >0,05 1,01 (0,23;
(0,747) 4,36)
Tipo do AH 0,254 >0,05 1,29 (0,77;
(PRL,GH,ACTH,CNF,TSH) (0,265) 2,17)
Micro/Macro -1,520 <0,05 0,22 (0,05;
(0,773) 0,99)

PRL: Prolactinoma, GH: Acromegalia, ACTH: Doenga de Cushing, CNF:

Funcionante, TSH: Tireotropinoma.

Clinicamente nao
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4.2. Estudo genético

Os nove exons do gene MEN1 de nove pacientes foram
amplificados (figura 8) e posteriormente foram submetidos ao
sequenciamento automatico. Apds analise das regides codificadoras e
dos sitios de “splice” dos mesmos, foram encontradas duas mutacgoes,
trés polimorfismos e uma nova variagao alélica. O paciente 10 foi o
Unico que nao concordou em participar do estudo genético. As
alteracdes de DNA identificadas neste estudo tiveram como referéncia

para o gene MEN1 a sequéncia NM_130800.2 (Genbank, NCBI, NIH).

Figura 8. Amplificagéo dos nove exons do gene MEN1. Da esquerda para a
direita: exons 2a, 2b, 2c, 3, 4, 5/6, 7, 8, 9, 10a, 10b e 10c.
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4.3. Rastreamento familiar dos pacientes com diagnéstico clinico
da MEN1

4.3.1. Pacientes com mutacao identificada

Foram encontradas mutagdes nos pacientes 1, 2, 3, 9,
sendo os trés primeiros pertencentes a mesma familia. Na paciente n°1
(figura 9), foi encontrada uma mutacdo em sitio de “splice”. uma
transicdo G—A na primeira base do intron 4 (IVS4 + 1 G>A) e dois
polimorfismos: uma transicdo C—T no c6don 418 (N418N) e uma T—C

no codon 433 (H433H) (figura 10).
. QP‘CD
n (2] é &) 5) L] L ﬁ O
1 2 3 4 5 6 7

]]
v

Figura 9: Heredograma da primeira familia. A seta indica o paciente caso
indice, os quadros com preenchimento negro sdo os pacientes com a mutagao
intronica (IVS4 + 1 G>A), os sem preenchimento sédo os que tiveram o estudo
genético realizado e a mutacao nao foi identificada. Os quadros com ponto de
interrogacé@o representam os pacientes que ainda ndo foram submetidos ao

estudo genético.
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Figura 10. Resultado do sequenciamento do gene MENT da paciente 1. A: fita
sense do sitio de splice entre o exon 4 e intron 4; a seta assinala a troca do
nucleotideo G pelo A em heterozigose. B: fita sense do exon 9; a seta
assinala a troca do nucleotideo C pelo T em heterozigose no coédon 418. C:
fita sense do exon 9; a seta assinala a troca do nucleotideo T pelo C em

homozigose no cdédon 433.

Nos pacientes 2 (lll-2) e 3 (ll-7), foi encontrada a
mesma mutacao IVS4 + 1 G>A (Figura 11). Pode-se também realizar o
rastreamento genético nos pacientes 11-2, 11-3, 1I-4, 1I-5, 1I-6, IlI-3, IV-1 e
IV-2 (Figura 9), tendo sido encontrada a mutacao intrénica (IVS4 + 1
G>A) apenas nestes dois ultimos. O paciente IV-2 tem 10 anos e ja foi
submetido ao rastreamento clinico para MEN1, e até este momento foi
evidenciado apenas um célcio discretamente elevado ((10,7 mg/dL),
com PTH e calcio urinario normais. O paciente Il-1 ndo aceitou fazer o

estudo genético, e a paciente IV-1 tem menos de cinco anos de idade.
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Figura 11. Resultado do sequenciamento do gene MENT dos paciente 2 e 3,
A e B respectivamente: fita sense do sitio de splice entre o exon 4 e intron 4; a

seta assinala a troca do nucleotideo G pelo A em heterozigose.

Somente nos individuos 11-2, 1I-3, 1I-4, 1I-5 e 1I-6 foi
encontrada uma tranversdao C—A no cédon 72, o que leva a troca do
aminoacido prolina por histidina (P72H) (Figura 12). Mediante este
achado, estes pacientes também foram submetidos ao rastreamento
clinico por meio de RNM de hipéfise, dosagem sérica de célcio, PTH e

prolactina, porém, ndo foram encontradas alteragdes.

Figura 12. Sequenciamento genético de um dos tios paternos da paciente
caso indice. A seta demonstra a transversdo em hetrozigose C—A no cédon
72 do exon 2, o que ocasiona a troca do aminoacido prolina por histidina
(P72H).
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No paciente n°9 (figura 13), foi identificada uma
mutagao intrénica; uma transicdo C—T na posi¢cdo -6 bp do intron 3
(IVS3 +1 C>T), e dois polimorfismos: o0 N418N e o H433H (Figura 14).
Quanto ao rastreamento genético familiar (figura 13), o mesmo foi
realizado apenas em seus dois filhos. O estudo genético para esta
mutacao foi negativo no individuo II-2, mas positivo na paciente II-1,
cuja pesquisa clinica da neoplasia, por meio dos bioquimicos e

eletrélitos citados no item 3.6, estava normal.

| —(
Pl

1 2

Figura 13. Herodograma do paciente 9. A seta indica o paciente o caso
indice, os quadros com preenchimento negro sao os pacientes com a mutagéao

intronica identificada (IVS3 +1 C>T).
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Figura 14. Sequenciamento do gene MEN1 do paciente 9. A: A seta indica a
transicdo C—T na posicdo -6 bp do intron 3 (IVS3 +1 C>T); sequéncia
antisense. B: a primeira seta assinala a troca do nucleotideo C pelo T em
heterozigose, e a segunda indica a troca do nucleotideo T pelo C em

heterozigose.
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4.3.2. Familiares dos pacientes sem mutacao no MENT1.

Nao foram encontradas mutag¢des nos pacientes 4, 5, 6
e 8 (tabela 6). No paciente n%4 e n8, foi encontrado o polimorfismo
H433H (figura 15) Na familia do primeiro (figura 16), o rastreamento
clinico s6 pode ser realizado nas pessoas IlI-3 e lll-4. Ambas
apresentaram GH basal maior que 0,4 ng/mL; uma o GH pos GTT foi <
ing/mL, e a outra, este exame estd em andamento. Nesta mesma
paciente, foi realizada uma RNM de hipéfise que evidenciou uma leséao
sugestiva de um microadenoma. Os demais exames bioquimicos e
hormonais estavam normais. A paciente Ill-1 acompanhava em outro
servigo devido prolactinoma, mas nao foi possivel avaliar se havia sido
realizado rastreamento clinico para MEN1. Ja na familia da paciente 8
(figura 17), os individuos II-1 e 1I-2 foram submetidos ao rastreamento
clinico, e em ambos 0s exames tanto bioquimicos como hormonais

estavam normais.
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Figura 15. Resultado do sequenciamento do exon 9 do gene MENT dos
pacientes 4 e 8, A e B respectivamente: a seta assinala a troca do nucleotideo
T pelo C em homozigose no cédon 4383.

-

g 7 8’ 9 10

m gi -
5

W 3 '

Figura 16. Heredograma do paciente 4. A seta aponta o caso indice, os
campos preenchidos em negrito correspondem aos pacientes com os tumores
relacionados a MEN1. Os campos preenchidos por ponto de interrogagao sao

0s pacientes em que o rastreamento clinico ndo pode ser realizado.
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Figura 17. Heredograma da paciente 8. O campo preenchido em negrito

representa a paciente indice.

Na paciente n°5 foi encontrado um polimorfismo; uma
transicdio G—A no cdédon 541 (A541T) (figura 18). O rastreamento
clinico familiar (figura 19) foi realizado apenas nos pacientes II-1 e 11-3;
a lI-2 era recém-nascida. Em um deles, o GH basal estava aumentado,
mas a dosagem do mesmo apdés GTT estava normal (nadir <1), os

demais exames bioquimicos e hormonais estavam normais.
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Figura 18: Resultado do sequenciamento da fita sense do exon 10 do gene
MEN1 do paciente 5. A seta assinala a troca do nucleotideo G pelo A em
heterozigose o0 que ocasiona a substituicdo do aminoacido alanina por

treonina.

I @

1 5 3

Figura 19. Heredograma da paciente 5. O campo preenchido em negrito
indica a paciente indice, o preenchido pelo ponto de interrogacdo aponta a

paciente em que o estudo clinico ainda nao foi realizado.

Na paciente n° e n°%7, foram encontrados os
polimorfismos N418N e H433H (figuras 20 e 21). A familia da paciente 6
(figura 22) teve o rastreamento clinico realizado nos individuos II-2, 11-3,
-4, 11-5, 1I-6, II-7 e 1I-8. As pacientes II-7 e II-8 apresentaram GH
aumentado, cujos resultados do GH apds GTT na ultima esta normal e

na primeira estd em andamento. Nos demais, ndo foram encontradas
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alteracées. A paciente 7 ndo tinha filhos, e durante o seguimento

passou a acompanhar em outro servigo de endocrinologia.

A B
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Figura 20: Resultado do sequenciamento da fita sense do exon 9 do gene
MEN1 da paciente n°. A: a seta assinala a troca do nucleotideo C pelo T em
heterozigose. B: a seta assinala a troca do nucleotideo T pelo C em

homozigose.

A B

Figura 21. Resultado do sequenciamento da fita sense do exon 9 do gene
MEN1 da paciente 7. A: seta assinala a troca do nucleotideo C pelo T em
heterozigose. B: a seta assinala a troca do nucleotideo T pelo C em
homozigose.
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Figura 22. Heredograma da paciente 6. O campo preenchido em negrito

aponta a paciente indice, e os campos com ponto de interrogacao
correspondem aos pacientes que nao aceitaram participar do estudo.
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5. Discussdo
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A MEN1 é uma doenca rara, a maioria dos casos é
herdada por um padrdo de heranga autossémica dominante, e apenas 8

a 14% dos pacientes nédo tém a forma familiar da doenga (78).

O rastreamento genético em familiares dos casos
indices com MEN1 tem sido fortemente recomendado, pois como citado
anteriormente, o reconhecimento precoce de uma alteragdo genética
auxiliara na prevencéao e tratamento de determinadas morbidades (79).
Além disso, um programa de rastreamento pode ser suspenso em nao
portadores de mutagdes e intensificado em pessoas que tém uma

mutagéao identificada (78).

Contudo, o estudo genético e ou a investigacao da
MEN1 em pacientes com apenas um dos tumores associados a esta
neoplasia ndo tem sido muito explorado na literatura. Com excecao da
sindrome de Zollinger Ellison, em que aproximadamente 25% dos
pacientes tém MEN1, e dos pacientes com HPP menores de 30 anos e
portadores de adenomas multiplos de paratiredide (situagbes em que a
pesquisa de mutacdo no MEN1 tem sido recomendada), pouco se tem
abordado sobre quando investigar MEN1 em pacientes com quadro

isolado de HPP, AH ou um outro tumor enteropancreatico.

No que se refere aos pacientes com diagnéstico inicial
de AH, alguns estudos passados indicaram uma incidéncia da MEN1

menor que 5% (80-82). Em 1990, Andersen e col. pesquisaram por
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histéria familiar e alteragcdes hormonais consistentes com MEN1 em 79
pacientes com varios tipos de AHs, e nenhum dos pacientes tinha a
sindrome (83). Em 1997, Corbetta e col. investigaram a prevaléncia de
MEN1 em pacientes com AH de diversos tipos; eles encontraram uma
prevaléncia de 4,8% (84), muito similar a incidéncia previamente

registrada.

No presente estudo, dos 90 pacientes que tinham AH e
foram inclusos no estudo, 10 preenchiam critérios clinicos para MEN1,
totalizando uma frequéncia de 11%, maior que a citada na literatura,
que é de 4,8% (9,10). Mesmo se fossem excluidos dois de trés
pacientes que pertencem a mesma familia, teriamos uma frequéncia

alta, de 9%.

Como o HPP esta presente em pelo menos 90% dos
pacientes com MEN1 (85-87), s6 foram inclusos os casos que tiveram
esta avaliagdo laboratorial. A investigagdo para tumor entero-
pancreatico sé foi realizada nos pacientes sintométicos. Ou seja, pode
ser ainda que alguns desses pacientes ndo inclusos como portadores
da neoplasia tivessem um perfil do calcio normal, mas tivessem algum
tumor enteropancreético assintomatico, o que daria uma associacao
ainda maior da MEN1 com AH. Além disso, cinco pacientes foram
excluidos do estudo porque apresentavam um perfil do calcio alterado e

a investigacao para HPP nao havia sido concluida.
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Em trabalhos anteriores, os adenomas secretores de
GH e PRL foram responsaveis pela maioria dos AHs relacionados a
MEN1 (88-90), enquanto os outros adenomas foram considerados
incomuns (17-19). Nesta casuistica, a frequéncia da MEN1 em
pacientes com AH secretores de PRL foi de 3%, muito similar a descrita
na literatura (84,88). Por outro lado, nos AH secretores de GH e nos
CNFs a frequéncia foi de 29% e 15%, respectivamente, muito maior que
a descrita anteriormente que foi de 2,8 e 1,5% respectivamente (83-84).
Além disso, na andlise de regressao logistica, apesar de néao
significativo, houve um acréscimo de chance de 1,29 vezes na
probabilidade de MEN1 para a sequéncia de secrecao tumoral PRL,
GH, ACTH e CNF, sugerindo que a presenca do ultimo seja um fator
preditivo mais relevante que os secretores de GH e PRL para a
presenca de MEN1. Por outro lado, como os adenomas CNFs podem
ser, em sua maioria assintomaticos, talvez ndo tenham sido
diagnosticados em muitos pacientes citados em trabalhos passados, o

que justificaria a sua baixa prevaléncia anteriormente descrita.

Quanto aos tumores enteropancreaticos, eles tém uma
prevaléncia de 30 a 40% na MEN1 (4), sendo mais frequente o
gastrinoma e depois o insulinoma (20). Na casuistica do estudo, a
frequéncia foi de 40%, sendo o insulinoma o tumor enteropancreatico

mais frequente.



80

Verificou-se também que a proporcao de MIC e MAC na
MEN1 foi de 50%, mas dentre os 90 pacientes iniciais a propor¢ao de
MAC era maior (67%). Geralmente os MICs sdo responsaveis pela
maioria dos AHs relacionados a MEN1 (4), mas ha casuisticas em que
a proporgao de MAC € maior, como a de Corbetta e col (10), em que a
relacao MIC/MAC foi de 1/3. Provavelmente, nestas ultimas casuisticas
s6 foi pesquisado AH apenas para os pacientes sintomaticos, enquanto
nas demais, os pacientes ja tinham o diagnostico de MEN1 e por isso

rastreava-se mais tumor de hipéfise, independente dos sintomas.

Alguns estudos que analisaram o comportamento dos
AHs de pacientes com MEN1 evidenciaram que eles s&do maiores, mais
agressivos e menos responsivos ao tratamento que os AHs nao
associados a esta neoplasia (91-92). Neste estudo, nédo houve
progressao de MIC para MAC em qualquer dos pacientes acometidos.
Entretanto, nos pacientes com MAC, os tumores mediam em média nos
seus maiores eixos 3 a 4 cm. Os acromegalicos mesmo em vigéncia de
cirurgia e tratamento medicamentoso (sandostatin-LAR e cabergolina),
50% deles ainda n&o obtiveram critérios de cura da doencga. A paciente

6, a unica com o MAC-CNF, teve recidiva do tumor apds a cirurgia.

Na analise de regressao logistica multipla, o resultado
foi significativo para a variavel MIC/MAC, indicando uma razdo de

chance 4,5 vezes menor em pacientes com MAC em relagdo ao MIC,
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para a predicdo da MEN1, sugerindo que a tumorigénise dos AHs
relacionados a MEN1 induza mais a MIC do que a MAC. Porém, outros
estudos serdo necessarios para analisar esta hipétese. Mesmo porque,
até este momento ndo h& descrito na literatura fatores preditivos
relacionados a MEN1, nem que pacientes com MIC ou MAC tenham

uma chance maior de apresentar esta neoplasia multipla.

Dentre os nove pacientes iniciais que foram submetidos
ao estudo genético foram encontradas mutacées germinativas em
apenas 43% deles. Na primeira familia, foi descrita uma mutacao
intrénica (IVS4 + 1 G>A), sendo a mesma ja descrita anteriormente
numa familia, cujo caso indice teve um AH-CNF e um insulinoma (93).
A maioria dos transcritos primarios de mRNA apresenta dois tipos de
sequéncias: 0s exons, por¢cao codificadora do transcrito primario que
estdo presentes no RNA maduro; e os introns, sequéncias que nao
estdo presentes no RNA maduro e, portanto, ndo codificam nenhum
aminoacido da proteina a ser sintetizada. No entanto, durante o
processamento do mMRNA, o mesmo s6 se torna funcional apds sofrer
varias alteracdes bioquimicas, dentre elas ha um processo altamente
complexo e estruturado conhecido como splicing (94). Este processo
envolve a retirada dos introns da molécula do mRNA e a unido dos
exons. Para que o splicing ocorra corretamente existem sequéncias

consensos sempre presentes na transicdo exon-intron. Essas
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sequéncias tém a finalidade de sinalizar o local onde devera ser
efetuado o splicing (chamado de sitio de splice) ou auxiliar na sua
localizacao, e tém caracteristicas importantes: os primeiros e os ultimos
dois nucleotideos da extremidade 5’ e 3’ dos introns sdo GT (GU) e AG,
respectivamente; e ha wuma adenina aproximadamente 18-20
nucleotideos upstream da extremidade 3’ do intron (conhecido como
sitio de ramificacdo). Além dessas sequéncias consenso, ha uma
frequéncia maior de algumas bases que estdo proximas do sitio de
splicing, tanto no exon como no intron, e ha, também, uma tendéncia da
regiao préxima a extremidade 3’ do intron ser rica em pirimidinas (U e
C). O mecanismo do splicing segue entdo a seguinte ordem: clivagem
na juncédo de cadeia 5’; ataque nucleolitico a adenosina do sitio de
ramificagdo pelo nucleotideo G da extremidade 5’, a fim de formar uma
estrutura em forma de lago; clivagem na jungdo de cadeia 3,
ocasionando com isto a liberagdo do intron sob a forma de um laco;
ligagdo dos éxons do RNA (figura 23). Portanto, mutagdes nessas
sequéncias consensos podem produzir uma forma aberrante de
splicing, podendo resultar na exclusdo de exons do RNA maduro, ou na
retengdo de sequéncias inteiras de introns (95). Como ocorreu nesta
mutacao citada, em que os autores que ja a descreveram identificaram
por meio da analise do c-DNA de paciente com a mutacao uma banda
aberrante com 129 pares de base (bp) a menos que a banda de 321 bp

que é igual em todas as espécies (figura 24). Por isso, durante o
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sequenciamento de um determinado gene é fundamental que os sitios

de splice do mesmo sejam estudados.

O achado da transversdo em heterozigose C—A no
coédon 72 do exon 2 (que ocasiona a troca do aminodcido prolina por
histidina) em um dos tios paternos do caso indice da primeira familia foi
um achado “por acaso”. Este e os demais tios do caso indice tiveram
rastreamento negativo para mutacao intrénica (IVS4 + 1 G>A), mas
positivo para esta transversdo. Pela possibilidade de ser uma outra
mutacao, estes tios também foram rastreados para MEN1 por meio de
RNM de hipéfise e dos demais exames citados no item 3.6. Com
excecao de uma das tias de 35 anos que teve um resultado de célcio e
PTH discretamente elevados, mas que depois normalizaram, o0s
exames nos demais tios estavam todos normais. Posteriormente, foi
realizada a pesquisa desta alteracdo genética em 100 alelos de um
grupo de voluntarios sadios, cujo resultado também foi negativo. Apesar
disto, como os individuos com esta alteracdo ndo apresentaram
critérios clinicos para MEN1, acreditamos tratar-se de um polimorfismo.
Mesmo porque, o termo polimorfismo, dentro de uma definicho menos
rigorosa, além de incluir qualquer variante de sequéncia presente em
uma frequéncia >1% na populacao, inclui também qualquer variante de

sequéncia nao patogénica, independente da frequéncia (96). Nao ha
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relatos desta alteragdo genética na literatura, sendo assim, um estudo

funcional futuro sera necessario para confirmar esta hipotese.

12 Reacao
prémna. [
12 Exon Intron 22 Exon
22 Reacao

Intron lacado
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} }
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Figura 23. Esquema do mecanismo do splicing que segue a seguinte ordem:
clivagem na juncao de cadeia 5’; ataque nucleolitico a adenosina do sitio de
ramificagdo pelo nucleotideo G da extremidade 5’, a fim de formar uma
estrutura em forma de laco; clivagem na jungéo de cadeia 3’, com a liberacao
do RNA do intron sob a forma de um lago e o encadeamento do éxons de
RNA. Adapatado de primatology.net, 2007.
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Figura 24. c-DNA do gene MEN1 de uma paciente com uma mutagéo IVS4 +
1 G>A obtido pelo RT-PCR com primes do exon 3 a 6 do gene. A figura da
corrida eletroforética mostra uma banda aberrante com 192 pares de base

(bp) e a banda normal de 321bp. Figura extraida do artigo de Hai N, 2000.

Quanto a mutagéo intrénica (IVS3 +1 C>T) evidenciada
no paciente 9, a mesma também ja foi descrita por Roijers e col. (97).
Os autores avaliaram o efeito desta mutacdo intrébnica no RNA, e
evidenciaram no RNAm mutante uma delecdo do exon 3, causando um

frameshift no cédon 149 e um stop codon prematuro.

Em cinco casos indices, o estudo genético foi negativo

para mutagdo no MEN1, e com excegao do individuo 4 que se trata de
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uma doenca familiar, os demais casos parecem ser esporadicos. A
diferenca na taxa de detecgéo entre os casos familiares e esporadicos
de MEN1 ja foi analisada em estudos anteriores; nos primeiros esta
taxa foi de 80 a 90%, em contraste com os Ultimos em que a taxa foi de
30 a 52% (98-99). Sendo assim, os nossos achados de nao deteccao
de mutagcbes no MENT na maioria dos casos esporadicos sao
consistentes com os dados da literatura (100) que mostra uma baixa

taxa de mutacao.

Nestes pacientes em que ha critérios clinicos para
MEN1, mas o rastreamento genético é negativo, varios fatores podem
estar envolvidos, como por exemplo, a presenca de fenocépia. Por
definicdo, a fenocépia da-se quando um individuo tem um fendétipo
idéntico ao de outro cujo fenétipo foi determinado pelo gendétipo (101).
Ou seja, a fenocépia mimetiza o fenétipo produzido por um gene. A
frequéncia da fenocopia da MEN1 em pacientes com diagnéstico desta
neoplasia apenas por exames laboratoriais ainda € incerto; um estudo
evidenciou uma frequéncia de 10% (102). Quando se avaliam as
caracteristicas clinicas dos casos esporadicos de MEN1 e sem a
mutagado, observa-se na maioria das casuisticas que a presenca do
tumor enteropancreatico foi significamente menor neste grupo de
pacientes quando comparado aos casos com a mutagdo (93). A alta

frequéncia de tumores hipofisarios secretores de GH também é uma
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das caracteristicas reportadas nestes casos esporadicos de MEN1 sem
mutagdo. Junto a isto, O HPP é uma doenca frequente na quarta a
sexta decada de vida. Po isso, alguns autores tém sugerido (93) que
um individuo com mais de 50 anos, com apenas acromegalia e HPP,
sem outro tumor neuroendocrino e com histéria familiar negativa, é mais
provavel que ele seja uma fenocopia da MEN1, causada por um dos
mecanismos a seguir: um duplo evento somatico, mas independente;
uma outra neoplasia familiar de baixa penetrancia; ou ainda uma
mutagdo somatica no MEN1, GNAS, ou um outro gene. Eles ainda
concluem que a chance de um familiar de estes pacientes
apresentarem MEN1 é baixa, principalmente se a pesquisa de mutacao
no MENT1 for negativa. Mas estudos prospectivos de seguimento destes
pacientes sdo necessarios para confirmar esta hipétese. Por estes
critérios, os individuos do nosso trabalho tém pouca probabilidade de

serem fenocopias, contudo € um diagndstico diferencial a ser pensado.

Uma outra possibilidade para estes pacientes com
auséncia de mutagdo no MENT1, é que alteragbes em outros genes
estejam gerando este fendtipo. Recentemente Pellegata e col. (103)
reportaram mutagcdes germinativas no gene CDK1NB (p27) predispondo
ao desenvolvimento de tumores enddcrinos multiplos em ratos e em
humanos. Dois pacientes com diagndéstico clinico de MEN1 e com

mutacao nao detectavel no gene MEN1 apresentaram mutacdo neste
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gene (104-105). Mutacgdes germinativas no gene AIP (aryl hydrocarbon
receptor-interacting protein) tém sido descritas como responsaveis pela
a ocorréncia de uma condi¢cdo clinica denominada FIPA (familial
isolated pituitary adenomas), e ocasionalmente também em pacientes
com tumores hipofisérios presumivelmente esporadicos (106-113). No
entanto, Igreja e col. (114) avaliaram a presenca de alteragdes
germinativas nos genes AIP e CDK1NB em 18 casos esporadicos e trés
familiares de MEN1 (todos com estudo genético negativo para
mutacdées no MEN1), e ndo foram encontradas mutacbées em nenhum
destes genes. Os autores concluiram entdo que mutacdes germinativas

nestes genes sdo incomuns como causa da MEN1.

Outra possibilidade, em particular no paciente 4, cujos
dados clinicos além de preencher critérios para MEN1, preenchem
também para o Complexo de Carney, seria a presenca de mutacao no
gene PRKAR1A (protein kinase A regulatory subunit type 1A).
Infelizmente o estudo deste gene neste paciente ainda ndo pode ser

concluido.

Por outro lado, 0 nosso achado de ndo mutagao do
MEN1 em 56% dos pacientes que tiveram o rastreamento genético
realizado pode estar associado com a presenca de mutagdes intrénicas

néo detectadas pelos primes utilizados, altera¢des na regiao promotora
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ou em regides ndo traduzidas do gene, que nao foram testadas pelo

presente estudo.

Mas uma outra observagdo importante, € que nestes
cinco pacientes em que o rastreamento genético foi negativo para
mutacoes, observou-se em todos eles a presenca de polimorfismos. Em
80% deles foi evidenciado o polimorfismo H433H, em 40% o N418N, e
em apenas uma das pacientes foi encontrada o polimorfismo A541T.
Todas estas variagdes polimorficas ja foram descritas previamente (5,

16).

Os polimorfismos representam variacées na sequéncia
de nucleotideos de um gene, que estdo presentes na populagao geral e
que nao conferem efeitos deletérios aos individuos que os apresentem
(115). Entretanto, alguns estudos epidemiolégicos moleculares e o
proprio Projeto Genoma Humano tém mostrado que algumas variacoes
polimérficas com ou sem substituicAio de aminoacidos nao sao
totalmente inécuas (116). Dentre varios exemplos da associacdo de
polimorfismos com neoplasias, tem-se o estudo genético molecular no
gene RET em que trabalhos de Gimm e cols. (117) e de Ruiz e cols.
(118) demonstraram uma super-representacdo da variante polimérfica
S836S (exon 14) neste gene em associacdo com o carcinoma medular

da tireoide esporadico.
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Deve-se também atentar para algumas trocas de
nucleotideos que, por ndo ocasionar a troca de aminodcido, sao
interpretados apenas como mutagdes silenciosas. Em algumas
situacdes, estas alteracbes podem ser patogénicas, como no gene da
calpaina 3, responsavel pela distrofia muscular dos membros, em que a
substituicdo de um cédon de glicina (GGC) por outro codon de glicina
(GGT) resultou na ativacdo de um sitio de splice que nao existia, e
como consequéncia ocasionou a delecdo de um de seus exons

codificadores (119).

O mecanismo exato que explique como o0s
polimorfismos desempenham seus efeitos sobre o desenvolvimento ou
evolucdo de determinadas doengas, ainda ndo esta totalmente
esclarecido. Contudo, dentre 0s mecanismos propostos, 0s
polimorfismos podem influenciar a estabilidade do RNAm; a troca de
base na molécula do DNA pode gerar um “splincing” alternativo, como
exemplificado anteriormente; o nucleotideo modificado pode estar em
desequilibrio de ligagdo com uma variante funcional ainda nao

conhecida (116).

Até este momento, ndo ha dados na literatura que
indiquem polimorfismos como responsaveis pelo fenotipo da MEN1, e
também nao ha descritas nesta neoplasia mutacdes silenciosas que

foram patogénicas.



91

A MEN1 é uma doencga hereditaria cuja sintomatologia
pode se iniciar apenas por um dos tumores associados. O seu
rastreamento em pacientes com apenas o AH diagnosticado pode
beneficiar a maioria dos individuos desta casuistica, em especial os que
tiveram o diagnéstico precoce do HPP. E por tratar-se de uma doenca
autoss6mica dominante, os familiares puderam ser examinados mais
cedo quanto a presenca desta neoplasia, € com isto o tratamento das
possiveis morbidades futuras ndo sera tdo tardio, em especial aos

familiares dos pacientes 1 e 9.



6. Conclusoes
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O trabalho contribui para mostrar que a frequéncia da
MEN1 em pacientes com AH € alta (11%); pelo menos duas vezes
maior que a referida na literatura. Valendo a pena mais uma vez
ressaltar que o HPP em mais de 80%dos casos é assintomatico, e dos
sete casos com HPP aqui descritos todos s6 tiveram o diagndstico por
meio do rastreamento clinico, e 100% deles ja apresentavam critérios
para o tratamento cirurgico. A investigacdo do HPP é f&cil e néo
onerosa quando comparada as complicagbes da doenca

(nefrocalcinose, nefrolitiase, osteoporose, depressao, dentre outros).

Nos resultados da analise de regressado logistica
multipla, a unica varidvel significativa foi a relagdo MIC/MAC, na qual o
MAC apresentou uma razdo de chance 4,5 vezes menor para a
predicdo de MEN1. Este dado aponta o MIC como uma variavel capaz
de prever esta neoplasia. Contudo, ndo podemos afirmar que apenas
os pacientes com MIC devam ser rastreados para MEN1. Este é o
primeiro trabalho a avaliar isto; portanto, estudos futuros com
casuisticas maiores serdo necessarios para confrontar ou concordar

com este resultado.

No estudo genético dos pacientes acometidos, foram
encontradas duas mutagdes intrénicas e trés polimorfismos ja descritos
na literatura, e um provavel polimorfismo inédito. O achado destas

mutagdes permitiu o aconselhamento e o rastreamento genético destas
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familias. Os individuos com resultado positivo se beneficiaram com o
diagnostico precoce da doenga, e os individuos com resultado negativo
tiveram alta ambulatorial. Isso minimizou os custos da investigacao
clinica para os tumores relacionados a MEN1, uma vez que apenas 0s
pacientes acometidos realizaram exames laboratoriais e de imagem.

Obviamente este rastreamento continuara nas préximas geragoes.

Com excec¢ao do paciente 4, nos demais casos indices
com estudo genético negativo para mutagdo, o rastreamento clinico
familiar também foi negativo. Isso sugere que este grupo de pessoas
tem baixissima probabilidade de ter MEN1 familiar. Ou seja, num
paciente com diagnéstico clinico de MEN1, cuja pesquisa de mutagao
seja negativa e o interrogatério dos antecedentes familiares ndo acuse
casos semelhantes, é possivel tratar-se apenas de um caso esporadico,
e estes familiares ndo precisariam de rastreamento clinico. Contudo,
estudos prospectivos de seguimento destes individuos serdo

necessarios para confirmar esta hipétese.

Em suma, concluimos que todo paciente com AH deva
ter anualmente a dosagem sérica do célcio e PTH. Uma vez confirmado
o HPP, estes individuos devem ser submetidos ao aconselhamento e
estudo genético. Se a pesquisa de mutacao no gene MENT1 for positiva,

os demais familiares também deverao realizar o rastreamento genético.
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ABSTRACT

Carrary Complees (CNCY and Multiple Endaocrine Meoplisia typs 1 (IMEMT) ars
forme ofmulipke endocrine necplasia of dominant suteecmal inhertanes. Diag-
recesiz of CHC coourne when tao major onitena dentginoses, piimary pigmened
riodular adrerocortioal dissses, cardiao and outaneous mypwomas, sommegay
teatioular meoplasiae, thyrcid sancar) sre obearved andior o mejor oiterion w-
pociaied with o supplementary eritenon affeted relitive, PREAR 14 gene muta-
ton! cocure, On the other hand, dis iz for MEN1 cooure through deteation of
s of miore turmons |ooeked ot the pruitery glard, parathyroid andior paroreatio
eelle. The presentcace desribes o BB year-ol make patient, disgnoesd with wo-
r by, prirm idizm and ila oid cancer, sxdhibitin
;"‘FWP h?mm?mh :-ri'hmrinuF||I bng:;:l.rdi'ﬁ:-m dn-E:vrI:-n-:l DE
spita tha aooumence of only one sporadio smodiation or the soromagaly carso
bsing responsible for the papillary cancer, new mokoukar mecharizme may not
b ko] oo, Lorg Bres Endocrinol Metab 2008; 5258: 1358613611

Kaywords Carney comples: Multiple endooring neoplasia trps 1; Aoromega-
Iy prirary by parparathyraidiorn; Papillary thyroid saroer

RESUNO

Poggivel Associagho entre os Fenotipos de Complexo de Camsy =
Meoplasia Enddcrina Multipls tipe 1.

Compleos de Carney (CHO) @ neoplazia enddoninag miltipla dpo 1 (MEM1) séo
formae de reoplasias enddonres mutiples da heranga autosedmica domi-
rante. O dizgnstics do CHC acome quends dois critérios maicns lentigi-
ez, dosrg i nodular I:nigmimn-u primiria des adrenais, mixomes: ardisoos
@ outdres, soromegelia, neoplasia testioular, cardinome de tiredidal sdo ob-
servados a'ol um oritério maior assooiedo & um oritério suplementar Hamilisr
afetads, mutagbs do gene PREARTAN coorre. Por cutra lada, o diagndstico de
MEN1 di-ee pels detecgo da dois ou mais turnoree leoalizedo: ne glénduls
hipofisdria, paratredide o/ou edlulas paroredtioes. O prasents s deorevs
wrn Feornenn de BE aroe, oom dignd-m'm du nwm‘nngnlin,. hi_parj:-nmtim-nidh—
mo primanc @ carcroms papilfers detiredide, sxibinde critérics disgndsti-
oo para as duas sondigdes deworites. Embors poess tar coorido apsnas uims
modiecho esporadios, oU & soromegalia par so tenha predisposta so cardi-
roma papilifers, rovor mecanismos mokouare: pedem eoter ervchidon
{&rq Bras Endocrinel Matab zoes:; 62/8:1366-1361

Dasoritorss: Complexo de Carrey: Neoplasia enddoning mulipla tipo 1; &omo-
megalia: Hperparatiresidismae pimania: Carcinoma papilifers de tiredide

INTRODUMCTION

NC iz an aurowomal dominane muleiple andooine neoplasia syndrome
(OMIM 1609807 (1, 21, Iris sssociared with tkin and mucceal pigmen-

#1q Eros Endiocrinol Miedab: 3008 S5E
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nrian, cardias and mucocuranesit e, braase
mvxoma, primary pigrnenced nodular sdrenacoreical dise.
ma ( FPRAD), prodacin and groeeth-hormone-produdng
adenoma, thymoid adenoma or carcinoma, psammome-
s melanonc schwannoma, blus newas, brease ducrl
adenoma, and csreochondromyroma. Mo mrions of che
promen kinase: A regularcey subunit npe LA T PREARLA)
gene hawe been implicared in the enology of CNC, This
@ene enocdes che gpe 1o regulatory sabunic of procein
kirgse & [PEA] whichis an impormnt sffecor moleculs
in mary endocnne signaling pachoays (1)

MENT (OMIM 131100} is duaraceerized by the oc-
currenee of mmors in the parathyroid gland, in pancrea-
fic isker cells and in che antenor picuicary {2, Besides the
aforementoned mijor componene, adrenccorcical and
carcinoid namors, subcutaneous lipomas, fidal angicd-
bromas and collagenomas have been amodared with
thie lizease (3, 4. MEN] is a rare divease, with an 2sd-
mared prevalance of 001 o 2.5 for 1000, reprsencing
24% of il pomary byperparathyroidism case (51
Mosc capes of MEN] areinheied in an auccomal do.
minane paceern, bur £ o 14% of the affecred panens
mighit mor hawee che familial form of che dissase. Rmi
rv adenoma it an inicial sign in 25% of the sporadic ca-
ses and in les chan 10% in che inhened form of the
diseaee. [naceivating mucatiors of che MENT gene ars
amodared with the develapment of andamine nmian
&), To che ke of our knowledge, che assadadon be-
razen CHC and MEN] has nor ver been desiribed in
the liceramre. The presenc smdy aimed 1o dewcribe @
clinical case wich che rwo phenowpes being assodaed.

SUBJECTS AND METHODS

Clinical case

A BB year-old male padenc with agomegaly diagnossd
& vears earlier wan adrmiresd eo che hoypiral in 2006 for
a fallow.up, He was submireed o cumar resecrion
thraugh craresphenaidal surgery in 1998 and hin case
swmhved o hypopindmansm (adrenal insufficiency e
pochroidism and vpogonadism). He wa using levo.
thymond e, cordoostenaid and an an-hvpernensie drog.
[hiring che physical exams, pacieor presenred clinical
signs of aoomegaly, multinodular goirer a well a3 skin
papillomas and a chigh mmer suggesdve of lipoma.
Lennginoses of any ccher sigm of gascroinoscinal -
mor were not cbiersed. In rdadon oo family hiscory,
one of hiv nizces had 2 prolaccinoma, but ocher endo-
crine neoplaia were nocinwsigaed.

#Aig Bros Eredocirinod Medab T00BE2/E

The axamse showed lack of sapprassion of the gra-
wrh hormane (GH] after aral GTT (nadir 9.92ng/mL}x
increass in verum JIGF-1 level (822 ng/ml. refarapce
range (rrx TE-2EE); hypercaloemia (roml calcium
11.9mg/ dL; rr: B-100, hypercaksiunia and devared FTH
intace (764 pgsml; rr: 13-85), remal fiuncrion, free T4
and prolamin ar pormal levek, Magnedc nuckar rewo-
nace (ME) showed macroadencma (2om) wich supra-
and paraselar exeersion (Fgure 1), The skull x-ray
showed a charaaerisnc “sah-and-pepper paceern”™. 1Ul-
misonography of che cervical region (U301 revealed
thres choroid nodules (0602 o), one of chem having,
micrecaldficadans. Fine nesdle aspiradon puncion sug-
Ee=seed choroid cardnoma. As serum caldum FTH inmcr
bevals comminued o ke higher, the patent was submimed
o & roral tyroidecromy and o a rocal parachyroidec-
momy with parachyroid auo-implinmnon ac the same
fimme. The anaromopachological smdy confirmed che pa-
pillary cardnoma (Figure 21 {encapsulared, mor mule-
cenmic, mesuing 1x0.7em, wich pachologizal saaging
T1HxMz) and the analyse of thres parathyroid glands
did mat showr aleeracians; che auccimplantaed glind wa
noc smdiead. Subsaquenchy, the panent underwene a pew
wargery for reecdan of pingdmary mmor and be received
an ablagwe dowe of icdine- 121 after adrninismacion of re-
cornbining TSH, for complemenmnion of che thyroid
papillary carcinoma mearment. Tericular ol masonogra-
phy was pormal and the edocardiogram did nor shoe:
mxomas. Abdominal compured omography revealed
gianr hepadc hemangioma, condfirmed throong b seindlo.
Eraphy with marked red blood cdls, The patient had
adrenal insufficiency confirmed by irsulin molerance past,
w0 thae the hypertemion has been anribured o acrome-
gt Thigh ulrmonography abo suggested the lipoma.
Ar prevene, patient shows normal calcum profle, in
using ocrectide and hormonal replacement for acrome-
Ealy and hvpopimicarism conmol .

After cbnaining the informed consanr of the pacient
and che agreement of the Heapitl Echics Commices,
mu tdcnal analysis of M ENT prne was performed. Ge-
normic DA was excracred from peripheral blood Jeu-
kocyre (71, and reehve pairs of primens woere used for
polymerass chain reaccion (PCR) amplificacions of che
nine coding exans of the MENT gene and their corre-
sponding 16 inmony/exon boundaries. The PCR prod-
ue were inalyzed using & Genedc Analyzer 3100
Sequencer (Applied Eicayem, Foscer Cirg CA, USA]
However, po mumanon of MEN] was detecred in thi

pacient.
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Munnom of che gene PEEARLA, a mmor sup-
pressor locared in the 1724 chromosome, have besn
implicared in the edalogy of CHNC in almose 508 of the
atfecrad padencs (1, B, Loss of FEA regulamey saba-
mo ingeses is cahdc acdvicy, providing cellula
praliferatian in waricin nssue, which resuls in endo
crine hyperfuncrion and the development of neoplasias.
They are germ mumnons, in hererozygois, resulding
from an unexpresed alale, which l2ads w0 haploi nsuffi-
ciency (2. Onthe ocher hand, in MEN] the causanivwe
gene, locaced inthe 1191 3 chromosome, consists of 10
exore and encodet 1 protein, composed of &10 amino
adds, called menin (3, 51 Fven though che funcrional
rale of thit proczin has not yer bean oomlly elucidaned,
inacivacing mucadons in this gene are anocdaed with
the dewlopment of endocrine mmors [&).

The inactwarion of chis gene follows the Enudson
midel, and consequencly the phenonpic exprassion of
germ mutation is only evidanced after somatc ddecion
of the szcond allele, called loas of hererozygoi oy | LOH )
(9-121 In the CHC, LOH o a modd of gene inacdva-
fion is & rare @vent, as shown in che genedic amahais of
mmors in atfeceed pacisos (9.

Several scucies indicare char panienn prevenmng iso-
laczd acromiegaly present a higher risk of deweloping
malignant and benign cumors (13-17), due ro che in-
creaed levals of GH and IGF-1(17,18). 4 £ 4% preva.
lznce of differenciaced dnroid carcinoma wan observed
in acromegaly panenc, significandy higher chanin the
general populacion (0.09F%) (19,200, Caloalaeed risk
of thyroid cardnoma in these patiens appears w be a0
firmes higher than charin che general populacion. Preva-
lznce of these carcinomas in MEN] ha been reporred
in some snadies 13 inddenimal, due oo the fact thar chyraid
neaplasize are more frequene chan MEXNT (215

[n CHC the incidence of droid cancer bas bezn
asimared @ 1.4% (1,21, Ina previous vnidy, a mansgenic
mouse CATYINE an ancéense cransgene for PREAR A
dewloped dyroid follicular vperplasia and adsnomas
(221, suppornng the role of tis gz2ne in thyroid mmo-
rigeneiis. Bur hivrologically dnroid cancer msociaced
with CHC differ from sporadic ces by being muld-
cenmic and more aggresive (23), characrerscics thar
were not obierved in the padent desaibed above.

[n raladon m che GH namor secrecor, in mosr CXC

paciznins, somanc cell hvperplaia andcipaces the forma-
fon of GH sacracor adanoma, buc in MEXN], chis awenr

wie not obaered in acromegaly pacdenms (24,

#ug Broe Endociingd Msda b 2008 E3E

[n MEN1, hyperparachyroidism & presencin 90 o
97% of the padenn, proenlly a5 @ primary manitesma-
fion, @ the conseguence of tan of more parathyraid
hvperplaias, conmary to sporadic case chac have only
one paratnToid adenoma as che most frequent cuse
(4.5). In CHC no accurrence of compromisad para-
troid wwm found. In grnenl, omeon alencdom
found in CNC pariens are 2 consequence of assodaced
hvpercordsclism. Thus, because PTH sigraling also
depends on PEA acrivarion, the osszous membaolism
alezratom found in CHC padens can also be relared o
thie excessive acdon of this hormone (21, 1o this case
report the patient presenced incremed cakdium and
FTH inmact after surgery, bur these paramerers subse-
quencly normalized. Therefore, ic it possible thar che
auro-implanred parachyroid was byperplasde.

Hemangjomn corsimez che majoricy of benign
heparic neoplasme and are nine dmer mofe fequenc in
females chanin males. Bast case are yparadic; howee.
er, they are cocionally inherited in aurmomal domi-
nant fashicn with moderare wo high races of penecrance
(25} Hemangioma ha not been reported m being a-
sociaped wich either MEN]L or CNC m the base of our
knowledpe. There it a case report on HPE, thyroid can-
cer and capillary bermangioma of the Lfr exrernal audi-
ory means, bur no muatiom of 3 EN D or BET genes
were derecrad (281,

Our finding of no MENI gene mutadon in thiz
parient may be relared o che preence of deass phe-
nocopy, o large deledons thar are missed by DNA
sequendng (27], o inronic munaciors nor dececeed
by current pimers of oo muraions in ragulacary ele-
menes or uncranslaced exons of che MENT gane, char
were not t2seed inche presenr and eadier smdies
(28,29, Unforrunacely, anomalies of PREAR A in
the present patient cannor be examined bur will be
the nexr scep.

Another poasibilicy for this case i an occurrence of §
the dinical condicion cermed FIPA ifamilial isclaced pi- B
mitary adencmas} chat refers o relanwe with o or §
more pimicary adencmas char are genedically megadve g
for muratiors in MENT or PREARIA (301, All pini- 8
mary tumiar phenorvpes are reporeed in heerogenzous i
FIFA, howewer, almont invariably ar least one prolacd-
noma of GH-wmedng pdenoma i seen per family A %
recent whele-genome DNA mapping sudy identfizd 2
inicivanng mucacions in the pene thar encodes aryl &
hvdracarbon recepror interacing procein (A0 gene 2
on chromeseme 11g13.3 (310 B

1359
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In che reporeed cee sporadic saocizion of ganeric
alezrariore found in MEN] and CHNC might have ac-
curred. Oin the ocher hand, acromegaly geor s could
have fadlimred che development of chyraid cancer, sin-
o chere isa highinddence of thyroid cancer in patiens
thart pressnr encess of GH and IGF-1(18). However, it
is impcasible o rule cuc thae new mol2ailar mechanis-
ms, lecared in differenc chromowomal regiors, distinet
from the ones described undl mow, may have been the
cause of differane neoplaias deveribed in the panane.
The malecular biology approachies are sxpecred m re-
weal mechanisrm of endomine tomon ganssis in ondar
w devdop berrer diagnovic, prognosde and therape-
fic poeals.
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