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RESUMO

Adenomas de hipdfise sdo neoplasias benignas que ocorrem a partir da expansao de
células especificas da adenohipdfise. Estes tumores compreendem 10 a 15% de todos
os tumores intracranianos. Os mecanismos patogénicos destes podem ocorrer em
funcdo de alteragGes genéticas ou epigenéticas, que resultam na desregulagao do ciclo
celular, alteragao da sinalizagdo intracelular ou perda de fatores supressores de tumor.
O prolactinoma é o adenoma hipofisario mais frequente e pode causar infertilidade.
No entanto, casos familiais da doenca sdo raros e pouco entendidos. Portanto, a
proposta deste trabalho foi realizar caracterizacdes moleculares de duas familias com
histérico de prolactinoma: a familia 1, identificada como prolactinoma familial isolado,
e a familia 2, um caso de neoplasia enddcrina multipla tipo 1 (MEN1). Para isso, foram
pesquisadas mutacdes em dois genes supressores de tumor, AIP e MEN1. DNA
genomico foi extraido de integrantes higidos e afetados das duas familias estudadas. O
sequenciamento foi realizado para os 9 exons codificantes de MEN1, e os 6 exons de
AIP. Nenhuma variante foi detectada no gene MEN1 nas amostras testadas de ambas
as familias. Também nao foram detectadas mutacdes em AIP nos pacientes da familia
1, mas o paciente portador de MEN1 apresentou a variante p.R16H. De acordo com os
resultados desse trabalho, ndo ha correla¢gdes entre mutagdes nos genes MEN1 e AIP e
o desenvolvimento de prolactinoma na familia 1. O papel da variante p.R16H na

progressao de MEN1 no paciente da familia 2 necessita de maiores investigacdes.

Palavras-chaves: 1.Prolactinoma 2.Adenomas de hipdfise 3.Neoplasia enddcrina

multipla tipo 1 4.Genes supressores de tumor 5.A/P 6. MEN1



ABSTRACT

Pituitary adenomas are benign neoplasms that arise from the expansion of single cells
from the adeno-pituitary. These tumors comprise 10 to 15% of all intracranial tumors.
The pathogenic mechanisms of these tumors can be either genetic or epigenetic
changes, resulting in the deregulation of cell cycle, signaling defects or loss of tumor
suppressor factors. The prolactinoma is the most frequent pituitary adenoma, and may
cause infertility. However, familial cases are rare and poorly characterized. Therefore,
the propose of this work is to perform molecular characterization of two families that
carry prolactinoma: family 1, which harbors familial isolated prolactinoma, and family
2, a familial multiple endocrine neoplasia type 1 case. We surveyed mutations in two
tumor suppressor genes, AIP and MEN1. For this study, genomic DNA was extracted
from affected as well as healthy members of both families. Sequencing was performed
for the 9 coding exons of MEN1, and the 6 exons of AIP. Significant variants were not
detected in MEN1 for neither tested samples from both families. Unexpectedly, there
were no mutations on AIP in family 1, but the multiple endocrine neoplasia type 1
patient has the genetic variation p.R16H in exon 1 of AIP. Considering the related
results, no correlations were detected between mutations in the selected genes and
prolactinoma development in family 1. The rule of p.R16H variant in pituitary adenoma

development in family 2 patient needs further investigation.

Keywords: 1.Prolactinoma 2.Pituitary neoplasms 3.Multiple endocrine neoplasia type 1

4. Tumor suppressor genes 5.AIP 6. MEN1
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1. INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas da adenohipdfise

A hipdfise é uma glandula de pequenas dimensdes localizada na sela turcica,
uma cavidade O&ssea que ocorre na base do cranio (Atkinson, 2010).
Embriologicamente essa glandula se origina de duas estruturas diferentes. Parte da
hipofise possui origem ectodérmica e provem do teto da boca primitiva. Outra porgao
hipofisdria possui origem neuronal e se expande a partir de uma extensdo caudal do
hipotalamo embrionario (Elster, 1993). Em consequéncia a dupla origem, a hipdfise é
dividida fisica e funcionalmente em duas regiGes distintas: a hipdfise anterior, de
origem ectodérmica, denominada adenohipdfise e a posterior, de origem neuronal,
denominada neurohipdfise (figura 1) (Melmed e Williams, 2011).

A adenohipdfise é subdivida em trés regides distintas conforme sua morfologia.
A pars tuberalis é uma regido pouco vascularizada composta por células pequenas com
funcdo ainda desconhecida. Outra regido, pars intermedia, é uma estrutura rudimentar
gue possui alguns tipos celulares caracteristicos da pars distalis. Esta é a maior das
regioes da hipdfise, constituida por células glandulares dispostas em corddes espessos
com grandes capilares que vascularizam ricamente as regides intersticiais (Drummond
etal., 2003).

Na pars distalis encontram-se cinco tipos celulares altamente especializados na
producdo e secre¢cdo de hormodnios (figura 2). Esses grupos celulares sdo nomeados de
acordo com os hormonios tréficos que produzem. Somatotrofos s3ao as células
responsaveis pela secrecdo de hormonio do crescimento (hGH); os lactotrofos sdo

células secretoras de prolactina (PRL); os corticotrofos produzem adrenocorticotrofina

13



(ACTH); gonadotrofos atuam na producdo e secrecdo de hormonios gonadotréficos,
que incluem o hormonio foliculo-estimulante (FSH) e o hormonio luteinizante (LH); e
por fim, os tireotrofos sao células secretoras de hormonio tireoestimulante (TSH) (Asa
e Ezzat, 2002).

Esses grupos de células residem em regides especificas da glandula e sdo
altamente diferenciados e destinados, precocemente durante o desenvolvimento, a
sintetizar produtos hormonais Unicos. Os somatotrofos compreendem cerca de 50%
das células da hipodfise anterior, as células produtoras de PRL representam 10 a 25%,
enquanto as produtoras de ACTH constituem de 10 a 20%. Assim como os
gonadotrofos, os tireotrofos perfazem cerca de 10% do total de células da

adenohipdfise (Yeung et al., 2006).

Glandula Hipéfise

Hipotalamo
Quiasma Otico

Hipoéfise Anterior Hipoéfise Posterior

Figura 1. Corte sagital esquematico da hipofise. A glandula esta situada na sela turcica,
logo abaixo do quiasma dptico, e conectada ao hipotdlamo pela haste hipofisaria. A hipdfise
ocupa cerca de 75% da sela tiurcica normal e é dividida em dois lobos com origens
embriolégicas distintas, que sdo designados hipdfise anterior e posterior (modificado de Basow

DS, 2012).
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Figura 2. Anatomia da adenohipdfise e seus tipos celulares. A adenohipdfise é dividida
em trés regides morfologicamente distintas. Em destaque, a direita, encontram-se os tipos
celulares especializados na producdo e secrecdao de horménios que compdem a pars distalis

(modificado de Asa e Ezzat, 2002).

1.2 Fungdes dos hormonios adenohipofisarios
As funcBes da adenohipdfise estdo diretamente associadas aos hormonios por

ela secretados. Estes atuam tanto em glandulas-alvo, como sistémicamente (tabela 1).

Tabela 1. Horménios adenohipofisarios.

Hormonio Alvo Fungao
hGH Tecidos e 6rgdos Crescimento linear/drgdo
PRL Glandulas mamarias Lactacao
ACTH Cortex da adrenal Homeostase celular
FSH e LH Gobnadas Ovulagdo/espermatogénese
TSH Tireoide Proteica

O hormonio de crescimento é o peptideo produzido em maior quantidade pela
adenohipdfise. Esse hormobnio exerce um papel de destaque no crescimento dsseo e
dos tecidos moles, particularmente no periodo pds-natal. hGH é um hormonio
anabdlico que atua no crescimento do organismo através da inducdo da sintese

proteica, do numero de mitoses e do aumento do tamanho das células (Carter-Su et
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al., 1996). Em consequéncia a sua importancia no desenvolvimento do organismo,
variagcOes séricas desse hormonio podem levar a disturbios do crescimento. Sua
deficiéncia pode resultar na ocorréncia de nanismo (Boer, Blok e Van der Van, 1995),
em contrapartida, sua hipersecre¢cdo se manifesta na forma de gigantismo ou
acromegalia (Sano, Asa e Kovacs, 1988).

As acdes do hormodnio prolactina estao basicamente relacionadas aos processos
reprodutivos do organismo. Dentre elas esta sua atuacdo na glandula mamaria, que é
responsavel pela sintese de proteinas, da lactose e de lipideos, principais componentes
do leite. Variacbes dos niveis séricos desse hormonio, quando em excesso, causam
altera¢gdes menstruais, amenorréia, galactorréia e infertilidade em mulheres, bem
como disfungao erétil e infertilidade em homens (Vieira, 2002).

O ACTH atua diretamente no cértex da glandula suprarrenal. Sua funcdo
primdria é manter o tamanho da glandula, estrutura e atividade. Em consequéncia a
sua acao na suprarrenal, o ACTH estimula a producdo de cortisol, que atua no
metabolismo das gorduras, proteinas e carboidratos (Wyllie et al., 1973). O excesso da
secrecao de ACTH pode causar a doenga de Cushing, que se caracteriza clinicamente
por obesidade centripeta, face em lua cheia, acne, hipertensao arterial e diabetes
mellitus, dentre outros (Boscaro et al., 2001).

LH e FSH agem nas g6nadas estimulando a producao de horménios esterdides
(Medeiros e Medeiros, 2007). Deficiéncias nessas gonadotrofinas resultam em
disfuncao erétil e diminuicio da libido em homens. Em mulheres, os sintomas
associados sao oligomenorréia ou amenorréia assim como mudancas no humor e

insonia (Heys et al., 1998).
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Por fim, o TSH atua diretamente na regulacdo hormonal da tiredide (Rapoport
et al., 1998). Os sintomas e sinais mais frequentes do déficit de TSH no organismo sao
a sonoléncia, diminui¢cdo da concentracdao e memoria, pele seca e intolerancia ao frio
(Lindsay, 1997). Sua hipersecrecao é acompanhada de palpitagdes, arritmia, perda de
peso e tremor (Alings et al., 1998).

Esse envolvimento dos horménios adenohipofisarios em diversas fung¢bes do
organismo requer um controle eficiente de seus niveis séricos. Isto para que nao

ocorram disfuncGes em consequéncia de sua hipo ou hipersecrecao.

1.3 Regulagao dos hormonios adenohipofisarios

Os hormonios secretados pela hipdéfise estdo sob influéncia de substancias
produzidas pelos nucleos hipotalamicos (tabela 2). Essas sdo carreadas a hipdfise
anterior através de veias do sistema porta hipotalamo-hipofisario (Atkinson, 2010). As
substancias hipotalamicas podem exercer efeitos inibitérios ou de liberacdo da
secrecao através da ativacdo de receptores Unicos acoplados a proteina G (GPCRs)
expressos em cada um dos tipos celulares residentes da adenohipdéfise (Melmed,
2003).

A secrec¢do dos fatores e hormonios do hipotalamo sofre variagcdes constantes
de acordo com as necessidades fisioldgicas do organismo. Essa regulacao é realizada
através da retroalimentacdo exercida por horménios da hipdfise anterior e por
hormonios secretados por suas glandula-alvo (Atkinson, 2010). Apesar da regulacdo
dos hormonios hipofisarios ser eficiente, a hiperfuncdao hormonal pode ocorrer em

consequéncia ao desenvolvimento de tumores adenohipofisarios (Melmed, 2003).
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Tabela 2. Regulagdo de horménios hipofisarios.

Hormonio Regulagao
hGH GHRF(+) e SRIF(-)
PRL PRF(+), dopamina(-), TRH(+) e VIP(+)
ACTH CRH(+) e vasopressina (+)
FSH e LH GnRH(+)
TSH TRH(+) e SRIF(-)

.....

1.4 Tumores da hipéfise anterior

A maioria dos tumores da hipdfise sdo neoplasias benignas, também
denominadas adenomas hipofisarios. Estas originam-se de maneira monoclonal dos
tipos celulares especializados na producdo e secrecdo de hormoénios que compdem a
hipéfise anterior (Wermer, 1954; Herman et al., 1990). Apesar de terem caracteristicas
benignas, estas neoplasias sao clinicamente significativas uma vez que podem resultar
na hiperproducao hormonal da hipéfise. Além disso, podem ocorrer efeitos de massa
provocados pelo crescimento tumoral com compressao de estruturas adjacentes a
hipéfise (Vandeva et al., 2010; Melmed e Williams, 2011). Esse efeito de massa é
observado em alguns pacientes nos quais o crescimento supra selar dos tumores causa
a compressao dos nervos, quiasma e trato dpticos e resultam em uma ampla variedade
de alteragdes visuais (lkeda e Yoshimoto, 1995; Asa e Ezzat, 2002).

A classificagdo dos tumores hipofisarios é baseada em suas caracteristicas
morfoldgicas e funcionais. Morfologicamente, os tumores hipofisarios sdo classificados
como microadenomas (didametro inferior a 10mm) e macroadenomas (didmetro
superior a 10mm). Funcionalmente, essas neoplasias sdo classificadas de acordo com
os hormoénios que secretam em quantidade suficiente para induzir manifestacdes

clinicas (tabela 3) (Bronstein e Melmed, 2005).
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Tabela 3. Classificagdo dos adenomas de hipéfise.

Tipo celular Hormoénio Adenoma desenvolvido
Somatotrofo GH Somatotrofinoma
Lactotrofo PRL Prolactinoma
Corticotrofo ACTH Adenoma corticotréfico
Gonadotrofo LH ou FSH Gonadotrofinoma
Tireotrofo TSH Tireotrofinoma

(modificado de Melmed e Williams, 2011).

O prolactinoma, adenoma originado das células produtoras de PRL é o
adenoma hipofisario mais frequente. Os prolactinomas sdo responsdveis por
disfungdes no eixo hipotdlamo-hipofise- gonadal em ambos os sexos. Podem também
levar a alteragcdes neuroldgicas quando se apresentam como macroadenomas
hipofisdrios. Embora a PRL seja diretamente relacionada a lactacdo e com seus efeitos
gonadais, ela tem uma grande diversidade de acbes que, somadas, sdo mais
numerosas que as promovidas por todos os outros hormoénios da adenohipdfise
combinados. Dentre essas atividades da PRL destacam-se seu papel no balango
hidroeletrolitico e na imunorregulacdo. Em humanos, a PRL ainda estimula o
metabolismo de carboidratos e a sintese de fosfolipidios. Além de atuar na regulacdo
dessas atividades metabdlicas, a PRL também parece estar envolvida no
comportamento parental de alguns vertebrados (Freeman et al., 2000).

Os sintomas manifestados em prolactinomas ocorrem em consequéncia ao
desequilibrio na regulacdo de PRL. Ao contrario dos outros hormonios da
adenohipdfise, a regulacdo da PRL é predominantemente inibitdria, exercida pela
dopamina. Esta atinge a hipdfise através do sistema porta-hipofisario e ativa os

receptores dopaminérgicos do subtipo D2 localizados nos lactotrofos. Esse processo
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leva a uma série de eventos de sinalizacdo intracelular que, por fim, inibem a sintese e

secrecao de PRL (figura 3) (Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al., 2000).

~

neurénios

—_ \\
Lactotrofos \
Dopamina |
inibe sintese
de PRL /

Figura 3. Regulagao da prolactina realizada pela dopamina. Assim como os lactotrofos

4 Neurodnios
PRL aumenta a sintese
de dopamina nos

possuem receptores dopaminérgicos (D2R), neurdnios produtores de dopamina expressam em
sua membrana extracelular receptores para PRL (Prl-R). Desta maneira, excessos ha secre¢do
de PRL sensibilizam os neurdnios, que por sua vez, promovem a liberacdo de dopamina. Em
consequéncia, a dopamina liga-se a D2R localizado nos lactotrofos e inibe a producdo e

secrec¢do de PRL (modificado de Freeman et al., 2000).

Gigantismo e acromegalia sdo causados por adenoma secretor do horménio de
crescimento. Adenomas produtores de ACTH podem ser clinicamente inativos ou
resultar nas Sindromes de Cushing ou Nelson. Adenomas que liberam TSH sao raros e
conhecidos como adenomas secretores de hormonio tireotréfico. Adenomas
secretores de gonadotrofinas estdo associados ao hipo e hipergonadismo. Ainda
existem adenomas secretores tanto de GH quanto de PRL (Melmed e Williams, 2011).

Os adenomas de hipdéfise compreendem de 10 a 15% de todos os tumores

intracranianos (Delellis, 2004). De acordo com Vandeva et al. (2010), adenomas
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hipofisarios sdo o segundo tipo de tumor intracraniano mais frequente em adultos
jovens nos Estados Unidos da América. Em um estudo de meta-analise observou-se
uma ocorréncia de 16,7% desses tumores em resultados de autdpsia e radiologia
(Ezzat et al., 2004).

Em uma abordagem populacional realizada na provincia de Liege, Bélgica, a
prevaléncia de adenomas hipofisarios foi estimada em 1:1.064, distribuida da seguinte
forma: 66,2% dos adenomas de hipdfise eram prolactinomas (secretores de PRL),
14,7% foram caracterizados como tumores nado-secretores, 13,2% eram
somatotrofinomas (secretores de hGH) e 5,9% adenomas corticotroficos (secretores de
ACTH) (Daly et al., 2006a). Em um estudo semelhante realizado em Banbury, no Reino
Unido, onde 81.449 habitantes foram avaliados, observou-se a prevaléncia de
aproximadamente 7:10.000. Além de apresentarem prevaléncias semelhantes, ambos
os estudos listam o prolactinoma como o tipo de adenoma mais frequente (Fernandez
etal., 2010).

N3o ha diferenca na ocorréncia de adenomas de hipéfise em relacdo ao sexo,
mas observam-se taxas de incidéncia maior em mulheres jovens e em homens adultos.
Além disso, o tamanho médio dos tumores diagnosticados em pacientes do sexo
masculino é maior que o encontrado em mulheres. Existe relagdo entre a ocorréncia
do tumor e ancestralidade dos pacientes, onde pacientes de origem afro-americana
possuem tendéncia maior a desenvolverem tumores de hipdfise (McDowell et al.,
2011).

Apesar da grande maioria dos tumores adenohipofisarios (95%) ocorrerem de
forma esporadica, ou seja, sua presenca € restrita a alguns individuos

independentemente de seu histérico familiar, ha registros da ocorréncia de casos
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familiais da doenca. Sdo assim caracterizados aqueles em que tumores na
adenohipdfise ocorrem em mais de dois individuos de uma mesma familia que
apresentam fisiopatologias semelhantes ou ndo, com caracteristicas genéticas em
comum (Pinho et al., 2010).

Dentre as sindromes em que ocorrem adenomas de hipdfise familiais estdo a
Neoplasia Enddcrina Multipla Tipo 1 (MEN1), os adenomas de hipdfise familiais
isolados (FIPA), a Neoplasia Endécrina Multipla Tipo 4 (MEN4) e o Complexo de Carney
(CNC) (Trivellin, 2011). Os dois primeiros sdo o foco desse trabalho e serdo abordados

em detalhe a seguir.

1.5 Neoplasia Enddcrina Multipla tipo 1 (MEN1)

A neoplasia enddcrina multipla tipo 1 é uma doenca autossémica dominante
caracterizada pelo desenvolvimento de tumores em mais de uma glandula enddcrina
(Thakker et al., 2012). Nessa sindrome ocorre a combinagdao entre tumores das
paratireoides, ilhotas pancredticas e hipdfise anterior. Estima-se que a prevaléncia de
MEN1 seja de 0,01 a 2,5 por 1.000 individuos. A penetrancia dessa sindrome varia, mas
chega a atingir 94% aos 50 anos (Chandrasekharappa et al., 1997). As manifestacbes
clinicas da doenca estdo relacionadas aos orgaos afetados e podem incluir efeitos de
massa devido ao tamanho do tumor, hipersecrecdo hormonal e malignidade (Marx et
al., 1999).

MEN1 é considerada familial quando um individuo que apresenta MEN1 possui
no minimo um parente de primeiro grau com tumor em pelo menos um dos trés

drgdos mais frequentemente afetados na sindrome (Schussheim et al., 2001).
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O hiperparatiroidismo ocorre em mais de 90% dos casos, ja os tumores
pancredticos em 30 a 80% e adenomas de hipdfise em 20 a 50% dos episddios
(Wermer, 1954). Apesar dos tumores da paratiredide serem a primeira manifestacao
de MEN1 na maioria dos pacientes, o insulinoma ou adenomas de hipéfise ocorrem
como primeira manifestagdo nos casos restantes. Aproximadamente 60% dos
adenomas de hipofise que ocorrem em MEN1 s3ao secretores de PRL, menos de 25%
secretam hGH, 5% liberam ACTH, e o restante parecem ser nao-funcionais (Thakker et
al., 2012).

O tratamento de MEN1 é complexo e a cura é dificil. Os pacientes
frequentemente necessitam de varias intervencdes médicas e cirurgicas ao longo de
suas vidas, ja que os tumores tém alto potencial recidivante e causam sindromes
hormonais importantes (Marx et al., 1999). Pacientes diagnosticados com MEN1, mas
ndo tratados, tém uma expectativa de vida reduzida, com probabilidade de 50% de
morte aos 50 anos. Além disso, aproximadamente 70% dos pacientes portadores de
MEN1 morrem de causas relacionadas a sindrome (Goudet et al., 2010).

Apesar dos adenomas produtores de prolactina serem os mais prevalentes
dentre os tumores da hipdfise associados a MEN1, a ocorréncia de prolactinomas

familiais isolados também ja foi descrita (Berezin e Karasik, 1995).

1.6 Adenomas de hipofise familiais isolados (FIPA): Prolactinoma

Adenomas de hipdfise familiais isolados sdo assim caracterizados quando
ocorrem em mais de dois individuos de uma mesma familia, mas ndo estdo associados
a sindromes, como a neoplasia enddcrina multipla tipo 1 (Daly et al., 2006b). Assim

como esta, a FIPA é herdada de maneira autossdémica dominante; no entanto, possui
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penetrancia incompleta. A ocorréncia de FIPA pode ser homogénea, quando o mesmo
tipo de adenoma é verificado nos individuos afetados da familia, ou heterogénea,
assim denominada quando hd manifestacdo de tipos diferentes de adenomas (Beckers
e Daly, 2007).

Dos 5% de casos familiais de adenomas de hipdéfise estudados, estima-se que
3% ocorram em MEN1 e o restante é diagnosticado como adenoma de hipéfise familial
isolado. A frequéncia da ocorréncia dos diferentes tipos de adenomas de hipodfise
familiais é estabelecida na seguinte ordem: prolactinomas (41%), somatotrofinomas
(30%), tumores ndo-secretores (13%), somato-lactotrofinomas (7%),
gonadotrofinomas (4%), doenca de Cushing (4%) e, mais raros, os tireotrofinomas (1%)
(Daly et al., 2009).

As manifestagdes clinicas dos prolactinomas familiais diferem moderadamente
dos prolactinomas esporadicos. Em casos familiais individuos mais jovens sdo afetados;
no entanto, microadenomas continuam a ser mais frequentes em mulheres e
macroadenomas estdo presentes, em sua maioria, em pacientes do sexo masculino
(Daly et al., 2009).

Através do conhecimento a respeito das vias de regulagdo da PRL,
medicamentos que mimetizam a acdo da dopamina tém sido administrados como
principal tratamento para os prolactinomas. Esses agonistas dopaminérgicos sao
capazes de normalizar os niveis séricos de PRL e promover a reducdo da massa
tumoral. Sabe-se que a maioria dos pacientes submetidos a essa terapéutica, cerca de

85 a 90%, respondem bem ao tratamento (Molitch, 2003).
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No entanto, é necessario compreender por que alguns pacientes sdo
resistentes a esse tipo de tratamento. Para isso, é importante conhecer os mecanismos

que levam ao desenvolvimento de prolactinomas (Bronstein e Melmed, 2005).

1.7 Tumorigénese dos adenomas de hipofise

Embora os tumores hipofisarios sejam de ocorréncia frequente, os mecanismos
que levam ao desenvolvimento destas lesbes ainda ndao sdao bem caracterizados
(Sonabend et al., 2006). A tumorigénese é o processo constituido de multiplas etapas
gue determinam a transformacdo progressiva de células normais em células malignas
(Hanahan e Weinberg, 2000).

Adenomas da hipdfise sdo tumores monoclonais, uma vez que para cada tipo
de célula afetada, um adenoma diferente é desenvolvido. Esse fato sugere que,
provavelmente, alteracGes somdticas precedem a expansdo clonal das células e esse
seria um evento fundamental na tumorigénese adenohipofisaria (Asa e Ezzat, 2002).

Essas alteracGes somaticas diferem das usualmente encontradas em outras
neoplasias humanas e sdo especificamente relacionadas a tumorigénese hipofisaria.
Apesar de ser considerado um mecanismo complexo, alguns genes relacionados a esse
processo foram identificados (Asa e Ezzat, 1998). Acredita-se que um dos possiveis
mecanismos seja a inativacao de genes supressores de tumor. Estes poderiam levar a
uma vantagem reprodutiva nas células, que por consequéncia, sofreriam expansao

clonal (figura 4).
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Figura 4. Tumorigénese adenohipofisdria. Representacdo grafica da teoria de expansdo clonal

em consequéncia a uma mutacdo que leva a vantagens proliferativas e ao desenvolvimento do

adenoma. Células marcadas de preto sdo aquelas que sofreram altera¢do, neste caso, inativacdo de

supressores de tumor (modificado de Asa e Ezzat, 1998).

1.8 Genes supressores de tumor

Supressores de tumor sdo genes que regulam negativamente o ciclo celular,
desacelerando a mitose. Quando integros, os genes supressores de tumor reduzem a
chance de uma célula se tornar um tumor (Berger et al., 2011). Dessa maneira,
mutacdes ou delecdes envolvendo mecanismos genéticos ou epigenéticos podem levar
a inativagdes de tais genes e consequente progressao tumoral.

Em 1971 Knudson elaborou uma teoria para explicar o papel desses genes
supressores de tumor no desenvolvimento das neoplasias familiais, também conhecida
como teoria two hit, ou dos dois eventos mutacionais (Knudson, 1971). O primeiro
evento é uma mutacdao germinativa em heterozigose em determinado gene. O
segundo evento consiste na perda somatica do alelo normal restante do mesmo gene,
chamada de perda de heterozigose (LOH). A ocorréncia desses dois eventos leva a
inativacdo completa da proteina supressora de tumor, o que resulta no descontrole do
ciclo celular e, por fim, no desenvolvimento de neoplasias. De acordo com a teoria,

uma mutacdo em heterozigose em um gene supressor de tumor predispde o paciente



a doencga, mas esta desenvolve-se somente apds a inativacdo do segundo alelo nas
células dos tecidos-alvo.

Knudson elaborou sua teoria a partir da observacdo de familias portadoras de
retinoblastoma, uma doenga tumoral com apresentacao clinica esporadica ou familial.
Tais pacientes, além de manifestagdes clinicas, possuiam mutacdes no gene RBI1, o
primeiro supressor de tumor a ser clonado (Friend et al., 1986). Esse gene codifica a
proteina retinoblastoma que inibe a transcricdo de genes essenciais da passagem da
fase G1 para a fase S do ciclo celular (Wu et al., 1995).

O mecanismo para o desenvolvimento de retinoblastoma sugerido por Knudson
é compativel com um padrdo de heranca dominante, assim como o que ocorre em
MEN1 e em prolactinomas familiais isolados. Com base nas semelhangas entre essas
doencas, alteracdes heterozigdticas do gene do retinoblastoma, RB1, também foram
avaliadas em tumores de hipdfise. No entanto, mutacdes em RBI ndo foram
observadas em adenomas de hipdfise humanos (Zhu et al., 1994).

Por outro lado, estudos nessa area verificaram a perda de heterozigose em
outra regido, localizada no brago longo do cromossomo 11. Neste local, dois genes
supressores de tumor foram associados ao desenvolvimento de prolactinomas
familiais, sdo eles o MEN1 e o AIP (Melmed e Williams, 2011). A relevancia e a funcado

destes genes serdo apresentados a seguir.

1.8.1 Gene da Neoplasia Enddcrina Multipla tipo 1: MEN1
O gene MEN1 esta localizado no braco longo do cromossomo 11, regido 1, sub-
regido 3 (11g13). Esse gene possui 9,2 Kb e consiste em 10 exons que codificam uma

proteina de 610 aminoacidos chamada menin (Chandrasekharappa, 1997). Analises do
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gene MEN1 em pacientes portadores da sindrome MEN1 familial documentaram a
ocorréncia de mutagdes germinativas. A partir desses trabalhos, foi possivel observar
que essas mutacdes germinativas ocorrem em associacdo a LOH nos tumores de
MEN1. Este fendbmeno fundamenta a hipdtese de que MEN1 é um gene supressor de
tumor. Aproximadamente 75 a 95% dos pacientes portadores de MEN1 apresentam
alteragGes em regides codificantes do gene MEN1 (Thakker et al., 2012). Tais mutagdes
foram descritas com alta frequéncia, inclusive em pacientes brasileiros (Toledo et al.,
2007).

Para determinar a associacdo entre mutacdes em MEN1 e a ocorréncia da
neoplasia enddcrina multipla tipo 1, foram utilizados modelos animais, onde observou-
se que camundongos mutados homozigotos para o gene MEN1 (MENl'/') morrem
ainda durante seu desenvolvimento no Utero. Ja os animais que apresentam mutagao

do gene MEN1 em heterozigose (MEN1+/') desenvolvem caracteristicas semelhantes a

sindrome MEN1. Estes animais apresentam tumores no pancreas e adenomas da
paratiredide aos 9 meses e, aos 16 meses, sdo observados tumores no cértex da
adrenal e na hipdfise (Crabtree et al., 2001).

Atualmente, mais de 1.300 mutacbes em MENI1 ja foram descritas. Destas,
1.133 foram identificadas como germinativas. Em contrapartida, alteracdes somaticas
foram notificadas em menor escala. Das alteracGes germinativas, 75% ocorrem em
regioes codificantes ou de splice e levam a inativacdo da proteina (Lemos e Thakker,
2008).

A proteina codificada por MEN1, menin, é expressa de forma varidvel tanto nos

tecidos enddécrinos como em tecidos ndo-enddcrinos (lkeo et al., 2000). Ha evidéncias
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de que menin se localize no nucleo, porém pode também ser encontrada no
citoplasma durante a divisao celular (Huang et al., 1999). Sabe-se que menin interfere
no sistema de reparo de DNA. Tratamentos quimicos em células de pacientes com
MEN1 apresentam maiores taxas de alteragdes cromossdmicas espontaneas e mitoses
com divisdes centroméricas prematuras (Scappaticci et al., 1991). Além disso, células
que superexpressam menin possuem atraso em seu ciclo celular (lkeo et al., 2000).
Ndo se sabe, no entanto, o papel exato da proteina menin na tumorigénese
adenohipofisaria, mas interagées importantes desta ja foram descritas e alguns
modelos foram propostos (Lemos e Thakker, 2008).

Menin participa da proliferacdo celular ao se ligar a JunD, um fator de
transcricdo, e inibir sua atividade transcricional. Algumas mutacdes ja identificadas em
MEN1 interrompem a interagdo menin-JunD e estimulam a expressao de genes
envolvidos na proliferagdao celular. No mesmo sitio onde a menin se liga a JunD esta
também se liga a MLL, uma metiltransferase de lisina 4 da histona H3 que atua na
regulacdo da transcricio génica (Huang et al., 2012; Lips et al.,, 2012). Outras
interacdes de menin foram identificadas e também associadas a proliferacdo celular,

conforme descrito na figura 5.
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Figura 5. Mecanismos de atuag¢do da menin na tumorigénese adenohipofisaria. Menin
interage com enzimas modificadoras de histonas, assim como MLL, EZH2 e HDACs, desta
maneira afeta a transcricdo génica e reprime a prolifera¢do celular. Além de JunD, menin
também se liga a NF-kB, PPARy e VDR, fatores de transcricdo que regulam a progressdo do
ciclo celular. Da mesma maneira, menin inibe a proliferacdao celular via sinalizacdo de TGF-§ e
Wnt/B-catenina. Inativagbes de menin promovidas por mutagdes em MEN1 levam a

desregulagdo dessas vias e promovem a proliferagdo celular (Wu e Hua, 2011).
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1.8.2 Gene Aryl-hydrocarbon receptor-interacting protein: AIP

Assim como MEN1, o gene AIP estd localizado no braco longo do cromossomo
11, regido 1, sub-regido 3 (11q13) (Carver et al., 1998). AIP é formado por 330
aminodacidos que totalizam 6 exons. A proteina resultante é um supressor de tumor
que possui 37kDa (figura 6) e localiza-se no citoplasma celular (Meyer et al., 1998). O
gene AIP é altamente conservado entre as espécies. Sua sequéncia primaria apresenta
similaridade de 100, 94 e 93% em chimpanzés, camundongos e ratos, respectivamente
(Trivellin e Korbonits, 2011).

Mutacdes em AIP (figura 7) foram associadas a casos familiais de
somatotrofinomas e prolactinomas (Vierimaa et al., 2006). As primeiras observacdes
de mutagbes na regido cromossOmica de AIP foram descritas em pacientes portadores
de somatotrofinoma antes mesmo da descricdo do gene em 2006 (Soares, Eguchi e
Frohman, 2005). Até 2010, 167 casos familiais isolados de adenoma de hipdéfise haviam
sido analisados para mutagdes em A/P. Destes, 22% apresentaram mutag¢des (Chahal et
al., 2010). Em geral, pacientes portadores de mutacbes em AIP sdo
predominantemente homens. A apresentacdo de sintomas é observada ainda na
infancia em 50% dos casos. Além disso, prolactinomas A/P-mutados requerem, em sua
maioria, cirurgia ou radioterapia (Daly et al., 2010).

Adenomas de hipdfise em decorréncia de mutacbes em AIP possuem
penetrancia reduzida, ou seja, a frequéncia de ocorréncia de tumores de hipdfise entre
individuos adultos portadores dessas mutacfes é de aproximadamente 30%. Outra
caracteristica de familias que apresentam mutacdes em AIP é a heterogeneidade dos
tumores de hipofise desenvolvidos entre individuos (Naves, 2007). Ainda ndo esta

claro como mutacdes em A/P levam ao desenvolvimento de adenomas na hipdfise,
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mas sua funcdo na homeostase celular tem sido bastante pesquisada (Igreja et al.,
2010).

Estudos identificaram a ocorréncia de trés dominios tetraticoptideo (TPR) na
porgdo C-terminal de AIP, conforme demonstrado na figura 6 (Trivellin e Korbonits,
2011). Estes sdao dominios de 34 aminoacidos organizados em repeticdes em tandem
que formam duas a-hélices, as quais originam uma estrutura anfipatica antiparalela.
De acordo com esses trabalhos, sdao as regides TPRs que caracterizam as interagles e

funcdes de AIP.

| PPlase-like

Figura 6. Estrutura tridimensional de AIP. Proteina contendo 330 aminoécidos que
totalizam peso molecular de 37KDa. Destaca-se as trés regides de dominios tetraticoptideo
(TPR). Estas parecem ser as regides de interacdo que conferem a AIP sua funcdo (Trivellin,

2011).

Sabe-se que a proteina citoplasmatica AIP atua na estabilizagdo de um complexo
formado por AHR (receptor aril hidrocarboneto) e a chaperona Hsp-90. AHR é conhecido

como um fator de transcricao que, na presenca de AlIP, é mantido inativado no citoplasma. A
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ligacdo de toxinas nesse complexo leva a sua instabilidade e translocagao ao nucleo. No
nucleo, AIP se desprende de AHR e retorna ao citoplasma, enquanto AHR interage
diretamente com regides promotoras de DNA regulando a transcricdo de diversos genes

(Meyer et al., 2000; Chahal et al., 2010).

Além de estabilizar AHR, AIP também parece estar envolvido na via de
sinalizacdo do segundo mensageiro adenosina monofosfato ciclico (AMPc). A interacdo
in vitro de AIP com PDE4A5, uma fosfodiesterase dependente de AMPc foi
recentemente verificada e sustenta tal suposicdo. PDE4A atua na regulagdo dos niveis
de AMPc através da sua degradacao, e assim, regula processos como a proliferacao
celular. Em ensaios experimentais, foi possivel perceber que a expressdo de AIP
mutante em linhagem celular derivada de adenoma de hipdfise leva a perda da
capacidade proliferativa das mesmas. Quando avaliadas individualmente, diferentes
mutac¢des que desencadearam esses efeitos também levam a ruptura da interacgao
proteina-proteina entre AIP e PDE4A5 (Leontiou et al., 2008). A figura 8 ilustra as via
descritas de sinalizagao de AIP.

A determinacdo de como ocorre a tumorigénese adenohipofisaria é um
processo complexo e que frequentemente envolve a inativacdo de um dos dois genes
supressores de tumor descritos, MEN1 e AIP. Apesar de raros, os eventos familiais de
adenomas de hipodfise constituem uma drea de pesquisa interessante para que seja
feita a identificacdo dos fatores genéticos comuns intra-familiais que possam levar ao
desenvolvimento de tumores. Além de aprofundarem o conhecimento sobre os
mecanismos moleculares envolvidos na tumorigénese hipofisaria, esse tipo de estudo

auxilia no desenvolvimento de ferramentas genéticas para analise da predisposicao a



esses tumores que poderiam, eventualmente, serem incorporadas a clinica. Neste
trabalho foram avaliadas alteragdes nos genes supressores de tumor, MEN1 e AIP em

casos de prolactinoma familial.
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Figura 7. Mutagoes identificadas em AIP. Entre as alteragdes identificadas em toda extensdo de AIP estdo mutagbes sem-sentido, de sentido

trocado, dele¢Ges, inser¢Oes e alteracdes em regides promotores e de splice. As cores na imagem representam os grupos que identificaram cada uma

das mutagdes. Na figura também estdo

identificadas alteragbes associadas a casos esporddicos e familiais (Chahal et al., 2010).
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Figura 8. Interacdes da proteina AIP. Além de interagir com o complexo AHR e Hsp-90 no citoplasma, AIP também parece interagir com

fosfodiesterase e atuar na via de sinalizagdo de AMPc (Chahal et al., 2010).
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2. OBJETIVO

Avaliar muta¢des nos genes supressores de tumor MEN1 e AIP em dois casos
familiais de prolactinoma, o primeiro identificado como prolactinoma familial isolado e

o segundo associado a neoplasia enddcrina multipla tipo 1.
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3. METODOS

3.1 Sujeitos

Os pacientes das duas familias avaliadas foram encaminhados ao laboratério de
Genética Molecular da Universidade Federal de Minas Gerais para realizacdo das
analises moleculares.

Ainda, como controles negativos, foram incluidas neste trabalho duas amostras
de tumor ndo-secretor, quatro amostras de tumor secretor de hormoénio de
crescimento e uma amostra de sangue de paciente portador de neoplasia enddcrina
multipla tipo 1, forma esporadica. Dez individuos saudaveis com mais de cinquenta e
cinco anos, sem histéria prévia de cancer foram recrutados do Ambulatério do
Instituto Jenny de Andrade Faria de Atencdo a Saude do Idoso do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da UFMG e selecionados para serem utilizados como

amostra controle para o sequenciamento (tabela 4).

3.2 Coleta das amostras
Cerca de 10mL de sangue periférico de todos os pacientes e controles foram
coletados em tubos a vacuo contendo solucdo de EDTA.

A amostra de tecido tumoral do paciente Il.1 da familia 2, utilizada nas analises
de LOH, foi coletada no momento da cirurgia e posteriormente dividida em dois
fragmentos. Um fragmento foi armazenado em tubo de 1.5mL contendo a solucdo
RNAlatter e armazenado a 80°C negativos, o outro fragmento foi fixado em formol

10%.
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Tabela 4. Amostras utilizadas no trabalho.

Numero da .
Tumor Tipo de amostra
amostra
1 Prolactinoma (Familia 1) Sangue
2 Prolactinoma (Familia 1) Sangue
3 Prolactinoma (Familia 1) Sangue
4 Controle (Familia 1) Sangue
5 Controle (Familia 1) Sangue
6 Controle (Familia 1) Sangue
7 Acromegalia Tumor
8 Acromegalia Sangue
9 Acromegalia Sangue
10 Acromegalia Sangue
11 Tumor nao secretor Tumor
12 Tumor nao secretor Tumor
13 MEN1 (Familia 2) Sangue e tumor
14 Controle (Familia 2) Sangue
15 Controle (Familia 2) Sangue
16 MEN1 esporddica Sangue
- 10 pacientes higidos Sangue

3.3  Andlises moleculares
3.3.1 Extracdo de DNA de sangue

O DNA gendmico dos pacientes e dos controles foi isolado das amostras de
sangue total utilizando-se o método de Lahiri e Nurnberger (Lahiri e Nurnberger, 1991)
com algumas modificagdes.

As amostras de sangue foram transferidas para tubos de 50mL ao qual a
solucdo TKM1 (TrisHClI 10mM; KCI 10mM; MgCl, 10mM; EDTA 4mM) foi adicionada.
Em seguida, 500uL de Triton X-100 foi acrescentado a solugdo com a finalidade de
promover a hemolise. Apds agitacdo vigorosa da mistura contida no tubo de 50mL, a

mesma foi centrifugada a 1.255 x g por 15 minutos a 4°C.
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Apds centrifugacdo o sobrenadante repleto de restos de hemdcias foi removido
e o precipitado contendo leucécitos foi lavado com a solugao TKM1. Neste passo, uma
centrifugacdo a 475 x g por 10 minutos a 4°C foi realizada. Novamente o sobrenadante
foi descartado e o precipitado contendo leucdcitos mantido no tubo. Nesta etapa,
1600uL de TKM2 (TrisHClI 10mM; KClI 10mM; MgCl, 10mM; EDTA 4mM; NaCl 400mM)
foi adicionado ao precipitado juntamente com 100uL SDS 10%, este utilizado para
promover a lise de leucécitos. Em seguida, o tubo foi mantido a 55°C em banho-maria
por 20 minutos. Apds o periodo de incubagdao, 900uL de NaCl (6M) foram adicionados
com a funcdo de promover a precipitacdo de proteinas. Uma ultima centrifugacdo de
15 minutos a 21.800 x g a 4°C foi realizada. Desta vez, o sobrenadante, contendo DNA,
foi transferido para novo tubo com 5mL de alcool a 100%. Neste momento houve a
visualizacdo do DNA e o mesmo foi lavado em dlcool 70%, secado e transferido para
tudo contendo o tampao de eluicdo TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM, pH 7.0-8.0). As
amostras permaneceram armazenadas a 80°C negativos durante todo periodo da

pesquisa.

3.3.2 Extracdao de DNA de tumor

A extracdo de DNA da amostra de tecido seguiu o protocolo de proteinase K
(Miller, Dykes e Polesky, 1988).

Brevemente, a amostra foi macerada e posicionada em um tubo de 1.5mL
juntamente a 200uL de tampao de lise (Tris HCI 50mM, pH 8; EDTA 10mM; pH 8; SDS
0.5%; q.s.p 200mL H20) e proteinase K (20mg/mL). Em seguida, o tubo foi mantido em
banho-maria a 65°C por 1 hora. Apds esse periodo, 200uL de tamp3o de lise foram

adicionados a mistura. A amostra foi mantida a temperatura ambiente por 15 minutos
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e, posteriormente, centrifugada por 20 minutos a 11.000 x g.

O sobrenadante resultante foi coletado e a ele foram adicionados dois volumes
de etanol 100%, e 10% do volume de sobrenadante de acetato de sédio (3M pH 8). A
amostra foi entdo homogeneizada até que o DNA pudesse ser visualizado. O DNA
resultante foi lavado em etanol 70% e, apds a secagem, eluido em TE e armazenado a

80°C negativos.

3.3.3 Amplificacdo e sequenciamento das amostras

Um conjunto de iniciadores especificos para a amplificacdo dos diferentes
exons de MEN1 e AIP foram desenhados utilizando o programa Primer3 v.4.0
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) ou artigos previamente publicados (tabelas 5 e 6).
Todos foram conferidos manualmente através da andlise da sequéncia disponivel no
banco de dados do Ensembl (http://www.ensembl.org).

O DNA extraido foi quantificado através de espectrofotometria. Para as reacdes
em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas diluicdes de 50ng/uL das amostras
extraidas.

A reacdo padrdo de PCR utilizada seguiu os parametros: 100ng de DNA, 2.5uL
de Tampdo IIB 10x (NaCl 40mM; Tris-HCI 10mM, pH 8; Triton X-100 0.1%; MgCI2
1.5mM), 2.5uL de dNTPs (0.2mM), 0.5uL de cada par de iniciadores (10pmol/mL) e
0.5uL de Taqg DNA polimerase (0.625U). Os produtos foram amplificados em
termociclador, utilizando as seguintes etapas: desnatura¢do a 94°C por 3 minutos, e,
35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento que variou entre 55 e
60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. Ao término dos ciclos, as

reacdes passaram por uma extens3o final a 72°C por 10 minutos.
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Os produtos de PCR foram purificados com o kit de purificacdo Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega Corporation, Madison, WI). A visualizacao dos
produtos da PCR e seus purificados foi realizada em gel de poliacrilamida 6.5%. O
protocolo de coloragdo envolveu uma etapa de fixagdo em acido acético 10%, lavagem
em 4agua destilada por 3 minutos, impregnag¢dao em solugao de nitrato de prata (10.5g
AgNOs, g.s.p 100mL H,0, formaldeido 37%, g.s.p 50mL de agua destilada) lavagem em
agua destilada e a etapa de revelagdo em solugdo de carbonato de sédio (3g de NaCOs,
g.s.p 100mL H,0, 75mL de formaldeido 100% e 20mL de tiossulfato de sddio
10mg/mL).

As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando BigDye Terminator
v.3.1 cycle sequencing kit, seguindo as instrucdes do fabricante (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA). As sequéncias foram obtidas em sequenciador AB/ 3130
Genetic Analyzer 4 capillaries (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA) e

analisadas utilizando-se o programa Sequencher v.4.9.
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Tabela 5. Pares de iniciadores para amplificagdo de MEN1 utilizados no estudo.

Exon Senso (5’- 3’) Antisenso (5’-3’) Tamanho (pb)
2.1%* GGAACCTTAGCGGACCCTGGGAG GGAAGGTGAGCTCGGGAACGTTGG 288
2.2% GTTTTCCCAGTCACGACGTGGAGCAT ACCCCCTTCTCGAGGATAGA 204
2. 3% CGACCTGTCCCTCTATCCTC GAGGGTTTTGAAGAAGTGGG 197
3 AGGGTGTAAACAGGGAGAGAGAGTC GGCTTGGGCTACTACAGTATGAA 453
4 GAGACATAATGATCTCATCC AAGTCTGGCCTAGCCCAGTC 202
5 CCTGTTCCGTGGCTCATAACTC CTAGGAAAGGATCATAATTCAGGC 160
6 GGGTGGCAGCCTGAATTATG CCCCCAACACACAAAGTTCT 220
7 GGCTGCCTCCCTGAGGATC CTGGACGAGGGTGGTTGG 250
8 CGACCCTACAGAGACCCCAC CCATCCCTAATCCCGTAC 273
9 ATCGTGCCCTCCCTTCCCC CTGTCACCACCTGTAGTGCC 240
10. 1* CGGCAACCTTGCTCTCACC CCAGGCCCTTGTCCAGTG 203
10. 2* GGGAGTCCAAGCCAGAGGAG GCCCTTCATCTTCTCACTCTGG 227
10. 3* TGCCAGCACCCACAGCATC CCCACAAGCGGTCCGAAGTCC 254

* para os exons 2 e 10, mais de um par de iniciadores foi desenhado, como estratégia para amplicagdo do fragmento de interesse.

Tabela 6. Pares de iniciadores para amplifica¢gdo de A/IP utilizados no estudo.

Exon Senso (5°- 3’) Antisenso (5’-3') Tamanho (pb)
1 AACCAATCACCATCCGTTTC GTCGAGTTGTGCATGTGAGC 397
2 GGACTGGACTTCTCCTTGGG GTCTAGCAGAGGGTGGAGGG 246
3 GATGGTGGTGGGGAAGG ACCCCTGGGTGGACAGG 359
4e5 CTCTGCTGCTGGTGTGTGAT GAAAGGCCACTCTCTGACCA 597
4e5 GAGCCCGCTGTGATATG TGCACTGGCAGTAGTTGAGC 387
6 ATGGTGCCAGGAGACATGA AACAGCCACCCAAGTACCAG 477
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3.3.4 Analise de perda de heterozigose (LOH)

As andlises de LOH foram realizadas por dois métodos: sequenciamento direto
da regido da mutacdo e genotipagem por microssatélite localizado na regido
promotora do gene MEN1, D1151369. Os gendtipos dos marcadores foram analisados
em DNA extraido de sangue e do tumor do paciente Il.1 da familia 2. A auséncia e a
diminuicdo do sinal no tumor de algum alelo encontrado no sangue foi o padrao
considerado para atestar a perda somatica do alelo normal do gene MEN1, ou seja,
existéncia da LOH. A reacdo com primer marcado foi realizada com AmpliTaq Gold®

(Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA) seguindo recomendag¢des do fabricante.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacao das familias

Dois casos familiais de prolactinoma foram investigados neste trabalho, o
primeiro caracterizado como prolactinoma familial isolado. O segundo caso trata-se de
hiperparatiroidismo primario associado a prolactinoma e gastrinoma, diagnosticado
como MEN1 familial.

A familia 1 (figura 9) é composta por 12 individuos. Dos quais, trés foram
diagnosticados com tumores adenohipofisarios isolados secretores de PRL. Para
andlise, amostras de sangue de seis individuos foram coletadas. Trés sdo pessoas
higidas, assintomaticas e trés pacientes com diagndstico confirmado de prolactinoma.
A média de idade ao diagndstico foi de 42 anos (34 - 49). De acordo com os dados
clinicos, os portadores de prolactinoma foram testados para MEN1, que ndo foi
detectado no rastreio bioquimico. Todos apresentaram niveis normais de calcio,
hormonio da paratireoide e gastrina. Atualmente, o tratamento destes pacientes é
realizado através da administracdo oral de agonista de dopamina, o que resultou na
estabilizacdo da doenca.

A familia 2 (figura 10) também apresenta paciente portador de prolactinoma,
nesta, associado a MEN1. A familia é composta por um individuo do sexo masculino
diagnosticado com carcinoide aos 27 anos, e aos 28 confirmado diagndstico clinico
para MEN1. Este apresenta gastrinoma, hiperparatiroidismo e prolactinoma. Seu pai

faleceu aos 61 também com diagndéstico de MEN1.
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Figura 9. Genealogia de familia 1 portadora de prolactinoma familial. Individuo 1.3, probando; DNA extraido de 1.1, 11.2, 1.3, 11.6, 1.7 e 11.9.
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Figura 10. Genealogia da familia 2 portadora de MEN1. Amostras de sangue e tumor foram coletadas do individuo Il.1, apontado pela seta. Seu

pai, falecido, apresentava a mesma sindrome.
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4.2 Anadlise de mutag¢des no gene MEN1

MEN1 foi analisado em todos os pacientes do estudo através de
sequenciamento direto dos nove exons codificantes do gene. O exon 1, nao
codificante, nao foi investigado nesse trabalho. Foram utilizados os pares de
iniciadores descritos na tabela 4. Na amplificagdo dos exons 2 e 10 mais de um par de
iniciadores foi utilizado para a fragmento de interesse. Nenhuma alteracao foi
identificada nos exons 2, 3,4, 5, 6,7 e 8 de MEN1.

Dois polimorfismos foram detectados no exon 9 de MEN1I em todas as
amostras estudadas, inclusive em controles (figura 11). A primeira, ¢.1269C>T (figura
11a), ocorre em heterozigose no individuo 1.9, portador de prolactinoma familial e nos
individuos 1.1, 1.6 e 1.7, integrantes higidos da familia 1. Os individuos. 11.2 e 1.3,
também integrantes da familia 1 e portadores de prolactinoma, sdo homozigotos para
a mesma alteracdo (c.1269C>T). O paciente portador de neoplasia endécrina multipla
tipo 1, 1.1 da familia 2, também apresentou a variante ¢.1269C>T em heterozigose.

A segunda alteracdo, c.1314T>C, identificada no exon 9 de MENI1, ocorre em
homozigose em todas as amostras testadas de ambas as familias, incluindo-se
controles sauddveis da familia 1 (figura 11b). Tanto ¢c.1269C>T, quanto c.1314T>C sdo
alteragdes silenciosas, ou seja, nelas ndo ocorre alteracdo da sequéncia primaria do

produto proteico de MENI.
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Figura 11. Alteragdes verificadas no exon 9 de MENI1. Imagens representativas da
amostra 1.7 (A) c.1269C>T em heterozigose e (B) ¢.1314T>C em homozigose. Dois
sequenciamentos independentes sdo apresentados para cada uma das alteragGes, a posi¢do

de ambas esta indicada pelas setas.

Duas alteragdes também foram identificadas no exon 10 de MENI1. A primeira,
¢.1636A>G, leva a troca de uma treonina por uma alanina na posicao 546 da proteina.
Foi identificada em homozigose em todos os individuos afetados de ambas as familias,
bem como irmaos higidos da familia 1 (figura 12a). Para avaliar a frequéncia dessa
alteracdo, casos esporadicos de diferentes adenomas de hipdéfise e amostras de 10
individuos sadios também foram avaliadas (tabela 4). A alteracdo c¢.1636A>G foi
identificada em todas as amostras adicionais estudadas.

A segunda variante detectada no exon 10 de MENI1 ndo havia sido descrita
anteriormente na literatura, c.1655A>G. Esta apresenta-se em heterozigose em trés
amostras (figura 12b). Nela ocorre a troca de uma dacido glutamico por uma glicina na

posicdo 552 (p.E552G) de menin. Todas as amostras que registraram a altera¢do sao



integrantes da familia 1. Dois sdo individuos afetados e um higido. O paciente
diagnosticado com neoplasia enddcrina multipla tipo 1 (ll.1, familia 2) ndo apresentou
a variante.

Com o objetivo de se verificar se ocorréncia dessa variante é restrita aos
integrantes da familia 1, outros casos de adenomas de hipdfise também foram
avaliados para esta alteragdo. Dentre os oito pacientes esporadicos avaliados, uma
portadora de neoplasia enddcrina multipla tipo 1 também apresentou o polimorfismo

¢.1655A>G em heterozigose.

49

B_1.79F_COZ_003 F t b #1628 B 152 of 228 10C_9FR_BO4_00Z Fragment base ¥351. Base 2135
A) Bt ToF L0200 Fragment base T168. Basz 152 072281 B) G C C G 6 R G 6 G T G
caccc;caraca cg gccy ccca

10C_2R_BO8_002Z Fragment base *31_ Base 108

IE_1 . T1IF_&02_001 Fragrment base #1650, Baze 141 of 217 G I C G G = G G G T
C_ A C C & ' C A G C A T -
CACCCGUCAG UCAT c g g cc y c c cd

MV _

Figura 12. Eletroferogramas representativos dos polimorfismos A) c.1636A>G e B)

¢.1655A>G. Encontrada em homozigose a primeira alteracdo ocorre em todas as amostras
testadas. A segunda alteragdo foi identificada em heterozigose em duas das amostras

estudadas na familia 1. Os pontos de ocorréncia das variantes sdo indicados pelas setas.

Com a finalidade de avaliar o possivel impacto da alteracdo p.E552G na
estrutura terciaria de menin, o programa PolyPhen-2 foi utilizado. Este software prediz

o possivel impacto das substituicdes de aminodcidos sobre a estrutura e funcdo das



proteinas estudadas. A figura 13 apresenta o resultado da predicdo realizada, onde é
possivel observar que apesar de nao ter sido descrita anteriormente, a altera¢do pouco

interfere na estrutura de menin.
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Figura 13. Impacto de p.E552G (c.1655A>G) na estrutura tridimensional de menin.

Para avaliar o impacto da alteracdo o programa utiliza uma escala que varia de 0 a 1, onde,
guanto mais préximo de um, maior é o impacto da alteracdo na estrutura proteica. A escala
numeérica também é acompanhada por uma escala de cores que varia de verde, alteracdes
benignas, a vermelho, que indica a maior possibilidade da alteracdo ser deletéria. A variante

p.E552G parece ndo impactar a estrutura de menin.

Uma vez que mutacles relevantes ndao foram detectadas pela técnica de
sequenciamento direto, o experimento de LOH foi realizado nas amostras de sangue e
tumor do paciente Il.1 da familia 2, diagnosticado clinicamente com neoplasia
enddcrina multipla tipo 1. Este experimento foi desenhado para avaliar se o paciente
apresenta altera¢des na regido promotora de MEN1 que pudessem levar a modulagao
de sua expressdo e justificassem a ocorréncia da sindrome. O ensaio foi realizado
através da utilizacdo do marcador D1151369, localizado nessa regido. Para estas

condicbes de analise, nenhuma alteracdo foi verificada na amostra (figura 14).
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Figura 14. Analise de LOH amostra Il.1 familia 2. A LOH é considerada quando um alelo na

amostra de tumor é menor do que 50% quando comprado com a amostra de sangue do

mesmo paciente. Na amostra tumoral do paciente em questdo ndo houve detec¢do de LOH em

sua regiao promotora.

4.3 Analise de mutag¢Ges no gene AIP

Os iniciadores listados na tabela 5 foram utilizados para o sequenciamento de
AIP. Assim como MEN1, todos os exons codificantes de AIP foram sequenciados.

N3o foram verificadas alteragdes em AIP nas amostras de individuos da familia
1. No entanto, o paciente portador de neoplasia enddcrina multipla tipo 1 (Il.1 da
familia 2), apresentou-se heterozigoto para a mutacdo c.47G>A no exon 1 de AIP
(figura 15). Essa alteracdo leva a troca de uma arginina por uma histidina na posicao 16

da estrutura primaria da proteina, também identificada como p.R16H.
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Figura 15. Mutacdo c.47G>A em AIP na amostra de sangue do paciente Il.1 da familia

2. Os eletroferogramas de duas reagbes independentes de sequenciamento mostram a
existéncia da mutacdo c.47G>A em heterozigose no paciente. A seta indica o local exato da

alteracdo.

Para avaliar o impacto dessa alteracdao na estrutura proteica terciaria, o
programa PolyPhen-2 foi utilizado. A figura 16 apresenta o resultado da predicdo
realizada. E possivel observar que a alteracdo detectada no paciente I1.1 da familia 2
possui alto potencial de interferir na estrutura terciaria de AIP. O valor da predicdo é
de 0,969, muito préximo ao valor maximo de potencial danoso detectado pelo
software.

Andlise de LOH para a mutacdo c.47G>A no exon 1 de A/P foi realizada para o
paciente II.1 (familia 2) através de sequenciamento direto de uma amostra tumoral
deste. E possivel verificar, através do eletroferograma da figura 17, que n3o ocorre

perda de heterozigose nesse locus.

52



This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.969 (sensitivity: 0.77; specificity: 0.95)
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Figura 16. Avaliacao da alteragao p.R16H na estrutura tridimensional de AIP. De
acordo com os parametros estabelecidos pelo programa PolyPhen, é possivel observar que a

alteracdo p.R16H possui forte potencial de impacto na estrutura de AlP.
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Figura 17. Mutagao c.47G>A em AIP na amostra de tumor do paciente Il.1 da familia
2. Assim como ocorre na amostra de sangue do paciente, o tumor apresenta a mutagdo

c.47G>A em heterozigose. Ndo houve, portanto, perda de heterozigose.

A fim de caracterizar melhor a alteragao c.47G>A em AIP na familia 2 foram
analisadas amostras da mae (higida) e de uma prima paterna do probando, a qual foi
diagnosticada com hiperparatiroidismo, mas que ndo teve diagndstico clinico
conclusivo de MEN1. A variante p.R16H ndo foi identificada nesses individuos. Duas
amostras de tumor ndo-secretor de hipdfise, quatro amostras de acromegalia e uma
amostra sangue de MEN1 esporadica foram rastreados para alteracdo p.R16H, mas a

mesma ndo foi identificada nas amostras.




5. DISCUSSAO

A tumorigénese hipofisdria é um processo complexo que frequentemente
envolve a inativacdo de genes supressores de tumor. A identificacdo desses genes é
fundamental para a caracterizacdo e compreensao da doencga. Casos familiais, apesar
de raros, constituem uma area de pesquisa interessante para que seja feita tal
identificacdo, uma vez que para a maioria das familias mutagdes Unicas em um
determinado gene sdo comuns aos individuos afetados.

Esta identificacdo génica é fundamental tanto para confirmacao do diagndstico
de MEN1 e FIPA, quanto para aconselhamento genético de individuos afetados e seus
familiares. Apesar de ndo serem relevantes para determinacdo da terapéutica, esses
dados sdo cruciais para o inicio precoce do tratamento convencional, o que pode
melhorar e prolongar a vida do individuo afetado (Balogh et al., 2004).

MEN1 é o gene utilizado no screening génico de MEN1 (Balogh et al., 2004). Por
sua vez, AIP é o gene mais associado a casos familiais de adenomas de hipdfise
isolados (Korbonits et al., 2012).

A descoberta do gene MEN1 por clonagem posicional em 1997 resultou no
desenvolvimento de testes genéticos para suas mutacdes (Chandrasekharappa et al.,
1997). Desde entdo variacbes sem sentido, de sentido trocado, alteracdo na janela de
leitura e dele¢Bes foram descritas em pacientes portadores da sindrome sendo que a
maioria das familias estudadas apresentam mutacées Unicas (Klein et al., 2005).

Adenomas de hipodfise sdo as primeiras manifestacdes de MEN1 em cerca de
10% dos casos familiais. Esses tumores ocorrem mais precocemente em pacientes

portadores de MEN1 que apresentam mutacdes em MENI1 (Beckers, Rostomyan e
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Daly, 2012). O fenétipo de tumores de adenohipdfise associados a MEN1 ndo estd
diretamente relacionado a mutag¢des especificas no gene MEN1 (Tanaka et al., 1998;
Lemos e Thakker, 2008), mas sabe-se que prolactinomas associados a sindrome
tendem a ser mais agressivos que casos nao-relacionados (Verges et al., 2002).

Nesse estudo, duas familias de individuos portadores de prolactinoma familial
foram investigadas para estabelecer a presenc¢a ou ndo de mutag¢des germinativas no
gene MENI1. A familia 1 apresenta prolactinoma familial isolado ndao associado
clinicamente a MEN1. J& a segunda familia apresenta caso indice diagnosticado
clinicamente como portador da sindrome, mas para o qual screening génico ainda nao
havia sido realizado.

Apesar de estudos demostrarem que 90% dos casos familiais de MEN1
apresentem mutacdes no gene MEN1, apenas 25% de casos da sindrome em que hd a
ocorréncia de adenomas de hipdfise apresentam essas mutacdes (Klein et al., 2005). Ja
para casos familiais isolados de prolactinoma, cerca de 1% apresentam mutacdes no
gene MEN1 (Boguszewski et al., 2010). Até o presente momento foram descritas 1.133
mutagdes germinativas em toda regido codificante do gene, sendo que 23% das
mutagdes sao sem sentido, 9% em regides de splice, 41% delegdes e inser¢des fora de
frame, 6% delegdes e insergdes in-frame, 20% mutagdes de sentido trocado, e 1% de
delecdes totais ou parciais (Lemos e Thakker, 2008).

As alteracdes ¢.1269C>T e ¢.1314T>C identificadas no exon 9 de MENI1 nas
amostras das familias 1 e 2 sdo variagdes silenciosas, ou seja, nelas ndo ocorre
alteracdo da sequéncia primaria do produto proteico de MEN1. Em c.1269C>T o cédon
“GAC” é alterado para “CAT” e continua a codificar acido aspartico. Ainda, de acordo

com os registros populacionais disponiveis para acesso publico pelo Ensembl (Flicek et
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al., 2012), essa variacdo ocorre em 43% das populagdes CEU (europeia), CHB (chinesa)
e JPT (japonesa) caracterizando-a como um polimorfismo de alta frequéncia.

A segunda alteragdo, c.1314T>C, foi identificada em todas as amostras testadas.
Conforme informagdes também registradas no Ensembl (Flicek et al., 2012) ela esta
presente em 100% das populagdes CEU, CHB e JPT e em 90% da populagao YRI
(Nigéria). Assim como o polimorfismo anterior, a troca de base nitrogenada nesta
posicdo é silenciosa. Onde “CAT” é convertido em “CAC” e continua a codificar uma
histidina.

Duas alteragdes também foram identificadas no exon 10 de MEN1. No primeiro
polimorfismo, ¢.1636A>G, ocorre a troca de uma treonina, que possui cadeia lateral
ndo carregada, por uma alanina, cuja cadeia lateral é apolar. Apesar do potencial desta
alteracdo para modificar a estrutura tridimensional da proteina, ela foi registrada em
algumas populacgdes, atingindo altas frequéncias. De acordo com dados do Ensembl
(Flicek et al., 2012), ocorre em 99% da populacdo CEU, 78% em CHB e JPT, e 68% em
YRI.

Apesar de ter sido identificada pela primeira vez, a altera¢ao c.1655A>G parece
ndo estar envolvida na tumorigénese adenohipofisaria, isto porque n3ao houve
constancia na presenca da alteragcdo e a manifestacdo dos adenomas. Além disso, a
mesma foi igualmente identificada em amostras controles. Adicionalmente, de acordo
com a predi¢do do impacto dessa alteracao na estrutura terciaria de menin, ndao houve
demonstracdo de relevancia para interferir em sua funcao.

Dessa maneira, apesar de descritas com frequéncia em casos familiais de MEN1
e em menor escala em casos familiais isolados de adenoma de hipdfise (Ozawa et al.,

2007), nenhuma alteracdo germinativa relevante no gene MEN1 foi identificada nas
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amostras avaliadas nesse trabalho. Resultados semelhantes foram obtidos por Agarwal
et al. (1997) e Takana et al. (1998) em estudos de quatro casos familiais de MEN1.

Apesar de coincidentes com a literatura, esses resultados ndao excluem
totalmente o envolvimento de menin no desenvolvimento da doenga. Algumas
grandes dele¢cdes de MEN1 que ocorrem na sindrome ndo podem ser detectados pela
técnica de sequenciamento direto. Além disso, a presenga de mutagGes em regides
ndo-codificantes, que nao sao rotineiramente avaliadas, podem resultar em achados
falso-negativos (Rusconi et al., 2011).

Assim, para descartar a possibilidade do paciente Il.1 da familia 2 possuir
alteragcdes somaticas em MENI1, também foi realizado experimento de perda de
heterozigose para regido promotora do gene. No entanto, nenhuma alteracdo foi
identificada em MENI1.

Existem diversas mutacdes ja descritas para MEN1 em diferentes casos ja
estudados de MEN1 familial (Balogh et al., 2004). Mas, como ocorreu nessa e em
outras investigacbes, quando o screening genético ndo revela a origem de uma
mutacdo germinativa presente em uma familia, uma mutagcdao em um gene diferente
deve ser considerada e investigada.

Mutacdes germinativas no gene AIP sdo associadas ao desenvolvimento de
tumores na hipoéfise desde 2006, quando o gene foi descrito (Vierimaa et al., 2006). O
tipo de adenoma de hipdéfise familial isolado que apresenta mutacdes em AIP em
maior frequéncia é o somatotrofinoma, seguido por somato-prolactinoma e
prolactinoma isolado (Vierimaa et al., 2006; Daly et al., 2007).

Modelos animais foram desenvolvidos recentemente para avaliar o fenétipo

encontrado diante a ocorréncia de inativacdio de A/P. Camundongos AIP” s3o
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extremamente propensos a tumores de hipéfise, em particular, tumores secretores de
GH. Além disso, os adenomas de hipdéfise associados a mutagdo em AIP possuem
cardter agressivo nos animais testados (Raitila et al., 2010). Em humanos, observa-se
que adenomas de hipdfise frequentemente apresentam down-regulacao da expressao
de AIP. Sendo que tanto a quantidade de RNA mensageiro, quanto dados de
imunohistoquica de AIP demonstram que had redugdo de sua expressio em
prolactinomas (Jaffrain-Rea et al., 2009).

Aproximadamente 10 a 15% dos individuos portadores de mutagdes em AP
apresentam prolactinoma. Destes, a maioria é do sexo masculino e com
predominancia de macroadenomas com didmetro médio de 31 mm (Daly et al., 2010;
Igreja et al., 2010). O individuo 1.1 da familia 2, que apresenta a mutacdo p.R16H em
heterozigose foi diagnosticado ainda jovem, assim como o descrito para outros
pacientes portadores de mutacdes em A/P (Naves et al., 2010).

Embora as mutagées em AIP ocorram em maior frequéncia em casos isolados
de prolactinoma familial (Daly et al., 2010), uma delecdo neste gene foi recentemente
detectada em paciente portador de neoplasia enddcrina multipla tipo 1, de origem
espanhola (Belar et al., 2012). Em 2009, Igreja et al. realizaram a mesma analise em
casos familiais de MEN1, mutantes negativos para MENI1, mas nado identificaram
nenhuma mutacdo na regido codificante de AIP (Igreja et al., 2009).

Considerando-se essa observacao, a amostra do paciente portador de neoplasia
enddcrina multipla tipo 1, da familia 2, também foi avaliada para alteracdes
germinativas em AJP. Surpreendentemente, este apresentou a mutacdo c.47G>A
(p.R16H) em heterozigose no exon 1 de AIP. Sua mae, higida, também foi avaliada e

ndo apresentou alteracdo, que deve portanto, ter sido herdada do pai, afetado pela
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sindrome. Uma prima paterna, diagnosticada com hipertireoidismo também foi
avaliada, mas ndo apresentou a alteragao.

De acordo com dados do Ensembl (Flicek et al., 2012) o alelo G, selvagem,
possui frequéncia de 0,998. O alelo A, mutante, possui frequéncia de 0,002 na
populacdo espanhola. Essa mutacao leva a troca de uma arginina por uma histidina,
ambos aminoacidos com cadeias laterais bdsicas, positivas. Sendo que o aminoacido
selvagem, arginina, é altamente conservado entre as espécies (Georgitsi et al., 2007).
Para avaliar o impacto dessa alteracao na proteina codificada por AIP, a predi¢dao de
estrutura foi realizada através do programa PolyPhen. Apesar de ndo ocorrer uma
troca drdstica no tipo de aminodcido, percebe-se que a alteracdo leva a uma
modificagao significativa e provavelmente danosa na estrutura proteica.

Essa alteragdo germinativa em AIP foi inicialmente identificada por Daly et al.
em 2007 em um caso familial isolado de acromegalia. Em 100 amostras controles
avaliadas no mesmo trabalho a alteracdo p.R16H ndo foi identificada (Daly et al.,
2007). Posteriormente, p.R16H também foi encontrada em amostras de sangue de
dois pacientes com cancer de célon, mas que ndo apresentavam dados clinicos quanto
a ocorréncia de adenoma de hipdfise. Neste trabalho, 209 individuos higidos foram
analisados, mas n3o apresentaram a alteracdo (Georgitsi et al., 2007a). E possivel que
0s pacientes positivos para p.R16H possuissem adenoma de hipéfise, uma vez que a
correlacdo entre acromegalia e cancer de célon estd bem estabelecida (Dutta et al.,
2012).

Outros quatro estudos identificaram a mesma alteracdo. No primeiro, 532
controles de origem europeia foram avaliados. Destes, um individuo alemao

apresentou a mutacdo p.R16H (Georgitsi et al., 2007b). Em outro estudo, 154
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individuos portadores de acromegalia foram avaliados; destes, dois pacientes
apresentaram mutacdo. No mesmo trabalho, 270 controles foram testados e dois
individuos também apresentaram a variante p.R16H (Cazabat et al., 2007). No terceiro
estudo, dos 110 pacientes caucasianos alemaes avaliados, dois apresentaram p.R16H
em heterozigose (Buchbinder et al., 2008). O quarto trabalho avaliou 163 pacientes e
200 controles e identificou essa mutagdo em um paciente portador de prolactinoma e
um paciente portador de somatropinoma esporadicos (Tichomirowa et al., 2011).

Em 2010, lIgreja et al. realizaram analises quantitativas, através de
experimentos de duplo hibrido, para avaliar o impacto da alteracdo p.R16H na
interagao entre AIP e PDE4A5. Nesse estudo a variante p.R16H reduziu em 30% a
interacdo entre AIP e PDE4AS (lgreja et al., 2010). Isto ocorre mesmo sem que a
alteracdo esteja localizada na mesma na regido de interacdo entre PDE4AS5 e AIP

(figura 18).
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Figura 18. Anadlise quatitativa do impacto da muta¢do p.R16H na atividade de AIP. A

interacdo entre AIP e PDE4AS foi analisada através de ensaios de duplo hibrido. A atividade de B-

galactosidase quantifica o impacto de cada uma das mutacdes descritas na interacdo de ambas as

proteinas, por consequéncia, na funcdo de AIP (lgreja et al., 2010).
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No presente trabalho andlise de LOH em AIP para o locus de p.R16H foi conduzida; no
entanto, em concordancia com os trabalhos supracitados, a mesma é encontrada também
em heterozigose na amostra tumoral testada. Contudo, devido a baixa penetrancia das
mutagbes AIP e da possibilidade de contaminagdo com tecido hipofisario normal durante as
anadlises de LOH, a genotipagem de mais controles e outros estudos funcionais como os de
Igreja et al. (2010) seriam necessarios para avaliar a patogenicidade da altera¢dao p.R16H no
desenvolvimento da sindrome no paciente avaliado. Além disso, screening de mutagdes em
AIP e avaliagcdo da ocorréncia de MEN1 em outros individuos da familia 2 sdo necessarios

para avaliacdo da co- segregacdo entre mutacdo e sindrome.

Nesse estudo, ndo foram obtidos resultados conclusivos quanto a ocorréncia de
mutacdao em AIP e desenvolvimento de MEN1. No entanto, mutagdes em AIP e em MEN1
foram descartadas como causa do desenvolvimento de prolactinoma familial isolado. Outros
estudos sdo necessarios para identificacdo do fator genético comum na familia que esteja

relacionado a progressao desse tumor.



6. CONCLUSAO

Nesse trabalho foi pesquisada a ocorréncia de mutagdes nos genes supressores
de tumor MEN1 e AIP em dois casos familiais de prolactinoma, o primeiro identificado
como prolactinoma familial isolado e o segundo associado a neoplasia endécrina
multipla tipo 1.

Para a familia 1, mutacdes em MEN1 e AIP nao foram identificadas. Outros
estudos em busca de fatores genéticos comuns entre individuos afetados devem ser
investigados nessa familia.

Apesar de MEN1 ter sido clinicamente estabelecido para o individuo 1.1 da
familia 2, o diagnostico genético ndo foi confirmado. No entanto, esse é o primeiro

trabalho a identificar a variante p.R16H em um caso classico de MEN1.
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ATA DA DEFESA DE MESTRADO DE FLAVIA MARQUES DE MELO, n.°de registro
2011656804. No dia quatro de outubro de dois mil e doze, reuniu-se na Faculdade de
Medicina da UFMG, a Comissdo Examinadora de Dissertagéo indicada pelo Colegiado do
Programa, para julgar, em exame final, o trabalho intitulado: “AVALIACAO DE
MUTACOES NOS GENES SUPRESSORES DE TUMOR MEN1 E AIP EM
PROLACTINOMAS ASSOCIADOS A SINDROMES FAMILIAIS.”; requisito final para a
obtengdo do Grau de Mestre em Medicina Molecular, pelo Programa de P6s-Graduagao
em Medicina Molecular. Abrindo a sessao, o Presidente da Comissao, Prof. Luiz Armando
Cunha De Marco, apés dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares
do trabalho final, passou a palavra a candidata para apresentagédo de seu trabalho. Seguiu-
se a arguicdo pelos examinadores, com a respectiva defesa da candidata. Logo apds, a
Comissdo se reuniu sem a presenga da candidata e do publico para julgamento e
expedicao do resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicagées:

Prof. Luiz Armando Cunha De Marco/ orientador Instituicdo: UFMG Indicag&o: 6(1 A@f&&&

Profa. Beatriz Santana Soares Instituicao UNIFENAS Indicagéo:‘rg,_q OGO
Profa. Maria Marta Sarquis Soares Instituicdo: UFMG Indicag&o: i‘-a" AN ook

Pelas indicagdes a candidata foi considerada

47?’(,01/5 ZLL

O resultado final foi comunicado publicamente a candidata pelo Presidente da Comissao.
Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a sessao e layrou a presente ATA, que
serd assinada por todos os membros participantes da Comissao Examinadora. Belo
Horizonte, 04 de outubro de 2012. 1/
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“4 / i )M - -
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Prof. Luiz Armando Cunha De Marco/ Coordenador ’ Maro
/ ]l 1z
Obs.: Este documento n&o tera validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador. ( prof. mm:u‘* GM
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DECLARACAO

A Comissdo Examinadora abaixo assinada, composta pelos Professores Luiz
Armando Cunha De Marco, Maria Marta Sarquis Soares e Beatriz Santana Soares,
aprovou a defesa da dissertagdo intitulada: “AVALIACAO DE MUTAGOES NOS
GENES SUPRESSORES DE TUMOR MEN1 E AIP EM PROLACTINOMAS
ASSOCIADOS A SINDROMES FAMILIAIS.”, de FLAVIA MARQUES DE MELO
estando a mesma apta & obtengéo do titulo de Mestre em Medicina Molecular, pelo
Programa de Pés-Graduagéo em Medicina Molecular, da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais.

Belo Horizonte, 04 de outubro de 2012.
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