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RESUMO

A Neoplasia Enddcrina Multipla tipo 1 (NEM-1) é uma sindrome autossdmica
dominante caracterizada por combinag¢des variaveis de tumores endocrinos e
nao endaocrinos. Por se tratar de uma doenga rara e com uma variabilidade
fenotipica, o diagnostico é tardio na maior parte dos casos e esses pacientes
podem ja se apresentar com complicagdes decorrentes das neoplasias. Este
estudo pretende ressaltar a importdncia em reconhecer as diversas
manifestagdes clinicas, destacando algumas peculiaridades desses tumores no
contexto da NEM-1 quando comparados aos casos esporadicos. Foram
revisados 135 prontuarios de pacientes com diagndstico clinico de Tumores
Neuroenddécrinos com pelo menos dois familiares afetados do banco de dados
do Ambulatério de Neuroendocrinologia do Hospital Universitario de Brasilia
(HUB) e um total de 11 pacientes com diagnéstico clinico de MEN-1 de quatro
familias foram selecionadas. A avaliagdo genética foi realizada por meio do
sequenciamento de alto desempenho. Todos os pacientes apresentavam
hiperparatireoidismo primario e a segunda manifestagcdo mais comum foram os
adenomas hipofisarios. Um individuo apresentou lipossarcoma bem
diferenciado, achado que nao foi previamente descrito na literatura como parte
da apresentagdo clinica da NEM-1. Foram encontradas trés variantes
previamente descritas no banco de dados e uma variante inédita no exon 2 que
parece afetar a interagdo da proteina menin com a JunD. O estudo foi original e
permitiu a caracterizagdo genotipica e fenotipica de familias com diagndstico de
NEM-1 acompanhadas no ambulatério de Endocrinologia do HUB.

Palavras-chave: Neoplasia Enddcrina Multipla do tipo 1; Hiperparatireoidismo
primario; Adenoma hipofisario; Tumor gastroenteropancreatico; menin;

variantes; teste genético.



ABSTRACT

Multiple Endocrine Neoplasm type 1 (MEN-1) is an autosomal dominant
syndrome characterized by variable combinations of endocrine and non-
endocrine tumors. Because MEN-1 is a rare disease with a phenotypic variability,
diagnosis is late in most cases and these patients may already present with
complications resulting from these tumors. This study aims to emphasize the
importance of recognizing the heterogeneous clinical manifestations, highlighting
some peculiarities of these tumors in the context of MEN-1 when compared to
sporadic cases. We reviewed 135 medical records of patients with a clinical
diagnosis of Neuroendocrine Tumors with at least two affected family members
from the database of the Neuroendocrinology Outpatient Clinic of the University
Hospital of Brasilia (HUB) and a total of 11 patients with clinical diagnosis of MEN-
1 from four families were selected. Genetic testing was performed using High
Throughput Sequencing (HTS). All patients had primary hyperparathyroidism and
the second most common manifestation was pituitary adenomas. One individual
had well-differentiated liposarcoma, a finding that has not been previously
described in patients with MEN-1. Three variants previously described in the
database and an unpublished variant in exon 2 that appears to affect the
interaction of the protein menin with JunD were found. The study was original and
allowed the genotypic and phenotypic characterization of families diagnosed with
MEN-1 followed at the Endocrinology Outpatient Clinic of the HUB.

Keywords: Multiple Endocrine Neoplasm type 1; Primary hyperparathyroidism;

Pituitary adenoma; Gastroenteropancreatic tumor; menin; variants; genetic test.
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1 INTRODUGAO

1.1 CONCEITOS GERAIS

1.1.1 Neoplasias Endécrinas Multiplas

As Neoplasias Enddcrinas Multiplas sao sindromes complexas caracterizadas
pela ocorréncia de tumores envolvendo duas ou mais glandulas enddcrinas em um
unico individuo (1). Existem quatro formas de Neoplasia Enddcrinas Multiplas (NEM),
dos tipos 1, 2A, 2B e 4; e cada uma é determinada pela associacdao de tumores em
glandulas enddcrinas especificas (2). Todas elas podem ser herdadas com um padréo
de heranga autossémica dominante ou podem ocorrer de forma esporadica, ou seja,

na auséncia de historia familiar (1,3).

Além das NEM do tipo 1 a 4, também ha descricdo de outras sindromes
associadas a tumores endocrinos e nao endocrinos de carater autossémico
dominante, como a sindrome de von Hippel-Lindau, o complexo de Carney, e
a Neurofibromatose do tipo 1 (Quadro 1). Elas resultam de mutagbes em genes
envolvidos na regulagao do ciclo celular, podendo ser mutagbes germinativas que
levam a inativacdo de genes de supressao tumoral ou ativagdo de proto-
oncogenes (4,5).

1.1.2 Neoplasia Endécrinas Multipla do tipo 1

A Neoplasia Enddcrina Multipla do tipo 1 (NEM-1; OMIM 131100) € uma
sindrome familiar ou esporadica caracterizada, primariamente, pela ocorréncia de
tumores nas glandulas paratireoides, no trato gastroenteropancreatico (GEP) e na
hipofise (1,6,7). Outros tumores endocrinos e ndo endocrinos também podem ocorrer,
como os adrenocorticais, carcinoides, angiofibromas, colagenomas, o cancer de

mama, os leiomiomas e lipomas (Quadro 2) (8,9).
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Quadro 1 — Caracteristicas das principais neoplasias enddcrinas multiplas de herancga
autossdémica dominante e seus respectivos genes

Sindrome

Principais manifestagdes clinicas

Gene

NEM-1

NEM-2A

NEM-2B

NEM-4

Sindrome de
von Hipple-Lindau

Neurofibromatose
do tipo 1

Complexo de Carney

Hiperparatireoidismo primario
Tumores enteropancreaticos
Adenomas hipofisarios

CMT
Feocromocitoma
Adenomas hipofisarios

CMT
Feocromocitoma
Neuromas de mucosa
Habito marfanoide

Hiperparatireoidismo primario
Adenomas hipofisarios
Tumores adrenais e renais

Tumores enteropancreaticos
Feocromocitoma
Hemangioblastoma do SNC
Angiomas de retina

Hiperparatireoidismo primario
Feocromocitoma

CMT

Neurofibroma cutaneo

Acromegalia

Pigmentacédo cuténea
Mixoma cardiaco

Mixoma cutaneo

Tumor de células de Sertoli

Doencga adrenocortical pigmentar

nodular primaria

MEN1

RET

RET

CDKN1B

VHL

NF-1

PRKAR1A

NEM: Neoplasia Enddécrinas Multipla; MEN1: gene da menin; CMT: Carcinoma
Medular de Tireoide; SNC: Sistema Nervoso Central; RET: proto-oncogene receptor
tirosina quinase; CDKN1B: inibidor de quinase dependente de ciclina 1B; VHL: gene

von hipple-lindau; NF-1:

reguladora tipo 1-alfa da proteina quinase A. Adaptado de referéncia (1,4).

gene da proteina neurofibromina; PKAR1A: subunidade
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Geralmente a NEM-1 é familiar, apresentando padrao de heranga autossémica
dominante com elevado grau de penetrancia, sendo que as manifestagdes clinicas e
bioquimicas irdo ocorrer em 80% e acima de 98%, respectivamente, até a quinta
década de vida (1,6,10).

O diagnéstico da NEM-1 pode ser realizado de trés maneiras: a) clinico, quando
ha pelo menos dois dos trés principais tumores endocrinos associados (adenomas de
paratireoides, tumores neuroendoécrinos GEP e adenoma hipofisario); b) familiar, pelo
menos um dos principais tumores endocrinos e um parente de primeiro grau com
NEM-1 e; c) genético, por meio da identificagdo de mutagdo germinativa no gene
MEN1 em um individuo que pode estar assintomatico (1,8).

A maioria dos tumores endocrinos na NEM-1 sdo benignos e as manifestagdes
clinicas sdo em decorréncia da producédo excessiva de horménios ou por efeito de
massa local. Entretanto, alguns tumores estdo associados a um aumento no risco de
malignidade, como os do trato gastroenteropancreatico, os carcinoides brénquicos e

os de timo, sendo responsaveis pela elevada morbimortalidade da doencga (10,11).

1.1.2.1 Epidemiologia

Estima-se que a prevaléncia da NEM-1 seja de 1 em cada 30.000
individuos (6,12), podendo afetar qualquer faixa etaria e sem predilegdo por género
(1). A incidéncia varia de 1-18% em individuos com hiperparatireoidismo, 16-38% em
individuos com gastrinomas e inferior a 3% em individuos com adenomas

hipofisarios (13).

No Brasil, a NEM-1 ainda € pouca estudada, portanto, é possivel que a maioria
dos pacientes com NEM-1 apresentem-se sintomaticos ao diagndstico, que
geralmente é tardio (14,15). Este atraso no diagndstico pode resultar em uma maior
morbimortalidade e, consequentemente em progndstico desfavoravel tanto para o
caso-indice quanto para os seus parentes de primeiro grau (16).
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Quadro 2 — Prevaléncia dos tumores enddcrinos e ndo enddécrinos em individuos com
NEM-1

Tipo de tumor Prevaléncia estimada

Enddcrinos

Paratireoide

Adenoma/Hiperplasia 95%
Tumores GEP *

Gastrinoma 40%
Insulinoma 10%
Nao funcionantes 20%
Tumores hipofisarios

Prolactinoma 20%
Nao funcionantes 10%
GH+PRL 10%
GH 5%

ACTH 2%

TSH 5%

Adrenal

Nao funcionantes 30%
Feocromocitoma <1%
Carcinoides *

Brénquio 4%

Timo 2%

Nao enddécrinos

Angiofibroma 85%
Colagenoma 70%
Lipoma 30%
Leiomioma 25%
Meningioma 5%

* tumores com potencial de malignidade significativo (> 20% dos
casos). GEP: gastroenteropancreatico; GH: Hormdnio do crescimento; PRL:
prolactina; ACTH: Hormdnio Adrenocorticotrofico; TSH: Horménio Tireoestimulante.
Adaptado de referéncia (17).
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1.1.2.2 Histoérico

O primeiro caso foi descrito por Erdheim em 1903, com um relato da autdpsia
de um paciente que tinha as quatro paratireoides aumentadas e adenoma hipofisario
(18). Underdahl e cols publicaram em 1953 a primeira série com 14 casos sobre
pacientes com adenomas enddcrinos multiplos (10). Em 1954, Wermer descreveu a
associacdo de tumores endécrinos com heranga autossbmica dominante,
denominada Adenomatose Enddcrina Multipla, por esta razdo, a NEM-1 também é
conhecida como Sindrome de Wermer (19).

O fendtipo da NEM-1 foi caracterizado 1960 apoés o desenvolvimento
de radioimunoenssaios para dosagem hormonal (10,20). Porém, foi apenas em 1997

que o gene da proteina menin foi descoberto e mapeado (Figura 1) (18,19).

1903 1954
Erdheim Wermer 1988
Primeiro caso Sindrome AD de Mapeamento do
(autopsia) elevada penetrancia locus MEN1 (11q13)

1953 1960 1997
Underdahl Fendtipo Identificagéo do
Adenomas caracterizado gene MEN1

endécrinos multiplos

Figura 1 - Historico da pesquisa em NEM-1. AD: Autossémica Dominante. Adaptado
de referéncia (10).
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1.2 SINDROMES CLINICAS DA NEM-1

As manifestagdes clinicas irdo depender dos locais acometidos pelas
neoplasias, bem como pela presenga ou ndo de alteragcdes clinicas em decorréncia
da hipersecre¢do hormonal (17). Os individuos com NEM-1 comumente apresentam
multiplos tumores em paratireoides, tumores neuroendocrinos GEP e adenomas em
hipofise anterior, o que constitui a apresentacéao clinica “tipica” da doencga, sendo que
outros tumores enddécrinos e ndao enddcrinos também podem ocorrer, conferindo uma
variabilidade clinica importante nesses pacientes (1,10). Os tumores
associados a NEM-1 sdo clinicamente distintos dos seus casos esporadicos em

diversos aspectos (Quadro 3) (10).

Quadro 3 — Comparagao das caracteristicas clinicas entre os tumores esporadicos e
os associados a NEM-1

Tumores Esporadicos NEM-1
HPTP Sexta década de vida Terceira década de vida
Adenoma unico Multiplos adenomas/hiperplasia
Feminino/Masculino 3:1 Sem prevaléncia de género
Sem recorréncia apos cirurgia  Recorréncia/persisténcia apds
cirurgia
Hipoparatireoidismo apés
cirurgia
Gastrinomas Quinta década de vida Antes da quinta década de vida
Lesdo unica Multiplas lesdes

Local mais comum: pancreas Local mais comum: duodeno

Insulinomas Quarta década de vida Terceira década de vida
Lesdo unica Lesdo unica ou multiplas lesdes
Sem recorréncia apos cirurgia  Recorréncia apos cirurgia

Adenomas Microadenomas Macroadenomas
hipofisarios Melhor resposta terapéutica Resistentes ao tratamento
convencional

HPTP: Hiperparatireoidismo Primario. Adaptado de referéncia (10).
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1.2.1 Hiperparatireoidismo primario

O hiperparatireoidismo primario (HPTP) é o componente mais comum da NEM-
1 e ocorre em aproximadamente 95% dos pacientes (1), com penetrancia de quase
100% até a quinta década de vida e pode ser a primeira manifestacdo em 75 a 90%
dos casos (12,21). O diagndstico é realizado por meio de niveis elevados de calcio
total corrigidos pelo valor da albumina associados a niveis elevados ou

inapropriadamente normais de paratorménio (PTH) (1).

Existem algumas diferencas em relagdo as caracteristicas do
hiperparatireoidismo da NEM-1 e o esporadico. Aproximadamente 80% dos pacientes
com a forma esporadica apresentam adenoma unico de paratireoide e menos de 10%
tem hiperplasia das 4 glandulas (22,23). Todavia, o acometimento de todas as
paratireoides na NEM-1 € comum devido a hiperplasia ou a presenca de multiplos
adenomas (10,13,24).

As manifestagbes clinicas variam desde de hipercalcemia assintomatica,
sintomas inespecificos, como poliuria, polidipsia e constipagao até nefrolitiase, perda
de massa Ossea e osteite fibrosa cistica (1,22). O carcinoma de paratireoide no
contexto da NEM-1 é raro e ocorre com menor frequéncia em relacdo ao HPTP

esporadico (1,10).

A forma esporadica geralmente se inicia na quinta década de vida com maior
prevaléncia no sexo feminino (3:1), sendo que na NEM-1 a instalagdo da doencga
costuma ocorrer por volta da segunda década de vida, acometendo ambos os sexos

de forma semelhante (1,25).

O inicio em idade precoce e a chance de recorréncia apos a cirurgia expdem
cronicamente o paciente a hipercalcemia e reabsor¢cao 6ssea, o que podem resultar
em reducao importante da massa 6ssea e, portanto, um maior risco de osteoporose e
fraturas (16,26). Muitos desses individuos sao acometidos antes mesmo de atingirem

0 pico de massa 0Ossea.
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1.2.1.1 Tratamento do Hiperparatireoidismo primario

1.2.1.1.1 Tratamento cirdrgico

A paratireoidectomia é o tratamento definitivo do HPTP, porém muitos aspectos
ainda permanecem controversos em relagéo ao tipo de cirurgia (subtotal ou total), as
indicagdes e ao momento ideal (fase precoce ou tardia da doencga) para realizagédo do
procedimento cirurgico (1). Em raz&o da possibilidade de envolvimento de todas as
paratireoides, a cura com tratamento cirurgico pode ser dificil de ser alcangada
(1,24).

As indicagdes para a realizagdo da cirurgia ndo sdo as mesmas que para os
casos esporadicos. Recomenda-se que a paratireoidectomia seja reservada para
casos sintomaticos e que os individuos assintomaticos sejam acompanhados
periodicamente em um primeiro momento (Quadro 4) (27). O momento ideal para
realizag&o do procedimento deve levar em consideragao a experiéncia do cirurgido de
cabeca e pescoco, disponibilidade de calcitriol, acompanhamento bioquimico apds a
cirurgia e, claro, a preferéncia do paciente (1,28).

As modalidades cirurgicas disponiveis sao a paratireoidectomia subtotal
(remogao de <3.5 glandulas) ou a paratireoidectomia total com autotransplante em
antebrago ndo dominante (27). Entretanto, ainda permanece em debate qual das duas
opgdes seria a mais adequada (1,28). A paratireoidectomia subtotal pode resultar em
persisténcia ou recorréncia da hipercalcemia nos proximos 10 anos apds a cirurgia
em aproximadamente 30 a 40% dos casos e em hipocalcemia em 10 a 30% dos
pacientes (29,30). As taxas de hipoparatireoidismo sao maiores
na paratireoidectomia total, podendo ocorrer em até 67% dos casos (31,32).
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Usualmente, a timectomia esta indicada durante a abordagem cirurgica de
escolha para o HPTP, principalmente por ser um procedimento profilatico para
tumores carcinoides e também pelo fatode otimo poder abrigar
tecido paratireoidiano ectépico, o que poderia contribuir para a persisténcia ou
recorréncia do HPTP apo6s a paratireoidectomia (28).

Quadro 4 — Indicagdes de paratireoidectomia no hiperparatireoidismo primario/NEM-1

Critérios para indicag&o cirurgica

Hipercalcemia grave (Calcio sérico = 12 mg/dL)

Nefrolitiase

Hipercalciuria (calciuria > 400mg/24 horas)

TFG < 60ml/min

Reducdo da massa 6ssea na DXA ou fratura por fragilidade

Sindrome de Zollinger-Ellison sem controle adequado

HPTP: Hiperparatireoidismo Primario; TFG: Taxa de Filtragcdo Glomerular;
DXA: Densitometria mineral O0ssea. Adaptado de referéncia (10,17).

Os exames de imagem para avaliagdo pré-operatdria (ex.: ultrassom ou
cintilografia de paratireoides) apresentam beneficio limitado pois todas as
paratireoides podem estar comprometidas, portanto, os seus resultados nao afetam a
necessidade de exploragéo cirurgica bilateral em todos os casos (1). Outrossim, esses
exames também possuem valor limitado para identificar
tecido paratireoidiano ectépico em aproximadamente 38% dos pacientes, podendo

alterar a abordagem cirurgica em apenas 7% dos casos (33).

A dosagem do PTH no intraoperatorio parece ser util na identificagcdo de
tecido paratireoidiano hiperfuncionante (34), sendo que uma redugéo = 75% no PTH

parece estar associada a uma maior taxa de cura bioquimica (35).
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1.2.1.1.2 Tratamento Farmacolégico

O cloridrato de cinacalcet (Mimapara® Amgen Biotecnologia do Brasil) é
um modulador alostérico que reduz diretamente os niveis de PTH por aumentar a
sensibilidade do receptor ao calcio extracelular. O receptor sensivel ao calcio da
superficie celular da glandula paratireoide é o regulador mais importante da secregéo
de PTH. A administragcdo desse agente calcimimético associa-se a uma redugéo dos
niveis séricos de calcio (24,36,37,38).

No Brasil, esse farmaco tem sido utilizado para o]
tratamento do hiperparatireoidismo secundario a doenga renal crénica, do carcinoma
de paratireoides e do hiperparatireoidismo primario em pacientes que nao podem ser
submetidos a cirurgia, sendo uma alternativa terapéutica para o controle da
calcemia (24,36). O cloridrato de cinacalcet encontra-se disponivel pela Farmacia de
Alto Custo para as seguintes situagdes: disturbios do metabolismo do fésforo (CID-10:
E83.3), osteodistrofia renal (CID-10: N25.0) e doenga renal em estagio final (CID-
10: N18.0).

Esse medicamento pode ser um tratamento alternativo para os casos de HPTP
associado a NEM-1 que nao possuem critérios para realizagao da paratireoidectomia,
naqueles que apresentaram recorréncia apos cirurgia ou ainda quando o
procedimento cirurgico n&o pode ser realizado, seja por comorbidades que aumentem
0 risco cirurgico ou recusa do paciente (24,39). Um estudo longitudinal de intervencéo
com cinacalcet para 33 pacientes com NEM-1 acompanhados durante 12 meses que
demonstrou uma redugédo significativa do calcemia e a medicagao foi bem tolerada

pela maioria dos pacientes (38).
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1.2.2 Tumores neuroendécrinos do trato gastroenteropancreatico

A incidéncia de tumores neuroenddcrinos do trato GEP em individuos com
NEM-1 pode variar de 30 a 80%, sendo geralmente a segunda manifestagdo mais
comum (1,9,40). Esses tumores geralmente sdo multiplos e podem secretar varios
tipos de hormoénios simultaneamente ou serem ndo funcionantes (40,41). Eles
permanecem sendo a principal causa de morte prematura em pacientes com NEM-1
(40). Devido a sua variabilidade clinica e potencial de malignidade imprevisivel, o
diagnostico e tratamento dos tumores GEP representam um verdadeiro desafio na
pratica clinica (42,43).

1.2.2.1 Gastrinomas

Os gastrinomas correspondem a mais de 50% de todos os tumores GEP
em pacientes com NEM-1 (1) e aproximadamente 20% dos pacientes com
gastrinomas terdo o diagnostico de NEM-1 (44,45,46). Usualmente, os gastrinomas
no contexto da NEM-1 sdo lesdes pequenas (<bmm de didmetro), multiplas,
localizadas preferencialmente na submucosa do duodeno, o que dificulta o tratamento
cirargico (44). Aproximadamente 50% apresentam metastases ao diagnostico, sendo
que pacientes com metastases hepaticas apresentam pior prognostico (47).

A forma esporadica geralmente constitui-se de uma unica leséo de crescimento
lento, localizada em pancreas ou duodeno, que surgem na primeira e segunda
por¢des do duodeno, medindo < 1cm de didmetro e frequentemente apresentam
metastases para linfonodos regionais ao diagnostico em 60 a 80% dos casos (44).

Os pacientes costumam apresentar a Sindrome de Zollinger-Ellison (ZES)
composta por Ulceras pépticas refratarias ao tratamento acompanhadas de dor
abdominal, epigastralgia, nauseas, vomitos, diarreia e, menos frequentemente, perda
ponderal (46,47). O diagndstico é feito pela elevagao dos niveis de gastrina sérica em
jejum associada a um aumento da secrecéo de acido gastrico basal (pH gastrico < 2)
(48).
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Os inibidores de bomba de proétons (ex.. omeprazol ou pantoprazol) sdo as
medicagdes de escolha para controle dos sintomas. Alguns pacientes necessitam de
tratamento adicional com antagonista do receptor de histamina H2 (ex.: ranitidina)
(46). A ZES costuma se manifestar com maior frequéncia em pacientes com
hiperparatireoidismo, portanto, manter a normocalcemia pode melhorar de forma
significativa os sintomas e contribuir para redugcédo da gastrinemia em 20% dos casos
(49). O tratamento cirurgico ainda € bastante controverso devido ao fato de os
gastrinomas associados a NEM-1 se apresentarem como tumores pequenos e

multiplos e, na maioria das vezes, fica reservado para lesées > 2cm (50).

1.2.2.2 Insulinomas

Os insulinomas ocorrem em 10 a 30% dos pacientes com NEM-1 e geralmente
sdo diagnosticados na terceira década de vida, uma década antes dos casos
esporadicos (1). Podem ser a primeira manifestacdo da NEM-1 em 10% dos casos
(25) e podem se apresentar como lesdes unicas ou multiplas de aproximadamente 1
a 4 cm de diametro e, na sua maioria, sdo benignos (51). No contexto da NEM-1, os
insulinomas diferem-se dos esporadicos por ocorrerem mais precocemente e por

apresentarem maiores taxas de recorréncia (1,10).

O quadro clinico se caracteriza por hipoglicemias em jejum e que melhoram
apos administragdo de glicose. O diagnostico é feito por meio do teste do jejum
prolongado (72 horas de duragdo), com dosagem de glicemia, insulina, peptideo C e
pré-insulina (52). O tratamento clinico consiste em fracionar as refeicbes e o uso
de diazdxido ou octreotide, com pouco sucesso terapéutico na maioria dos casos. A
abordagem cirurgica constitui o tratamento de escolha, que pode ser desde a
enucleagao da lesao até a pancreatectomia parcial ou total (1,25,52).
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1.2.2.3 Outros tumores gastroenteropancreaticos

Além dos gastrinomas e insulinomas, outros tumores neuroendocrinos GEP
podem ocorrer na NEM-1, como os glucagonomas (<3%); VIPomas e os tumores nao

funcionantes (25).

As manifestagdes clinicas caracteristicas dos glucagonomas sao rash cuténeo,
perda ponderal e anemia, porém, usualmente o0s pacientes encontram-se
assintomaticos. Ele € geralmente detectado durante rastreamento por imagem do

abdome e sua principal localizagao € na cauda do pancreas (1).

A identificacdo de tumores n&o funcionantes nesses pacientes vem
aumentando nos ultimos anos, provavelmente devido a melhora na sensibilidade dos
meétodos de diagndstico porimagem (1,53). A auséncia tanto de uma sindrome clinica
quanto de anormalidades bioquimicas especificas pode acarretar no atraso do
diagnostico desse tipo de tumor, portanto, o rastreio por imagem de tumores
neuroendocrinos GEP deve se iniciar aos 10 anos de idade (1).

O tamanho do tumor parece ser um fator preditivo de metastase hepatica,
porém n&o se sabe sobre outros fatores prognosticos relacionados (53). A
pancreatoduodenectomia € recomendada para tumores ndo funcionantes com
diametro acima de 2 cm localizados na cabega do pancreas, pelo seu maior risco de
metastase hepatica (54). Entretanto, ainda ndo ha um consenso para o manejo desses
tumores ndo funcionantes em pacientes com NEM-1(41).
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1.2.3 Tumores hipofisarios

Os adenomas hipofisarios isolados sdo comuns, podendo alcancar uma
prevaléncia de 14.4 a 22.5% por meio de avaliagbes realizadas com exames
radiolégicos e autopsias de forma incidental (565). Entretanto os casos familiares sao
relativamente raros, com uma prevaléncia de aproximadamente 3%. Os casos
familiares podem estar associados a sindromes classicas como a NEM-1 e o
Complexo Carney, bem como no contexto de Adenoma Hipofisario Familiar Isolado
(FIPA) (56).

A incidéncia de tumores hipofisarios na NEM-1 pode variar de 15 a 50% em
diferentes séries (1). Esses tumores apresentam uma chance duas vezes superior de
serem macroadenomas em relagdo aos casos isolados  (85% vs 42%
respectivamente) e, portanto, os sinais e sintomas de compressao sdo mais comuns

nesses individuos (57,58).

Aproximadamente um terco apresenta caracteristicas invasivas ao
anatomopatoldgico, tais como infiltragdo de tecidos adjacentes a hipofise e geralmente
sao pluri-hormonais. Apesar disto, os carcinomas hipofisarios sdo tdo incomuns

quanto na doenga esporadica (59).

O tratamento ira depender do tipo de tumor e tem como objetivos a redug¢do do
volume tumoral, normalizacdo da hipersecrecdo hormonal e preservagao da
funcao hipofisaria (60). O manejo consiste no uso de terapias similares as realizadas
para os casos esporadicos, entretanto, individuos com NEM-1 apresentam tumores
mais agressivos e menos responsivos tanto ao tratamento cirurgico quanto

ao farmacologico (58,61).
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1.2.3.1 Prolactinomas

A maioria dos tumores hipofisarios na NEM-1 s&o prolactinomas,
correspondendo a 60% dos casos e menos de 25% sao secretores de GH (57). Os
adenomas hipofisarios podem ser a primeira manifestacdo da NEM-1 em 15% dos
casos e a média de idade ao diagnaostico € por volta dos 34 anos (56). Outrossim, as
mulheres apresentam maior prevaléncia de tumores hipofisarios em relagdo aos

homens (50% vs 31% respectivamente)(1).

A cabergolina € um agonista seletivo do receptor de dopamina D2, sendo
considerada terapia de primeira escolha para o tratamento
dos prolactinomas (62,63). A maioria dos pacientes apresenta resposta ao
tratamento, com regressdo do volume tumoral e normalizagdo dos niveis de

prolactina, e os n&o respondedores sdo submetidos a cirurgia transesfenoidal (64).

1.2.4 Outros tumores

Além dos tumores classicamente retratados na NEM-1 (paratireoides,
neuroendocrinos do trato gastroenteropancreatico e hipdfise), diversas neoplasias ja
foram descritas nesses pacientes, como: tumores carcinoides, adrenais, lipomas,
neoplasia de tireoide, colagenomas e angiofibromas faciais (7,65). Esta ampla
variabilidade de tumores e manifesta¢des clinicas tornam a NEM-1 uma sindrome

complexa.
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1.2.4.1 Tumores adrenais

Os tumores adrenais na NEM-1 apresentam incidéncia que pode variar entre
20 a 55% (66). Os pacientes geralmente sdo assintomaticos, uma vez que a maioria
dos tumores s&o n&o funcionantes. Quando essas lesdes sdo funcionantes, as
alteragdes bioquimicas mais encontradas sao o hiperaldosteronismo primario e

o hipercortisolismo, sendo rara a ocorréncia de feocromocitoma (66,67,68).

As lesdes adrenais encontradas durante o rastreamento t€m uma maior chance
de serem carcinomas quando comparadas aos incidentalomas sem o contexto da
NEM-1 (69). O tratamento dos tumores funcionantes € similar aos casos esporadicos
e ainda n&o ha consenso em relagado a abordagem terapéutica dos n&o funcionantes

(cirurgia ou acompanhamento) (66,70).

1.2.4.2 Tumores carcinoides

Ocorrem em um pouco mais de 3% dos pacientes com NEM-1 e podem estar
localizados nos brdonquios, trato gastrointestinal, pancreas ou timo (1) e a maioria sdo

clinicamente silenciosos (71).

Os carcinomas de timo s&o mais prevalentes em homens, enquanto que os de
brénquio sdo mais frequentes em mulheres (72,73). A presenga de carcinoides de
timo representa um elevado risco de morte, sendo uma das principais causas de
morbimortalidade nos individuos com NEM-1 (73,74). A cirurgia € o tratamento de
escolha, porém os carcinoides de timo apresentam uma elevada recorréncia apés a

cirurgia (75).
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1.3 RASTREAMENTO DE TUMORES EM INDIVIDUOS COM NEM-1

O rastreio bioquimico e radiolégico dos casos assintomaticos em parentes de
primeiro grau de individuos com NEM-1 é recomendado devido ao beneficio do
diagndstico e tratamento precoces, podendo reduzir a morbimortalidade. Esse rastreio
inicia-se por volta dos 5 anos de idade em razao da
elevada penetréancia relacionada a idade e recomenda-se que seja feita anualmente
(Quadro 5) (1).

Quadro 5 — Rastreio bioquimico e radiolégico de tumores em individuos com NEM-1

Tumor Idade de Avaliagao bioquimica Avaliagao por imagem
inicio (anual) (intervalo)
Paratireoide 8 anos PTH e Ca Nenhum
Gastrinoma 20 anos Gastrina Nenhum

(+/- pH gastrico)

Insulinoma 5 anos Glicemia de jejum e Nenhum
insulina
Outros <10 anos Cromogranina A, VIP e RM, TC ou EUS
glucagon (anualmente)
Hipofise 5 anos PRL e IGF-1 RM
(a cada 3 anos)
Adrenal <10 anos Nenhum, exceto se RMou TC
clinica ou lesdo > 1cm (anualmente)

em exame de imagem

Carcinoide 15 anos Nenhum RMouTC
(Brénquio/Timo) (acada 1 -2 anos)

PTH: Horménio da Paratireoide; Ca: Calcio sérico; PRL: Prolactina; VIP: Peptideo
Vasoativo Intestinal; IGF-1: Fator de Crescimento Insulina-Simile — tipo 1; RM:
Ressonancia Magnética; TC: Tomografia Computadorizada; EUS: Ultrassom
endoscopico. Adaptado de referéncia (1).
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1.4 ASPECTOS GENETICOS

1.41 Gene MEN1

Em 1998, Larsson e cols. mapearam a localizagdo do gene MEN1 no brago
longo do cromossomo 11, regido 1, sub-regido 13 (11q13) e também demonstraram a
perda da heterozigose nesse locus, sugerindo que se tratava de um gene de
supressao tumoral (76). Mas foi apenas em 1997, que dois consorcios independentes,
um europeu (77) e outro americano (78), realizaram o sequenciamento desse gene.
O gene MEN-1 é composto por 10 exons que codificam uma proteina de 610

aminoacidos chamada menin (Figura 2) (10,79,80).

ATG TGA

NLS1  NLSa NLS2

I 0N~

1 610 Aminoacidos

Figura 2 - Representagcdo esquematica do gene MEN1 e da proteina menin.

Os cédons de inicio (ATG) no exon 2 e parada (TGA) no exon 10 est&o identificados.
A proteina menin apresenta 3 sinais de localizagao nuclear (NLS) nos cédons 479-
497 (NLS1), 546-572 (NLSa) e 588-608 (NLS2). Adaptado de referéncia (79).
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1.4.1 Tumorigénese na NEM-1

O desenvolvimento de tumores na NEM-1 decorre de dois
processos mutacionais. O primeiro ocorre por uma mutagdo germinativa e o segundo
por uma mutagcdo somatica, ou seja, que acontece apenas em determinados tecidos
(ex.: paratireoides, hipofise, pancreas e duodeno). H4 uma perda do alelo normal
devido a uma mutagédo que surge ao longo da vida do individuo, este mecanismo é
conhecido por perda da heterozigose (LOH). A LOH ou second hit resulta na auséncia
da proteina ou a presenca de uma proteina truncada, sem acéo bioldgica nesses
tecidos (Figura 3) (80,81).

Nos casos familiares de NEM-1, os pacientes herdam a inativacdo de um dos
alelos, portanto, basta apenas que uma mutagao somatica do alelo normal ocorra para
o surgimento da tumorigénese. Entretanto, nos casos esporadicos ha a necessidade
que ocorra duas mutagdes somaticas do gene MEN1 de uma mesma célula para que
aconteca o desenvolvimento de tumores nos determinados tecidos ou glandulas-alvo
(4,81,82).

Cromossomo 11 - Gene MEN1

Neoplasias
Glandulas-alvo

mmam - -
Mutagdo Mutacdo  Mutagéo
Normal Germinativa Somatica Germinativa

Figura 3 - Modelo second hit proposto para a tumorigénese na NEM-1.
LOH: Perda da Heterozigose. Adaptado de referéncia (80,81).



34

1.4.2 Gene da Menin e suas proteinas de interagao

Estudos demonstram que ameniné uma proteina localizada
predominantemente no nucleo e apresenta trés sinais de localizacdo nuclear
(NLS1, NLSa e NLS2), todos situados na porcao C-terminal dessa proteina (Figura 2)
(79,83,84). Essa localizag&o nuclear sugere que a proteina menin possa ter um papel
na regulagcédo da replicagéo e transcricdo do DNA, no ciclo celular e na manutengao
da integridade do genoma (Figura 4) (83,84). Entretanto, quantidade menores dessa
proteina também s&o detectaveis no citoplasma e até mesmo na membrana celular
(85).

g x Integridade do
-~ Proliferagdo e
2 . genoma
Vb crescimento N
celular _——
(Smad3 >
/ Regulacdo
(‘ : da
| \ apoptose |
l | | |
| Replicagdo | |
\ ereparodo \
DNA ///
NF-kB -
N T~ " Controledo

ciclocelular 7

Resposta celular ao
estresse

Figura 4 - Interagbes e possiveis efeitos da proteina menin. As setas azuis
representam ativagao e as vermelhas indicam inibigdo. Adaptado de referéncia (84).
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Uma forma de interacdo importante da menin &€ por meio da ligagao
com JunD, um fator de transcricdo ativador da proteina-1 (AP-1), bloqueando a
atividade de transcricdo. Acredita-se que a interagdo da meninreverta a
acao mitogénica do fator de transcrigcdo JunD, formando um complexo supressor de
crescimento celular (84,85,86). Além disso, parece que a menin inibe a transcricdo
génica mediada pela JunD por um mecanismo adicional que envolve a competicdo
por um sitio de ligagdo. A JNK (c-Jun N-terminal Kinase) fosforila a JunD e, dessa
forma, ativa expressao génica mediada pela JunD. A ligacao
da menin a JunD bloqueia essa fosforliagdo pela JNK e se liga a regido promotora do
gene da gastrina, reprimindo a sua expressao (85,87).

Demonstrou-se que a proteina menin interage com o ativador da fase-
S quinase (ASK), componente envolvido na divisdo celular. O papel da
ASK na proliferagao celular in vivo parece ser dependente da proteina menin, pois a
ASK induz a proliferagao celular na auséncia da menin (84). Outrossim ha descrigao
de interagdo da menin com a segunda subunidade da proteina de replicagao A (RPA),
necessaria para que ocorra a replicacao e reparo do DNA. Além disso, a RPA parece
estar envolvida tanto na regulagdo da apoptose quanto na expressao génica (84,88).

A proteina menin também apresenta interagdo com trés membros da familia de
fator nuclear kappa B (NF-kB), as proteinas NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52)
e RelA (p65) (89). Estes fatores de transcricdo sdo reguladores importantes da
resposta celular ao estresse, modulando a expressao de diversos genes envolvidos
na oncogene em varios 6rgéos (84). A menin age como repressor da transcricao

mediada pela NF-kB, o que resulta em apoptose e retardo do crescimento celular (10).
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O fator de crescimento transformador beta (TGF-b) atua como sinalizador
citostatico, limitando a progressao da fase G1 e a proliferagao celular (84). Ele ativa
um complexo de receptores de membrana serina-treonina quinase que fosforila as
proteinas Smad2 e Smad3 que se associam a Smad4. Esse complexo formado se
transloca para o nucleo e regula a transcrigao junto a fatores de transcrigdo ativadores
ou repressores (90). O TGF-b aumenta a expressdo da menin, por outro lado, uma
reducao na expressao da menin demonstrou ter influéncia na inibigdo da proliferagcéao
celular mediada pela TGF-b nas células enddcrinas, especialmente na hipdfise
anterior e tecido paratireoidiano (84,91).

1.4.3 Mutagdes no gene MEN1

Mais de 1,300 mutagbes germinativas ja foram descritas no gene
MEN1. Aproximadamente 75% dessas mutacdes sao inativadoras e estima-se que
10% sejam mutagbes de novo, podendo ser transmitidas para geracdes
futuras (79,92,93).

As mutacgdes podem ocorrer em qualquer localizagdo, portanto, é necessaria a
realizagdo de um teste genético que avalie todo o gene. Além disso, parece nao haver
uma correlacao entre a localizag&o ou o tipo da mutagao e as manifestagdes clinicas
apresentadas pelos pacientes. Portanto, a auséncia de hot spots e a dissociagéo
genotipo-fendtipo tornam a analise das mutagdes no diagndstico da doenga mais
dificil (79,94,95).

Aproximadamente 70% das mutagdes resultam na perda da fungdo da
proteina menin por meio da geragao de uma proteina truncada, como as inserg¢des ou
delecbes em frameshift (40-45%), mutagdes nonsense (14-20%) e mutagdes nos
sitios de splicing (~10%). Enquanto que uma pequena parcela ocorre por
mutagdes missense (20-25%) (Quadro 6) (12,79,93).
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Quadro 6 — Mutagdes germinativas na NEM-1

Tipo de mutacéao Porcentagem
Frameshift 42
Missense 25.2
Nonsense 14

Splicing 10.5
Grandes delecoes 2.5
Insersdo/delecao in-frame 5.5

Adaptado de referéncia (12,93).

Sabe-se que aproximadamente 5-10% dos pacientes com manifestacoes
clinicas da NEM-1 ndo apresentam mutacdo detectada no gene MEN1, chamados
de fenocopias (96). Isso pode ser devido a presenga de mutagdes nao identificadas
na regiao codificadora do gene, podendo estar em regides n&o traduzidas (introns) ou
pela falta de sensibilidade do teste genético utilizado (1,10). Grandes dele¢des ou
rearranjos representam cerca de 1-3% das mutagdes no gene MEN1 e s&o dificeis de
serem detectadas pelo método convencional de sequenciamento de Sanger.
O sequenciamento de alto desempenho (HTS) ou o método de amplificacdo de
sondas de ligagao (MLPA) s&o testes capazes de identificar essas mutag¢des (10,95).

1.4.4 Envolvimento de outros genes na NEM-1

Aproximadamente 5% dos casos de NEM-1 representam fenocépias nas quais
ocorre uma mimetizacao das manifestagdes clinicas, porém as mutacdes ocorrem em
outros genes que nao o da proteina menin (97). Recentemente tem-se aventado que
esses casos sem a identificagdo de mutagcbes no gene MEN1 sejam ocasionados
por mutagcdes nos genes CKDN1B e AIP, por exemplo (96,98).
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1.4.41 Gene CDKN1B

O envolvimento do gene CDKN1B, localizado no brago curto do cromossomo
12, regido 1 subregido 3 (12p13), que codifica a proteina p27, tem sido associado
a pacientes com fendtipo da NEM-1, sem mutacdo identificada no
gene MEN1 (99,100).

A proteina p27, de localizag&o nuclear, regula de forma negativa a progresséo
do ciclo celular por meio da inibicdo dos complexos de quinase ciclina-
dependente (10). Aparentemente, o gene CDKN1B tem sua transcrigdo regulada
pela menin, sugerindo que o gene MEN1 e a p27 possam ter uma via

de tumorigénese em comum para neoplasias endocrinas (99,101).

Individuos com mutagdo na CDKN1B apresentam quadro clinico variavel,
podendo ter componentes tanto da NEM-1 quanto daNEM-2, tais
como feocromocitoma, neoplasias de tireoide e paratireoide e adenomas
hipofisarios (10,100). Apesar de ndo ser possivel estabelecer uma
correlagao genotipo-fendétipo evidente na NEM-1, alguns estudos demonstraram que
polimorfismo V109G CDKN1B parece estar associado a um comportamento clinico
mais agressivo dos tumores nesses pacientes (101,102).

Além disso, o envolvimento da proteina CDKN1B parece ter importancia na
patogénese de tumores hipofisarios por meio da demonstragdo in vitro de
menor afinidade da proteina p27 pelo Grb2, e apesar de rara, pode ter influéncia no

comportamento bioldgico desses tumores (103).
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1.4.42 Gene AIP

Recentemente, o gene AIP (aryl hydrocarbon receptor interacting protein) tem
sido relacionado a descricdo decasos de adenoma hipofisario familiar
isolado (FIPA). Esse gene encontra-se localizado no brago longo do cromossomo 11,
regiao 1, subregido 3.3 (11913.3), distando 3 Mb do gene MEN1 (104,105).

O AIP interage no citoplasma com o AHR (receptor aril hidrocarbono), um fator
de transcri¢do que regula a via de degradacéao de dioxinas (substancias quimicas que
sdo poluentes ambientais) (106,107). Essas substancias apresentam efeito
carcinogénico que possivelmente ocorre pela ativaggo do AHRe o AIP atua
modulando essa interagéo (108).

O acompanhamento clinico e ainvestigagdo molecular com avaliagao da
fisiopatologia dos tumores em pacientes com FIPA tém sido alvo de muitos estudos
do no ambulatorio de Endocrinologia do Hospital Universitario de Brasilia, constituindo
uma das mais fortes linhas de pesquisa da Universidade de
Brasilia. Diversas mutagdes inéditas no gene AIP ja foram descritas neste grupo de
pacientes (109,110,111).

Mutagcbes germinativas nesse gene foram descritas em pacientes com
FIPA, particularmente em tumores secretores de GH com relato de LOH nesses
tumores, refletindo um provavel papel de supressédo tumoral do gene AIP (112,113).
Ha descrigdo de mutagdées no gene AIP em individuos com fendétipo da NEM-1 sem
mutacédo identificada no gene MEN1, reforgcando a importancia da avaliagdo genética
desse gene, principalmente em casos de tumores hipofisarios familiares (114).
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1.4.5 Fatores Epigenéticos

A menin interage com complexos de proteinas associadas a cromatina e
também atua na regulacéo de regides nao codificantes do RNA, portanto, participando
nos mecanismos de controle epigenético (115).

Uma das possiveis hipéteses para auséncia de correlagéo genaotipo-fenétipo na
NEM-1 pode envolver a presengca de fatores epigenéticos na regulacdo da
tumorigénese (116). Dentre esses fatores, alteracdes na expressdo de microRNAs
especificos tém sido demonstradas nos tecidos de tumores neuroenddécrinos na NEM-
1, incluindo paratireoides, hipdfise e trato GEP (116). O miR-24-1 parece agir como
um regulador negativo na expressdo da menin nos adenomas de paratireoides de

pacientes com NEM-1 sem LOH nos tecidos tumorais (117).

1.4.6 Rastreamento genético

O rastreio para mutagdes no gene MEN1 é util na pratica clinica pois pode
confirmar o diagndstico clinico; identificar membros da familia que s&o
assintomaticos possibilitando realizar um rastreio bioquimico e de imagem para a
deteccdo dos tumores e; reconhecer individuos que ndo tenham mutac&o germinativa
no gene MEN1, dessa forma, reduzindo a ansiedade desses pacientes em relagdo ao

risco de desenvolver os tumores futuramente (1,8).

De acordo com o ultimo consenso publicado sobre NEM-1em 2012, a
avaliacao genética deve ser realizada em casos-indice; parentes de primeiro grau de
um individuo com mutagdo no gene MEN1; ou pacientes com suspeita clinica para
NEM-1, como por exemplo, individuos que apresentam hiperparatireoidismo primario
com idade inferior a 30 anos (Quadro 7) (1,118).
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Os pacientes com suspeita de NEM-1 devem ser referenciados a um servigo
de genética médica e o aconselhamento genético deve ser oferecido antes de

qualquer teste para avaliagdo de mutagao (1).

Quadro 7 — Indicagbes para avaliagdo genética do gene MEN1
Caso-indice Diagnéstico clinico ou familiar da NEM-1

Suspeito (multiplos adenomas em
paratireoides em qualquer idade; HPTP idade
< 30 anos; HPTP recorrente; gastrinoma ou
tumores neuroendocrinos GEP)

Quadro clinico atipico (ex.: tumores de
paratireoide e adrenal)

Parente de primeiro grau de um  Assintomatico
paciente com mutagdo no gene
MEN1 Parente de primeiro grau com NEM-1 familiar

NEM-1: Neoplasia Enddcrina Multipla do tipo 1; HPTP: Hiperparatireoidismo Primario;
GEP: Gastroenteropancreatico. Adaptado de referéncia (1).
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO ESTUDO

A NEM-1 é uma sindrome genética caracterizada pela sua variabilidade
clinica e complexidade no diagndstico e tratamento, em raz&do disso, faz-se
necessaria a atuacdo de uma equipe multidisciplinar. Por se tratar de uma
doenga rara, o diagndstico é tardio na maior parte dos casos e esses pacientes
podem ja se apresentar com complicagées decorrentes das neoplasias, como
fraturas, metastases hepaticas e efeitos de massa em consequéncia do
crescimento desses tumores.

O atraso no diagndstico do caso-indice acaba, consequentemente,
afetando a identificacdo de parentes de primeiro grau, resultando em um
aumento na morbimortalidade da doenga e um pior progndstico. Portanto, é
importante reconhecer a grande variabilidade fenotipica encontrada nesses
pacientes e realizar o rastreamento familiar.

Apesar ndo existir uma correlagéo genétipo-fenotipo bem estabelecida, o
teste genético deve ser realizado para confirmar o diagnostico clinico e identificar
parentes de primeiro grau assintomaticos. A auséncia de hot spots estabelece a
necessidade de realizar o sequenciamento de todo o gene MEN1. A avaliagéo
genética por meio do sequenciamento de alto desempenho (HTS) pode auxiliar
na identificacdo de mutagdes em regides promotoras ou intrénicas, além de ter
um menor custo quando comparado ao método de Sanger.

Este estudo pretende ressaltar a importadncia em reconhecer as diversas
manifestacdes clinicas que podem estar presentes em individuos com NEM-1 a
fim de que o diagndstico e o rastreamento familiar sejam prontamente realizados.
Além disso, considerar a incorporacdo do HTS como uma ferramenta auxiliar na

avaliacao genética da NEM-1.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
« Avaliar as caracteristicas clinicas e moleculares de individuos com
diagnodstico de NEM-1.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Descrever as caracteristicas fenotipicas de individuos com
diagnéstico clinico ou familiar de NEM-1.

« |dentificar mutagbes germinativas no gene MEN1 nas familias de
individuos com diagnéstico de NEM-1.
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4. MATERIAL E METODOS

4. 1DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo de série de casos com avaliagao clinica
e molecular de individuos com NEM-1 acompanhados no ambulatério
de Neuroendocrinologia do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) (Figura 5).

4.2 SELECAO DOS PARTICIPANTES

A partir do banco de dados do Ambulatério de Neuroendocrinologia do
Hospital Universitario de Brasilia, 135 prontuarios de individuos que
apresentavam diagnostico clinico de Tumores Neuroendocrinos com pelo menos
dois familiares acometidos foram revisados. Um total de 11 participantes com
diagnéstico clinico de NEM-1 de quatro familias acompanhadas no ambulatoério
de Neuroendocrinologia do HUB foram selecionados.

4.2.1 Critérios de inclusao

e Individuos maiores de 18 anos com diagndstico clinico de NEM-1,
definido pela presenca de pelo menos duas das trés neoplasias
classicas (paratireoide, neuroenddcrino do trato GEP ou hipodfise) ou
familiar, definido pela presenca de pelo menos uma das trés
neoplasias classicas e um parente de primeiro grau com diagnostico
de NEM-1.

4.2.2 Critérios de exclusao

¢ Nao assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE);

e Individuos que se recusaram a coletar exames laboratoriais.
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Recrutamento de pacientes da base de dados do
Ambulatério de Neuroendocrinologia do HUB com
diagnéstico clinico de NEM-1

l

Explicagdo sobre os objetivos do estudo e necessidade de
pesquisa clinica e laboratorial de outros membros da familia

1

9

Assinatura do TCLE

!

Avaliagao Clinica

I

Avaliagdo Laboratorial Avaliagao por Construgao dos
Imagem Heredogramas das Familias
Aconselhamento genético

l

Avaliagdo genética

—

Mutacéao identificada

N

Auséncia de Mutacao

Seguimento Clinico

Periédico

Figura 5 - Fluxograma das etapas do estudo. HUB: Hospital Universitario de
Brasilia; NEM-1: Neoplasia Enddécrina Mdltipla do tipo 1; TCLE: Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.
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4.3PROCEDIMENTOS TECNICOS

4.3.1 Avaliagao geral

Dados como idade ao diagnéstico, género, modalidade e numero de
intervengdes terapéuticas, resultados de exames laboratoriais e de imagem,
bem como informagdes e eventos clinicos relevantes foram coletados e

analisados por meio de consulta e reviséo de prontuarios do HUB.

4.3.2 Avaliacao Laboratorial

Os participantes que ndo tinham exames laboratoriais completos foram
encaminhados ao laboratorio para a coleta de sangue para a analise bioquimica
e hormonal. Foi realizada a vendclise, seguida pela coleta de sangue apos 12
horas de jejum, com determinacéo das concentra¢des plasmaticas dos seguintes

analitos:

4.3.2.1 Dosagem de 25 OH vitamina D

A concentracdo de vitamina D foi determinada através
do Imunoensaio de quimioluminescéncia (CLIA) (Liaison). O ensaio tem limite
de deteccdo de 4.0 pg/mL e linearidade de 150 pg/mL.

Valor de referéncia: 30 a 60 ng/mL

4.3.2.2 Dosagem de PTH

A determinacdo da concentracdo do PTH foi realizada por meio
de eletroquimioluminescéncia.

Valor de referéncia: 15,0 a 65,0 pg/mL
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4.3.2.3 Dosagem do Calcio

A dosagem do calcio foi realizada por meio do método O-
Cresolftaleina complexona.

Valor de referéncia: 8,3 a 10,6 mg/dL

4.3.2.4 Dosagem de IGF-1

A  determinagdo de IGF-1 foi  realizada por método
de imunomeétrico de quimioluminescéncia em fase solida, com pré-tratamento da
amostra para extragdo de ligagdo com proteinas (Immulite 2000). O valor de
referéncia € ajustado para a idade. O coeficiente de variagao interensaio <
5%. Os valores de IGF-1 podem ser expressos de forma absoluta ou como
variagdo percentual em relagdo ao limite superior para a idade (%ULNV,
normal < 100%).

4.3.2.5 Dosagem de Prolactina

A determinacdo da concentracdo da prolactina foi feita por método
de quimioluminescéncia.

Valor de referéncia:

Mulheres n&o gravidas: 2,8 a 29,2 ng/mL

Homens: 2,1 a 17,7 ng/mL

4.3.2.6 Dosagem de Gastrina

A determinagdo da gastrina sérica foi realizada pelo
meétodo de quimioluminescéncia.

Valor de referéncia: 15 a 115 pg/mL
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4.3.3 Avaliagao radiolégica

As informagbes sobre as caracteristicas radiolégicas dos tumores
hipofisarios por meio da ressonancia magnética (RM) de sela turcica, ultrassom
(USG) de rins e vias urinarias para avaliacdo de nefrolitiase; bem como a
avaliagcado das paratireoides por meio de USG e cintilografia e a avaliagao da
massa 0ssea por meio da absorciometria por raios-X com dupla energia (DXA)
foram obtidas retrospectivamente por analise de prontuarios e imagens

arquivadas no Servigo de Radiologia e Medicina Nuclear do HUB.

4.3.4 Avaliacao genética

Um individuo de cada familia foi submetido ao teste genético utilizando um
painel gendmico para genes alvo por meio do sequenciamento de alto
desempenho (HTS) apds a assinatura do TCLE.

4.3.4.1 Extragado de DNA

O DNA foi extraido de 200 yL de sangue total no tubo EDTA usando
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com as instrugcdes
do fabricante e quantificado no sistema de fluorémetro Qubit 2.0 usando QubitTM
1X dsDNA HS (Life Technologies, Carlsbad, EUA).

4.3.4.2 Protocolo de sequenciamento genético

As amostras de DNA foram submetidas a um processo de
sequenciamento emparelhado usando o sequenciador NextSeq 500 (lllumina,
San Diego, EUA).
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4.3.4.2.1 Preparacéo de biblioteca para sequenciamento de nova
geragao

Cada biblioteca de DNA foi preparada utilizando a preparagao da
Biblioteca Hiperplus KAPA (Roche, Basel, Suiga) e a regido codificadora de
aproximadamente 4.000 genes associados a doengas hereditarias e seus
respectivos locais de splicing foram enriquecidos usando a escolha de agdes
SeqCap EZ - Painel de doengas herdadas (Roche, Basel, Suiga) e kit de
preparagao Seqcap EZ Hyper (Roche, Basel, Sui¢a). O tamanho e a qualidade
das bibliotecas de DNA de pré-hibridizacao e pés-hibridizagao foram verificados
no TapeStation (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA) e quantificados no
Sistema de Fluorémetro Qubit 2.0 (Life Technologies, Carlsbad, EUA). O pool de
bibliotecas de DNA foi submetido a um processo de sequenciamento
emparelhado usando o sequenciador NextSeq 500 (lllumina, San Diego, EUA)
usando o kit de saida midi NextSeq 500/550 V2 de 2 x 75 ciclos (lllumina, San
Diego, EUA).

4.3.4.2.2 Anélise de genes associados a tumores enddocrinos

Apds a demultiplexagao usando o software de conversao bcl2fastq2 v2.20
(Base Space, lllumina, San Diego, EUA), os arquivos fastQ foram enviados para
DRAGEN Germline 3.5.7 para mapeamento contra o genoma humano (hg19) e
chamada de variantes. Arquivos Dragen VCF foram carregados para Varstation
(www.varstation.com) para anotacéo e classificacdo de variantes. Vinte e dois
genes associados a esferocitose hereditaria (AIP, APC, CDC73, CDKN1B,
DICER1, FH, MAX, MEN1, MET, NF1, PRKAR1A, PTEN, RET, SDHA, SDHAF2,
SDHB, SDHC, SDHD, TMEM127, TP53, VHL, WRN) foram filtrados para analise.
As variantes foram classificadas de acordo com as diretrizes do Colégio
Americano de Genética e Genémica Médica (ACMG) [PMID 25741868].
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4.4PROCEDIMENTOS ETICOS

O estudo foi realizado de acordo com a declaracao de Helsinki e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias
da Saude da Universidade de Brasilia, sob o CAAE numero
25846919.2.0000.5558.
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5 RESULTADOS

5.1 AMOSTRA DE INDIVIDUOS

Foram avaliadas quatro familias com diagnostico clinico de NEM-1,
acompanhadas no ambulatério de Neuroendocrinologia do Hospital Universitario
de Brasilia (HUB), resultando em um total de 11 individuos que participaram do
estudo: seis do sexo feminino (55%) e cinco do sexo masculino (45%).

A média de idade ao diagndstico dos casos-indices foi de 45 anos. Todos
os individuos apresentaram Hiperparatireoidismo Primario (HPTP) e nove dos
11 participantes do estudo (81,8%) apresentaram tumores hipofisarios. Apenas
trés individuos (27,3%) apresentaram tumores neuroenddcrinos do trato
gastroenteropancreatico (GEP), sendo dois gastrinomas e um insulinoma. Trés
individuos (27,3%) apresentaram outros tumores endocrinos e ndo endocrinos

associados a NEM-1.

5.1.1 Caracterizagao Fenotipica

5.1.1.2 Familia 1

Na familia 1 (F1), todos os quatro individuos rastreados apresentaram
HPTP, % dos casos com tumor hipofisario e tumor neuroendécrino do trato GEP
em apenas um caso (Figura 6). As caracteristicas da apresentagao inicial de

cada um dos quatro individuos dessa familia estdo resumidas na tabela 1.
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Figura 6 - Heredograma F1.HPTP: Hiperparatireoidismo Primario;

GEP: Gastroenteropancreatico.

Caso-indice (1.1)

Individuo do sexo feminino, de 45 anos, apresentou diagnostico de
gastrinoma duodenal de evolug&o rapida com metastases a distancia (Figura 7).
A gastrina sérica ao diagnostico era de 436 pg/mL (15 a 115 pg/mL). Ela também
apresentava HPTP com calcemia de 10,5 mg/dL (8,4 a 10,1 mg/dL) e PTH de
128 pg/mL (15 a 65 pg/mL). Além disso, a concentracdo de prolactina estava
elevada em 65mg/dL (2,8 a 29,2 ng/mL). N&o foi possivel realizar RM de sela na
ocasiao devido a rapida evolugao do quadro o que a levou ao 6bito.
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Tabela 1 — Parametros clinicos, laboratoriais e de imagem iniciais dos individuos

da Familia 1
Parametros 1.1 1.1 .2 .1
Idade ao diagndstico 45 24 28 19
(anos)

HPTP Sim Sim Sim Sim
PTH (pg/mL) 128 82 125 101
Calcemia (mg/dl) 10.5 10.2 10.5 10.9

Tumor GEP Sim Nao Nao Nao
Gastrina (pg/mL) 436 22.8 NA 17.9

Tumor hipofisario NA Sim Sim Sim

PRL (pg/mL) 65 1,634 308 16.8

IGF-1 (ng/mL) 128 66.8 NA 192

Diametro (mm) NA 38x34x20  9.8x9.4x11 9.7x5.0x3.4
Outros tumores Nao Lipomas Nao Nao

Lipossarcoma

HPTP: Hiperparatireoidismo primario;
IGF-1: fator de crescimento semelhante a

paratorménio; PRL: prolactina;

insulina tipo 1; NA: ndo se aplica; NR: ndo realizado.

GEP: gastroenteropancreatico; PTH:

Flgura 7- Imunohlstoqwmlca do gastrlnoma do IndIVIdUOV l. 1 Marcac}ao positiva
para gastrina (A) e cromogranina (B).
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Caso Il.1

No periodo de rastreamento familiar, o filho mais velho teve diagnéstico
de macroprolactinomae HPTP. Na ocasido, ele tinha 24 anos e
apresentava queixa de alteragdo visual e cefaleia holocraniana de moderada
intensidade ha alguns meses.

A campimetria visual mostrou quadrantopsia temporal superior bilateral
(Figura 8A) e a RM de sela turcica evidenciava volumosa leséo isointensa em T1
e T2, medindo 38x34x20 mm com componente suprasselar, invasao de clivus e
de seio cavernoso direito. A prolactina sérica era de 1634 ng/mL (2,8 a 29,2
ng/mL) e o IGF-1 de 66,8 ng/mL (57 a 241 ng/mL).

Foi iniciado tratamento farmacolégico com cabergolinana dose
semanal de 1mg, evoluindo com queda da concentracdo de prolactina e
normalizagdo com prolactinemia de 16 ng/mL (2,8 a 29,2 ng/mL) e redugéo do

volume tumoral, apdés um ano de tratamento.

Entretanto, o adenoma evoluiu com crescimento progressivo mesmo apés
6 anos de tratamento continuo com cabergolina na dose de 3,5 mg/semana. A
lesdo apresentava extensao suprasselar associada a compressdao de nervo
optico a direita (Figura 9A) e a concentragcado de prolactina diluida era de 47
ng/mL.

Ele evoluiu com quadro de cefaleia e alteracdo do campo visual com
maior comprometimento em olho direito e preservagao do olho esquerdo (Figura
8B), com diagndstico de apoplexia hipofisaria. A ressonancia magnética de sela
turcica demonstrou a presenca de macroadenoma com compressao do quiasma

optico e degeneracao hemorragica (Figura 9B).



55

Foi submetido a cirurgia transesfenoidal e evoluiu no pos-operatorio com
hipopituitarismo, tendo os eixos tireotrofico e somatotrofico comprometidos com
T4 livre de 0,76 ng/dL (0,74 a 1,72 ng/dL) e IGF-1 de 54 ng/mL (57 a 241 ng/mL).
Atualmente encontra-se em uso de levotiroxina 100mcg ao dia e segue sem

comprometimento dos eixos gonadotréfico e corticotréfico.

A RM de sela turcica, realizada apods aproximadamente 5 meses do

procedimento cirurgico, mostrava um pequeno remanescente a esquerda

(Figura 9C) e a prolactina sérica era de 56 ng/mL (2,8 a 29,2 ng/mL).

Figura 8 - Campimetria visual do individuo Il.1. Ao diagnéstico, observa-se
comprometimento importante de olho direito e quadrantopsia temporal superior
e olho esquerdo (A). No periodo da apoplexia, nota-se comprometimento
importante no campo visual total de olho direito, principalmente em campos
inferiores e preservagao do olho esquerdo (B).
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Figura 9 - RM de sela turcica com contraste do individuo Il.1. Imagem ponderada
em T1 apresentando macroadenoma hipofisario de 24x19x18 mm (A) que
evoluiu apds 6 meses com degeneragao hemorragica e compressao do quiasma
optico (B). Ap0s a cirurgia, nota-se pequeno remanescente na metade esquerda
da adenohipdfise (C).

No rastreamento bioquimico para o hiperparatireoidismo, apresentou
calcemia de 10,2 mg/dL (8,4 a 10,1 mg/dL), PTH de 82 pg/mL (15 a 65 pg/mL) e
250HD 30,7 ng/mL (30 a 60 ng/mL). A cintilografia de paratireoides mostrou
captagdo em area focal localizada no polo inferior da tireoide a direita (Figura
10). A DXA de trés sitios realizada no mesmo periodo mostrou baixa massa
O0ssea apenas em terco distal do radio esquerdo (Z-score de —2,5), estando a
coluna lombar (Z-score de — 0,7) e colo do fémur (Z-score de 0,7) normais. Além
disso, foi realizada uma USG de rins e vias urinarias que mostrou nefrolitiase
bilateral. Ele aguarda paratireoidectomia e ultima avaliagcdo bioquimica
apresenta calcemia de 10,4 mg/dL (8,4 a 10,1 mg/dL) e PTH de 92 pg/mL (15 a
65 pg/mL).
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Figura 10 - Cintilografia de paratireoides do individuo Il.1. Nota-se acumulo na
fase tardia do radiotracador localizado no polo inferior do lobo direito da tireoide
(seta branca).

O individuo apresenta concentragdes de gastrina de 17,9 pg/mL (15a 115
pg/mL) e RM de abdome com descricdo de ndédulos hepaticos hipervasculares
medindo 8mm em segmentos Il e VII, sugestivos de hemangiomas. Aos 38 anos
foram observados tumorag¢des em regidao de deltoide direito, térax anterior a
esquerda e regido clavicular a direita (Figura 11). Devido ao crescimento
progressivo no periodo, ele foi submetido a exérese dessas lesbes e o
anatomopatoldgico evidenciou lipossarcoma bem diferenciado em ombro direito

e lipomas em regides de torax e clavicular a direita.

Figura 11 - USG da regi&o infraclavicular direita do individuo 11.1.
Presenca de lipoma medindo 37x21x35 mm.
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Caso ll.2

Individuo do sexo feminino que aos 28 anos teve diagndstico
de macroprolactinoma durante o rastreamento familiar, com prolactina de 308
ng/mL (2,8 a 29,2 ng/mL). A RM de sela mostrou um macroadenoma com
dimensdes de 9,8x9,4x11 mm e foi iniciado cabergolina na dose semanal de 1,5
mg. Entretanto, mantinha concentragbes de prolactina ainda elevadas - 62,86
ng/mL (2,8 a 29,2 ng/mL). Na ocasido apresentava calcemia de 10,6 mg/dL (8,4
a 10,1 mg/dL), porém ela ficou um longo periodo sem acompanhamento
ambulatorial. Retornou aos 39 anos, quando foi diagnosticada com HPTP com
calcemia de 10,5 mg/dL (8,4 a 10,1 mg/dL) e PTH de 125 pg/mL (15 a 65
pg/mL). Foi possivel visualizar as paratireoides direita e esquerda por meio do
USG (Figura 12). A DXA mostrou massa 6ssea normal (L1-L4 com Z-score -1,6
e colo do fémur com Z-score 0,0).

Figura 12 - USG de paratireoides do individuo Il.2. Paratireoide direita medindo
0,72x0,48 mm (A) e paratireoide esquerda medindo 0,33x0,29 mm (B)
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Caso lll1

Individuo do sexo masculino tinha 15 anos quando foi convocado para
rastreamento clinico. Na ocasido estava assintomatico e n&do apresentava
alteragdes laboratoriais. Entretanto, aos 19 anos teve diagndstico de HPTP com
calcemia de 10,9 mg/dL (8,4 a 10,1 mg/dL) e PTH de 101 pg/mL (15 a 65 pg/mL)
e 250HD 22,73 ng/mL (30 a 60 ng/mL). A cintilografia de paratireoides mostrou
captagao no polo inferior do lobo esquerdo da tireoide e em area abaixo do lobo
direito, podendo corresponder a tecido paratireoidiano ectopico. A DXA
demonstrou baixa massa o6ssea (L1-L4 com Z-score -2,1 e colo do fémur com Z-
score -1,5).

A concentragdo plasmatica de gastrina era de 17,9 pg/mL (15 a 115
pg/mL) e, como ele tinha queixa de epigastralgia, foi realizada uma endoscopia
digestiva alta que mostrou lesdo com umbicagao central deprimida e bordos
muito elevados medindo 3 cm em grande curvatura do antro. O laudo
anatomopatolégico descreveu hiperplasia foveolar importante e metaplasia

intestinal extensa, mas sem evidéncias de displasia ou neoplasia.

A RM de sela, realizada no periodo do rastreamento, evidenciou um
microadenoma na transi¢cdo entre a adenohipofise e neurohipéfise medindo
9,7x5x3,4 mm. Na ocasido, as concentracdes de prolactina e IGF-1 eram
respectivamente 16,6 ng/mL (2,8 a 29,2 ng/mL) e 260 ng/mL (246 a 504
ng/mL). A lesdo mantém-se com dimensdes estaveis de acordo com imagem
realizada na ultima avaliagdo em 2020 (Figura 13) e a concentragao de prolactina
era de 16,8 ng/mL (2,8 a 29,2 ng/mL).
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Figura 13 - RM de sela turcica do individuo IIl.1. Imagem ponderada em T2
coronal (A) e ponderado em T1 sagital (B) com microadenoma medindo
9,7x5x3,4 mm.
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5.1.1.2 Familia 2

A familia 2 (F2) é composta de 17 individuos dos quais 4 apresentaram
fendtipo de NEM-1 até o momento. Todos apresentaram HPTP (100%) e % dos
casos apresentam tumores hipofisarios. Apenas o caso-indice apresentava
tumor do trato gastroenteropancreatico e o caso .4 apresentava tumor em
adrenais (Figura 14).

As caracteristicas da apresentacao inicial de cada um dos quatro
individuos dessa familia estdo resumidas na tabela 2.

* * %
1 2 3 4 5 / 6 7 8 9
*
1 2 3 4 5 6
HPTP GEP
- / Caso-indice * Participantes do estudo
Qutros tumores Hipdfise

Figura 14 - Heredograma F2. HPTP: Hiperparatireoidismo Primario;
GEP: Gastroenteropancreatico.
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Tabela 2 — Parametros clinicos, laboratoriais e de imagem iniciais dos individuos
da Familia 2

Parametros 1.6 1.3 1.4 .1

Idade ao diagndstico 43 49 46 26

(anos)

HPTP Sim Sim Sim Sim
PTH (pg/mL) 447 145 107 346
Calcemia (mg/dl) 11.4 10.8 12.0 1.4

Tumor GEP Sim Nao Nao Nao

Gastrina (pg/mL) NR NR NR NR

Tumor hipofisario Sim Nao Sim Sim
PRL (pg/mL) 947 10.1 12.0 1,493
IGF-1 (ng/mL) >1000 106 153 192

Diametro (mm) 24x25x15 NA 4x2 23x21x16
Outros tumores Nao Nao Adenomas em Nao
adrenais

HPTP: Hiperparatireoidismo primario; GEP: gastroenteropancreatico; PTH:
paratorménio; PRL: prolactina; IGF-1: fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1; NA: ndo se aplica; NR: Nao realizado.

Caso-indice (11.6)

Individuo do sexo feminino, apresentava episédios recorrentes de
hipoglicemia em jejum que se iniciaram aos 43 anos. Foi diagnosticada com
diabetes mellitus tipo 2 ha 10 anos e fazia uso de metformina e glibenclamida,
que foram suspensos nos ultimos dois anos. Além disso, tinha antecedente de
amenorréia secundaria desde os 32 anos, dislipidemia e doenga renal cronica
com histdria de nefrectomia esquerda ha 10 anos, na qual ela ndo soube informar

0 motivo.
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Durante investigacéo laboratorial, apresentou glicemia de jejum de 29
mg/dL (70 a 99 mg/dL), insulinemia de 39,18 mUI/mL (3,0 a 25 mUI/mL) e
peptideo C de 17,2 ng/mL (1,10 a 4,40 ng/mL). A Tomografia Computadorizada
(TC) de abdome apresentava uma formagao expansiva heterogénea localizada
na cauda do péancreas, medindo 12,6x11,3 cm (Figura 15). A pancreatectomia
caudal foi realizada apds uso de octreotida na dose mensal de 30mg por 3 meses
e 0 anatomopatoldgico mostrou tumor neuroendocrino funcionante (insulinoma)

com margens cirurgicas livres. Ap0s a cirurgia, foi iniciada insulinoterapia.

Aproximadamente um més apds o procedimento cirurgico, ela foi
encaminhada ao ambulatério para prosseguir investigagdo pois relatava
aumento discreto da numeragao do sapato e edema em dedos das maos. A
avaliagao laboratorial mostrou IGF-1 > 1000 ng/mL (58,2 a 219 ng/mL), GH de
343 ng/mL (< 8 ng/mL) e prolactina de 947,5 ng/mL (5 a 25 ng/mL). A RM de
sela turcica evidenciou um macroadenoma hipofisario medindo 24x25x15 mm

com invasao suprasselar e intimo contato com seios cavernosos bilateralmente.

Figura 15 - TC de abdome do individuo I.6. Presenga de volumosa massa
heterogénea com areas hipodensas de permeio em cauda do pancreas (A e B).
B: Nota-se ainda espessamento difuso nodulariforme das adrenais (setas
brancas).
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Ela foi submetida a cirurgia transesfenoidal e a imunohistoquimica (IHC)
mostrou imunoreatividade para GH e prolactina. Evoluiu no pos-operatorio com
hipopituitarismo anterior, caracterizado por insuficiéncia adrenal e deficiéncias
tireotréfica, lactotrofica, somatotrofica com concentragdes plasmaticas de T4
livre 0,59 ng/dL (0,74 a 1,72 ng/dL), prolactina 1,6 ng/mL (5 a 25 ng/mL) e IGF-
1 39 ng/mL (58,2 a 219 ng/mL). Atualmente em reposicdo com levotiroxina

88mcg ao dia e prednisona 5mg ao dia.

O HPTP foi diagnosticado na mesma época com calcemia de 11,4 mg/dL
(8,4 a 10,1 mg/dL), PTH de 447 pg/mL (15 a 65 pg/mL) e 250HD 25 ng/mL (30
a 60 ng/mL). O USG de paratireoides mostrou imagem hipoecogénica de
localizagao retrotireoidiana a esquerda (Figura 16), que foi submetida a puncéo
aspirativa por agulha fina (PAAF) e a dosagem de PTH no aspirado era de 795,2
pg/mL. Também foi realizada cintilografia de paratireoides que mostrou retencéo
do radiotragador em polo inferior do lobo esquerdo da tireoide, sem sinais de
tecido paratireoidiano ectopico. A TC de abdome também evidenciou nefrolitiase

bilateral.

Figura 16 - USG de paratireoides do individuo 11.6. Observa-se imagem
hipoecoica medindo 14x15 mm de localizag&o retrotireoidiana a esquerda (seta
branca).
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Caso ll.3

Individuo do sexo feminino, 49 anos, apresentava antecedente
de nefrolitiase. Durante o rastreamento familiar foi identificado HPTP com
calcemia de 10,8 mg/dL (8,3 a 10,6 mg/dL), PTH de 145 pg/mL (15 a 65 pg/mL)
e 250HD 20,6 ng/mL (30 a 60 ng/mL). O USG de paratireoides identificou ndédulo
hipoecoico em tergo inferior do lobo direito da tireoide, medindo 0,59x0,52x1,83
cm, que foi submetido a PAAF e dosagem de PTH no aspirado de 1.210 pg/mL.

Aguarda paratireoidectomia.

A TC de abdome mostrou espessamento nodular na haste medial de
adrenal esquerda medindo cerca de 1,0x0,9 cm, isoatenuante em relagdo a
musculatura e presenca de calculos e cistos renais bilaterais. Além disso, a
dosagem da prolactina era de 10,1 ng/mL (5 a 25 ng/mL) e do IGF-1 de 106
ng/mL (53,3 a 215 ng/mL).

Caso ll4

Individuo do sexo masculino, tinha 46 anos quando foi submetido ao
rastreamento clinico familiar e apresentava antecedente de nefrolitiase de
repeticao e rins policisticos com rim direito excluso. A TC de abdome evidenciou
nodulos em ambas adrenais de natureza indeterminada. Na adrenal direita, o
nodulo tinha 4,5 cm com densidade de 44 Unidades Hounsfield (UH) e washout
de 69% e outro nddulo na adrenal esquerda mediana medindo 1,9cm com
densidade de 25UH e washout de 41%.
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A investigacao laboratorial demonstrou concentragcbes plasmaticas de
metanefrinas 28,1 pg/mL (<65 pg/mL), normetanefrinas de 208 pg/mL (< 196
pg/mL) e metanefrinas na urina de 24 horas com metanefrina de 124 mcg/24h (<
320 mcg/24h) e normetanefrinas de 333 mcg/24h (< 390 mcg/24h). O cortisol
pos 1 mg de dexametasona foi de 2,92 mcg/dL (<1,8 mcg/dL). Ele foi submetido
a adrenalectomia e nefrectomia direita, evoluiu no pds-operatério com
insuficiéncia adrenal, mantendo no momento reposicdo com prednisona 2,5mg

ao dia.

Nesse periodo, a avaliagao bioquimica de rastreio para HPTP mostrou
calcemia de 12 mg/dL (8,3 a 10,4 mg/dL), PTH de 107 pg/mL (15 a 65 pg/mL) e
250HD 44,6 ng/mL (30 a 60 ng/mL). O USG mostrou paratireoide inferior direita
aumentada e a cintilografia de paratireoides mostrou area de retengao tardia no
polo inferior direito da tireoide (Figura 17). Nesse periodo, apresentou quadro de
sepse de foco urinario por uma pielonefrite secundaria a litiase em rim Unico
esquerdo. Durante internagéo foi submetido a passagem de cateter duplo J a
esquerda com desobstrugao ureteral. A paratireoidectomia subtotal foi realizada
na mesma internagado com retirada de paratireoides inferiores direita e esquerda
e paratireoide superior direita. Um més apos a cirurgia, a calcemia era de 11,7
mg/dL (8,3 a 10,4 mg/dL) e o PTH de 87,31 pg/mL (15 a 65 pg/mL).

Além disso, durante 0 rastreamento também foi

evidenciado microadenoma hipofisario de 4x2 mm (Figura 18) com prolactina de
12 ng/mL (5 a 25 ng/mL) e IGF-1 de 153 ng/mL (58,2 a 219 ng/mL).
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Figura 17 - Cintilografia de paratireoides do individuo 11.4. Captagao apds 15
minutos (A) e apds 2 horas (B) mostrando area de retengao tardia no polo inferior
direito da tireoide (seta branca).

Figura 18 — RM de sela tarcica do individuo Il.4 com microadenoma hipofisario.
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Caso lll.1

Individuo do sexo feminino, tinha 26 anos quando foi submetida ao
rastreamento familiar e apresentava antecedente de amenorreia secundaria
desde os 18 anos de idade associada a galactorreia. A prolactina era de 700
ng/mL (5 a 25 ng/mL) e IGF1 de 133 ng/mL (83,6 a 259 ng/mL). Estava em uso
de cabergolina na dose semanal de 1mg, porém ainda mantendo sintomas e com
prolactina de 1.493 ng/mL (5 a 25 ng/mL). A RM de sela mostrou lesdo expansiva
com invasdo de seio cavernoso bilateralmente, medindo 23x21x16 mm. A dose
da cabergolina foi aumentada para 2mg por semana e a prolactina atual é de
49,35 ng/mL. A RM de sela, realizada apos ajuste da dose de cabergolina,

mostrou redugéao significativa da les&o hipofisaria.

No mesmo periodo também foi feito diagndstico de HPTP com calcemia
de 11,4 mg/dL (8,3 a 10,4 mg/dL), PTH de 346 pg/mL (15 a 65 pg/mL) e 250HD
16,4 ng/mL (30 a 60 ng/mL). O USG mostrou paratireoides inferiores direita e
esquerda de dimensdes aumentadas (Figura 19). O USG de rins e vias urinarias
nao visualizou calculos e a DXA mostrou baixa massa dssea em terco distal do
radio esquerdo (Z-score de -3,5), com colo do fémur (Z-score de -1,4) e coluna

lombar (Z-score de -1,7) normais. Aguarda realizagado de paratireoidectomia.
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Figura 19 - USG de paratireoides da individuo |ll.1. Observa-se aumento das
paratireoides em polo inferior do lobo direito, medindo 4,4 cm (A) e do lobo
esquerdo, medindo 2,3 cm (B)
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5.1.1.3 Familia 3

Na familia 3 (F3), apenas o caso-indice (lI.1) realiza acompanhamento no

HUB (Figura 20), sendo que os outros membros da familia obtiveram diagnostico

e acompanhamento em outro servigo.

7 3
]
HPTP GEP
o / Caso-indice * Participantes do estudo
Outros tumores Hipofise

Figura 20 - Heredograma F3. HPTP: Hiperparatireoidismo Primario;
GEP: Gastroenteropancreatico.
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Caso-indice (l1.1)

Individuo do sexo feminino com historia de amenorreia secundaria desde
os 15 anos associada a galactorreia e cefaleia intensa. Foi diagnosticada com
macroprolactinoma aos 38 anos, apresentando prolactina de 453,95 ng/mL (5 a
25 ng/mL) e RM de sela com lesdo de 20x18x18 mm com extens&o suprasselar
e compressao do quiasma optico. Iniciado tratamento com cabergolina, que
chegou a dose maxima semanal de 3,5mg, porém as concentracdes e IGF-1
permaneceram elevadas, 106 ng/mL (5 a 25 ng/mL) e 415 ng/mL (101 a 267
ng/mL), respectivamente.

Ela evoluiu com hemianopsia bitemporal e foi submetida a
cirurgia transesfenoidal aos 45 anos. No segundo dia de pds-operatorio
apresentou diabetes insipidus transitorio e no sétimo dia evoluiu com secrecéap
inapropriada de hormdnio antidiurético (SIADH) que foi manejado com restricdo
hidrica. A IHC mostrou ser fortemente positivo para prolactina, ACTH e GH. Apds
a cirurgia as concentragdes de prolactina eram de 20,8 ng/mL (5 a 25 ng/mL) e
IGF-1 de 129 ng/mL (101 a 267 ng/mL). A RM de sela realizada 6 meses apos

cirugia ndo mostrou recidiva do tumor (Figura 21).

Figura 21 - RM de sela do individuo Il.1. Imagem ponderada em T1 mostrando

desvio de haste para a esquerda, sem sinais de recidiva.
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O diagnostico do HPTP foi feito em 2015 com calcemia de 10,6 mg/dL
(8,3a210,4 mg/dL) e PTH de 134,3 pg/mL (15 a 65 pg/mL) e 250HD de 35 ng/mL
(30 a 60 ng/mL). Na ocasiao apresentava baixa massa 6ssea em tergo distal do
radio (Z-score de -2,3), mas com valores dentro da normalidade em L1-L4 (Z-
score de -1,6) e em colo do fémur (Z-score de -1,0). A cintilografia de
paratireoides evidenciou captacgao tardia em terco médio do lobo esquerdo da
tireoide (Figura 22) e USG de paratireoides descreveu imagem nodular medindo
13x4,6mm localizada posteriormente ao polo inferior do lobo esquerdo da
tireoide. Além disso, apresentava nefrolitiase visualizada em TC de abdome. Ela
foi submetida a paratireoidectomia parcial a esquerda ano passado e as

concentragdes apds um ano da cirurgia mostraram PTH de 95,29 pg/mL (15 a
65 pg/mL) e célcio sérico de 10,4 mg/dL (8,3 a 10,4 mg/dL).

Figura 22 - Cintilografia de paratireoides do individuo II.1. Captagao apés 15
minutos (A) e apds 2 horas (B) mostrando area de retengao precoce e tardia no
polo inferior esquerdo da tireoide (setas brancas).
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A TC de abdome realizada durante rastreamento mostrou nédulo na
adrenal esquerda de 45x38x41 mm com densidade de - 4UH e washout relativo

de 47%, sugestivo de angiomiolipoma (Figura 23). As metanefrinas urinarias

eram de 272 mcg/24h (< 320 mcg/24h) e normetanefrinas urinarias de 382
mcg/24h (< 390 mcg/24h), o cortisol livre urinario de 19,9 mcg/24h (5 a 55
mcg/24h), aldosterona de 3,6 ng/dL (2,5 a 39,2 ng/dL) e atividade plasmatica de
renina de 1,8ng/mL/H (0,5 a 1,9 ng/mL/H).

Figura 23 - TC de abdome do individuo Il.1. Presenca de nédulo em adrenal
esquerda (seta branca).
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5.1.1.4 Familia 4

A familia 4 (F4) € composta por 6 individuos, sendo que 2 apresentaram
fendtipo de NEM-1, ambos com HPTP e tumor hipofisario (Figura 24). As
caracteristicas da apresentacdo inicial dos individuos dessa familia, que

participaram do estudo, estdo resumidas na tabela 3.

O 1L
>

HPTP GEP

/ Caso-indice * Participantes do estudo

Outros tumores Hipofise

Figura 24 - Heredograma F4. HPTP: Hiperparatireoidismo Primario;
GEP: Gastroenteropancreatico.
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Tabela 3 — Parametros clinicos, laboratoriais e de imagem iniciais dos individuos
da Familia 4

Parametros .2 .2

Idade ao diagnéstico 55 29

(anos)

HPTP Sim Sim
PTH (pg/mL) 408 210
Calcemia (mg/dl) 11.5 10.9

Tumor GEP N&o Nao
Gastrina (pg/mL) NR 20.7

Tumor hipofisario Sim Sim
PRL (pg/mL) 10.47 23,730.0
IGF-1 (ng/mL) 68 397
Diametro (mm) 41 (maior diametro) NA

Outros tumores N&o Nao

HPTP: Hiperparatireoidismo primario; GEP: gastroenteropancreatico; PTH:
paratorménio; PRL: prolactina; IGF-1: fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1; NA: ndo se aplica; NR: Nao realizado.

Caso-indice (l1.2)

Individuo com antecedente de HPTP diagnosticado aos 55 anos,
submetido a retirada de tecido paratireoidiano ectopico localizado no mediastino
em 2017. Porém, persistia com calcemia de 11,5 mg/dL (8,3 a 10,4 mg/dL), PTH
de 408 pg/mL (15 a 65 pg/mL) e apresentava 250HD de 12,56 ng/mL (30 a 60
ng/mL). Foi iniciada reposigdo com colecalciferol 2.000ui ao dia e nova dosagem
de 250HD foi de 26,7 ng/mL (30 a 60 ng/mL). A DXA mostrou osteoporose com
T-score de -4.7 no tergo distal do radio e também apresentava nefrolitiase,
visualizada em TC de abdome. Foi iniciado alendronato 70mg por semana e

manutengao da reposi¢cado do colecalciferol. Aguarda nova abordagem cirurgica.
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No final de 2016 comecou a apresentar comprometimento do campo
visual bilateralmente, sendo piora a direita e a campimetria mostrou hemianopsia
bitemporal. A RM de sela evidenciou adenoma hipofisario gigante medindo
41mm no maior eixo e extensdo suprasselar mantendo contato com corpos
mamilares. A prolactina era de 10,47 ng/mL (5 a 25 ng/mL) e o IGF-1 de 68
ng/mL (36 a 300 ng/mL). Na mesma ocasido também foi realizada a prolactina
diluida 1/100 que foi de 57,94 ng/mL.

Ele foi submetido a cirurgia transesfenoidal em 2018, evoluindo com
hipopituitarismo e comprometimento dos eixos tireotréfico com T4 livre de 0,7
ng/dL (0,74 a 1,72 ng/dL) e gonadotrofico com testosterona total de 45 ng/dL e
51,5 ng/dL (249 a 836 ng/dL), em uso de levotiroxina 100mcg ao dia e cipionato
de testosterona 200mg a cada 21 dias. A nova imagem de sela turcica ap6s um
ano da primeira cirurgia mostrou remanescente tumoral (Figura 25A) e como o
tamanho estava estavel em relagdo ao exame anterior, foi mantida inicialmente

conduta conservadora.

Entretanto, evoluiu com diplopia e ptose palpebral a direita e nova RM de
sela turcica foi realizada apés 5 meses mostrando crescimento tumoral com
maior didametro de 49mm (Figura 25B). Portanto, foi submetido a nova
intervengdo cirurgica para debulking tumoral em 2020 via transcraniana,
apresentando no pds-operatério piora da ptose palpebral e estrabismo
divergente a direita. O anatomopatologico e IHC foram compativeis com
diagnostico de adenoma do tipo ‘null cell” com negatividade para fator
esteroidogénico 1 (SF1), fator 1 de transcrigdo especifico hipofisario (Pit-1) e
fator de transcrigdo T-Box 19 (TBX19) (Figura 26). A RM realizada 6 meses apés
a cirurgia mostrou persisténcia de volumoso adenoma e a ultima imagem,
realizada este ano, com tamanho estavel (Figura 25C), sendo mantido apenas
acompanhamento clinico com niveis pés-cirurgia de prolactina 7,87 ng/mL (5 a
25 ng/mL), IGF-1 60,9 ng/mL (43 a 220 ng/mL), testosterona 404 ng/dL (249 a
836 ng/dL) e T4 livre de 1,02 ng/dL (0,74 a 1,72 ng/dL).
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Figura 25 - RM de sela turcica do individuo I.2. A imagem realizada 12 meses
apos craniotomia (A). Seguimento 6 meses apds primeira imagem (B) mostrando
crescimento principalmente na porgado mais cefalica. Nova imagem 6 meses
ap6s debulking mostrando persisténcia do volumoso adenoma (C).

RO & o 5 SRR Lo A I T P
Figura 26 - Anatomopatolégico do adenoma hipofisario do individuo [I.2
compativel com adenoma “null cell” (A) e imunohistoquimica negativa para
fatores de transcrigao (SF-1, Pit-1 e TBX19) (B).
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A TC de abdome realizada para rastreio de tumores do trato GEP mostrou
pequeno noédulo hipervascular entre cabega e corpo do pancreas medindo 7mm
e espessamento da adrenal direita.

Caso lll.2

Individuo do sexo masculino, com antecedente de perda gradual da visdo
a direita evoluindo para amaurose associada a ptose palpebral ipsilateral com
inicio em 2012. Evoluiu no periodo com hemiparesia esquerda, quando foi
encaminhado para neurocirurgia com RM de encéfalo que mostrou volumoso
adenoma hipofisario com extens&o suprasselar, para fossa posterior e regido
frontoparietal direita (Figura 27). A admissao hospitalar apresentava sintomas de
hipertensao intracraniana, sendo submetido a craniotomia aos 29 anos para
debulking tumoral. A prolactina era de 23.730 ng/mL (5 a 25 ng/mL) e o IGF-1 de
397 ng/mL (< 259 ng/mL) na ocasido. No pos-operatorio apresentou diabetes
insipidus e foi constatado hipotireoidismo central com T4 livre de 0,5 ng/dL (0,7
a 1,76 ng/dL). Recebeu alta em uso de desmopressina (DDAVP) spray nasal,
levotiroxina 100mcg ao dia e cabergolina 0,5mg por semana, com aumento

gradativo até a dose semanal de 3,5mg.

Ap0s a cirurgia, a prolactina era de 9,39 ng/mL (5 a 25 ng/mL) e o IGF-1
de 275ng/mL (< 259 ng/mL). Ele mantinha hipogonadismo com testosterona total
de 179 ng/dL (249 a 836 ng/dL) mesmo apos normalizagdo da prolactina,
portanto, foi iniciado cipionato de testosterona 200mg a cada 15 dias. A les&o
mostrou marcacao forte e difusa para prolactina e forte e focal para GH e ACTH
(Figura 28). Apesar do individuo n&o apresentar clinica para sindrome de
Cuching, como a imunohistoquimica mostrou marcagao positiva para ACTH foi
realizado rastreamento para hipercortisolismo com cortisol salivar noturno <
0,054 (< 0,20), cortisol p6s 1mg de dexametasona de 11,5mcg/dL (< 1,5mcg/dL)
e cortisol apos 2mg de dexametasona < 1mcg/dL.
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Figura 27 - RM de encéfalo do individuo Ill.2. As imagens mostram lesdo

expansiva com desvio de linha média e edema peritumoral.

A RM de sela feita um ano apds a cirurgia mostrou reducéo consideravel
do tamanho tumoral apesar de ainda apresentar remanescente significativo
(Figura 29A). Como estava clinicamente bem, com niveis de prolactina estaveis
e se recusou a ser submetido a uma nova intervengao cirurgica, optou-se por
manter o tratamento com cabergolina e acompanhamento do volume tumoral
semestralmente. A imagem subsequente, realizada apos 6 meses mostrou uma
pequena redugao do remanescente tumoral em comparag¢ao ao anterior (Figura
29B).

Nesse periodo foi realizado rastreamento clinico e apresentou diagnéstico
de HPTP com calcemia de 10,9 mg/dL (8,3 a 10,4 mg/dL), 250HD 38 ng/mL (30
a 60 ng/mL) e PTH de 210pg/mL (15 a 65 pg/mL). A DXA mostrou densidade
mineral 6ssea abaixo do esperado para faixa etaria (L1-L4 com Z-score de -3,9
e colo do fémur com Z-score de -2,7). Além disso, apresenta microcalculos em

rim esquerdo que foram visualizados na TC de abdome.
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Para rastreio de tumor neuroendécrino do trato GEP, foi realizada TC de
abdome mostrou formacgdes nodulares em cabegca e cauda do pancreas,
medindo 21x25 mm e 20x24 mm, respectivamente, e formacao nodular sélida na

parede posterior na terceira porgdo do duodeno medindo 13x20 mm. A gastrina

sérica na ocasiao era de 20,7 pg/mL (15 a 115 pg/mL).

Figura 28 - Imunohistoquimica do tumor hipofisario do individuo IIl.2. A:
marcacao positiva difusa para prolactina. B e C: marcacgao positiva forte e focal
para GH e ACTH, respectivamente. D: marcacdo forte e difusa para
cromogranina A.
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Figura 29 - RM de sela turcica do individuo Ill.2. Imagem realizada 3 meses apos
procedimento cirdrgico ainda mostra remanescente tumoral significativo (A). A
imagem realizada ap6s 6 meses mostrou pequena redugdo em comparagao a
anterior (B), observando-se aumento das areas com hiposinal T1, sugerindo
provavel necrose ou degeneracgao cistica (setas brancas).
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5.1.2 Caracterizagao Genotipica

5.1.2.1 Identificagcdo das variantes no gene MEN1

Apos a realizacdo do sequenciamento de alto desempenho, foram
identificadas variantes no gene MEN1 em todas as familias. No individuo 11.1
(F1) foi encontrada uma mutagao non sense (c.76G>T) no exon 2, nos individuos
11.6 (F2) e 1.1 (F3) foram mutacdes missense (c.1036T>C no exon 7; c.124G>C
no exon 2; respectivamente) e no individuo 1.2 (F4) foi identificada uma mutacéo
em sitio de splicing (c.669+1G>T), regido intrénica 3+1 (Figura 30).

c.124G>C:p.(Gly42Arg)
F3

1| IR o I o Bl o 2 e C o EX e BT

c.1036T>C:p (Trp346Arg)
F2
c.76G>T:p (Glu26Ter)
F1

c.669+1G>T:p.? (IVS3+1G>T)
F4

Figura 30 - Distribuigdo das mutag¢des germinativas no gene MEN1 identificadas
nos individuos de cada familia do estudo.
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5.1.2.2 Classificagao das variantes encontradas

De acordo com os critérios do American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) (119) as variantes alélicas encontradas nos individuos 11.1
(F1), 1.6 (F2) e 1.2 (F4) foram classificadas como patogénicas e a variante do
individuo II.1 (F3) como provavelmente patogénica, sendo esta ultima
considerada inédita (Tabela 4).

5.1.2.2.1 Familia 1

A variante MEN1(NM_000244.3):c.76G>T (p.Glu26Ter), identificada na
familia 1, esta ausente nos bancos de dados populacionais indicando que é rara
(gnomAD 0,0%) e nédo é relatada no banco de dados ClinVar, atendendo o
critério patogénico moderado PM2 das regras de classificagcdo ACMG.

Trata-se de uma variante nula (nonsense) no exon 2 do gene MEN1
levando a uma troca de aminoacidos (GAG - TAG) que gera um “codon” de
parada prematuro no mRNA MEN1, sendo este um mecanismo conhecido de
perda de fungao e patogenicidade por originar uma proteina MEN1 truncada ou
dirigir seu mRNA alterado para a degradagao de mRNA mediada por mutagdes
‘nonsense”, atendendo o critério patogénico muito forte PVS1 das regras de
classificaggo ACMG. Algoritmos de predigdo in-silico indicam que € uma
mutacdo patogénica (BayesDel_addAF, DANN, EIGEN, FATHMM-MKL e
MutationTaster), atendendo o critério patogénico de suporte PP3 das regras de
classificaggo ACMG. Essa variante ja foi identificada em individuos com
neoplasia enddcrina multipla do tipo 1 (PMID: 16563611, 17953629), atendendo
o critério patogénico forte PS4 das regras de classificagdo ACMG (usando os
critérios PVS1+PS4+PM2+PP3) (119).
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5.1.2.2.2 Familia 2

A variante MEN1(NM_000244.3):c.1036T>C (p.Trp346Arg), identificada
na familia 2, esta ausente nos bancos de dados populacionais indicando que &
rara (gnomAD 0,0%), e n&o é relatada no banco de dados ClinVar, atendendo o
critério patogénico moderado PM2 das regras de classificagcdo ACMG.

Trata-se de uma variante missense no exon 7 do gene MEN1 que leva a
troca do aminoacido triptofano por uma arginina no codon 346 do transcrito
NM_000244.3. Segundo o GnomAD, o gene MEN1 tem baixa taxa de variantes
‘missense” benignas, atendendo o critério patogénico de suporte PP2 das regras
de classificacdo ACMG. Uma variante no mesmo cédon, mas em um nucleotideo
diferente e gerando a mesma troca de aminoacido foi anteriormente classificada
como patogénica, atendendo o critério patogénico forte PS1 das regras de
classificacgo ACMG. Além disso, o cédon em questdo se encontra em hotspot
mutacional critico e bem estabelecido, atendendo o critério patogénico
moderado PM1 das regras de classificagdo ACMG. Algoritmos de predi¢ao in-
silico indicam que € uma mutag&o patogénica (revel: 0,935), atendendo o critério
patogénico de suporte PP3 das regras de classificacdo ACMG.

Outrossim, esta variante ja foi descrita co-segregando com
hiperparatireioidismo familiar isolado e presente em individuo com NEM-1
(PMID: 12112656, 12807514, 17853334, 24074368), atendendo o critério
patogénico forte PS4 das regras de classificagdo ACMG (usando os critérios
PS1+PS4+PM2+PM1+PP2+PP3) (119).
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5.1.2.2.3 Familia 3

A variante MEN1(NM_000244.3):c.124G>C p.(Gly42Arg), identificada na
familia 3, esta ausente nos bancos de dados populacionais indicando que é rara
(gnomAD 0,0%) e nédo é relatada no banco de dados ClinVar, atendendo o
critério patogénico moderado PM2 das regras de classificagcdo ACMG.

Trata-se de uma variante missense no exon 2 do gene MEN1 que leva a
troca do aminoacido glicina por uma arginina no codon 124 do transcrito
NM_000244.3. Segundo o GhnomAD, o gene MEN1 tem baixa taxa de missense
benigna, atendendo o critério patogénico de suporte PP2 das regras de
classificagdo ACMG. Duas variantes no mesmo nucleotideo, mas gerando trocas
de aminoacidos diferentes foram anteriormente classificadas como patogénica
(Glyd2Asp) e provavelmente patogénica (Gly42Val) (atendendo o critério
patogénico moderado PMS5 das regras de classificagdo ACMG).

Além disso, o cédon em questdo se encontra em hotspot mutacional
critico e bem estabelecido, atendendo o critério patogénico moderado PM1 das
regras de classificacdo ACMG. Algoritmos de predi¢éo in-silico indicam que é
uma mutagdo patogénica (revel: 0,9539), atendendo o critério patogénico de
suporte PP3 das regras de classificaggo ACMG (usando os critérios
PM1+PM2+PM5+PP2+PP3) (119).
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5.1.2.2.4 Familia 4

A variante MEN1(NM_000244.3):c.669+1G>T, identificada na familia 4,
esta ausente nos bancos de dados populacionais avaliados indicando que é rara
(gnomAD 0,0%), atendendo o critério patogénico moderado PM2 das regras de
classificagdo ACMG. Esta variante esta depositada no ClinVar e os 3
submissores a classificam como patogénica, atendendo o critério patogénico de

suporte PP5 das regras de classificagdo ACMG.

Trata-se de uma variante nula que ocorre em um sitio de “splicing”
candnico, sendo este um mecanismo conhecido de perda de funcédo e
patogenicidade por causar um processamento anormal do mRNA do gene MEN1
ou dirigir esse mMRNA alterado para a degradagdo de mRNA mediada por
mutagdes “nonsense”, atendendo o critério patogénico muito forte PVS1 das
regras de classificagdo ACMG. O gene MEN1 tem baixa taxa de variantes que
causam perda de fungdo benignas segundo o gnomAD, atendendo o critério
patogénico de suporte PP2 das regras de classificacdo ACMG.

Esta variante foi observada em varios individuos e familias afetadas com
NEM-1 (PMID: 9709921, 15635078, 9064485, 9671073), atendendo o critério
patogénico forte PS4 das regras de classificagdo ACMG (usando os critérios
PVS1+PS4+PM2+PP2+PP5) (119).
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Tabela 4 — Resumo das caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos quatro
individuos submetidos ao teste genético

Individuo  Sexo Tumor Exon Mutacao Tipo ACGM
Intron

1.1 (F1) M HPTP 2 76G>T nonsense P
PROLAC p.Glu26Ter
LBD

11.6 (F2) F HPTP 7 1036T>C missense P
ACRO p.Trp346Arg
INS

1.1 (F3) F HPTP 2 124G>C missense PP
PROLAC p.Gly42Arg
ADRENAL

1.2 (F4) M HPTP 3+1 669+1G>T sitio de P
ACNF p.?: splicing

HPTP: Hiperparatireoidismo Primario; PROLAC: Prolactinoma; ACRO:
Acromegalia; INS: Insulinoma; ACNF: Adenoma Clinicamente Nao
Funcionante; LBD: Lipossarcoma Bem Diferenciado. P: patogénica; PP:
provavelmente patogénica. ACGM: American College of Medical Genetics and
Genomics.
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6 DISCUSSAO

A NEM-1 é uma condigao rara e caracterizada por combinacgdes variaveis de
mais de 20 tumores enddcrinos e ndo enddcrinos, sendo que os de paratireoides, do

trato gastroenteropancreatico e da hipéfise sdo os mais caracteristicos (9).

Os individuos com NEM-1 apresentam uma expectativa de vida reduzida
quando comparados aos individuos com as formas esporadicas desses tumores (1).
O prognostico melhora consideravelmente quando esses tumores s&o identificados
em estagios iniciais, ou seja, em individuos que estdo assintomaticos (9). Nesse
sentido, faz-se necessario uma equipe interdisciplinar que reconhecga clinicamente a
variabilidade fenotipica encontrada nesses individuos bem como a realizagdo do
rastreamento genético familiar. Assim, este estudo descreve as caracteristicas
clinicas e moleculares de quatro familias com NEM-1 acompanhadas

ambulatorialmente em um centro terciario no Distrito Federal.

A média de idade ao diagndstico dos casos-indices do estudo foi de 45 anos.
O atraso no diagnostico da NEM-1 também tem sido observada em outros paises e
pode ocorrer tanto por uma demora em identificar o caso-indice quanto no tempo entre
o diagnostico do caso-indice e o rastreio familiar (120). Um estudo baseado na analise
de banco de dados de individuos com NEM-1 no Japdo mostrou que a média de idade
ao diagnostico ocorreu na quarta década de vida em 50% dos casos (121). Outro
estudo, também baseado em banco de dados, verificou que a média de idade do
diagnostico na Italia também foi por volta da quarta década de vida (122).

Todos os participantes deste estudo apresentam HPTP (100%), porém, esta
nao foi a primeira manifestagcdo da doenga na maioria dos individuos Sabe-se que o
HPTP é o componente mais frequente da NEM-1, apresentando uma penetrancia de
quase 100% até a quinta década de vida (12).
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Apesar de o HPTP ser a primeira manifestagdo em quase 90% dos casos
(27,122), os tumores hipofisarios foram a primeira manifestagdo mais comum,
ocorrendo em 5 dos 11 individuos (45,5%). Acredita-se que isso tenha ocorrido pelo
fato de os individuos serem acompanhados ou referenciados ao ambulatério de
Neuroendocrinologia.

Cinco dos seis individuos com HPTP assintomatico, que foram submetidos a
densitometria, apresentavam baixa massa éssea ao diagnostico, sendo que trés
(individuos Ill.1 das familias 1 e 2 e individuo Il.2 da familia 4) tinham idade inferior a
30 anos. Estudos ja demonstraram que mulheres com NEM-1 e idade entre 20 e 35
anos apresentam uma maior incidéncia de baixa massa 6ssea quando comparadas a
populacao geral da mesma faixa etaria (123,124,125). Um estudo conduzido no Brasil
demonstrou o comprometimento da massa 6ssea em metade dos individuos com
NEM-1 do grupo com idade inferior a 30 anos, apesar de ser mais frequente e grave
no grupo de individuos com idade acima de 50 anos (126). Esse acometimento 6sseo
precoce, ocorrendo cerca de trés décadas antes dos casos esporadicos, resulta na
exposicao prolongada e persistente a concentragdes elevadas de PTH e pode afetar
inclusive o pico de massa 0ssea e, consequentemente, aumentar o risco de fraturas
nesses individuos (9). Até o momento, nenhum dos participantes deste estudo

apresentou fraturas.

O HPTP esporadico acomete com maior frequéncia individuos do sexo feminino
do que do sexo masculino (3:1), sendo que na NEM-1 o acometimento é similar em
ambos os sexos (1,9). No presente estudo, todos os participantes tinham diagnostico
de HPTP, sendo que cinco eram do sexo masculino e seis do sexo feminino,
mostrando que nao houve diferenca de prevaléncia entre os sexos. Outrossim, ao
contrario do que ocorre nos casos esporadicos, as concentragcdes de PTH e calcio
séricos ndo parecem estar relacionadas com surgimento de nefrolitiase ou
acometimento 6sseo (125). Nove dos 11 participantes do estudo apresentavam
nefrolitiase identificada na ultrassonografia de rins e vias urinarias ou TC de abdome
e nao houve relacédo deste achado com os valores de PTH ou calcemia.
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Além do comprometimento 6sseo precoce, outros fatores clinicos associados
ao HPTP na NEM-1 podem piorar a perda de massa 0ssea nesses individuos como o
hipogonadismo, a deficiéncia do horménio de crescimento, o hipercortisolismo e os
inibidores de bomba de préton utilizados para o tratamento clinico dos gastrinomas
(124). Trés dos cinco individuos do nosso estudo (1.1 da familia 2, I1.2 e 111.2 da familia
4), que apresentavam baixa massa Ossea pela DXA, apresentavam diagndéstico de
hipogonadismo secundario a hiperprolactinemia ou compressado tumoral do tecido

hipofisario adjacente.

Ademais, alguns estudos recentes com modelos animais demonstraram o
papel que o gene MEN1 tem na regulagdo da osteogénese e na manutencdo da
massa oOssea (127,126). A regulagao positiva da JunD em decorréncia de uma
proteina menin truncada pode alterar diretamente o metabolismo ésseo nos individuos
com NEM-1 (129). A menin também parece estar envolvida na regulac&o das células
tronco-mesenquimais com as linhagens osteogénicas e miogénicas por meio da via
Smad3/TGF-b (128,130).

A desmineralizagdo 6ssea que ocorre no HPTP esporadico é caracterizada
classicamente por afetar mais o osso cortical do que o osso trabecular, quando se
utiliza a DXA como método de avaliagdo (22,131). Acreditava-se que isso ocorria
devido ao efeito anabdlico do PTH sobre o osso trabecular e ao efeito catabdlico no
osso cortical (131). Entretanto, observa-se que o acometimento de massa 6ssea do
HPTP na NEM-1 ocorre tanto do osso cortical quanto do trabecular (9,132). Neste
estudo, todos os individuos apresentaram um maior comprometimento do radio distal
quando comparado aos sitios de coluna lombar e colo do fémur. Porém, dois
individuos do sexo masculino com idade inferior a 30 anos (lll.1 da familia 1 e 1.2 da
familia 4) também apresentaram comprometimento importante da coluna lombar (Z-

score de -2,1 e -3,9, respectivamente).
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O acometimento das quatro glandulas € comum na NEM-1 e isso pode ocorrer
devido a hiperplasia ou presencga de multiplos adenomas nas paratireoides (10). Sabe-
se que a paratireoidectomia subtotal pode apresentar persisténcia ou recorréncia da
hipercalcemia em aproximadamente 30 a 40% dos casos ap0os a cirurgia (1). O caso-
indice (11.2) da familia 4 e o individuo 1.4 da familia 2 apresentavam persisténcia do

HPTP apds a paratireoidectomia parcial

A segunda manifestacdo mais comum foram tumores hipofisarios em nove dos
11 participantes do estudo (81,8%), sendo que o mais comum foram os
macroadenomas, presentes em sete individuos (77,8%). Os macroadenomas sao
mais comuns nos individuos com NEM-1 e geralmente apresentam invasdo de

estruturas adjacentes quando comparados aos casos esporadicos (58,63,133).

Sobre os subtipos de tumores hipofisarios, os prolactinomas foram os mais
comuns, presentes em quatro individuos (44,4%), seguidos pelo adenoma
clinicamente nado funcionante (ACNF) em trés individuos (33,3%). Estudos
demonstram que os prolactinomas sao os mais prevalentes no contexto da NEM-1
(~65%), seguidos pelo somatropinoma, adenoma secretor de ACTH e o ACNF,
respectivamente (134,135). Ressalta-se que o segundo subtipo mais comum
encontrado no neste estudo foi o ACNF, o que também foi verificado em outro estudo
realizado na China (136). Possivelmente isso ocorreu pelo fato desses individuos com
ACNF terem sido submetidos ao rastreamento clinico, bioquimico e de imagem em

estagios iniciais.

Observou-se que dois individuos apresentaram adenomas cossecretores (11.6
da familia 2 e Ill.2 da familia 4). Alguns estudos demonstraram que adenomas pluri-
hormonais sdo mais frequentes no contexto da NEM-1 quando comparado aos
adenomas hipofisarios esporadicos. Associacdes incomuns podem ocorrer como a
secrecao de prolactina e ACTH (59,136), o que foi evidenciado em um dos individuos
que apresentava imunohistoquimica com marcagao positiva para prolactina, GH e
ACTH (individuo IIl.2 da familia 4).
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Trés individuos apresentaram macroprolactinomas que cresceram durante o
acompanhamento, apesar da dose semanal de 3,5mg de cabergolina e, por isso,
foram submetidos ao tratamento cirurgico. Os macroprolactinomas s&o mais
prevalentes na NEM-1 quando comparado aos casos isolados, além de serem mais
resistentes ao tratamento com agonistas dopaminérgicos e, portanto, necessitam de
abordagem cirurgica para controle bioquimico e do volume tumoral (58,60,137,138).

Os tumores do trato GEP permanecem sendo a principal causa de mortalidade
em individuos com NEM-1 (40) e necessitam de aten¢ao para um diagndstico precoce
principalmente dos gastrinomas, que s&o responsaveis pela maioria dos 6bitos (138).
A presenca de metastases ao diagnodstico pode ocorrer em quase metade dos casos,
sendo outro fator de pior prognéstico (47,140). Trés individuos apresentaram tumores
do trato GEP, sendo dois gastrinomas e um insulinoma. O unico participante deste
estudo que faleceu foi o caso-indice (I.1) da familia 1 que recebeu o diagndstico de

um gastrinoma com doenga metastatica de rapida evolugéo.

As lesbes adrenais tém sido descritas em cerca de 36 a 73% dos individuos
com NEM-1 (66,141). Geralmente s&o diagnosticadas como sendo incidentalomas
durante o rastreamento radiolégico e a maioria sdo n&o funcionantes (70). Dois
individuos apresentavam comprometimento adrenal com lesbes que tinham
dimensdes acima de 4 cm (1.4 da familia 2 e 1.1 da familia 3). Estudos prévios
mostraram que a maioria dessas lesdes tem diametro inferior a 4 cm (66,67,142).
Provavelmente os participantes deste estudo tiveram um diagnéstico mais tardio,
podendo justificar este achado. O individuo Il.4 apresentava lesédo bilateral e
hipercortisolismo subclinico e o individuo II.1 (familia 3) apresentava lesdo unilateral

esquerda nao funcionante.
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Algumas lesdes cutaneas s&o comuns na NEM-1, como os angiofibromas,
colagenomas e lipomas (1,143). A incidéncia de lipomas pode variar de 5% a 34%
(144) e podem apresentar localizagdo atipica como em regiao intra-toracica (145). Os
lipossarcomas bem diferenciados sao neoplasias mensenquimais malignas que
costumam acometer regides proximais dos membros e o retroperitdbnio, ocorrendo
com maior frequéncia entre a quinta e sétima décadas de vida (146). Além de lipomas
em regides toracica e clavicular a direita, o individuo 1.1 da familia 1 apresentou
lipossarcoma bem diferenciado em ombro direito, uma associagdo que nao foi
previamente relatada em individuos com NEM-1. Amplificagdes envolvendo a regido
do cromossomo 12 (12q13-15) tém sido descritas nesses tumores por alguns autores,
principalmente envolvendo os oncogenes MDM2 e CDK4 (146,147).

Até o momento, tem sido dificil encontrar uma correlagdo genaétipo-fenétipo na
NEM-1 mesmo em membros de uma mesma familia que apresentem a mesma
variante (12). Parece que as mutagbes desempenham um papel ainda incerto nas
caracteristicas clinicas da doenga, como a idade do inicio, recorréncia ou marcadores
de agressividade (148,149). Ao se observar as manifestagbes clinicas dos 11
participantes deste estudo, percebe-se a heterogeneidade nos fendtipos
apresentados entre membros da mesma familia. Apesar disso, a avaliagdo genética
dos individuos como NEM-1 reduz a morbimortalidade, pois permite que recebam o
tratamento em estagios iniciais da doenga (9,93). Ademais, permite identificar
membros da familia que estdo assintomaticos e, dessa forma, possibilita a realizagcao
do rastreio bioquimico e de imagem periodicamente (1).

Desde a primeira descricdo do gene MEN1, aproximadamente 1.698 mutacdes
germinativas ja foram descritas (96). A auséncia de hot spot estabelece a necessidade
de avaliar toda a regido codificadora do gene MEN1. Apesar de existirem relatos de

mutagdes ocorrerem com maior frequéncia nos exons 2, 9 e 10 (93,150).
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Embora o ultimo consenso publicado em 2012 (1) enfatize a importéncia da
avaliacdo genética, ndo ha uma padronizagdo de qual teste realizar para rastreio.
Alguns estudos utilizaram o método de Sanger ou a amplificagdo multiplex de sondas
dependente de ligacdo (MLPA) para rastreio génico (92,151,152).

Optou-se por realizar o sequenciamento de alto desempenho em paralelo na
tentativa de identificar a causa genética da NEM-1 nos participantes deste estudo,
pois esse método permite a avaliagdo de diversas regides codificadoras bem como
regides regulatérias e intrbnicas simultaneamente. Ademais, a obtengdo das
informagdes ocorre com uma maior velocidade e menor custo estimado quando

comparado ao método de Sanger (153,154).

A maioria das mutagdes (80%) no gene MEN1 sao em frameshift ou nonsense,
resultando em uma proteina truncada, e uma pequena parcela (20%) sdo mutagdes
missense (93). Neste estudo foram encontradas duas mutagcées missense, uma
mutacao nonsense e uma em sitio de splicing. Nao foram identificadas mutagcdes em
frameshift, provavelmente por se tratar de um estudo com numero pequeno de

familias.

A menin parece interagir com diversas proteinas que podem ter um papel como
mediadoras nas vias de sinalizagao celular ou atuar como fatores de transcricdo
ativadores e repressores (85). A ligagdo da menin a JunD, um fator de transcricdo da
familia AP1, bloqueia a fosforilagdo mediada pela JNK e, consequentemente, a
transcricdo do gene mediada pela JunD (87). A interagdo com a JunD ocorre em trés
dominios principais da menin que sdo os codons 1-40 (exon 2); 139-242 (exons 2 a 4)
e; 323-428 (exons 7 a 9) (86,148). Portanto, varias mutagdes missense nessas regides
podem interferir na capacidade da menin de se ligar a JunD (86,155).
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Na familia 1 foi identificada uma variante nonsense no exon 2
(c.76G>T:p.Glu26Ter) que gera um stop codon precoce na transcricdo e,
consequentemente, produz uma proteina truncada, resultando em perda das
sequéncias de localizagdo nuclear (NLS) situadas na porgdo C-terminal da menin,
NLS-1 (codons 479-497) e NLS-2 (codons 588—608). Além disso, ha uma perda dos
sitios de interagdo da menin com a proteina JunD, um membro da familia de fatores
de transcricdo AP1 (ativador da proteina 1) (155). Ela foi inicialmente descrita em uma
familia dinamarquesa com HPTP e tumor carcinoide de duodeno (156). Ha também
descricdo da mesma mutagdo em uma familia da Hungria com dois individuos que
apresentavam HPTP e prolactinoma (157), o mesmo fenétipo encontrado em dois
individuos (I.1 e 11.2) da familia 1 deste estudo.

As mutacgdes missense levam a uma rapida degradagao da proteina menin pela
via ubiquitina-proteossoma (158). A variante missense no exon 2
(c.124G>C:p.Gly42Arg) identificada na familia 3, que ndo foi previamente relatada na
literatura, parece afetar também o sitio de ligagao da proteina menin com a JunD. Ha
descricbes de mutagcdes que ocorreram na mesma posi¢ao, porém com aminoacidos

diferentes.

Em 1998, Basset e cols. (94) descreveram uma mutagdo na mesma regiao
(p-Gly42Asp), trocando a glicina por acido aspartico. Itoh e cols. (159) descreveram
em uma jovem com HPTP associado a insulinoma e ACNF uma mutag&o missense,
p.Gly42Val (c.125G>T), proxima a regido na qual a mutagcdo do participante deste
estudo foi encontrada. Outrossim, essa mutacéo foi descrita em outro individuo jovem
com HPTP e macroprolactinoma (160), com fenotipo semelhante ao do individuo 111.1

da familia 3.
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A menin também interage com a Smad3, um dos elementos regulados pelo
receptor que medeia o TGF-b (161). A ativac&o do receptor TGF-b estimula fatores de
transcricdo da familia Smad, exercendo respostas transcricionais inibitérias de
crescimento por meio da Smad2 e Smad3, que se associam ao mediador comum
Smad4 apos fosforilagdo desse receptor. O comprometimento da proteina menin
bloqueia os efeitos de transcricdo mediados pela Smad3 e TGF-b, podendo levar a
um crescimento celular inadequado e a formagé&o de neoplasias (84,161).

A variante encontrada na familia 4 ocorre em sitio de “splicing”
(c.669+1G>T.p?), alterando-o0 e gerando um stop codon precoce e ja foi descrita em
varios individuos com NEM-1. Ela foi inicialmente relatada em 1998 (162) em uma
familia da Australia e, posteriormente, em 2007 numa familia brasileira na qual o
individuo apresentava HPTP, prolactinoma e gastrinoma (163), fendtipo semelhante
ao encontrado no individuo 1ll.2 da familia estudada. Estudos funcionais utilizando
linhagem de células linfoblastoides de um individuo com hiperparatireoidismo e
gastrinoma foram realizados para avaliar as implicagbes fisiopatologicas dessa
variante (91). Demonstrou-se que a menin mutante ndo foi capaz de se ligar a Smad3,
resultando em um bloqueio na via de sinalizacdo da TGF-b e, consequentemente,
afetando as suas ac¢des inibitorias no crescimento celular (91).

Na familia 2 foi identificada variante missense no exon 7
(c.1036T>C:p.Trp346Arg), que foi previamente descrita em uma familia com
hiperparatireoidismo familiar isolado (FIHP) (164). Apesar do FIHP ser descrito como
uma entidade genética distinta, acredita-se que também seja uma variante de outras
sindromes neoplasicas familiares nas quais o HPTP ¢é a principal manifestacao clinica,
como ocorre na NEM-1 (164). Esse fen6tipo mais brando da NEM-1 caracterizado por
FIHP foi descrito em algumas familias e pode estar mais especificamente relacionado
a mutagdes localizadas entre os exons 3 e 7 do gene da proteina menin (164,166).
Embora de todos os individuos da familia 2 que participaram do estudo apresentaram
HPTP, também tinham outras neoplasias enddécrinos que fazem parte do quadro
clinico da NEM-1, como tumores hipofisarios secretores de prolactina e GH,

insulinoma e tumores adrenais.
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A mutacdo Trp341Arg, encontra-se proxima a identificada no individuo deste
estudo. Ela foi previamente descrita em 1998 e o individuo apresentava HPTP, tumor
neuroendocrino pancreatico e adrenal (150). Ha também outro relato da mesma
mutacdo em um caso esporadico no qual o individuo apresentava HPTP, tumor

hipofisario secretor de GH e prolactina e carcinoma folicular de tireoide (167).

Nota-se a auséncia de correlagdo gendtipo-fendtipo, o que constitui um dos
grandes desafios no manejo da NEM-1. Uma das hipdteses que justificam este
comportamento € a de que as mutagdes germinativas podem afetar seletivamente a
ligacdo da menin a suas proteinas de interagéo, resultando em fendtipos clinicos
distintos (168).

O presente estudo apresenta limitagdes, pois avaliou-se um numero pequeno
de familias e houve heterogeneidade na solicitagdo dos exames complementares
realizados durante o rastreamento, pois muitos foram executados em servigos
diferentes de radiologia e patologia. Entretanto, o estudo foi original e permitiu a
caracterizagado genotipica e fenotipica de familias com diagnéstico de NEM-1 no
Distrito Federal, acompanhadas no ambulatério de Endocrinologia do HUB. Estudos
multicéntricos e prospectivos sao importantes para maior compreensdo das
caracteristicas clinicas e moleculares dos individuos acompanhados nesta regido a
fim de melhorar a assisténcia em termos de diagnostico, tratamento e

acompanhamento.
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7 CONCLUSOES

Os onze individuos das quatro familias com NEM-1 avaliadas no presente
estudo ressaltam a variabilidade fenotipica encontrada nessa sindrome e a
importancia em reconhecer as manifestagdes clinicas e bioquimicas, bem como

realizar o rastreio familiar.

A avaliagdo molecular demonstrou a presenga de variantes alélicas no gene
MEN1 em todas as familias estudadas, sendo que uma nova variante foi encontrada,

provavelmente envolvida no sitio de ligagcdo da proteina menin com a JunD.

Embora n&o exista uma padronizacdo em relacao a qual teste deve-se utilizar
para rastreio, a auséncia de hot spots e a presenca de mutacdes que ocorrem em sitio
de splicing tornam o sequenciamento de alto desempenho em paralelo
particularmente interessante para os casos-indices pois permite avaliar toda a regiao
do gene MEN1.
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APENDICE A —- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Servigo de Endocrinologia
Area de Clinica Médica
Faculdade de Medicina-UnB

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Avaliacdo de Fatores Genéticos Relacionados a Adenomas Familiares

Nome da Instituigio: UNIVERSIDADE DE BRASILIA
Endereco: Campus Universitario Darcy Ribeiro, Faculdade de Medicina-Hospital Universitario de
Brasilia- Area de Endocrinologia

Nome da Instituicdo em colaboracdo: Domaine Universitaire du Sart-Tilman- Liége- Bélgica

Nome completo do paciente:
Numero de Registro do paciente na Institui¢ao:

Introducao

Vocé foi convidado (2) a participar de um estudo clinico. Este documento apresenta uma descricdo do
estudo e tem como objetivo ajuda-lo a decidir se vocé deseja ou nao participar dele. Solicite que um
membro da equipe e/ou o médico do estudo esclareca qualquer divida sobre qualquer ponto que nao
estiver claro neste documento. N3o assine este documento a menos que vocé esteja satisfeito com as
respostas as suas perguntas e que tenha decidido participar deste estudo.

Contatos para obtengdo de informacdes

Os membros da equipe e/ou médico do estudo esclarecerdo todas as sua dividas sobre esse estudo ou
sobre 2 sua participacdo no mesmo. Vocé poderd fazer perguntas em qualquer momento durante a
realizacido do estudo. Entre em contato com a equipe e/ou médico do estudo se vocé tiver qualquer
duvida durante o estudo.

«  Médico responsavel pelo estudo: Dr(a) LUCIANA ANSANELI NAVES

« NOmero do telefone: (61)9 9961-3027 Apds o horario comercial: (61) 99961-3027

Informagdes sobre o estudo

Este estudo destina-se a investigar as alteragdes genéticas que possam interferir no desenvolvimento de
Tumores Hipofisariosa, em membros da mesma familia. Até o presente momento, dispomos apenas dos
exames de sangue que permitem o diagndstico da doenca, todavia, quando esse problema é

em varios membros da mesma familia, ainda ndo estdo bem definidos quais sio os genes
envolvidos no desenvolvimento da doenca.Nesse estudo, havera uma associacho entre a Universidade
de Brasilia e o Laboratorio Sabin, para tentar identificar a alteragdo genética que possa gerar
acromegalia na sua familia

Objetivos do estudo

Definir quais sdo os genes envolvidos no desenvolvimento de adenomas familiares
Identificar as eventuais mutagdes nos genes candidatos
Oferecer orientaglio genética ¢ de rastreamento da doenga nos individuos afetados

Quem pode Participar?

Pacientes portadores de Adenomas Hipofisirios e seus familiares, desde que ja existam 2 casos
confirmados na familia
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Exames do Estudo, Riscos e Desconfortos

« Serdo colhidas amostras de sangue, com volume de cerca de 10 ml, para a realizagao de 2 tipos
de exames:

¢ extracdo de DNA leucocitario para a identificacdo de mutagdes dos genes. Esse material serd
enviado para a Bélgica sob a responsabilidade do Professor Albert Beckers, da Universidade de
Liége.

¢ A coleta de sangue, feita por uma agulha, pode provocar um pequeno hematoma
(mancha roxa) no local.

Beneficios

Os exames aos quais vocé ird se submeter no estudo, poderdo ajudar no diagndstico precoce e
orientacao genética da sua familia.

Confidencialidade dos Registros

A assinatura deste termo autoriza o acesso de seus dados aos profissionais citados acima, que manterao o
sigilo e a confidencialidade de seus dados. Na analise dos resultados, vocé sera identificado apenas por
suas iniciais e por um nimero andnimo de. As informagdes que o identificam individualmente ndo serdo
divulgadas em nenhum relatério nem publicagao resultantes deste estudo.

Custos da participacdo

Nio se espera que vocé (e/ou seu convénio médico) pague por nenhum dos procedimentos,
medicamentos em estudo ou exames que sao exigidos como parte deste estudo.

Vocé continuara sendo responsavel pelos custos de seu tratamento médico habitual, inclusive pelos
procedimentos e exames que nao fizerem parte do estudo..

Obtendo Informagdes Adicionais

0 Comité de Etica em Pesquisa, que tem a responsabilidade de avaliar todas as solicitacdes de realizacao
de pesquisas clinicas com voluntarios, analisou e aprovou este estudo para ser conduzido nesta
Instituicdo. Se vocé tiver dividas ou perguntas sobre os seus direitos, vocé poderd ligar no telefone
(61)999613027, cujo responsavel é o Prof, Dr(a).:LUCIANA ANSANELI NAVES

Base da Participacéo

Sua participacio neste estudo é voluntaria. Vocé pode optar por nao participar ou pode deixar de
participar a qualquer momento sem qualquer penalidade ou perda de beneficios. Sera solicitado que vocé
assine um documento explicando que foi informado (a) sobre estes problemas.

TERMO DE PARTICIPAGAO E ASSINATURAS

Eu li as informagdes acima deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Eu entendi os propésitos
do estudo, bem com o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacho. Eu tive a
oportunidade de fazer perguntas e todas elas me foram respondidas de forma satisfatéria. Eu entendo
que a participagao neste estudo é voluntaria, que posso recusd-1o ou deixd-lo a qualquer momento, sem
que este fato possa afetar meus futuros cuidados médicos,

Ao assinar este termo eu fornego meu consentimento livre e esclarecido para participar deste estudo.
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Eu autorizo o(a) médico(a) do estudo a coletar e processar meus dados, incluindo informagdes sobre
minha saide. Entendo que minhas informagoes possam ser enviadas para outros paises do mundo e se eu
optar por desistir do estudo, concordo que as informagdes colhidas até o momento da minha desisténcia
possam continuar sendo processadas.

Eu receberei uma copia assinada e datada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Eu ndo
estou desistindo de nenhum de meus direitos legais pela assinatura deste Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido.

Eu, abaixo assinado, expliquei integralmente os detalhes relevantes deste estudo para o paciente acima
citado.

ey SR Rl
Nome e Assinatura da pessoa aplicando o termo
( Se diferente do Investigador )

Gala_ - - f
Nome e Assinatura do paciente ou representante legal

P e ETTE

Nome e Assinatura da Testemunha ( Se Aplicavel )

Eu, abaixo assinado, expliquei integralmente os detalhes relevantes deste estudo para a paciente acima
indicada e fornecerei a este paciente uma cdpia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
assinado e datado.

E

Nome e Assinatura do Investigador

128



129

ANEXO A — CRITERIOS PARA CLASSIFICAGAO DE VARIANTES PATOGENICAS

(ACGM)

Critério patogénico

Categoria

Very strong

PVS1: variante nula (nonsense, frameshift, canénica +/- 1 ou 2
sitios de splice, codon de iniciagdo) em um gene no qual a perda
de fungcdo é um mecanismo conhecido da doenca

Strong

PS1: mesma mudanga de aminoacido de uma variante patogénica
previamente estabelecida, independentemente da mudancga de
nucleotideo.

PS2: de novo em um paciente com a doenga e sem historia
familiar

PS3: estudos in vitro ou funcionais in vivo que confirmem um efeito
prejudicial no gene ou na sua proteina

PS4: a prevaléncia da variante em individuos afetados é
significativamente aumentada em comparagao a prevaléncia em
controles

Moderate

PM1: localizado em um hot spot mutacional ou dominio funcional
critico e bem estabelecido

PM2: ausente nos controles

Supporting

PP1: co-segregagdo com doenga em varios membros da familia
afetados em um gene sabidamente conhecido por causar a doenga

PP2: Variante missense em um gene que em que esse tipo de
variante € um mecanismo comum de doencga

PP3: multiplas linhas de evidéncia computacional suportam um
efeito deletério sobre o0 gene ou sua proteina

PP4: o fendtipo do paciente ou historia familiar € altamente
especifico para uma doenga com uma Unica etiologia genética

PP5: fonte confiavel relata recentemente a variante como
patogénica, mas a evidéncia ndo esta disponivel para o laboratério
realizar uma avaliagao independente

Adaptado de referéncia (119).




ANEXO 2 - DOCUMENTO DE APROVAGAO PELO COMITE DE ETICA E
PESQUISA

UNB - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE %‘M"P
DE BRASILIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Avallagéo do uso do Cinacalcet para controle do hiperparatireoldismo primario em
Individuos com Neoplasia Endécrina Mdltipla do Tipo 1
Pesquisador: |sabella Santiago de Melo Miranda
Area Temaética:
Verséo: 1
CAAE: 25846919.2.0000.5558

Institui¢gdo Proponente: EMPRESA BRASILEIRA DE SERVICOS HOSPITALARES - EBSERH
Patrocinador Princlpal: Financlamento Préprio

DADOS DO PARECER
Namero do Parecer: 3.739.108

Apresentacio do Projeto:

Projeto de pesquisa apresentado para obtengdo de titulo de mestrado.

Trata-se de um estudo prospectivo, nio-randomizado e sem grupo controle.

Os pacientes serdo selecionados conforme crtérios de Inclusdo e exclusio. Dados clinicos relevantes serdo
coletados dos prontuérios. O estudo seré conduzido no Servigo de Neuroendocrinolegla do Hospital
Universitanio de Brasilia. A coleta e selecio dos dados pertinentes serdo realizadas no periodo de abril de
2020 a julho de 2020.

Paclentes sero submetidos a coletas de sangue para avaliagdo de exames bloguimicos antes e durante o
uso da medicacio para avalar resposta terapéutica, por um periodo de 2 meses.

Critério de Incluséo:

Paclentes com diagnéstico confirmado de hiperparatireoidismo primério no contexto sindromico da NEM-1,
em seguimento ambulatorial periddico de no minime 2 anos e que apresentaram os seguintes critérios:
idade malor que 18 anos; Céalclo sérico entre 10,2 e 11,9; 25-OH Vitamina D em concentragbes > 20, PTH >
80; Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cntério de Excluséo:

Paclentes com calclo sérico > 12;N&o concordéncia ou assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Enderego: Uriversidade de Beasiia, Campus Universitirio Darcy Ribero - Faculdade de Medicing
Bairro:  Asa Nore CEP: 70.910.500

UF: DF Municiplo: BRASILIA

Telefone: (61)3107-1918 E-mail: oceplm & urb be
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Corntinuaghe 2o Parecer. 3.739.108

Hpdtesa:
Uso do cloridrato de cinacalcet como terapla alternativa para controle da calcemia em pacientes com
hiperparatirecidismo primério no contexto de Neoplasia Endbcrina Mdaltipla do Tipo 1.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primano:

Avallar o beneficlo terapéutico agudo do Cloridrato de Cinacalcet em paclentes portadores
hiperparatireoldismo leve a moderado como componente da NEM-1.

Objetivo Secundario:

Avallar o comportamento bloquimico do céiclo com o tempo de uso e dose utilizada do Cinecalcet. Avalar a
relac&o entre a calcemia e as concentragdes plasmaticas de PTH.

Avallagdo dos Riscos e Beneficlos:

Riscos:

O cincacalcet & geralmente uma medicagéo bem tolerada, porém, durante o seu uso, o paclente pode
apresentar eventos adversos. Os mals comuns sdo nauseas e vimitos (>10%), que tendem a ser brandos e
melhoram com o tempo. Os menos comuns sdo dlarrela, dor abdominal, prisdo de ventre, reagbes de
hipersensibilidade, problemas na pele, dores musculares, diminuig&o ou falta de apetite, convulsdes,
tonturas, dorméncias, dor de cabeca, pressdo balxa, Infecgéo respiratoria, falta de ar, tosse, agravamento
da Insuficiéncia cardiaca, diminuigéo do célclo @ aumento do potassio no sangue (1 a 10%).

Beneficlos:

A possibllidade de padronizar a medicag&o como uma terapia alternativa & paratirecidectomia para o
controle da hipercalcemia em pacientes com hiperparatireoldismo primario no contexto de Neoplasia
Endbcrina Maltipla do tipo 1.

Comentérlos e Conslderagdes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa esta delineado considerando os aspectos éticos vigentes. Entretanto, a minimizagdo
dos riscos relacionados a execugéo da pesquisa nfo foram explicitados no projeto na integra, apenas no
termo de consentimento livre e esclarecido.

Conslderacbes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
A pesquisadora apresentou todos 0s termos necessanos a apreclagio ética.

Endeoreco: Uriversidade de Beasilia, Campus Universitirio Darcy Ribero - Faculdade de Medicing
Bairro:  Asa Nore CEP: 70.910-500

UF: DF Municiplo: BRASILIA

Telefone: (61)3107-1918 E-mail: ocepfm @ urb br
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Recomendacgbes:

Recomendo atuallzar o projeto na Integra com as Informagdes do TCLE no que concerne a minimizagdo dos
riscos relacionados a execug&o da pesquisa.

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequacgdes:

Apbs andlise do coleglado em reuniio ordindria dia 27/11/2019 o parecer fol pela Aprovado do projeto com
as recomendacbes elencadas acima.

Consideractes Finals a critério do CEP:

Apbs andlise do coleglado em reunio ordindria dia 27/11/2019 o parecer fol pela Aprovado do projeto com
as recomendacbes elencadas acima.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 18/11/2019 Acelto
do Projeto ROJETO_1433020.pdf 19:34:33
QOutros CVisabedia.pdf 18/11/2019 |isabella Santiago de | Acelto
19:33.03 _{haio Mranda

Qutros CurriculoLuciana.pdf 18/11/2019 |lIsabella Santiago de | Aceito

| 19:26:32 | Melo Miranda

TCLE /Termos de | TCLErevisado.docx 18/11/2019 |isabella Santiago de | Acelto

Assentimento / 19:18:49 |Melo Miranda

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado /| Preprojeto.docx 18/11/2019 |lIsabella Santiago de | Aceito

Brochura 19:18:27 |Melo Miranda

| Investigador

Qutros Termoresponsabllidade.paf 18/11/2019 |lIsabella Santiago de | Acelto

_ 19:16:42 | Meio Mranda

Qutros Termo.pdf 18/11/2019 |isabella Santiago de | Acelto
19:15:55 | Melo Miranda

QOutros Termocienciacoparticipacao.pdf 18/11/2019 |isabella Santiago de | Acelto
19.13:48 _IMeio Mranda

Qutros Termocoparticipacao.padf 18/11/2019 |isabella Santiago de | Acelto

_ 19:12:45 |Melo Miranda

Qutros Termoconcordancia.pdf 18/11/2019 |isabella Santiago de | Acelto
12:11.32__Inaio Mranda

Orgamento planilha.pdf 18/11/2019 |lIsabella Santiago de | Aceito
19:09:55 | Melo Miranda

QOutros carta.pdf 18/11/2019 |isabella Santiago de | Acelto
19.09:04 _IMaio Mranda

Folha de Rosto Folharosto.paf 18/11/2019 |isabella Santiago de | Acelto

Endereco: Uriversidade de Brasilia, Campus Universitirio Darcy Ribero - Facukdade de Medicing

Bairro:  Asa Nore
UF: DF
Telefone:

CEP: 70.910-500
Municiplo: BRASILIA

{61)3107-1918 E-mail: ospim@urb be
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| Folha de Rosto | Fetharosto.pat | 19:08:00 [Meio Mranda | Aceito |

Sltuacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreclacio da CONEP:
Nao

BRASILIA, 02 de Dezembro de 2019

Assinado por:
Anténlo Carlos Rodrigues da Cunha
(Coordenador(a))

Endereco:  Uriversidade de Beasilia, Campus Universitirio Darcy Ribero - Faculdade de Medicing
Bairro:  Asa Nore CEP: 70.910.500

UF: DF Municiplo: BRASILIA
Telefone: (61)3107-1918 E-mail: ocepfm&urb be



