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RESUMO

O Hiperparatiroidismo Primario (HPTP) €& uma das endocrinopatias mais
prevalentes nos paises desenvolvidos, afetando sobretudo mulheres na quinta ou sexta
década de vida. O desenvolvimento desta patologia deve-se 0 aumento desregulado da
producdo de PTH pelas glandulas paratiroides, acompanhado por um aumento da sua
massa celular (adenoma, hiperplasia ou carcinoma).

Os mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de HPTP na sua vertente
esporadica permanecem pouco conhecidos, ndo existindo até a data, alteracdes
moleculares identificadas com impacto nas questfes clinicas. Contudo, o conhecimento
das formas familiares e das suas alteragdes moleculares possibilitou o inicio do estudo
das formas esporadicas da doenca.

O objetivo geral do presente trabalho € o estudo de uma série de casos HPTP e
a caracterizacdo de alteragbes moleculares que possam estar associadas ao
desenvolvimento de tumores esporadicos nas glandulas paratiroides.

O estudo genético permitiu verificar que a alteragdo mais frequente nas leses da
paratiroide estudadas sdo as grandes dele¢cdes do Menl. IdentificAmos também duas
mutac¢des somaticas na regido codificante deste supressor tumoral. Verificou-se que a
expressao nuclear de menina nas lesdes € quase sempre menor do que na paratiroide
normal, sugerindo um papel fundamental desta proteina na tumorigénese paratiroideia.
A proteina Ciclina D1 é sobre-expressa numa percentagem significativa das lesdes, o
gue ndo se traduz no aumento da sua proliferagéo, como foi avaliado pela expresséo de
Ki-67. Também foi detetada uma mutagdo somatica no supressor tumoral
CDC73/HRPT2, acompanhada da diminui¢cdo acentuada da expressao de parafibromina
numa lesdo aparentemente benigna. Nao foram detetadas alteracbes na regido
codificante do inibidor do ciclo celular CDKN1B, no entanto verificou-se diminuicdo
significativa da expresséo de p27** das lesées multiglandulares relativamente as lesées
singulares.

A distincdo entre as varias entidades tumorais da paratiroide representa
atualmente um desafio aos clinicos, dada a auséncia de marcadores histopatolégicos e
moleculares. A expressdo diferencial de p27"* sugere um mecanismo alternativo de
proliferacdo nas lesées multiglandulares da paratiroide, o que podera representar um

potencial biomarcador desta patologia.

Palavras-chave

Hiperparatiroidismo Primario; Hiperplasia; Adenoma; Men1; p274*
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ABSTRACT

Primary Hyperparathyroidism (PHPT) is one of the most prevalent
endocrinopathies in developed countries, mostly affecting women in the in their 50" or
60™ decades of life. The development of this pathology is due to a deregulated increase
in the production of PTH by the parathyroids, along with an increase of its cellular mass
(adenoma, hyperplasia or carcinoma).

The mechanisms underlying the development of sporadic PHPT remain poorly
understood, and there are no identified molecular alterations with a clinical impact.
However, the knowledge of the familial forms and their molecular alterations allowed the
study of the sporadic form of the disease.

The main goal of the present work is the study of a series of cases of PHPT and
the characterization of molecular alterations associated with the development of sporadic
tumors in parathyroid glands.

Genetic screening allowed us to verify that the most frequent alteration in
parathyroid lesions are Menl large deletions. We also detected two mutations in the
coding region of this tumor suppressor gene. Menin nuclear expression was frequently
decreased in parathyroids lesions, when compared with normal tissue, which suggests a
fundamental role of this protein in parathyroid tumorigenesis. Cyclin D1 overexpression
was detected in a significant portion of cases and was not correlated with an increase in
the proliferation, as accessed by Ki-67 expression. It was also detected a somatic
mutation in the tumor suppressor gene CDC73/HRPT2 together with a marked decrease
in parafibromin expression in the same case. No mutations were detected in the coding
region of the cell cycle inhibitor CDKN1B. However, we observed a significant decrease
in p27“*! expression in multiglandular lesions, when compared with their single
counterparts.

The distinction between the three tumorigenic entities of the parathyroid remains
a challenge, given the absence of molecular and histopathological markers. The
differential expression of p27** suggests an alternative mechanism of proliferation in
parathyroid multiglandular lesions, which may represent a potential biomarker in this
pathology.

Key-words

Primary Hyperparathyroidism; Hyperplasia; Adenoma; Men1; p27“**
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1.1 As Glandulas Paratiroides

A primeira descricdo das glandulas paratiroides remonta ao ano de 1850 por
Richard Owen que, durante a autopsia de um Grande Rinoceronte indio (Rhinoceros
unicornis), descreveu “um corpo glandular pequeno, amarelo e compacto, adjunto a
tiroide no ponto de onde emergem as veias” [1]. O reconhecimento destas glandulas em
seres humanos ocorreu anos mais tarde, por lvar Sandstrom [1; 2]. Na evolugdo da
medicina e da endocrinologia, as glandulas paratiroides foram os ultimos 6rgédos a ser
identificados até a data, bem como as suas patologias associadas [2]. A extirpacédo das
paratiroides de cdes por Eugene Gley na década de 1890 revelou a sua importancia
biol6gica quando este fisiologista francés verificou que, ap6s paratiroidectomia, 0s
animais morriam de tétano. Anos mais tarde, o patologista Jacob Erdheim concluiu que o
desenvolvimento de tétano apd6s a remocgdo das glandulas paratiroides se devia a
ocorréncia de hipocalcemia severa nestes animais [3].

Como parte de um organismo multicelular, o sistema enddcrino tem uma fungéo
vital na comunicacdo entre os diferentes Orgdos e na coordenagdo dos diferentes
sistemas do organismo em resposta as condigdes ambientais internas e externas [4]. As
paratiroides sdo glandulas enddcrinas responsaveis pela sintese e secrecdo da hormona
da paratiroide, ou paratormona (PTH). Nos seres humanos existem normalmente 2 pares
de glandulas paratiroides, localizadas na superficie posterior da tiroide (Figura 1A).

Embriologicamente, as paratiroides desenvolvem-se a partir das bolsas faringeais
[ll e IV [5]. Por vezes verifica-se a presenca de tecido paratiroideu ectopico, localizado
entre o pescoco e o mediastino, sobretudo na superficie do timo, devido a separagéo
incompleta entre estas estruturas durante o desenvolvimento embrionario [6; 7].

Histologicamente, as paratiroides sdo compostas por dois tipos de células: as
células principais e as células oxifilicas (Figura 1B). As células principais, mais
abundantes, sdo responsaveis pela producao de PTH, que é armazenada em granulos
eosindfilos no citoplasma, caracteristicamente vacuolizado, rico em lipidos e organelos
essenciais a sintese proteica. As células oxifilicas surgem durante a puberdade, vao
aumentando com a idade e a sua funcéo permanece até hoje pouco conhecida. Estudos
de microscopia eletrénica revelaram que estas células ndo possuem organelos
essenciais para a sintese de proteinas, mas evidenciaram um elevado numero de
mitocondrias aberrantes no citoplasma, conferindo as células uma coloracdo eosindfila
intensa [5; 8]. Por vezes, é possivel observar células com caracteristicas de transi¢éo
entre os dois tipos anteriores. As paratiroides tém também um conteludo variavel de
adipdcitos, que esta relacionado com a sua atividade secretora de PTH, mas também

com a idade e constituigdo fisica dos individuos [9].
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AP A . élulas Principais
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Figura 1: A. Localizagdo anatomica das glandulas paratiroides [adaptado de: www.mhhe.com]; B.
Componentes celulares das glandulas paratiroides (coloracdo de H&E) [adaptado de:
www.pathology.mc.duke.edu]

A producdo de PTH pelas paratiroides é fundamental para a regulagdo da
homeostasia do célcio, mas também do fosforo e do magnésio [4; 10]. A estabilidade da
concentracao fisiologica de célcio no sangue € essencial para a realizacdo de diversos
processos fisioldgicos como a funcdo neuromuscular, a manutencao da permeabilidade
das células, a coagulacdo sanguinea e a integridade de vias de sinalizacéo celulares [11;
12]. A sintese e secrecdo de PTH pelas paratiroides é um processo finamente regulado
pelos niveis de calcio no sangue.

O gene PTH esté localizado no brago curto do cromossoma 11 (11p15.2), e a
proteina por ele codificada possui um total de 115 aminoéacidos (a.a), correspondendo a
forma imatura da hormona da paratiroide: pre-proPTH (Figura 2). A remog&o dos 29 a.a
iniciais da cadeia polipeptidica produz a forma ativa da PTH com 84 a.a [PTH (1-84)],
cuja fungéo bioldgica reside essencialmente nos primeiros 34 a.a. Clivagens sucessivas
da cadeia produzem formas truncadas da hormona com pouca ou nenhuma agéo
fisiol6gica. Uma vez sintetizada, a PTH é armazenada em vesiculas exociticas e libertada

apos o estimulo apropriado [7; 13].

Nucleo

AAA

, Prz Pro PTH
Reticulo

Endoplasmatico . H
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Figura 2: Representacdo esquematica da sintese de PTH pelas células principais da paratiroide
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1.2 Homeostasia do Calcio

A concentracdo normal de calcio no sangue é cerca de 2.2-2.6mmol/L, no entanto
apenas uma parte (cerca de 1mmol/L) existe na forma ionizada (Ca®*;.). A maioria do
calcio sanguineo encontra-se associada a proteinas séricas ou a ides. Existe um
equilibrio finamente regulado entre os niveis de Ca”. € as formas ndo livres deste
mineral. Assim, fatores como a diminuicdo das proteinas séricas ou aumento do pH
levam a uma reducéo do nivel de Ca* [14]. As variacBes na concentracdo de Ca* e
sdo detetadas pelo recetor do calcio CaSR (Calcium Sensing Receptor) nas células
principais da paratiroide regulando a sintese e secrecdo da PTH através de um
mecanismo de feedback negativo entre os niveis de Ca*}.. e sintese de PTH [7].

O CaSR é um recetor transmembranar que pertence a familia de recetores
acoplados a proteinas G; a sua expressao nas células principais da paratiroide permite a
detecdo dos niveis de Ca*,. e a ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares
modulando a produgéo de PTH [3; 7; 12; 15]. Quando ha um aumento de Ca' e, €St
liga-se ao recetor nas células das paratiroides, iniciando uma cascata de eventos que

conduzem a inibigcdo da sintese de PTH (Figura 3).

Figura 3: Representagdo esquematica da modulagdo da sintese de PTH pela ativacdo do CaSR ap6és ligacao
de Ca¥vee.

Uma vez secretada para a corrente sanguinea, a PTH atua em trés alvos
principais: 1) 0sso, 2) rins e 3) sistema gastrointestinal. No osso, a PTH atua diretamente
nos osteoblastos, essenciais a ativagdo dos osteoclastos, cuja funcdo principal é a
reabsorcéo 6ssea, pela dissolugéo de cristais de fosfato de célcio, libertando Ca** para a
corrente sanguinea [16]. Nos rins, a PTH tem duas ac¢8es distintas, mas complementares:

promove a reabsor¢do de calcio nos tdbulos renais e inibe a sua excrecdo na urina, e
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estimula a ativacdo da 1-a-hidroxilase, enzima responsavel pela conversdo da vitamina D
na sua forma biologicamente ativa 1,25(0OH),Ds;. Uma vez convertida, a 1,25(0OH),D; atua
no sistema gastrointestinal, nomeadamente no intestino delgado, e promove o0 aumento

da absorcéo do célcio da dieta (Figura 4) [12].
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Figura 4: Mecanismo de feedback negativo entre a libertagdo da PTH e os niveis Ca®tivre. A) Principais alvos
de atuagdo da PTH. B) Inibicdo da sintese de PTH e acdo antagonista da calcitonina.

Os processos anteriormente descritos conduzem ao aumento do Ca* e NO
plasma. A expressdo de CaSR é mais elevada nas células da paratiroide, no entanto
também se verifica em outros tecidos como a tiroide, o cérebro e o0 estbmago. Na tiroide,
a ativacdo do CaSR nas células C é um estimulo & producéo de calcitonina. Esta é uma
hormona peptidica com um efeito inibitério da reabsor¢éo 0ssea pelos osteoclastos. Um
estudo recente sugere que a calcitonina (e ndo a PTH) é, em condicdes de
normocalcemia, o principal regulador da transcricdo da enzima 1-a-hidroxilase,
responsavel pela formacédo del,25(0OH),Ds, que regula negativamente a sintese de PTH
[17; 18].

O balanco entre os niveis de Ca®";.c € a sintese e libertacdo de PTH é essencial
a homeostasia do organismo. Varias patologias podem afetar o papel da hormona
paratiroideia na regulacdo dos niveis de Ca”,. no sangue. Entre elas, o
hiperparatiroidismo surge com uma das mais frequentes endocrinopatias nos paises
desenvolvidos [19].

1.3  Hiperparatiroidismo
O hiperparatiroidismo (HPT) é uma patologia da paratiroide que se caracteriza
pela producéo e secrecdo excessiva — inapropriada — de PTH por uma ou mais glandulas

paratiroides. Nos individuos afetados o mecanismo de feedback negativo que controla a
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secrecdo de PTH em resposta aos niveis de Ca®'jy esta comprometido e, por isso, hao
h& inibicdo da sintese hormonal, conduzindo a um estado permanente de hipercalcemia
[7; 13].

Os primeiros casos de hiperparatiroidismo reportados na histéria da medicina
apresentavam sintomas severos de grave hipercalcemia, descalcificagdo 6ssea (com
desenvolvimento de osteite fibrosa cistica nos doentes mais graves), deficiéncia renal e
nefrolitiase [20]. No entanto, com a introdugé@o de exames laboratoriais de rotina, como a
determinagdo dos niveis séricos de calcio, atualmente a maioria dos doentes é
diagnosticada numa fase assintomética ou apresentando apenas sintomatologia ligeira
[21]. Sintomas gastrointestinais como diarreia e nauseas, assim como sintomas do foro
psicolégico como depressdo e cansaco, podem fazer parte do quadro clinico dos
pacientes com HPT [22]. Esta patologia pode surgir na forma primaria, secundaria ou
terciaria e ao contrario das duas ultimas formas o hiperparatiroidismo primario (HPTP)
desenvolve-se devido ao funcionamento auténomo e desregulado das glandulas
paratiroides, como sera descrito mais adiante.

Em circunstancias fisiolégicas é comum ocorrerem situagfes transientes de
hipocalcemia, ativando o CaSR, que estimula a sintese e libertacdo de PTH para repor o
equilibrio homeostatico dos niveis de Ca®ivre (Figura 3). Deficiéncias na reabsorcéo de
calcio (como acontece em pacientes com doenga renal cronica) ou na sua absorgéo a
partir da dieta (provocada por caréncia alimentar em vitamina D, por exemplo) sdo um
estimulo a sintese e libertacdo de PTH pelas células principais da paratiroide. Por vezes,
apesar do aumento da sintese hormonal, o organismo ndo consegue repor 0sS niveis
normais de célcio no sangue devido a falhas em outros 6rgdos de regulacdo deste
mineral. Desta forma, os individuos desenvolvem hipocalcemia permanente que promove
a sintese constitutiva de PTH. Nestes pacientes, em que a producao excessiva de PTH é
provocada por estimulos externos a paratiroide, diz-se que desenvolveram
Hiperparatiroidismo Secundario (sHPT). Em situacGes de sHPT de longa duracéo (sendo
a causa mais comum a doenca renal crénica), a producao de PTH torna-se, por vezes,
independente dos estimulos externos que lhe deram origem [22; 23]. Estes pacientes
desenvolvem um estado de hiperparatiroidismo hipercalcémico, uma vez que a producao
de PTH se torna independente dos niveis elevados de Ca®*.. (provocados por um
aumento inadequado da reabsorgcdo 6ssea, por exemplo). A esta condigdo é dado o

nome de Hiperparatiroidismo Terciario [22].

1.3.1  Hiperparatiroidismo Primario

O HPTP é uma forma de hiperparatiroidismo na qual se verifica um aumento

desregulado da sintese de PTH independentemente dos niveis séricos de Ca®"e. Esta
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patologia surge associada ao desenvolvimento de tumores ou hiperplasia nas glandulas
paratiroides [4; 13; 22; 24; 25; 26].

O HPTP é uma das mais frequentes endocrinopatias em paises desenvolvidos,
afetando cerca de 25 em cada 100 000 individuos, com variag@es estatisticas inerentes a
populacdo estudada [25; 27]. As mulheres, sobretudo ap6s a menopausa, Sd0 as
principais afetadas pela doenga, no entanto existem outros fatores de risco como a idade
avancada e a radiacdo cervical em idade jovem. Um aumento da incidéncia da doenca foi
observado em sobreviventes da bomba atomica e varios estudos apontam para um
aumento do risco de desenvolvimento de hiperparatiroidismo em pacientes submetidos a
radioterapia em idade jovem [28].

A presenca de um adenoma numa das quatro glandulas paratiroides € a causa
mais comum de HPTP, estando na origem de cerca de 85% dos casos. A segunda causa
mais frequente de HPTP é o desenvolvimento de hiperplasia em duas ou mais glandulas,
contribuindo para cerca de 15% dos casos. Muito raramente (em menos de 1% dos
casos), a ocorréncia de HPTP deve-se ao desenvolvimento de um carcinoma da

paratiroide [26].

1.4 As Trés Entidades Tumorais na Paratiroide

A distingdo entre adenoma, adenoma multiplo e hiperplasia € o principal desafio
no diagnéstico diferencial da patologia paratiroideia. Tipicamente, os adenomas
paratiroideus sdo envolvidos por uma cépsula fibrosa, com um anel de tecido normal,
com auséncia de tecido adiposo na leséo. Histologicamente, os adenomas da paratiroide
sao compostos por células principais ou por uma mistura de células principais e oxifilicas
[13]. Uma pequena percentagem destes tumores € composta quase exclusivamente por
células oxifilicas sendo por isso denominados por adenomas oxifilicos (Figura 6: A-C) [13;
24]. Quando se verifica o envolvimento de duas ou mais glandulas paratiroides na leséo,
o diagnoéstico mais frequente é de hiperplasia, apesar de ndo se poder descartar a partida
a hipétese de se tratar de adenomas mudltiplos (Figura 6: D). Atualmente, o diagnéstico
diferencial dos tumores paratiroideus é feito com critérios que vao além da histologia. A
diminuicdo dos niveis de PTH durante a paratiroidectomia, assim como o retorno ao
estado normocalcémico permanente apdés remocdo de uma glandula afetada, é
geralmente diagnostico de adenoma uniglandular paratiroideu. O ensaio de medicdo da
PTH intraoperativa € também uma ferramenta de diagnostico de doenga multiglandular,
guando apds remocao de uma lesdo aparentemente uniglandular, ndo se verifica a rapida
diminuicdo dos niveis de PTH [29].

O carcinoma da paratiroide é raro, e 0 seu diagndstico é frequentemente feito com

base em parametros macroscopicos: 0s carcinomas da paratiroide sdo normalmente
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maiores do que os tumores benignos, sendo por vezes possivel sentir uma massa
palpavel no pescoco dos pacientes. Também se observa um aumento dos niveis de PTH
superior ao dos pacientes com adenoma ou hiperplasia da paratiroide. Por essa razéo, a
hipercalcemia nos pacientes com carcinoma € mais acentuada do que nos pacientes com
tumores benignos. A presenca de invasdo do tecido adjacente é diagnéstica de
carcinoma paratiroideu [30; 31]. Os achados histoldgicos neste tipo de tumor envolvem
um indice mitético superior aos tumores benignos e invasdo capsular e/ou vascular.
Também se verifica a presenca de pleomorfismo e atipia celular, incluindo mitoses
atipicas bem como a ocorréncia de trabéculas fibréticas [32] (Figura 6:F-H). No entanto
nenhum destes achados €, até a data, considerado patognomoénico de carcinoma
paratiroideu [24]. A presenca de adenomas atipicos tem sido documentada em vérios
estudos [31; 32; 33]. Estes tumores partilham varias caracteristicas, histolégicas e nao
histologicas, com os carcinomas paratiroideus, e por isso é dificil distinguir claramente
entre estas duas entidades (Figura 6: E) [32; 34].

A dificuldade no diagnéstico diferencial entre as diversas entidades tumorais da
paratiroide por critérios macro e microscépicos tornou evidente a necessidade da
pesquisa de marcadores moleculares que possam ser utilizados na clinica para melhorar

o diagndstico diferencial entre pacientes.

Figura 5: As diferentes entidades da paratiroide (Colora¢do de H&E): A e B: Adenoma de células principais;
C: Adenoma de células oxifilicas; D: hiperplasia multinodular; E: adenoma atipico F a H: carcinoma (adaptado
de [35; 36])
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1.5 Alteragoes Genéticas Associadas a Tumorigénese das Glandulas Paratiroides

1.51  Proto-Oncogenes

No processo de tumorigénese sao protagonistas varios fatores que levam ao
controlo do crescimento e/ou proliferacdo celular promovendo o desenvolvimento das
neoplasias.

Os proto-oncogenes sao importantes promotores do crescimento e divisao celular
normal. Quando sdo afetados por mutacfes, convertem-se em oncogenes capazes de
induzir transformacgédo celular. A ativacdo de apenas um oncogene nao é aparentemente
suficiente para causar cancro, no entanto pode ser suficiente para desregular o ciclo
celular, conduzindo a um aumento da taxa mitética da célula. Quando a célula perde a
capacidade de controlo sobre a sua divisdo celular, pode adquirir um fenétipo
tumorigénico e tal significar o inicio do desenvolvimento de uma neoplasia [37; 38].

1.5.2  Genes supressores tumorais: o modelo dos dois eventos de Knudson

Os genes supressores tumorais sdo uma classe de genes cuja inativagdo produz,
na célula, uma vantagem de sobrevivéncia e/ou proliferacdo relativamente as células
normais. Esta classe de genes geralmente codifica proteinas que funcionam como
reguladores negativos do ciclo celular [39].

Em 1971, Knudson descreveu pela primeira vez o modo de inativacdo destes
genes usando como modelo o retinoblastoma (tumor maligno com origem nas células da
retina). Knudson verificou que o desenvolvimento deste tumor maligno era mais precoce
em pacientes em que um dos progenitores também o tivesse desenvolvido, e que a sua
transmisséo estava de acordo com o modelo de transmissdo dominante mendeliano.
Knudson propds que a mutacao genética herdada de um dos pais nao era suficiente para
desenvolver a doenca, mas tornava o alelo normal mais suscetivel a ocorréncia de
mutacdes somaticas. Segundo este autor, apenas a inativacao bialélica dos genes
supressores tumorais era capaz de levar a formagdo de tumores. Nas sindromes
hereditarias, o alelo mutado (primeiro evento) é herdado de um dos progenitores e
portanto esta presente em todas as células do individuo. No entanto, no caso de genes
supressores tumorais candnicos, o alelo normal (herdado do outro progenitor) é suficiente
para manter a producdo da quantidade normal de proteina, assegurando assim a sua
funcéo fisiolégica. E apenas quando ocorre uma mutagio somatica neste alelo (segundo
evento) que a funcdo normal da proteina deixa de estar assegurada. Desta forma, as
células perdem um inibidor do ciclo celular e ganham uma vantagem proliferativa e/ou de
crescimento relativamente as células que ndo adquiriram o segundo evento [40]. Em

formas de cancro esporadicas, isto €, em que nao existe transmissao hereditaria, o
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desenvolvimento tumoral é mais tardio. Nestes casos a inativacdo bialélica dos genes
supressores tumorais ocorre a nivel somatico durante a vida do individuo e portanto,
ambos o0s eventos devem ocorrer na mesma célula somatica para que esta adquira um

fendtipo tumoral.

1.5.3  Hiperparatiroidismo Familiar Hereditario

Cerca de 5% de todos os casos de HPT surgem associados a sindromes
familiares hereditarias [22]. Apesar de representarem uma pequena percentagem de
casos, 0 estudo de sindromes familiares associadas ao desenvolvimento de
hiperparatiroidismo constituiu 0 ponto de partida para um maior conhecimento da
tumorigénese paratiroideia nos casos esporadicos.

1.5.3.1  Neoplasia Endécrina Multipla Tipo-1: o gene Men1

A causa familiar mais frequente de HPT, representando cerca de 2% de todos os
casos, € a sindrome Neoplasia Endocrina Mdltipla Tipo 1 (MEN1 — Multiple Endocrine
Neoplasia Type 1) que resulta de alteragbes germinativas no gene Menl [41]. Este gene
€ um supressor tumoral que obedece ao modelo proposto por Knudson, e por isso 0s
pacientes MEN1 revelam a presenca de uma alteragéo germinativa numa cépia do gene
acompanhada de uma alteragdo somatica que consiste usualmente na perda do alelo
normal — perda de heterozigotia (LOH — Loss Of Heterozygosity) [42].

Tumores na glandula pituitaria e no pancreas endocrino constituem, junto com 0s
tumores nas paratiroides, a manifestagdo mais comum de MEN1 [43]. A sindrome é
transmitida de forma autossomica dominante e possui um elevado grau de penetrancia:
cerca de 90% dos pacientes MEN1 desenvolvem HPTP devido a ocorréncia de tumores
benignos nas paratiroides por volta da quinta década de vida [44].

O gene Menl, descrito pela primeira vez em 1997, localiza-se no bracgo longo do
cromossoma 11, na regido 11g13, tem uma extensdo superior a 9Kb e a sua regido
codificante € composta por 10 exdes, 9 dos quais codificantes [45]. O principal transcrito
deste gene é um mRNA de 2.8Kb, no entanto 14 transcritos alternativos ja foram
documentados [45; 46]. A proteina codificada pelo Menl possui 610 a.a, tem o home de
Menina e é ubiquamente expressa. A Menina é uma proteina predominantemente nuclear
em células quiescentes, estando também presente no citoplasma de células em divisédo
[47]. Esta proteina é conservada entre espécies, no entanto a sua estrutura priméria ndo
revela homologia com outras proteinas, pelo que a sua exata funcéo biolégica continua a
ser um alvo de intenso estudo por varios grupos [46; 48]. A Menina € uma proteina
scaffold, com diversos parceiros de acdo envolvidos na regulacdo da transcricéo,

estabilidade gendmica, divisdo celular e proliferacdo. Esta proteina tem um papel
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fundamental na regulacdo da transcricdo, em parte através da modelacdo da cromatina,
formando complexos com MLL2 (Mixed Lineage Leukemia 2). Os complexos Menina-MLL
possuem atividade histona metiltransferase (HMT) especifica para a Lisina 4 da Histona 3
(H3K4), ativando a transcricdo de genes alvo. Em 2005 um grupo de investigadores
verificou que a formagéo destes complexos induz a transcrigcdo dos inibidores do ciclo

celular p27¥** e p18™K4e

, contribuindo para a sua acdo como supressor tumoral [49]. O
papel da Menina na regulacdo da transcricdo passa ainda pela sua associagcdo com
histona deacetilases (HDAC — Histone Deacetylase). A interacdo de menina com HDAC1
e HDAC2 é essencial para a sua ligacdo com o fator de transcricdo JunD e em 2003 Kim
et al verificou que a supresséo da transcricdo de genes alvo deste fator de transcricdo era
revertida pela adicdo de um inibidor de HDACs [48; 50]. JunD é um fator de transcrigcéo
que existe naturalmente associado a Menina podendo, no entanto, existir na forma livre.
Quando associado a Menina, JunD funciona como inibidor do crescimento celular,
enquanto a disrupcao da ligacdo esta associado o fenotipo MEN1[51].

Para além do papel na regulacdo da transcricdo, a proteina Menina tem também
uma funcdo importante na inibicdo da proliferacdo celular: a expressdo ectopica desta
proteina é capaz de inibir a proliferacdo de células NIH3T3 oncogénicas (com sobre
expressdo do oncogene RAS) e de inibir a formacdo de tumores em ratinhos
transplantados com essas células [52]. Além disso, foi também demonstrado que a
Menina induz a expressdo da caspase 8, um componente essencial da via extrinseca da
apoptose [53; 54].

Estudos de co-imunoprecipitagdo verificaram a associacdo de Menina com as
proteinas de reparacdo do DNA RPA2 e FANCD2. A proteina RPA2 (Replication Protein
2) é essencial na replicacdo, recombinacdo e reparacdo do DNA, assim como na
regulacdo da apoptose e transcricdo [55]. A proteina FANCD2 (Fanconi Anemia
Complementation group D2) esta envolvida na reparacdo do DNA associada a via BRCA-
1 (Breast Cancer-1) e a sua ligacdo a Menina é potenciada pela exposic¢ao a raios-y. Os
pacientes MEN1 apresentam um aumento de quebras no DNA, o que sugere um papel
importante da ligacdo Menina-FANCD2 no desenvolvimento da patologia [56].

Para além dos estudos que mostram a associacdo da Menina com proteinas
essenciais na manutencdo da estabilidade celular, estudos de ratinhos heterozig6ticos
com LOH no gene Menl verificaram que estes apresentam um espetro de tumores
semelhante aos pacientes com MENL1 [57; 58].

Apesar de o gene Menl nédo apresentar hot spots mutacionais, desde a sua
identificacdo até a atualidade ja foram descritas mais de 400 muta¢gBes associadas ao

desenvolvimento de MENL1, distribuidas por toda a regiéo codificante [58].
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Apesar do grande numero de alteracdes genéticas descritas ndo é possivel
estabelecer uma relacao gendétipo/fenétipo nos individuos portadores de mutacdes neste
gene. Delecdes frameshift sdo o tipo mais frequente de alteracdo, representando cerca
de 37% de todas as mutagcbes conhecidas, seguidas de mutacdes missense que
representam 25% [59]. As mutagdes que atingem o Menl s&o geralmente inativantes ou
provocam uma perda parcial da funcdo da proteina. Muitas vezes resultam em formas
truncadas de Menina, com perda de dominios funcionais como os Sinais de Localizagdo
Nuclear (NLS — Nuclear Localization Signal) que sdo essenciais para direcionar a
proteina para o nucleo, mas também para outros processos biolégicos, como a ativagcdo
da caspase 8 [53]. Outras vezes, 0 mMRNA transcrito € demasiado instavel e rapidamente
degradado [58]. Por outro lado, os estudos de Yaguchi et al mostraram que algumas
mutacBes missense do gene Menl podem afetar a.a essenciais a sua atividade scaffold,
enquanto outras marcam a proteina para degradacdo por mecanismos pos-traducéo,
como por exemplo através da via ubiquitina-proteassoma. As mutagfes estudadas por
este grupo de investigadores ndo provocaram diminuicdo dos niveis de mRNA, e por isso
0s autores sugerem que a inibicdo da transcricdo ndo € um mecanismo de silenciamento
do Men1 [60Q].

1.5.3.2  Hiperparatiroidismo Associado a Tumor da Mandibula: o gene CDC73/HRPT2

Outro gene supressor tumoral associado a tumorigénese das glandulas
paratiroides é o gene CDC73/HRPT2 (Hyperparathyroidism-2). Alteracdes germinativas
no CDC73/HRPT2 levam ao desenvolvimento de HPT familiar associado ao
desenvolvimento de tumores na mandibula (HPT-JT — Hyperparathyroidism Jaw-Tumor)
[61]. Esta sindrome familiar tem como principais sintomas a ocorréncia de adenomas
atipicos ou carcinomas na paratiroide, associados ao desenvolvimento de fibromas
ossificantes na mandibula, embora possam ocorrer em outras zonas do esqueleto. A
ocorréncia de pdlipos uterinos bem como quistos renais e hamartomas tem sido
documentada em varios estudos em familias com HPT-JT [62]. Cerca de 80% dos
individuos afetados apresenta hiperparatiroidismo e cerca de 15% desenvolve um
carcinoma na paratiroide [24; 63].

O gene CDC73/HRPT2 é um supressor tumoral classico, sendo necessaria a
inativacdo dos dois alelos para produzir um efeito na célula [64]. A primeira associacao
deste gene com o desenvolvimento de HPT-JT foi feita em 1996, quando um grupo de
investigadores estudou duas familias com HPT-JT e verificou a presenca de LOH na
regidao 1g25-32 [65]. O CDC73/HRPT2 possui 17 exdes e codifica uma proteina nuclear
de 531 a.a, ubiqguamente expressa chamada Parafibromina [61]. A sua estrutura primaria

nao revela homologia com outras proteinas conhecidas. Apenas um fragmento de cerca
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de 200bp na zona C-terminal da Parafibromina apresenta uma discreta homologia com a
proteina cdc73, presente em levedura, com fun¢gdes ao nivel da regulacdo da transcricdo
[66]. Estudos de imunoprecipitacdo demostraram que a Parafibromina se associa ao
complexo PAF-1 (Poyimerase Associated Factor 1) e as formas fosforiladas da RNAP Il
(RNA polimerase II). Os mesmos estudos sugerem um papel central da Parafibromina
nos processos de regulacdo da transcricdo e traducdo mediados pelo complexo PAF-1 e
RNAP II. A andlise de formas mutadas da Parafibromina, verificou ainda que estas
apresentam delecdes na regido C-terminal, responsavel pela ligacao da Parafiboromina a
estes dois complexos, 0 que sugere que esta associacdo pode ter um papel na atividade
de supressdo tumoral da Parafibromina [66; 67]. Estudos em linhas celulares
demonstraram que a Parafibromina enddégena, em associagdo com o complexo PAF-1,
reprime a expressdo do proto-oncogene c-myc por ligacdo a sua regido promotora,
inibindo a sua acdo proliferativa [68]. A Parafiboromina possui um NLS na regido N-
terminal responsavel pela sua sinalizagdo para o ndcleo. A sobre-expresséo da forma
normal (WT -Wild Type) da proteina conduziu a um aumento da apoptose em células
transformadas, por comparagdo as células com mutagdo na regido N-terminal da
Parafibromina, evidenciando assim o papel fundamental do NLS na funcg&o anti-tumoral
da Parafibromina [69].

Tal como o Menl, o gene CDC73/HRPT2 néo apresenta hot-spots mutacionais.
As mutacdes descritas até a data percorrem toda a regido codificante, no entanto esta
descrita uma maior incidéncia de mutacoes nos exdes 1, 2 e 7 [64]. Apesar disso, ndo é
possivel estabelecer uma relagdo gendétipo/fenétipo a partir da determinacdo do estudo
de mutagcBes no CDC73/HRPT?2.

1.5.3.3  Neoplasia Endécrina Multipla tipo 2a: o gene RET

O processo de tumorigénese pode ser desencadeado por oncogenes que
representam formas alteradas ou sobre-expressas de proto-oncogenes [37; 38].

Alteragbes germinativas no proto-oncogene RET (REarranged during
Transfection) s&o responsaveis pela ocorréncia de trés fendtipos neoplasicos
hereditarios: Neoplasia Enddcrina Mdltipla tipo 2a (MEN 2a — Multiple Endocrine
Neoplasia type 2a) e 2b (MEN 2b) e carcinoma medular da tiroide familiar (FMTC -
Familiar Medullary Thyroid Cancer). O HPT surge no contexto da sindrome MEN 2a,
associado a carcinoma medular da tiroide e feocromocitoma. Nestes pacientes o fenétipo
de HPT é ligeiro e geralmente associado ao desenvolvimento de tumores benignos na
paratiroide [70]. A proteina c-RET, codificada pelo gene RET, é uma tirosina cinase
ubiqguamente expressa. Ao contrario do que acontece nos genes Menl e CDC73/HRPT2

as mutacbes germinativas do gene RET permitem estabelecer uma relacao
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gendtipo/fendtipo nos individuos afetados. Cerca de 85% dos casos de MEN 2a

apresentam uma mutac&o missense no codao 634 deste gene [71; 72].

1.5.3.4  Hipercalcemia Familiar: o gene CaSR

Um dos componentes chave do metabolismo do célcio no organismo é, como ja
foi referido, o recetor do calcio na paratiroide, CaSR. Alterac6es germinativas neste gene
estdo na base de trés fendtipos associados a hipercalcemia [72]. A sindrome de
Hipercalcemia Hipocalcitrica Familiar (FHH — Familial Hypercalcemia Hypocalciuria) é
provocada por mutacfes heterozigéticas no CaSR. Esta patologia caracteriza-se por uma
ligeira elevacao do nivel de Ca?",. Necessario para iniciar a sintese de PTH, e por isso os
individuos afetados apresentam hipercalcemia. Quando as mutacbes no CaSR ocorrem
em homozigotia desenvolve-se a sindrome Hiperparatiroidismo Neonatal Severo (NSHPT
— Neonatal Severe Hyperparathyroidism). Os pacientes afetados por NSHPT necessitam
de niveis mais elevados de Ca* .. para iniciar a sintese de PTH do que os pacientes
com FHH, e apresentam por isso um estado de hipercalcemia severa. Em 2000, Carling
et al descreveram uma familia com um fenétipo de hipercalcemia e hipercalcidria,
diferente de FHH e NSHPT, cujos testes genéticos revelaram a presenca de uma
mutacao inativante na regido intracelular do CaSR. A sindrome foi chamada de
Hiperparatiroidismo Autossémico Dominante Ligeiro (ADMHPT — Autosomal Dominant
Mild Hyerparathyroidism), e ao contrario dos pacientes com FHH e NSHPT, a sua
hipercalcemia é reversivel através de tratamento [73].

1.5.3.5 MENX e MEN4: dos Ratinhos aos Pacientes

Em 2006 um grupo de investigadores reportou o desenvolvimento espontaneo de
multiplos tumores enddcrinos numa colonia de ratinhos. Os animais apresentavam
adenomas da glandula pituitéaria, feocromocitomas bilaterais, paragangliomas, hiperplasia
das células C da tiroide, hiperplasia da paratiroide e hiperplasia do pancreas endocrino.
Esta sindrome multi-tumoral foi chamada de MENX uma vez que o seu fenétipo era
transversal ao das Neoplasia Endécrina Multipla Tipo 1 e Tipo 2 [74]. Por estudos de
linkage e clonagem, o mesmo grupo verificou que o locus associado a MENX se
localizava no cromossoma 4 do ratinho, excluindo assim o envolvimento de genes chave
responsaveis pelas sindromes de Neoplasia Endécrina Mdltipla, Menl e RET. Foi
identificado o gene Cdknlb como responsavel pela patologia e a pesquisa de mutacées
mostrou que estes animais apresentavam uma duplicacdo de 8nt no exdo 2 do gene,
causando uma mudanca na grelha de leitura [74].

No ser humano o gene CDKN1B localiza-se no cromossoma 12 e tem 3 exdes,

sendo apenas dois deles codificantes. O seu produto € uma proteina de 198 a.a com
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acao inibidora do ciclo celular chamada p27X** [Uniprot] A p27"* pertence a familia de
inibidores de complexos formados entre ciclinas (proteinas com papel na ativacdo do
ciclo celular) e cinases dependentes de ciclinas (CDK — Cyclin Dependent Kinases):
complexos Ciclina-CDK. Um dos fatores mais importantes na funcdo da p27<** é a sua
sub-localizac&o celular. Enquanto proteina nuclear, a p27<** é um inibidor dos complexos
Ciclina A-CDK2, Ciclina E-CDK2 [75]. Os alvos da CDK2 s&o proteinas da familia da
proteina retinoblastoma (pRb), que uma vez fosforiladas ficam inativas e libertam fatores
de transcricdo da familia E2F. Uma vez ativos estes fatores promovem a transcricdo de
genes responsaveis pela progressdo do ciclo celular. A ligacdo da p27“"* a complexos
Ciclina A-CDK2 inibe, portanto, a progressao no ciclo celular e mantém as células na fase
G1 do ciclo. No citoplasma, a p27“** é fundamental na associacdo dos complexos Ciclina
D-CDK4,6 que promovem a progressdo no ciclo celular [76]. Ainda no citoplasma, a
p27"P"* desempenha funcdes independentes do ciclo celular relacionadas com apoptose e
mobilidade, no entanto, estas funcdes sdo dependentes do tipo de célula e os
mecanismos que as medeiam ndo sao ainda totalmente conhecidos [75].

Cerca de 30% dos pacientes com fenétipo MEN1 ndo apresentam mutagdes
germinativas na regido codificante do Menl, o que se pode dever a localizacdo de
mutacdes em regides intronicas, ou alteracdes no promotor (regides que normalmente
ndo sdo analisadas), mas também pode sugerir que esses pacientes sao portadores de
mutagdes em outros genes, ainda por identificar. O espetro de tumores destes pacientes
é transversal a MEN1 e MEN2, tal como acontece nos modelos animais estudados por
Pellegata et al, e considera-se que estes individuos representam uma nova sindrome de
neoplasia endécrina multipla: Neoplasia Enddcrina Multipla Tipo 4 (MEN4). Desde 2006
até hoje, quatro estudos descreveram diferentes alteracbes germinativas no gene
CDKN1B em pacientes com Neoplasia Enddcrina Mdltipla sem mutagdo no Menl ou no
RET [74; 77; 78; 79]. No estudo de Pellegata et al, os investigadores verificaram a
presenca de uma mutacdo nonsense germinativa na regido codificante do CDKN1B,
resultando na producdo de uma proteina truncada, com um codao STOP prematuro no
residuo 76 [74]. Em 2007, outro grupo de investigacdo observou uma mutagéo
germinativa cujo resultado é a producdo de uma proteina truncada com menos 69 a.a
relativamente a proteina normal [78]. Em conjunto, estes resultados apoiam o papel de
supressor tumoral do CDKN1B.

Para além da pesquisa de muta¢des na regido codificante do gene, Varios tém
sido os polimorfismos do CDKN1B estudados bem como a sua associagcdo ao
desenvolvimento e prognostico de varias neoplasias, em particular o polimorfismo V109G

(SNP ID: rs2066827). Nesta variante ocorre a troca de um residuo Valina por um residuo
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Glicina no a.a 109 devido a uma transicao T—C na posi¢ao 326 da regiao codificante [80;
81]. Em 2011, um estudo analisou a distribuicdo deste polimorfismo em 84 pacientes com
carcinoma medular da tiroide e verificou que a presenca da variante T (WT) estava
significativamente associada a pior progndéstico [80]. Por outro lado, varios estudos
apontam para uma associa¢do da variante G com pior prognéstico nos pacientes com
neoplasias da prostata, mama e pulmao [80; 81]. A associacao deste polimorfismo com o
processo tumorigénico da paratiroide ainda néo é totalmente compreendida.

Mais recentemente foi descrita a inativacdo bialélica do CDKN1B em adenomas
da paratiroide, demonstrando o potencial do CDKN1B como um gene de suscetibilidade
na tumorigénese paratiroideia [77]. Para além disso, varios estudos verificaram
alteraces na expressdo de p27"* em tumores da paratiroide e permitiram a observagao
de diferencas de expressdo entre tumores benignos e malignos, com uma diminuigdo
mais acentuada da expressdo de p27“" em carcinomas da paratiroide relativamente a
adenomas e hiperplasias [82]. Nos trabalhos anteriormente referidos, os tumores com
mutacdo no CDKN1B apresentaram perda de expresséo de p27P*. No entanto, o estudo
dos niveis de mRNA nas diferentes lesdes permitiu verificar que estes sdo idénticos ao
tecido normal, sugerindo que 0os mecanismos responsaveis pela inibicdo da expresséo de
p27""* atuam ao nivel pés-transcricdo [74; 77; 78; 79].

Como ja foi referido, a transcricdo de p27<" é promovida pela associacdo Menina-
MLL. Por outro lado, a relacdo deste inibidor do ciclo celular com o gene RET,
responsavel pelo desenvolvimento de MEN2a, ainda nao é totalmente compreendido.
Sabe-se que em células de carcinoma medular da tiroide a ativacdo oncogénica do RET
esta associada & sub-expressdo de p27""* bem como ao aumento da expressdo de
Ciclina D1, uma proteina envolvida no crescimento e proliferacéo celular [83]. Assim, os
estudos parecem apontar para a p27¢"* como um ponto de convergéncia das vias de
regulacéo da proliferacéo de células neuroenddcrinas.

A Tabela 1 sumariza as sindromes familiares associadas ao desenvolvimento de

HPTP, bem como as alteracdes genéticas que lhes estao associadas.

Tabela 1: Principais sindromes familiares associadas ao desenvolvimento de HPTP e respetivas localizag6es

Sindrome Familiar Gene Responsavel Localizagéo
MEN 1 Menl 11913
MEN 2a RET 10g11.2
HPT-JT HRPT2 1925
FHH CaSR 3g13
ADMH CaSR 3913
NSHPT CaSR 3g13
MEN 4 Cdknlb 12p13
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1.5.4  Hiperparatiroidismo Priméario Esporadico

A vasta maioria (cerca de 90%) dos casos de HPTP ocorre na forma esporadica
[84]. As sindromes familiares com presenca de HPTP foram o ponto de partida para o
estudo destes casos.

1.5.4.1 Mutagbes no Gene Men1 Representam a Alteragao mais Frequente em Pacientes com HPTP
Esporadico

A presenca de LOH envolvendo a regido 11q13 foi observada em 5 até 50% de
tumores enddcrinos esporadicos, chamando a atencdo para o envolvimento do gene
Menl na patogénese destes tumores [58]. Cerca de 20 a 30% dos casos de HPTP
esporadico apresentam muta¢gdes no gene Menl. Um estudo recente mostrou, através de
Whole-Exome Sequencing, que a taxa de mutacfes nestes tumores pode chegar até
35% [85]. Tal como acontece nos casos familiares, nos individuos com HPTP esporadico
ndo se verificam hot-spots mutacionais no gene Menl. Mais de 200 mutacdes soméaticas
no Menl foram ja associadas ao desenvolvimento de neoplasias esporadicas [86]; destas
cerca de 40% séo frameshift, 29% sdo missense, 18% s&o nonsense, 7% sdo mutacdes
no splice-site e 6% sao dele¢cbes ou insergcbes in-frame. Na maioria dos tumores
estudados, a presenca de mutacdo numa copia do gene é acompanha de LOH no alelo
normal restante, indicando que na paratiroide o Menl obedece ao modelo de Knudson

para genes supressores tumorais [58].

1.5.4.2 Agao oncogénica da Ciclina D1 nos tumores esporadicos da paratiroide

Em 1989 um grupo de investigadores descreveu pela primeira vez o rearranjo
cromossomico inv 11(p15)(q13) em tumores da paratiroide. Este rearranjo coloca o gene
CCND1 sob o controlo direto do promotor do gene PTH [87] (Figura 7). Este gene foi
descrito pela primeira vez por clonagem posicional a partir de DNA de um adenoma da
paratiroide, pelo que o seu nome original € PRAD1 (Parathyroid Adenomatosis 1). O seu
produto é uma proteina com 295 a.a chamada Ciclina D1. A Ciclina D1 é um componente
central da regulacdo do ciclo celular, promovendo a progressdo de G1 para a fase S. A
Ciclina D1 liga-se a CDK4 e CDK6 formando complexos ciclina-CDK com capacidade
para fosforilar a Rb. Uma vez fosforilada a Rb liberta o fator de transcricdo E2F iniciando
a transcricdo de genes chave para a entrada na fase S do ciclo celular [88].

O rearranjo inv 11(p15)(q13) é detetado em cerca de 5% dos adenomas da
paratiroide, no entanto € observada sobre-expresséo de Ciclina D1 em cerca de 30% dos
casos, 0 que pode indicar outros mecanismos moleculares responsaveis pelo papel
oncogénico da Ciclina D1 nestes tumores. Para aprofundar esta questdo um grupo de

investigadores gerou ratinhos transgénicos com sobre-expressdo de Ciclina D1,
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mimetizando o rearranjo entre a Ciclina D1 e o promotor do gene PTH (Ciclina D1/PTH).
Neste modelo os animais apresentaram hiperplasia das glandulas paratiroides e
mantiveram a sua capacidade de producao de PTH [89]. A manutencdo da secrecao de
PTH nestes animais pode dever-se ao aumento do niumero de células produtoras ou a
um mecanismo de compensacao do alelo normal devido a perda do promotor no outro

alelo.
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Figura 6: Rearranjo entre a regido promotora do gene PTH e o gene CCND1 [inv11(p15)(q13)]; papel da
proteina Ciclina D1 na progresséo do ciclo celular mediada por fosforilagdo da proteina Rb.

1.5.4.3 As alteragdes no gene CDC73/HRPT2 sao patognomoénicas de carcinoma da paratiroide?

O carcinoma da paratiroide é uma entidade tumorigénica rara, sendo responsavel
por cerca de 1% de todos os casos de HPT [26]. Como referido anteriormente, alteracbes
germinativas do gene CDC73/HRPT2 sdo responsaveis pelo desenvolvimento da
sindrome familiar HPT-JT cujos pacientes apresentam um risco aumentado de
desenvolver carcinoma da paratiroide [61]. Este facto fez com que varios grupos de
trabalho levassem a cabo a pesquisa de mutacGes neste gene em carcinomas
paratiroideus aparentemente esporadicos. Como resultado, os estudos tém verificado que
a taxa de mutacfes do CDC73/HRPT2 nestes tumores é elevada, tendo sido encontradas
alteracbes em mais de 70% dos casos estudados [64; 90]. Para além disso, a realizagédo
destes estudos tem permitido verificar que a presenca de muta¢cdes no CDC73/HRPT2
em lesdes benignas esporadicas da paratiroide é muito rara [64; 91].

A perda de expressdo nuclear de Parafibromina tem sido defendida, por alguns
autores, como critério no diagnostico diferencial de carcinomas paratiroideus, uma vez
que os estudos apontam para a perda da sua expressao na vasta maioria dos tumores
avaliados [92; 93]. No entanto, alguns adenomas da paratiroide também podem
apresentar perda de expressdo desta proteina, e ha estudos que descrevem tumores
invasivos da paratiroide que mantém a expressdo de Parafibromina [91]. Todas estas

observacdes fazem com que o uso da marcacdo nuclear imunohistoquimica da
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Parafibromina seja ainda um assunto em debate e controverso no diagnostico diferencial

de tumores da paratiroide.

1.5.5 Novos Genes Candidatos na Tumorigénese Paratiroideia
Mutacbes em genes candidatos, escolhidos pelo seu papel conhecido no
desenvolvimento das glandulas paratiroides ou na secre¢cdo hormonal, tém sido

estudados quanto a um possivel papel ha tumorigénese paratiroideia.

CaSR

Apesar do seu papel fundamental na homeostasia do calcio e no equilibrio entre
0s niveis deste mineral e os niveis de PTH, até hoje ainda ndo foram detetadas
alteracBes somaticas no CaSR. Um estudo recente averiguou a associacdo entre a
expressao deste recetor, a expressdo de Parafiboromina e a presenca de mutacgbes
(germinativas e/lou sométicas) no CDC73/HRPT2 em carcinomas esporadicos da
paratiroide. Os autores verificaram que a perda de expressdo de CaSR e de
Parafiboromina em conjunto com mutacbes (germinativas e/ou somaticas) no
CDC73/HRPT2 sao fortes indicadores de mau progndéstico para os pacientes, estando
associados a um menor tempo livre de doenga e menor sobrevivéncia. Apesar de apenas
verificarem perda de expressdo em cerca de 30% dos tumores analisados, os autores
verificaram que esta alteracdo estava associada a um risco 16 vezes superior de
desenvolver recorréncia local ou metastases a distancia [94]. Contudo, 0s mecanismos

subjacentes a tal associacdo ainda estdo por elucidar.

VDR

No rim a PTH induz a producéo de 1,25-(0OH),D; que atua no trato gastrointestinal
promovendo o aumento da absorcdo de calcio da dieta. Os efeitos inibitérios de
1,25(0OH),D; (administrado oral ou intravenosamente) na producdo de PTH tém sido
observados em varios pacientes com sHPT, alguns dos quais evidenciaram diminui¢éo
do tamanho da hiperplasia paratiroideia apés tratamento [95]. Em 1989, Kremer e seus
colaboradores, mostraram, numa cultura primaria de células da paratiroide, que o efeito
antiproliferativo de 1,25(0OH),D; se devia a inibicdo da expressdo do proto-oncogene c-
myc, e consequentemente, a um atraso na proliferacdo das células [96].No entanto, os
mecanismos através dos quais ocorre tal inibicdo ndo sdo totalmente compreendidos e
por essa razéo o recetor de 1,25(0OH),D; na paratiroide, VDR (Vitamin D Receptor), tem
sido alvo de estudo por parte de alguns grupos de investigacdo. Até a data nao foram
encontradas mutacdes neste recetor nos tumores de pacientes com HPTP, no entanto
algumas variantes polimérficas tém sido associadas ao desenvolvimento de HPTP. Um

estudo recente prop8e que o aumento do nivel de Ca®"je estimula a expressao do VDR
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na paratiroide através da ativacao da via ERK1/2-MAPK e que a ligacédo de 1,25-(OH),D3
a este recetor exerce um efeito inibitério sobre a transcricdo do gene PTH [97]. Em 1997
Carling et al observaram a associacdo entre 2 polimorfismos no gene VDR e a presenca
de HPTP esporadico em mulheres apdés a menopausa. A mesma associacdo nao foi
verificada em pacientes com hiperparatiroidismo associado a MEN1 ou a doenca renal —
SHPT [98]. Em 2000, os mesmos autores verificaram uma diminuicdo nos niveis de
MRNA do VDR em adenomas paratiroideus de pacientes com HPTP e em glandulas
hiperplasticas de pacientes com sHPT. A diminuicdo observada atingia valores entre o0s
28-50% relativamente ao tecido normal com valores semelhantes entre os dois tipos de
lesdo [99]. Assim, a perda de expresséo de VDR na paratiroide tem sido associada ao
aumento da proliferagéo celular, no entanto esta diminuicdo ndo parece ser o resultado

de mutagdes no gene mas talvez de mecanismos de regulacao da transcri¢ao.

CDKN1B

A descoberta da nova sindrome MENX em ratinhos, por Pellegata et al, constituiu
0 inicio do estudo do gene CDKN1B no contexto da tumorigénese na paratiroide. Em
2011, Costa-Guda e seus colaboradores descreveram pela primeira vez a presenga de
mutagcbes no CDKN1B em pacientes com HPTP esporadico. Neste estudo foram
observadas trés mutacdes germinativas e uma mutagéo frameshift somatica (c.582del25)
acompanhada de LOH [77].

AlteragBes na via de sinalizacdo Wnt tém sido associadas a varias neoplasias. O
aumento da expressao nuclear de B-catenina, codificada pelo gene CTNNB1 e a
presenca de mutacdes truncantes no seu recetor, LRP5, tém sido descritos em algumas
séries de tumores paratiroideus, nomeadamente em carcinomas [100; 101]. Por outro
lado, a pouca consisténcia dos resultados relativos a expressdo de B-catenina em
tumores paratiroideus tem descartado a hipotese de esta via ter um papel fundamental na
tumorigénese da paratiroide. Esta € uma matéria muito debatida e ativamente estudada
atualmente, dado o potencial do recetor LRP5 como alvo terapéutico [100].

Recentemente o eixo PTH—FGF23 tem sido alvo de estudo por varios grupos. O
FGF23 (Fibroblast Growth Factor 23) é expresso em varios tecidos do organismo,
nomeadamente nos ostedcitos e osteoblastos. Quando os osteoblastos sdo ativados
expressam FGF23, e os seus 6rgados alvo séo tecidos que expressam FGFRs (Fibroblast
Growth Factor Receptors) em conjunto com a isoforma a ou 3 do co-recetor Klotho. Na
paratiroide é expresso o complexo a-Klotho/FGFR1, essencial para a ligagdo do FGF23.
Alguns estudos indicam que o FGF23 regula negativamente os niveis de mRNA de PTH
in vitro e in vivo. No entanto, também se verifica que em pacientes com doenca renal

cronica se desenvolve sHPT associado a elevados niveis de FGF23 no plasma, o que
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contradiz o efeito supressor do FGF23 na sintese de PTH. Os resultados ainda ndo séo
conclusivos, uma vez que existem estudos que verificam que estes pacientes apresentam
uma reducdo dos niveis de Klotho/FGFR1 [102]. Num estudo recente Bjorklund et al
verificou que a expressdo de Klotho era significativamente menor (ou ausente) numa
série de adenomas esporadicos da paratiroide, quando comparados com tecidos
normais. Para além disso, este grupo de investigadores verificou ainda que os niveis de
Klotho se correlacionavam inversamente com os niveis de calcio no plasma, no entanto
0s autores nédo foram capazes de encontrar uma associacao entre a producdo de PTH e
a expressdo de Klotho [103].0s mecanismos de regulacdo da producdo de PTH e dos
niveis de célcio no sangue pelo FGF23 e pelo seu co-recetor Klotho s&o ainda
largamente desconhecidos, pelo que mais estudos deverdo ser relevantes na elucidacéo
do seu papel na tumorigénese paratiroideia.

A maior incidéncia de HPTP esporadico nas mulheres pode ser um indicador do
papel das hormonas femininas na origem da patologia. Por este motivo, um grupo de
investigadores abordou recentemente a distribuicdo do recetor da prolactina em tumores
esporadicos da paratiroide [104]. Durante a gravidez, a esta hormona suprime os efeitos
da Menina nas células B-pancreéticas, aumentando a sua proliferacdo. Para além disso,
sabe-se também que a prolactina tem efeitos calciotrépicos nos mesmos 6rgéos alvo da
PTH. Os autores verificaram que o recetor da prolactina (PRLr — Prolactin Receptor) era
significativamente mais expresso ha paratiroide do que em outros tecidos normais, e que
a sua expressao, assim como a sua localizag@o subcelular, eram variaveis em adenomas
esporadicos da paratiroide. ApGs tratamento de células tumorais de paratiroide com
prolactina os autores observaram um aumento da secrecdo de PTH, dentro do intervalo
fisiolégico, no entanto ndo verificaram alteracdes na concentracdo de Ca* intracelular, o
gue pode ser indicativo de uma nova via de estimulo a sintese de PTH independente dos
niveis de calcio intracelular [104].

Estudos de Hibridacdo Gendmica Comparativa (CGH — do inglés Comparative
Genomic Hybridization) permitiram observar perdas e ganhos cromossomais em regides
especificas, 0 que sugere a presenca, nestes locais, de genes supressores tumorais e
oncogenes ainda por identificar e com um papel potencial na tumorigénese paratiroideia.
As principais regides onde se verificaram perdas cromossomais em lesdes paratiroideias
sao 1p, 6qg, 9p, 119 e 13q. Potenciais oncogenes podem estar localizados nas regites 9q,
16p, e 19p, onde se verificaram maiores ganhos de material genético em tumores da
paratiroide. Em 2002, Garcia et al sugeriram que a elevada percentagem de aberracdes
cromossOmicas detetadas em adenomas paratiroideus contrasta com estudos que

mostram que este tipo de alteracdo esta associado com grau de malignidade em outros
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tumores enddcrinos, sugerindo que 0s mecanismos de oncogénese podem nao ser
idénticos nos diferentes érgdos enddcrinos [105]. Os desequilibrios cromossomais séo
um mecanismo aceite de modelacdo da expressdo de micro-RNAs (miRNAs). Os
MiRNAs sdo pequenos RNAs ndo codificantes capazes de regular a expressdo e a
estabilidade de mRNAs alvo. Em 2010, um grupo de investigadores descreveu pela
primeira vez um perfil de expressdo de miRNAs em carcinomas da paratiroide. Através
de microarray e RT-PCR os autores verificaram que a expressdo de 3 miRNAs era
significativamente diferente entre carcinomas e adenomas da paratiroide (miR-296, miR-
222 e miR-503) e que o perfil de expressdo de miRNAs permitia distinguir tumores de
tecidos normais. Os mesmos autores verificaram que a expressdo do mRNA de p27¥** e
HGS (Hepatocyte Growth factor-receptor regulated tyrosine kinase Substrate) se
correlacionava negativamente com a expressdo dos mesmos miRNAs [106]. Estudos
adicionais sdo necessarios para esclarecer a relevancia biolodgica destes achados.

A Tabelal apresenta 0 resumo das principais alteragdes genéticas descritas no
desenvolvimento de tumores esporadicos nas glandulas paratiroides, assim como as
sindromes familiares hereditarias que Ihe estdo associadas.

Tabela 2: Resumo das principais alterag6es moleculares associadas ao desenvolvimento de tumores da paratiroide
familiares e esporadicos (adaptado de [107])

Men1l CCND1 HRPT2 RET CaSR
~ Mutacdes Mutacdes ~ ~
Germinativas inativantes natvantes GBS vantes
LOH LOH
Sindrome Familiar MEN1 HPT-JT MEN2A NSHPT/FHH
Benignos
Mutages Ativacgao; Mutacses
Mutacdes somaticas Inativantes Inv(11) Inativgntes N N
LOH (p15;q13)
Prevaléncia da 2o 5o A0
alteracdo somatica 20-30% 5% 2-4%
Expresséao proteica Sub-expressao exsp(r)g;(se:&o Sub-expressao ND Sub-expresséo
0, — 0, A 0,
(%) (20 — 40%) (30-40%) ND (até 90%)
Malignos
- 2 Mutacoes Mutacdes
IEEUES SIS nativantes AP Inativantes, LOH ) )l
Prevaléncia da ~13% ND 70-100%
alteracdo somatica
Expresséo proteica Sl U BTEEEE Sub-expresséo
P % )p ND expressao ou perda ND (~38% )
~90% (70-100%)

N: Negativo; ND: Nao Determinado

1.6  Seguimento dos Pacientes com Hiperparatiroidismo Primario

O HPT é uma das endocrinopatias para a qual os estudos clinicos controlados
produziram mais progressos reais no diagnostico e terapia dos pacientes. A
implementacdo de testes laboratoriais de rotina permitiu diagnosticar os pacientes em
estados mais precoces da doencga, e a apresentacdo classica dos pacientes com elevada
descalcificacdo 0ssea ou nefrolitiase tornou-se rara. Hoje em dia, cerca de 80% dos

pacientes sdo assintomaticos ou apresentam apenas sintomas ligeiros [21].
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Quando um paciente se apresenta ao clinico com elevados niveis de PTH
associados a concentracfes elevadas de Ca®'e, € essencial excluir a presenca de
doenca renal e deficiéncia em vitamina D antes de diagnhosticar HPTP. A presenca de
hipercalcemia, por si sO, ndo é diagnostica de HPT. A hipercalcemia surge
frequentemente associada a alguns tumores solidos, situacdo que deve ser também
excluida pelo médico. Nestas situacdes existe normalmente supressdo da producdo de
PHT, que pode ser avaliada através de testes laboratoriais [108].

As técnicas mais utilizadas para a localizacdo de adenomas da paratiroide (a causa
mais frequente de HPTP) sdo a ultrassonografia e a cintilografia com *™Tc-MIBI (*"Tc-
sestamibi) [108]. A ultrassonografia € o primeiro método utilizado para a localizacdo de
glandulas anormais, uma vez que € a técnica menos invasiva para 0 paciente, é
suficientemente precisa na detecdo de glandulas anormais e apresenta um custo mais
acessivel [21; 109]. Recentemente, um grupo de investigadores estudou o uso da
elastografia como meio de distincdo entre adenomas singulares e hiperplasia das
glandulas paratiroides. A elastografria € uma técnica, baseada na ultrassonografia, que
permite avaliar em tempo real a elasticidade dos tecidos. Este grupo verificou que, no
grupo de pacientes avaliados, a elastografia permitiu diferenciar entre as duas lesdes
com base na elasticidade do tecido, apresentando os adenomas uma elasticidade
significativamente menor que as hiperplasias (P<0.001) [110]. A elastografia representa,
por isso, uma potencial ajuda ao cirurgido na decisao do tipo de técnica operativa a usar
nos pacientes.

A cintilografia com **"Tc-MIBI utiliza um radiois6topo do tecnécio (Tc99m) acoplado
ao Metoxi-IsoButil-Isonitrilo (MIBI). O MIBI é rapidamente incorporado nas paratiroides
pés injecdo intravenosa. Ap6s 2horas da administracdo, € esperado que as glandulas
normais tenham eliminado todo o complexo das suas células. As mitocondrias das
células oxifilas das glandulas anormais retém o Tc*™-MIBI durante mais tempo, sendo
visiveis no exame por raios-y. Esta técnica mostrou ser altamente sensivel na detegao de
adenomas (sobretudo na detecdo de adenomas oxifilos), o que nédo se verificou no caso
de doenca multiglandular (hiperplasia ou adenomas mdltiplos)[22; 111].

O Unico tratamento que se traduz numa cura efetiva do HPTP é a cirurgia. Os
avancos nas técnicas de imagiologia permitiram que a paratiroidectomia se tornasse
menos invasiva, diminuindo por isso a morbilidade associada a esta cirurgia [108].

Nos pacientes com adenoma singular da paratiroide a sua excisdo, sem remocao
das restantes glandulas, é suficiente para eliminar os sintomas. Por outro lado, quando os

pacientes apresentam hiperplasia (doengca multiglandular) a opcdo cirdrgica é a
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paratiroidectomia total, com autotransplante imediato de tecido paratiroideu no antebraco
[112].

Apébs paratiroidectomia, todos os pacientes devem ser regularmente monitorizados.
Cerca de 10-20% dos pacientes com HPT apresentam sinais de recorréncia ou
persisténcia dos sintomas apo6s paratiroidectomia [21]. O diagnostico de HPT recorrente
ou persistente deve ser acompanhado de um alargamento progressivo do tecido
paratiroideu, carcinoma paratiroideu, ou o desenvolvimento de um segundo adenoma
(condicao rara, presente em pacientes com histéria de irradiacdo cervical em idade
precoce) [21].

Cerca de 2 a 10% de todos os pacientes com HPT revelam falhas no tratamento
devido a um diagndstico inicial incorreto [21]. A distincdo entre as trés entidades
tumorigénicas na paratiroide é ainda hoje feita com base na experiéncia do cirurgido /
patologista, dada a auséncia de critérios morfolégicos micro ou macroscopicos que
permitam a realizacdo de um diagndstico definitivo dos tumores paratiroideus. Para além
disso, apenas 5% dos casos ocorrem no contexto familiar, associados a sindromes
hereditarias para as quais é possivel determinar a alteragdo genética responsavel,
permitindo o tratamento destes doentes, bem como o0 seu seguimento e dos seus
familiares. Cerca de 95% de todos os casos de HPT ocorrem na forma esporadica e para
estes casos, ainda ndo foram encontrados marcadores morfolégicos, histolégicos ou
moleculares com impacto na clinica. Assim, torna-se necessaria a pesquisa de alteragoes
genéticas ou fendtipos (expressao proteica) que possam ajudar quer no diagnostico quer

nas decisfes terapéuticas para os doentes.

1.7 Objetivos do Trabalho

As alteragbes moleculares subjacentes ao desenvolvimento de HPTP na sua
vertente esporadica permanecem pouco conhecidas, ndo existindo até a data, alteracdes
moleculares identificadas com impacto nas questées clinicas.

O objetivo geral do presente trabalho €& a caracterizagdo de alteragbes
moleculares que possam estar associadas ao desenvolvimento de tumores esporadicos

nas glandulas paratiroides. Desta forma, os objetivos especificos deste trabalho sao:

1. Pesquisa de mutacbes somaticas nos genes Menl, CDC73/HRPT2 e
CDKN1B numa série de casos de hiperparatiroidismo primario através de PCR
e sequenciacao direta;

2. Pesquisa de grandes delecdes no gene Menl por Multiple Ligation Probe
Amplification (MLPA);
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3. Avaliacdo da expressdo das proteinas Menina, Ciclina D1, Parafibromina,

p27"P! e Ki-67 por imunohistoquimica.
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21 Recolha de material biolégico

A partir de uma base de dados existente no Hospital Sdo Jodo, referente ao
periodo entre 1999 e 2006, foi efetuada a revisao retrospetiva da casuistica de doentes
tratados por HPTP no Servigo de Endocrinologia do Hospital Sdo Joao.

Foi elaborado o desenho do estudo, em colaboracdo com uma endocrinologista
deste hospital. O estudo foi apresentado ao Conselho de Administracdo e Comissao de
Etica do referido hospital tendo sido aprovado pelas referidas entidades em 2007.

Foi autorizada a abertura de um periodo de consulta, com a denominagao
especifica de “Hiperparatireoidismo Primario”. Amostras de sangue periférico e de tecidos

tumorais conservados em parafina foram obtidas no Hospital S&o Jo&o.

2.2 Pesquisa de mutagoes somaticas nos genes Men1, HRPT2 e CDKN1B através de PCR e
sequenciacao direta

221  Extragdo de DNA de leucécitos de sangue periférico

A extracdo de DNA de leucocitos de sangue periférico foi realizada segundo o
procedimento descrito por Miller e colaboradores em 1988 com algumas alterages [113].

Apos a recolha da amostra de sangue procede-se a lise dos eritrocitos pela agéo
de uma solugéo hipoténica: AKE 1X (155mM NH,CI, 10mM KHCO3, 1 mM EDTA, pH 7.4)
gue provoca a lise dos eritrocitos, mantendo a integridade dos leucécitos. A solucdo AKE
1X é adicionada a amostra de sangue, atuando por cerca de 1 hora a 4°C. Segue-se uma
centrifugac@o a 2500 rpm durante 20 minutos para separagdo dos eritrécitos rebentados
do precipitado de leucdcitos. Apos remocdo do sobrenadante procede-se a duas
lavagens: incubacdo 5 minutos com AKE1X seguido de centrifugacdo a 2500 rpm, 20
minutos. Apos obtencdo do precipitado de leucdcitos, promove-se a lise destas células
por acdo de um detergente: Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) 20%. Adiciona-se ainda
uma solucéo de Proteinase K (PK), uma enzima com atividade proteolitica que evita a
contaminacdo do DNA por proteinas. O pH 6timo de atuagdo da PK é 7,5-12, que é
mantido pela adicdo de SE (75nM NaCl, 25nM EDTA). A mistura resultante € incubada
durante a noite a 55°C, temperatura 6tima de atuacdo da PK, com agitacé&o.

Apés digestdo completa, adiciona-se NaCl aquecido e cloroformio a solucdo e
deixa-se atuar durante 30 minutos, a temperatura ambiente, com agitagdo (300rpm).
Centrifuga-se de seguida a 2500rpm durante 10 minutos a 4°C. A adi¢cdo de NaCl tem por
objetivo a neutralizacdo das cargas negativas da cadeia de DNA, diminuindo a sua
solubilidade em agua. O cloroférmio, por outro lado € um solvente organico capaz de
desnaturar proteinas e de solubilizar componentes indesejaveis como os lipidos. Apés

centrifugac@o obtém-se duas fases distintas separadas por uma camada visivel de restos
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celulares. Devido & sua densidade (1,483 g/cm?®), apds centrifugacdo o cloroférmio (bem
como 0s componentes nele dissolvidos) forma a fase inferior (organica) da solucédo. A
fase superior (aquosa), que contém o DNA, é removida cuidadosamente para outro
recipiente e é-lhe adicionado isopropanol, promovendo a precipitagdo do DNA. Transfere-
se 0 DNA precipitado para microtubos e procede-se as lavagens com etanol 70% para a
remocgao de sais e pequenas moléculas organicas. Finalmente o DNA € ressuspenso em
agua desionizada ou em tampdao TE (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH 8.0).

2.2.2 Extragdo de DNA de material Parafinado
Os tecidos removidos cirurgicamente foram fixados em formaldeido e embebidos

em parafina, o que possibilita a distincdo de areas de tecido normal e tumoral.

Para a extracdo de DNA sdo feitos cortes de 10um e remove-se por dissec¢ao o
tecido tumoral, transferindo-o para microtubos. Apos disseccéo € adicionado xilol a cada
amostra, para remover a parafina do tecido. Deixa-se atuar 5 minutos e centrifuga-se a
12000rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente e despreza-se 0 sobrenadante.
Lava-se com etanol absoluto, e centrifuga-se novamente, mantendo o precipitado e
removendo o sobrenadante. Adiciona-se solugcdo de lise (Puregene), agitando varias
vezes e vortexando um pouco. Finalmente adiciona-se PK, homogeneiza-se e deixa-se
atuar durante a noite a 55°C com agitagéo.

Apos digestdo completa do material biolégico pela PK, deixa-se arrefecer os tubos
a temperatura ambiente. Adiciona-se solucdo de precipitacdo de proteinas (Puregene), e
agitam-se as amostras vigorosamente durante cerca de 20 segundos. Colocam-se as
amostras em gelo durante pelo menos 5 minutos e procede-se a uma centrifugacéo a
12000rpm, 0°C durante 3 minutos. Desta forma as proteinas e os restos celulares
precipitam no fundo dos microtubo e o DNA permanece em solucdo. Transfere-se o
sobrenadante para o novo tubo eppendorf e adiciona-se glicogénio e isopropanol,
promovendo a precipitagdo do DNA. A quantidade de DNA resultante da extragdo de
tecidos parafinados é normalmente inferior a quantidade de DNA resultante da extracao a
partir de sangue periférico. Por isso, é necessdaria uma centrifugacéo para sedimentar o
DNA precipitado pela agéo do glicogénio e do isopropanol: 12000rpm, 15°C, 15minutos.
Descarta-se 0 sobrenadante, e procede-se as lavagens com etanol 70% para remover
sais e pequenas moléculas organicas. Finalmente o DNA é ressuspenso em agua

desionizada ou em tampéo TE.

2.2.3 Amplificagao de DNA: Reagao em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR)

A técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi desenvolvida por Kary

Mullis na década de 1980 [114]. Esta técnica, revolucionaria da biologia molecular,
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permite a amplificacdo exponencial in vitro de sequéncias de DNA de interesse para
estudo posterior. A técnica de PCR baseia-se na capacidade da DNA polimerase de
sintetizar novas cadeias de DNA a partir de uma cadeia molde. O volume final de cada
reacdo de PCR neste trabalho é de 25uL: 100ng DNA, 0.24uM de primer forward, 0.24uM
de primer reverse, PCR buffer 1X (Promega), 0.2mM dNTPs (desoxinucle6tidos)
(BIORON), 2.5mM MgCl, (Promega), 0,02U/uL Taq DNA Polymerase (Promega), e 4gua
desionizada para perfazer o volume final. Para cada corrida de PCR efetua-se sempre
duas reacfes de controlo: controlo positivo — a mesma mistura anterior com substituicao
do DNA da amostra por DNA de uma linha celular previamente testado no laboratorio
com resultados positivos e reprodutiveis na técnica de PCR; controlo negativo — a mesma
mistura anterior, substituindo o DNA da amostra por um volume equivalente de agua
desionizada. No termociclador (Applied Boissystems), sdo testadas e aplicadas as
condi¢gbes 6timas para cada reagdo de PCR: 5 minutos a 94°C (desnaturagdo inicial do
DNA) seguido de 35 ou 40 ciclos (DNA extraido de sangue periférico: 35 ciclos; DNA
extraido de parafinas: 40 ciclos): 10 segundos a 94°C, 30 segundos a temperatura étima
de hibridagdo de cada par de primers (Anexos 1, 2 e 3), 45 segundos a 72°C. Segue-se um
ciclo de 7 minutos a 72°C (extensao final das cadeias de DNA sintetizadas). A avaliagdo
da eficacia da reacdo de PCR é feita por eletroforese em gel de agarose 2% (p/v), que
separa os produtos de amplificacdo por peso molecular. Ao gel de agarose é adicionado
Gel Star (Cambrex) um analogo néo carcinogénico do brometo de etidio que se liga ao
DNA permitindo a sua visualizagdo com luz Ultra-Violeta (software Chemidoc, Applied

Biosystems).

224 Sequenciagdo Automatica

Apo6s amplificacdo da regido de interesse, todas as amostras sdo submetidas a
uma purificagdo enzimética por Exonuclease e Fosfatase Alcalina durante 20 minuros a
37°C. A enzima exonuclease remove o0s primers residuais bem como pequenos
fragmentos de DNA em cadeia simples resultantes da rea¢do de PCR. Por outro lado, a
enzima Fosfatase Alcalina inativa os dNTPs em excesso, que podem interferir com a
reacdo de sequenciacdo do DNA previamente amplificado.

A técnica de sequenciacdo de DNA foi inicialmente desenvolvida por Frederick
Sanger e baseia-se no emparelhamento de ddNTPs (didesoxinucle6tidos) as cadeias de
DNA amplificado por PCR [115]. Nesta técnica a polimerizacdo de DNA ocorre na
presenca de dNTPs e ddNTPs, estes Ultimos sdo analogos dos dNTPs que ndo possuem
o grupo 3’-OH, e por isso funcionam como terminadores da reacdo, uma vez que nao
permitem a formacgao da ligacao fosfodiéster ao nucleético seguinte na diregdo 3. No final

da reacdo formam-se cadeias oligonucleotidicas de tamanho determinado pelo primer
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utilizado e pelos ddNTPs que promovem a terminagéo precoce da sintese de DNA. Cada
ddNTP estd marcado com um fluorocromo diferente dos restantes ddNTPs. Quando os
produtos sado corridos numa coluna, ficam separados de acordo com o tamanho de cada
fragmento prematuramente terminado pela incorporacdo de ddNTPs. Com um software
apropriado, os comprimentos de onda de cada fluorocromo dos ddNTPs sao “lidos” e
representados num eletroferograma de picos de cores diferentes correspondendo a
sequéncia nucleotidica do fragmento de DNA anteriormente amplificado por PCR.

2.3 Pesquisa de grandes delegoes no gene Men1 por Multiple Ligation Probe Amplification
(MLPA);

A técnica de MLPA ¢é utilizada para o estudo de varias alteracdes genéticas que
provocam variacdo do numero de cépias de DNA, como aneuploidia, dele¢cdes ou
amplificacdo de DNA gendémico [116]. A reacdo de MLPA divide-se em 5 etapas
principais: desnaturacdo de DNA, hibridacdo das sondas de MLPA, reacdo de ligacéo,
reacdo de PCR e separacdo dos produtos de amplificacao.

A primeira fase do processo € a desnaturagdo das cadeias de DNA, por incubacéo
a 98°C durante 5 minutos. Uma vez desnaturado, a temperatura diminui para que se
possa adicionar a mistura as sondas de MLPA. Durante cerca de 16 horas esta mistura é
incubada a 60°C para que haja hibridagdo das sondas ao DNA. De seguida adiciona-se a
enzima responsavel pela ligagdo das sondas, a Ligase-65. Nos locais em que houve a
correta hibridacdo a enzima vai ligar as sondas, e sO nestes locais vai ocorrer a sua
amplificacdo exponencial por reacdo de PCR. Nos locais do DNA em que se verifica a
presenca de dele¢cbes as sondas ndo hibridizam e por isso ndo ocorre amplificacdo por
PCR. A quantidade de produto de ligacdo amplificada é portanto uma medida do nUmero
de copias de cada regido alvo na amostra.

No final da reacdo de MLPA, os produtos de amplificacdo sdo separados por
eletroforese capilar usando o ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin — Elmer) e o
software GeneMapper® v4.1 que transforma os sinais de fluorescéncia em
eletroferogramas. Os dados obtidos no GeneMapper® séo sujeitos a analise através do
software — MRC Coffalyser MLPA-DAT (www.old.mlpa.com/coffalyser). O kit de MLPA
usado neste trabalho foi o SALSA MLPA KIT P017-B1 MEN1 (MRC Holland, Amsterdam,
the Netherlands) e todos os passos descritos anteriormente foram efetuados segundo as
instrugbes fornecidas pelo fabricante. Ap6s o término da reacdo de MLPA, 1uL do
produto final foi misturado com 0.5 pyL de LIZ 500 (marcador de peso molecular — Applied
Biosystems) e 14.4 pyL de formamida desionizada. Como a andlise dos resultados do

MLPA se baseia em alteragdo da intensidade de sinais de uma ou mais sondas, foram
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usadas como controlo trés amostras de referéncias, como recomendado pelo fabricante,
provenientes de dadores de sangue.

O software Coffalyzer MLPA data analysis permite determinar o valor dos racios
das sondas ligadas ao DNA entre as amostras de referéncia e as amostras a analisar,
apresentando os valores sob a forma de um quociente: Dosage Quotient — DQ (Anexo 6).

2.4 Avaliacao da expressao das proteinas Menina, Ciclina D1, Parafibromina, p27¥Xir1 e Ki-
67 por imunohistoquimica

A detecdo por imunohistoquimica consiste na ligacdo de um anticorpo primario
ndo conjugado, ao seu antigénio (proteina em estudo) nas células do tecido. Na técnica
usa-se também um anticorpo secundario biotinilado, que se ira ligar ao anticorpo
primario. Seguidamente, a adicdo de um cromogéneo permite a visualiza¢do da proteina
em estudo. Os cortes de 3um foram desparafinados e seguidamente hidratados em
solucdes alcodlicas de concentracdo decrescente. A recuperacao antigénica foi efetuada
usando uma solucdo adequada a cada anticorpo testado, em micro-ondas, durante 15
minutos (Anexo 4). Uma vez que o método de detecdo tira partido da acdo da enzima
peroxidase, foi necessario realizar o bloqueio da peroxidase presente nos tecidos
(endogena). Para o blogueio da peroxidase endogena usou-se uma solucdo de peroxido
de hidrogénio a 3% (v/v) em metanol. Para evitar ligagbes ndo especificas com
imunoglobulinas enddgenas foi feito o bloqueio do tecido usando uma solucdo de
blogueio (Ultra V Block — Lab Vision Corporation) durante 10 minutos. Os anticorpos
primarios diluidos numa solugéo de diluicdo (Large Volume UltrAb Diluent — Lab Vision
Corporation) foram incubados nas secc¢fes de tecido durante o tempo adequado, em
fungdo do anticorpo (Anexo 4). Seguidamente, o0 anticorpo secundario biotinilado
(Biotinylated Goat Anti-Polivalent — Lab Vision Corporation) foi incubado com os cortes
durante 10 minutos. ApOs este periodo de incubacdo, o complexo streptavidina —
peroxidase (Streptavidin Peroxidase — Lab Vision Corporation) foi adicionado e deixado a
incubar durante 10 minutos. Para finalizar, os cortes foram incubados com a solucdo de
DAB, que consiste no cromogéneo DAB (Diaminobenzidina) diluido no seu diluente (40
pL/mL) (UltraVision Detection System — Lab Vision Corporation). Os cortes foram lavados
em agua corrente, seguindo-se a coloracdo nuclear com hematoxilina de Mayer,
desidratacao em solug@es alcodlicas de concentracdo crescente dos cortes e montagem
das laminas. Estas foram observadas ao microscépio e numa ampliacdo de 400x para a
avaliacdo dos padrdes de marcacao das células.

A Tabela 3 sumariza 0s critérios utilizados na avaliagdo da expressdo das

diferentes proteinas por imunohistoquimica.
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Tabela 3: Critérios de avaliagdo da marcagéo imunohistoquimica das proteinas Menina e Parafibromina

Fraca Moderada Forte Fraca Moderada  Forte
[1] (2] (3] (1] (2] (3]
0% (0] 0 0 0 0% [0] Perda de Expressdo
<25% [1] 1 2 <25% [1] Expresséo Fraca
x25-50%  [2] 2 4 25-50%  [2] Expressao
50-75%  [3] 3 6 50-75%  [3] Moderada
75-100%  [4] 4 8 12 75-100%  [4] Expressao Forte

2.5 Previsao do efeito bioldgico das alteragcoes genéticas

A previsdo do efeito biolégico das alteragcbes genéticas nao sindnimas
encontradas foi feita atraves do software online Polyphen
(www.genetics.bwh.harvard.edu), uma ferramenta automatica para a previsao do possivel
impacto da substituicdo de um aminoacido na estrutura e funcdo de uma proteina
humana. A previsao é feita com base na aplicacdo de regras empiricas que sédo aplicadas
a sequéncia, filogenia e informacdo estrutural da proteina, caracterizando assim a
substituicdo [117]. Os resultados da previsao bioinformatica sdo apresentados na forma
de score, que pode variar entre 0 e 1. Um score de 0 corresponde a uma alteracdo
benigna. Quanto mais proximo de 1 for o score obtido para uma dada alteracdo, maior €
a probabilidade de esta ser classificada como patogénica.

A previsdo do efeito de alteracdes frameshift foi feita recorrendo ao software
online Expasy (www.web.expasy.org/translate/). Esta ferramenta permite determinar as
alteracdes na grelha de leitura da cadeia de DNA, indicando também a posicdo de

coddes STOP prematuros, gerados pela mutacao [118].

2.6  Andlise estatistica
A analise estatistica dos resultados foi feita recorrendo ao programa GraphPad
Prism 5, Recorrendo aos testes Mann-Whitney e qui-quadrado. Um valor de P < 0.05 foi

considerado significativo.
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3.1 Pacientes
Para a realizacdo do presente estudo foram obtidas lesdes de paratiroide de 25

doentes com diagnéstico clinico de hiperparatiroidismo priméario esporadico. Em 8
pacientes foi possivel obter uma amostra de sangue, para extracdo de DNA da linhagem
germinativa. A Tabela 4 resume as caracteristicas dos pacientes estudados neste trabalho.

Tabela 4: Caracteristicas clinicas dos pacientes estudados
Ne glandulas

Paciente# Sexo Idade Outras lesdes Diagnostico
afetadas
1 Fem. 60 1 Adenoma
2 Mas. 45 3 Suspeito de malignidade
3 Fem. 56 1 PTC metastéatico Adenoma
4 Fem. 76 1 Adenoma
5 Mas. 63 4 Suspeito de malignidade
6 Fem. 59 1 Adenoma / Hiperplasia
7 Fem. 58 1 Adenoma
Bdécio multinodular; tiroidite ) )
o Fem. 56 1 linfocitica / tiroidite de hashimoto Hiperplasia
10 Fem. 46 1 Adenoma
11 Fem. 41 3* Adenoma / Hiperplasia
12 Fem. 54 1 Hiperplasia
13 Mas. 52 3 Adenoma / Hiperplasia
14 Fem. 54 2 Adenoma / Hiperplasia
15 Fem. 87 1 Hiperplasia
16 Fem. 71 1 Adenoma / Hiperplasia
17 Fem. 48 1 Adenoma / Hiperplasia
18 Fem. 53 1 Adenoma / Hiperplasia
19 Fem 49 1 Adenoma / Hiperplasia
20 Mas. 48 2 Hiperplasia
21 Fem. 56 1 Adenoma / Hiperplasia
22 Mas 51 1 Adenoma
25 Fem. 57 1 Adenoma / Hiperplasia
26 Fem. 34 1 Hiperplasia
28 Fem. 43 1 Adenoma
29 Fem 81 1 Adenoma

*Das 3 les@es paratiroideias removidas cirurgicamente, apenas uma foi disponibilizada para o estudo.

3.2 Alteragoes do gene do supressor tumoral Men1 e na expressao de Menina

O gene Menl (OMIM: 131100) foi estudado por PCR e sequenciagdo direta em
toda a sua regido codificante (exdes 2 — 10) e regides de splicing. No total foram
identificadas trés alteracbes (2/24; 8% dos pacientes): uma mutacdo missense no exao 8
[(Ala373Asp), paciente 6], uma frameshift, no exdo 2 [(c.254_255insT), paciente 22] e a
variante sinénima D418D (SNP ID: rs2071313) no exao 9.

A mutacdo missense encontrada consiste numa transversdo C—A (GCC—GAC)
no codao 373 do gene (posicdo 1103 da regido codificante), que resulta na modificacdo
de um residuo Alanina (A) para um residuo Aspartato (D) — Ala373Asp.

A variante Ala373Asp ja se encontra descrita na literatura, tendo sido observada

num estudo de familias MEN1 em 2002 [119]. Os individuos portadores apresentavam
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fenétipo MEN1, com HPTP em conjunto com tumor no pancreas endécrino e adenoma na
pituitaria [119]. No decorrer deste estudo nao foi possivel obter uma amostra de sangue
da paciente pelo que ndo foi possivel excluir a presenca desta variante na linhagem
germinativa. Apesar de a variante Ala373Asp ja ser conhecida, ndo existem estudos
funcionais sobre as consequéncias biolégicas desta alteracdo. Recorrendo ao software
online Polyphen foi feita a previsdo do efeito da alteragdo Ala373Asp e o score obtido
através desta ferramenta bioinformética foi de 0.993, atribuindo a classificacdo de

“provavelmente patogénica” a esta variante.

CARF.C AT G EICEE

VWL

Figura 7. Eletroferograma de sequenciagcao com o primer reverse do exdo 8 do gene Menl: A: Sequéncia de

referéncia Menl. B: sequéncia com evidéncia da variante Ala373Asp (CGG—CTG — Sequéncia forward:
GCC—GAC) (paciente 6).

A outra mutacdo encontrada no gene Menl foi a insercdo de um T entre o0s
nucleotidos 254 e 255, no exdo 2 (c.254_255insT). Uma vez que esta alteragdo ndo se
encontra descrita na literatura, foi feito o estudo do seu efeito na sequéncia peptidica
recorrendo ao software online Expasy. Verificou-se que é provocada uma mudanca na
grelha de leitura (Figura 8), levando a formacgéo de um coddo STOP prematuro na posi¢éo
116 (TGA). Assim, prevé-se que esta alteragcdo no DNA conduza a formagdo de uma
forma truncada da proteina Menina. Esta mutagdo ndo esta presente no DNA da

linhagem germinativa tratando-se por isso de uma mutagdo somatica.

CCEIE CTG [[BENM AT CHANEEC G CCGREEIC T C IHANIEG C C GGREI T T C AICREIG C C ANGHAI T C

CCGACCTG TCTATCATCGCCGCCCTCTATGCCCGCTTCACCGCCAGATC WT

CCGACCTG TCTATTCATCGCCGCCCTCTATGCCCGCTTCACCGCCCAGAT Mut
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GAC CTG TCT ATC ATC GCC GCC CTC TAT GCC CGC (...) GAA GGG GGT GTC TCC AGC CGT GAG
D L S 1 Il A A L YA R(JE G G V S S R E

82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 (.) 109 110 111 112 113 114 115 116

GAC CTG TCT ATT CAT CGC CGC CCT CTA TGC CCG(.)AGA AGG GGG TGT CTC CAG CCG TGA
D L S | H R R PL C P(.)JG C P P R P V STOP

C 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 (.} 109 110 111 112 113 114 115 116

Figura 8: A: Sequenciacdo de DNA germinativo, com sequéncia WT (Exdo 2, Menl); B:Sequenciagdo de
DNA somatico: inser¢do de um nucleétido T na posicéo assinalada pela seta; C: Sequéncia de aminoacidos

da proteina WT e mudancga na grelha de leitura dando origem a um coddo STOP prematuro.

A sequenciacdo da regido codificante do Menl permitiu também observar a
presenca da variante Asp418Asp (rs2071313), ja descrita na literatura (Figura 9) [58]. Nao
foi possivel detetar esta variante nas lesbes de 3 pacientes (pacientes 11, 12 e 20)
devido a escassez de material biol6gico. Assim, dos 22 pacientes analisados verificou-se
a seguinte distribuicdo de frequéncias genotipicas: CC: 0,33 (7 pacientes), CT: 0,38 (8
pacientes) e TT: 0,29 (6 pacientes). O paciente 7 ndo foi contabilizado nesta analise, uma
vez que o estudo por MLPA da sua lesdo mostrou delecéo do ex&o 9, e a auséncia de

DNA germinativo ndo permitiu fazer a determinacdo deste polimorfismo no paciente.

CGAICIGG| CGA[TIGG| ICGA|TIG G

Figura 9: Eletroferogramas de sequenciagdo mostrando as variagdes genotipicas para o polimorfismo D418D
no exao 9 do gene Menl. A: variante homozigética CC; B: variante homozigotica TT; C: variante

heterozigética TC;

Como ja foi referido, a maioria dos tumores da paratiroide apresenta delecdes na
regido 11q [105]. Por essa razéo foi efetuado o estudo do gene Menl por MLPA nesta
série de lesBes paratiroideias. Cada lesdo paratiroideia foi sujeita a uma analise em
triplicado, exceto os casos com escassez de material, os quais foram analisados em
duplicado. Esta técnica permitiu identificar 6 pacientes (27%) com perda de material
genético em um ou mais exdes do gene Menl (Anexo 6). Comparando o0s
eletroferogramas, é possivel verificar a reducao da area dos picos nos eletroferogramas
do DNA dos doentes relativamente ao DNA de referéncia (Figura 10). Deste estudo foram
excluidas as les6es de 3 pacientes, devido a escassez de material biol6gico (pacientes
12, 21 e 28).
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Figura 10: Eletroferogramas de MLPA das lesdes que evidenciaram delecdo no gene Menl. Os nimeros
indicam os exdes do gene Menl, e as setas apontam para as regifes indicadas pela técnica como estando
perdidas.

O paciente 1 apresentou dele¢&o continua do exéo 2 até ao exao 8; o paciente 2
apresentou delecdo do exdo 8 numa das trés glandulas analisadas (leséo 2B); o paciente
6 apresentou dele¢&o do intrdo 1 e de toda a regido codificante do Menl; no paciente 7
verificou-se a perda de material genético no intrdo 1 e nos exfes 2 a 9, inclusive; o

paciente 10 apresentou delegao da regiao 5’UTR bem como do exdo 2 e do exao 5. Este
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foi o Unico paciente a evidenciar delecbes descontinuas nesta regido cromossoémica, 0
que pode indicar que ha uma delecdo em cada um dos alelos, em regiGes diferentes do
Menl. Finalmente, o paciente 26 mostrou uma delec&o do intrdo 1 bem como do exao 2.
Nas lesdes dos pacientes 6 e 7, o padrdo hemizig6tico do polimorfismo D418D confirma a
delecdo do ex&o 9 verificada pela técnica de MLPA em ambos 0s casos.

Além do estudo genético e da pesquisa de muta¢gbes na regido codificante do
gene, foi também analisada a expressdo de Menina nas lesdes. Os critérios para a
avaliagdo da marcagéo imunohistoquimica da Menina nos tecidos estao evidenciados na
Tabela 3. O controlo positivo utilizado foi paratiroide normal (n=2), com evidéncia de
marcagcdo nuclear forte em mais de 75% das células. A avaliacdo da marcacgéo
imunohistoquimica da Menina foi semi-quantitativa e teve em conta a localizacdo da
marcagcdo (nuclear vs citoplasmatica), a intensidade da marcagdo nuclear (fraca /
moderada / forte) e a percentagem de células marcadas. Em todos os casos, a marcagao
imunohistoquimica foi especifica, com reatividade nas células paratiroideias e sem
marcagao do tecido adiposo e conjuntivo ou dos vasos sanguineos (Figura 11).

O estudo por imunohistoquimica permitiu observar diferencas de expressao de
Menina entre as lesfGes e o tecido normal. Dos 31 tecidos avaliados, apenas 4 (13%)
apresentaram um score igual ou superior a 8, que indica expressdo moderada ou forte de
Menina em mais de 75% das células, idéntico a paratiroide normal. Em 13 (42%) destes
tumores verificou-se expressao moderada de Menina, com um score de 4 ou 6. Detetou-
se expressao fraca de Menina em 13 (42%) tumores, 0 que corresponde a um score de 1,
2 ou 3. Em um dos casos (3%) observou-se perda total de Menina em todo o tumor, com
score de 0.

Foi realizado um teste Mann-Whitney para avaliar as possiveis diferencas na
expressdo da proteina Menina entre os casos de doenga multiglandular e os casos de
doenca uniglandular. Verificou-se que néo existem diferencas estatisticamente

significativas na expressao de menina entre os dois tipos de lesdo (P=0.7292) (Figura 11).
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Figura 11: Expressdo de Menina em lesBes da paratiroide (ampliacdo: 600x). A: perda de expressao nuclear
de Menina no tecido tumoral (paciente 6, score 3); B: tumor paratiroideu com expresséo forte de Menina no
nucleo (paciente 12,score 8); C: tumor paratiroideu com expressao moderada de Menina no nucleo (paciente
10, score 6); D: Paratiroide normal com marcagdo forte de Menina no nucleo (controlo positivo); E:
comparagdo da expressdo nuclear de Menina entre lesBes uniglandulares e multiglandulares
(imunohistoquimica).

Apesar de a maioria das lesbes apresentarem uma diminuicdo da expressao de
Menina, ndo se verificaram diferencas significativas entre a expressdo desta proteina
entre as lesdes com delecdo do gene Menl e aquelas sem delecdo, ou cuja andlise
através do software Coffalyser MLPA-DAT apresentou valores de DQ equivocos
(P=0.9566) (Figura 12).

104 P= 0.9566

Score

(Intensidade nuclear x % céls. marcadas)
'S
1

T T 1
Delecéo Normal Ambiguos
(0.35<DQ<0.85)  (0.85<DQ<1.15)  (0.65<DQ<0.85)

Resultados MLPA

Figura 12: Comparacéo da expressdo nuclear de Menina entre lesées com evidéncia de delecdo no gene
Men1 (identificada pela técnica de MLPA) e lesées em delecédo. A categoria “Ambiguos” refere-se a todos os
casos que apresentaram um DQ inferior ao normal, mas superior ao valor de DQ a partir do qual o software

Coffalyser MLPA-DAT considera que existe perda de material genético.

3.3 Ciclina D1

A expressdo de Ciclina D1 foi estudada por imunohistoquimica. A avaliacdo da

expressao foi feita pela determinacéo da percentagem de células tumorais com marcacao
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nuclear. Em todos os casos, a marcacao imunohistoquimica foi especifica, com
reatividade nuclear nas células paratiroideias e sem marcacdo do tecido adiposo e
conjuntivo ou dos vasos sanguineos. Tendo em conta o padrdo de marcacdo de
paratiroides normais (expressdo em menos de 10% das células), considerou-se que 0s
tumores com expressao de Ciclina D1 em mais de 10% das células apresentavam sobre-
expressdo da proteina. Verificou-se que 10 lesdes (29.4%) mostraram sobre-expressao
de Ciclina D1. Os restantes tumores analisados (70.6%) apresentaram expressdo de
Ciclina D1 em menos de 10% das células contabilizadas. Nos pacientes com doenca
multiglandular (pacientes 2, 5, 13, 14 e 20), a expressao de Ciclina D1 foi concordante
entre todas as glandulas do mesmo individuo: os pacientes 2 e 5 apresentaram sobre-
expressao de Ciclina D1 em todas as glandulas. Os pacientes 13, 14 e 20 apresentaram
expressdo de Ciclina D1 inferior a 10% de células marcadas em todos os tecidos

analisados.
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Figura 13: Expressdo de Ciclina D1 em les6es da paratiroide (ampliagdo de 600x). A: caso com sobre

expressao de Ciclina D1 (paciente 15, 81%); B: Caso negativo para a expressao de Ciclina D1.

Tabela 5: Expresséo de Ciclina D1 em tumores da paratiroide

Expresséo de Ciclina D1 Frequéncia
Classificagdo % Células positivas Pacientes Lesdes
N 0% - 10% 20/25 24 /34
(1.60+2.54) (80%) (70.6%)
Positivo > 10% 5/25 10/34
(35.19+20.91) (20%) (29.4%)

Os resultados indicam a média da percentagem de células marcadas entre os tumores + desvio padréo

Foi realizado um teste Mann-Whitney para avaliar as possiveis diferencas na
expressédo da proteina Ciclina D1 entre os casos de doenga multiglandular e os casos de
doenca uniglandular. Esta analise permitiu verificar que ndo existem diferencas
estatisticamente significativas na expressao de Ciclina D1 entre os dois tipos de lesdo na

série estudada (P=0.4323) (Figura 14).
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Figura 14: Comparacao da expresséo de Ciclina D1 entre lesGes uniglandulares e multiglandulares.

No sentido de verificar se 0 aumento de expressao de Ciclina D1 correspondia a
um aumento de proliferacdo celular, foi analisada a expressao de Ki-67 nos tumores da
paratiroide. Foram analisados 33 tecidos, dos quais apenas dois apresentaram
positividade nuclear com 0.19% e 0.4% de células positivas (paciente 5, amostra A e
paciente 22, respetivamente). Destes, apenas a lesdo do paciente 5 apresentou sobre-
expressao de Ciclina D1. Desta forma, verificou-se que ndo existe nenhuma correlagéo
entre a expressao de Ciclina D1 e o indice de proliferacdo nas lesGes da paratiroide
estudadas neste trabalho.

Alguns estudos tém mostrado uma relagéo inversa entre a expressédo de Menina e
de Ciclina D1 [120; 121]. Dado que as alteracdes moleculares mais frequentes em
tumores da paratiroide sdo a inativagdo do supressor tumoral Menl e a sobre-expresséo
de Ciclina D1, efetuou-se uma regresséo linear para tentar verificar se nos casos
estudados havia uma associacdo entre estas duas proteinas. Nos tumores estudados,
nao foi encontrada correlacdo entre a expressao de Ciclina D1 e a expressdo de Menina
(Figura 15).
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Figura 15: Relag&o entre a expressdo de Menina e Ciclina D1 em lesfes da paratiroide.
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3.4 Expressao de Parafibromina e pesquisa de mutagdes no gene CDC73/HRPT2

A expressédo de Parafibromina, produto do gene supressor tumoral CDC73/HRPT2
foi estudada por imunohistoquimica. Os critérios para a avaliacdo da marcacdo
imunohistoquimica da Parafiboromina nos tecidos estdo evidenciados na Tabela 3. O
controlo positivo utilizado foi paratiroide normal (n=2), com um padrdo de marcacao
nuclear forte e difuso. Em todos os casos, a marcag¢do imunohistoquimica foi especifica,
com reatividade nas células paratiroideias e sem marcacdo do tecido adiposo e
conjuntivo ou dos vasos sanguineos. A avaliagcdo da marcagdo imunohistoquimica da
Parafibromina foi semi-quantitativa e teve em conta a localizacdo da marcagéo (nuclear
vs citoplasmatica), a intensidade da marcacdo nuclear (fraca / moderada / forte) e a
percentagem do numero de células marcadas. Desta forma verificou-se expresséo
nuclear fraca de Parafibromina em 7 dos 33 casos avaliados (9.09%) com um score de 1,
2 ou 3. Em 13 casos (57.57%) verificou-se expressado nuclear moderada, correspondendo
a um score de 4 ou 6. Os restantes 11 casos (33.33%) apresentaram expressao normal
de parafibromina, idéntica a paratiroide normal, o que corresponde a um score de 8, 9 ou
12.

Figura 16: Expressao de Parafibromina em lesdes da paratiroide (ampliacdo de 600x). A: Paratiroide normal
(controlo positivo); B: Hiperplasia da paratiroide com expressdo moderada de Parafibromina (paciente 5,

amostra C, score 6); C: Tumor com perda de expresséo nuclear de Parafibromina (paciente 18, score 1).

A Parafibromina é um supressor tumoral capaz de inibir a transcricdo dos proto-
oncogenes Ciclina D1 e c-myc (genes alvo da via de sinalizacdo Wnt) através do
recrutamento da HMT SUV39H1 [122]. Por essa razéo, foi investigada a relacdo entre a
expressao de Parafibromina e Ciclina D1 na série de lesdes paratiroideias deste estudo.
Apesar disso, ndo foi observada uma relagéo significativa entre as expressdes de ambas

as proteinas (Figura 17).
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Figura 17: Relacdo entre a expresséo de Parafibromina e Ciclina D1.

Recorrendo ao software online COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer) determinou-se que, a maioria das mutacdes somaticas reportadas no gene
CDC73/HRPT2 se localizam nos exdes 1 e 2 (Figura 18). Pela técnica de PCR e
sequenciacdo direta foi feita a pesquisa de mutacdes nestes exdes nos casos cuja

marcagao nuclear foi classificada como negativa ou fraca (Tabela 9).
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Figura 18: Distribuicdo de mutacdes somaticas pela regido codificante do gene CDC73/HRPT2 (adaptado de

www.sanger.ac.uk)

Foi encontrada uma mutacdo missense, ndo descrita na literatura disponivel, no
exdo 2 do CDC73/HRPT2 na leséo do paciente 18. Esta mutacao ndo esta presente no
DNA da linhagem germinativa tratando-se por isso de uma mutagdo somatica. A
alteracdo encontrada consiste transversdo G—C na posicdo 230 da regido codificante.
Esta alteracdo resulta na troca de um residuo Arginina (Arg) por um residuo Prolina (Pro)
na posi¢ao 76 da cadeia peptidica, (Arg76Pro). Recorrendo ao software online Polyphen
foi feita a previsdo do efeito da alteracdo Arg76Pro. O score obtido através desta

ferramenta bioinformatica foi de 0.993, atribuindo a classificacdo de “provavelmente
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patogénica” a esta variante. O estudo imunohistoquimico revelou que esta lesédo
paratiroideia apresentava perda de expresséo nuclear de parafiboromina, tendo-lhe sido
atribuido um score de 1. No entanto, na analise histolégica da lesdo ndo se verificou a
presenca de caracteristicas que sugerissem malignidade, como invasdo da capsula,
invasdo vascular, proliferacdo elevada (avaliada pela expressdo de Ki-67), bandas
fibrosas ou padrdo de crescimento trabecular.

A. B.
TGTCCGAQEGTGCAGCTG TGTCCGACCITGCAGCTAG

|

Figura 19: Eletroferograma de sequenciacéo, Exdo 2: A: Sequéncia de referéncia CDC73/HRPT2. B: R76P
(CGT—CCT) (paciente 18).

3.5 Expressao de p27kir1 e pesquisa de mutagoes no gene CDKN1B

A regido codificante do gene CDKN1B, composta por 2 exdes, foi estudada por
PCR e sequenciagdo direta. Nao foram encontradas mutagdes em nenhuma das les6es
estudadas, no entanto verificou-se a presenca de uma variante ja descrita na literatura,
gue resulta da transversdao T—G no nucle6tido 326 da regido codificante do gene
CDKN1B (Figura 20). Esta substituicao provoca a troca de um residuo Valina (Val) por um
residuo Glicina (Gly) na posicdo 109 da cadeia peptidica, resultando na variante
Val109Gly (rs2066827) do inibidor do ciclo celular p27+**.

Devido a escassez de material biolégico este estudo excluiu 4 pacientes
(pacientes 11, 12, 13 e 21). Observou-se a seguinte distribuicdo de frequéncias
genotipicas: TT: 0.48 (10 pacientes), TG: 0.48 (10 pacientes), GG: 0.04 (1 paciente).

GGATG|GICAGC

Figura 20: Eletroferogramas de sequenciagdo mostrando as variagdes genotipicas encontradas no exdo 1 do
gene CDKN1B (rs2066827).

Para verificar se a distribuicdo deste polimorfismo se correlacionava com a

ocorréncia de doenca na paratiroide a sua presenca também foi analisada numa
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populacdo controlo de 102 dadores de sangue. Recorrendo ao software GraphPad Prism
5 realizou-se um teste Qui-Quadrado e foi possivel observar que as diferencas
encontradas entre as duas populacdes estudadas ndo séo estatisticamente significativas
(P=0.4770).

Tabela 6: Distribuicdo genotipica do polimorfismo V109G e frequéncia dos alelos T e G nas populacgdes de
doentes e controlos

Genotipo Alelos
TT TG GG T G
Pacientes 10 10 1 30 12
Frequéncia 0.48 0.48 0.04 0.71 0.29
Controlos 58 35 9 151 53
Frequéncia 0.57 0.34 0.09 0.74 0.26
A. B
P=0.4770 80 -
80+ B Pacientes
|l WT
3 Controlos

T CDKN1B pol.

[}
o
1
(2]
o
1

% individuos
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1
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Figura 21: A: Distribui¢do do polimorfismo V109G (CDKN1B pol.) na populagdo de pacientes e na populagao

controlo; B: Frequéncia dos alelos T e G nas populac¢des de casos e de controlos.

A expressédo da proteina codificada pelo gene CDKN1B, p27“"*, foi estudada por
imunohistoquimica. Foi feita uma avaliagcdo quantitativa da expresséo nuclear de p27“*.
O controlo positivo utilizado foi, & semelhanga do que foi feito anteriormente, paratiroide
normal (n=2), com um padrdo de expressao nuclear forte e difuso nas células
paratiroideias. Em todos os casos, a marcagdo imunohistoquimica foi especifica, com
reatividade nuclear nas células paratiroideias e sem marcacdo do tecido adiposo e
conjuntivo ou dos vasos sanguineos. Neste estudo verificou-se perda total de expresséo
nuclear de p27“"* em 5 das 33 lesdes estudadas (15%). Nos restantes casos verificou-se
expressdo nuclear de p27P*, com intensidade variada. 5 lesdes (15%) apresentaram

menos de 10% de células positivas, com uma média de 4.38% de células marcadas. Nos
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restantes 23 casos (70%), verificou-se que a média de células marcadas era de 49.71%
variando entre 11.5% e 89.42% de células positivas.

Foi realizado um teste Mann-Whitney para avaliar as diferengas na expressao da
proteina p27"' entre os casos de doenca multiglandular e os casos de doenca
uniglandular. Verificou-se que as lesGes paratiroideias multiglandulares apresentavam
expressdo significativamente menor de p27“"* no niicleo do que as lesées singulares (P=
0.0067) (Figura 22).

100+

P=0.0067
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40+ "

% células positivas
o)
o
1
-

204

T "
2 ou mais

N° glandulas removidas

kPl na paratiroide. A: Paratiroide normal (controlo positivo); B: Adenoma da

kip1

Figura 22: Expressdo de p27

paratiroide com expressdo normal de p27°"". [pacientel?] C: Hiperplasia da paratiroide com expressao

kipl

negativa de p27 [paciente 14]; D: comparacdo da expressdo nuclear de Menina entre lesdes

uniglandulares e multiglandulares (imunohistoquimica).

A Tabela 9 sumariza todos os resultados obtidos na série de lesdes da paratiroide
estudada, com evidéncia das alteracbes moleculares observadas.
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Tabela 7: Sumario dos resultados obtidos no estudo molecular da série de 25 pacientes com diagnéstico clinico de HPTP

Paciente | Lesdo ‘ Diagnéstico Anélise Genética Expresséo de Proteina
Menl HRPT2 CDKN1B Menina Ciclina D1 Parafibromina Ki-67 p27<P*
Mutagdes MLPA Mutagdes Mutagdes score % céls. pos. score % céls. pos. % céls. pos. Int.
1 Adenoma Del.: Exdes 2 — 8 N N 4 0 3 0 66.0 +
N Normal Nd N 6 52.17 8 0 0 -
Suspeito de
2 B o N Del.: Exdo 8 Nd N 2 24.54 4 0 10 +
malignidade
C N Ambiguo Nd N 3 15.7 4 0 0 -
Adenoma N Normal N N 4 115 3 0 45.5 +
4 Adenoma N Normal Nd N 4 0.68 4 0 28.2 +
A N Ambiguo Nd N 1 24.41 4 0.19 6.9 +
5 B Suspeito de N Ambiguo N 6 20.87 2 0 53.9 +
C malignidade N Normal Nd N 2 35.56 6 0 85.6 +
D N Ambiguo Nd N 2 43.76 4 0 71.8 +
Adenoma / Del.: Intréo 1; Ex6es
6 ) ) Ala373Asp Nd N 3 9.13 4 0 Nd Nd
Hiperplasia 2-10
Del.: Intréo 1; Ex6es
7 Adenoma N ’_s Nd N 2 3.09 8 0 75.9 ++
9 Hiperplasia N Ambiguo Nd N 2 0 9 0 35 +
Del.: 5UTR — Exao
10 Adenoma N Nd N 6 0 4 0 67.2 ++
2; Exdo 5
Adenoma /
11 . . N Normal Nd N 4 0 6 0 13.6 +
Hiperplasia
12 Hiperplasia N Normal Nd N 8 0 12 0 79.4 +++
A N Normal Nd N 2 4.34 4 0 115 +
Adenoma / -
13 B ) ) N Ambiguo N 8 0 0 14.8 +
Hiperplasia
C N Normal Nd N 4 0 4 0 25.8 +
1 A Adenoma / N Normal Nd N 8 0 0 0 -
B Hiperplasia N Normal Nd N 6 0 Nd 0 0 -
15 Hiperplasia N Normal N N 2 80.97 3 0 13.4 +
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Adenoma / +
16 . . N Normal N N 1 0.69 2 0 22.9
Hiperplasia
Adenoma / +
17 _ _ N Ambiguo Nd N 3 0 8 0 28.9
Hiperplasia
Adenoma / ++
18 ) ) N Normal R77P N 3 0.11 1 0 Nd
Hiperplasia
Adenoma / ++
19 _ _ N Ambiguo Nd N 8 5.77 8 0 86.2
Hiperplasia
) ) N Normal Nd N 0 1.8 6 0 18.7 ++
20 Hiperplasia
N Ambiguo Nd N 6 0 6 0 0 +++
Adenoma / ++
21 . . N Normal Nd N Nd Nd 6 Nd 68.4
Hiperplasia
c.254_255 ++
22 Adenoma insT Ambiguo Nd N Nd 3.09 12 0.4 2.8
ins
Adenoma / ++
25 ) ) N Normal Nd N 6 3.49 6 0 71.2
Hiperplasia
26 Hiperplasia N Del.:Intrdo 1; Ex&o 2 Nd N 6 43.2 8 0 384 ++
28 Adenoma N Nd Nd N 6 0 12 0 89.4 +
29 Adenoma N Normal Nd N 4 5.65 8 0 0.90 ++

KipI.

Intensidade da marcagao nuclear de p27“"": Negativa (-), Fraca (+), Moderada (++), Forte (+++); N: Negativo; Nd: Ndo determinado
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41 Na paratiroide o gene Men1 segue o modelo de Knudson para genes supressores

tumorais

411  As mutagées no gene Men1
Cerca de 30% de todos os casos de HPTP esporadico apresentam uma mutagao

somética no gene Menl, representando a alteracdo conhecida mais frequente nestes
pacientes [85]. No presente trabalho foi feita a pesquisa de muta¢cdes neste supressor
tumoral por PCR e sequenciacao direta em pacientes com diagnéstico clinico de HPTP e
aos quais foi removida cirurgicamente uma ou mais glandulas paratiroides. A pesquisa de
mutacBes compreendeu toda a regido codificante do gene assim como as regifes de
splicing. Observaram-se trés alteracBes genéticas: duas mutacdes, uma das quais nao
descrita na literatura, e o polimorfismo Asp418Asp (rs2071313).

Uma das alteragBes observadas consiste numa mutacdo missense que resulta de
uma transversdo C—A no tripleto 373 da regido codificante do gene (GCC—GACQC),

provocando a substituicAo de um residuo Alanina por um residuo Aspartato — variante
Ala373Asp (Figura 7). Devido a auséncia de amostra de sangue nao foi possivel excluir a

presenca desta mutacdo no DNA constitucional. A mutagdo Ala373Asp foi descrita por
um grupo de investigadores, em 2002, num estudo de familias MEN1, na linhagem
germinativa dos individuos afetados. Os pacientes apresentavam HPTP em conjunto com
tumor no pancreas endécrino e adenoma na pituitaria [119]. A paciente na qual
observamos a alteracdo tem 59 anos e foi submetida a cirurgia para remocdo de um
adenoma paratiroideu. Recomenda-se a analise do DNA germinativo visto que a paciente
pertence a faixa etaria com maior probabilidade de desenvolver fenétipo MEN1 e foi
submetida a cirurgia para remocgdo de um adenoma paratiroideu, caracteristico desta
sindrome hereditaria [25; 27]. Contudo, ndo existe uma relacdo gendtipo-fendtipo nos
portadores de mutagBes no Menl, e a auséncia de histéria familiar pode indicar que,
neste caso, a variante Ala373Asp é somatica. Apesar de ja ter sido observada antes, ndo
foi feito um estudo funcional que permitisse determinar as consequéncias biologicas
desta alteracao genética. Por essa razédo fez-se um estudo de previsdo do efeito desta
variante através do software online Polyphen. De acordo com esta ferramenta
bioinformatica a variante Ala373Asp foi classificada como “provavelmente patogénica”
(score 0.993), o que significa, com elevado grau de confianca, que a alteracdo aqui
observada é provavelmente prejudicial a estrutura e funcéo da proteina Menina.

A pesquisa de grandes dele¢gbes por MLPA na lesdo desta paciente mostrou
perda de material genético de toda a regido codificante e ainda do intrdo 1 (Figura 10B;
Anexo 6). O eletroferograma da sequenciagao mostra que a transversao C—A (G—T no

eletroferograma de sequenciagdo com o primer para a cadeia reverse) se encontra em
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heterozigotia (Figura 7). No entanto, verifica-se que a intensidade do pico correspondente
ao alelo WT (C — G no eletroferograma) é inferior a intensidade do pico do alelo mutado
(A — T no eletroferograma). Estes resultados mostram que nesta lesdo o gene Menl é
afetado por uma mutagdo pontual num dos alelos, acompanhado de LOH a nivel
somaético.

A heterozigotia na lesdo pode dever-se a uma contaminagdo com tecido normal,
ou pode refletir heterogeneidade tumoral em que uma pequena percentagem de células
do tumor mantém o alelo normal. O estudo por imunohistoquimica desta lesdo mostrou
uma diminuicdo acentuada da expressdo nuclear de menina (score 3) com uma
marcacao fraca, numa extensao entre 50% a 75% das células (Figura 11A). Sabe-se que a
maioria das mutacdes que afetam o Menl sdo mutagdes inativantes e segundo o
software Polyphen, esta variante é provavelmente patogénica. O trabalho de Yaguchi et
al mostrou que algumas mutag¢des missense e in frame funcionam como marcadores da
proteina para degradagdo através da via da ubiquitina-proteassoma: estes autores
mostraram que as formas mutadas da menina, mas nao a proteina WT, interagem com a
ligase da ubiquitina E3, necessaria a ligacdo da ubiquitina a proteina alvo para poli-
ubiquitinacdo e degradagdo. O mesmo estudo, verificou através de Northern e Western
Blot, que apesar de as mutagdes missense estudadas afetarem a expresséo de menina,
os niveis de mMRNA se mantinham semelhantes ao normal, sugerindo que apesar de
patogénicas, as mutagbes da menina ndo afetam a transcricdo do gene [60]. Os
resultados do trabalho de Yaguchi et al apoiam os resultados obtidos durante este
trabalho na imunohistoquimica da lesédo com a variante Ala373Asp. A fraca expressédo de
Menina numa grande extensdo do tecido tumoral pode indicar que, apesar de ser
produzida, a expressao de Menina é inibida por mecanismos pés-transcricdo ou poés-
tradugcado como, por exemplo, ubiquitinacéo.

Nesta lesdo, a observacdo de uma mutacdo pontual acompanhada de perda do
alelo normal, e consequente diminuicdo da expressdo da proteina, mostra que na
paratiroide o gene Menl segue o modelo proposto por Knudson para a inativacdo de
genes supressores tumorais em dois eventos [40].

A auséncia de uma relacao gendtipo — fenétipo nos portadores de mutacdes no
gene Menl levou varios grupos de investigacdo a dedicar-se ao estudo da estabilidade
de formas mutadas da proteina Menina. O principal alvo de estudo s&o as formas
alteradas de Menina causadas por mutactes missense ou dele¢des / insergdes in frame,
uma vez que é geralmente aceite que as mutac¢oes frameshift, que conduzem a formacgéo
de formas truncadas da proteina ou alteram a sua estrutura primaria, sdo patogénicas

para os seus portadores e induzem degradacdo de DNA por mecanismos de non-sense
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mediated decay. Apesar de ja descrita, a variante Ala373Asp nao foi, até a data,
estudada quanto ao seu impacto na célula. De acordo com a base de dados UniProt, a
regido que compreende os residuos 219-395 é responséavel pela associacdo de Menina
ao fator de transcricdo FANCD2, uma proteina codificada pelo gene FANCD2, mutado
em pacientes com a sindrome Anemia de Fanconi, envolvida na reparacdo do DNA. Os
individuos afetados por esta patologia apresentam malformac6es em varios 6rgaos,
assim como predisposi¢cdo para desenvolver leucemia [123]. A troca de um residuo
Alanina, de natureza hidrofébica, com uma cadeia lateral composta apenas por um grupo
metilo (-CHz), por um residuo Aspartato, com cadeia lateral maior, polar e carregada
negativamente (composta por um grupo CH,COQY), pode alterar significativamente a
estrutura tridimensional desta regido da proteina (e por essa razao ser provavelmente
patogénica, como indicado pelo software de previsdo Polyphen), e dessa forma
condicionar a ligagéo da proteina Menina a FANCD2. Em 2003 Jin e seus colaboradores
sugeriram que a associacgéo fisica de Menina com FANCD2 pode ser responsavel pela
cooperagdo destas duas proteinas na reparacdo do DNA assim como na manutengéo da
estabilidade gendémica [56].

A outra alteracdo encontrada € uma mutagédo frameshift que resulta da insergéo
de uma base timina na posi¢do entre os nucledtidos 254 e 255 da regido codificante, no
exdo 2 do gene Menl (c.254_255insT). Esta alteracdo, presente em heterozigotia,
provoca a mudanga da grelha de leitura na cadeia de DNA (Figura 8 A e B). Segundo 0
software online Expasy, a insercdo de um T nesta posi¢cdo conduziu a formagéo de um
codao STOP prematuro na posi¢do 116 da cadeia polipeptidica, prevendo-se a produgéo
de uma forma truncada da Menina (Figura 8C). O estudo do DNA germinativo deste
paciente confirmou que se trata de uma mutacdo somatica (Figura 8A). O estudo por
MLPA desta lesdo nao apresentou resultados inequivocos acerca da presenca de
delecdes no gene. Pelo software Coffalyzer, verificou-se que apenas os exdes 8, 9 e 10
mostraram um DQ normal (Anexo 6). Os restantes exdes do gene Menl (2, 3,4,5e7 -0
kit usado para a detecdo de grandes dele¢cbes no gene Menl ndo possui uma sonda
especifica para o exdo 6) desta lesdo apresentaram um DQ “equivoco”, inferior a 0.85.
Apenas para valores de DQ entre 0.85 e 1.35 se considera que ha manutencdo do
namero de cépias daquela regido genética. Apesar do resultado obtido pela técnica de
MLPA néo ser conclusivo, os resultados parecem indicar uma delecéo entre os exdes 2 e
7 do gene Menl. A confirmacgéo destes resultados poderd ser feita através da andlise de
marcadores nesta regido no DNA germinativo e no DNA do tumor. A andlise por
imunohistoquimica desta lesdo ndo se revelou informativa devido a pouca

representatividade do tecido avaliado em resultado da escassez de material bioldgico
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disponivel. Contudo, a verificar-se a perda de material genético entre os exdes 2 e 7 do
gene Menl, estardo presentes os dois eventos necessarios para a inativacdo deste

supressor tumoral, seguindo 0 modelo de Knudson.

4.1.2 A alteracao mais frequente nos tumores esporadicos da paratiroide sdo as grandes delecoes
do supressor tumoral Men1

A descoberta do gene Menl, em 1997, respondeu a varios estudos que
demostravam perda da regido cromossomica 11g em tumores da paratiroide, assim,
como em outros tumores neuroenddcrinos. Estes estudos indicavam que a perda
frequente desta regido neste tipo de neoplasias sugeria a presenca de um gene
supressor tumoral nessa regido cromossOmica ainda por identificar [124].

A técnica de MLPA permite fazer uma avaliacdo semi-quantitativa do niamero de
cOpias de uma determinada regido genética, através da comparagcdo do DNA em estudo
com uma amostra de referéncia. Esta técnica € uma aplicacdo da reacdo de PCR, em
gue os fragmentos amplificados sdo proporcionais ao nimero de sondas ligadas a uma
regido de interesse. Para cada regido existe um par de sondas, que hibridizam com o
DNA. Apos a hibridagdo das sondas, ocorre a ligagdo entre elas, através da enzima
Ligase. Essa ligacdo apenas ocorre se ndo houver delegcdo da regido onde as sondas
hibridam. Numa das sondas existe “uma cauda” de nucleétidos, com um tamanho
especifico — stuffer sequence (diferentes pares de sondas possuem stuffer sequences
com diferentes tamanhos). A stuffer sequence esta associada uma sequéncia de
nucleotidos alvo do par de primers para a reagdo de PCR — PCR primer sequence.
Quando as sondas estéo ligadas (isto €, se ndo houver dele¢do nessa regido do DNA)
da-se a amplificagdo exponencial das stuffer sequences ligadas as sondas, através de
uma reacdo de PCR normal. Como a PCR primer sequence € igual em todas as sondas,
a reacdo de PCR necessita de apenas um par de primers para amplificar as diferentes
stuffer sequences associadas as sondas especificas para cada regido (neste caso, existe
um par de sondas para cada exdo do Menl — exceto para 0 exao 6 — e cada um desses
pares de sondas possui uma stuffer sequence de tamanho diferente associada a uma
PCR primer sequence comum a todos os pares de sondas). Os produtos da reacéo sédo
depois submetidos a uma eletroforese capilar, onde sdo separados de acordo com o seu
tamanho. Como cada par de sondas tem uma cauda de tamanho especifico, € possivel
distinguir na eletroforese capilar todos os fragmentos amplificados. Através de um
software de andlise obtém-se um eletroferograma dos fragmentos amplificados, e é
possivel identificar a que regido do DNA corresponde cada banda. No caso do gene
Men1, o kit utilizado para a realizacdo da técnica possui sondas para todos os exdes,

exceto para o exdo 6. Através do tamanho (bp) dos produtos amplificados é possivel
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reconhecer, no eletroferograma, a banda correspondente a cada exdo do Menl, cuja
area é proporcional a quantidade de produto amplificado, e por isso, € uma medida do
namero de cépias desse fragmento na amostra. Os resultados desta técnica sdo semi-
guantitativos, uma vez que ndo € possivel determinar o nimero exato de cépias de cada
fragmento. Por essa razdo, sdo sempre introduzidas trés amostras de referéncia (DNA de
individuos saudaveis, que se sabe nao ter alteracdes na regido a estudar). E determinada
a média dos valores das amostras de referéncia e é calculado um récio entre os valores
obtidos na amostra em estudo e os valores da média das amostras de referéncia. Desta
forma, é possivel perceber se, relativamente ao normal, a amostra estudada apresenta
delecéo ou amplificacao da regido genémica de interesse.

Neste trabalho foi utilizada a técnica de MLPA para a detecdo de grandes
delecdes no gene Menl, e verificou-se a sua presenca em 6 pacientes (27%) (pacientes
1, 2, 6, 7, 10 e 26). Num trabalho anterior realizado neste grupo de investigagédo, foram
também detetadas grandes dele¢cbes no gene Menl numa porcdo significativa de
pacientes com adenomas/hiperplasias esporadicas da paratiroide, corroborando assim os
resultados deste estudo.

Apesar da presenca de grandes delegfes nas lesbes dos pacientes 1, 2, 7 e 26, a
pesquisa de mutagdes por PCR e sequenciacdo direta ndo revelou alteragbes na regido
codificante nem nas regiées de splicing. Como foi visto anteriormente, na tumorigénese
da paratiroide, o gene Menl parece obedecer ao modelo de Knudson, sendo necessaria
a inativagdo dos dois alelos para haver um efeito danoso na célula. No entanto, a
auséncia de mutacdes na regido analisada ndo exclui a presenca de alteracbes em
outros locais, como por exemplo na regido promotora. Os resultados obtidos por
imunohistoquimica nos casos com perda de material genético apoiam essa hip6tese. As
lesGes dos pacientes 2 (lesdo 2B) e 7 apresentaram expressao fraca de menina (score 2
em ambas as lesdes). O paciente 1, com uma delecdo que compreende toda a regido
gendmica entre os exdes 2 e 8, apresentou expressao moderada de Menina (score 4),
embora muito inferior & verificada no tecido normal. Em nenhum dos casos foi detetada
uma alteracdo no gene Menl por sequenciacdo, no entanto, a diminuicdo da expressao
da proteina indica que ha um silenciamento do alelo normal, que em conjunto com a
delecg&o do outro alelo leva a diminuicdo significativa da expressao de Menina.

Sabe-se também que um dos mecanismos mais comuns de inativagdo de genes
supressores tumorais é a hipermetilagdo do seu promotor [38]. Apesar de pouco
provavel, ndo se pode excluir a presenca de metilacdo em regides intronicas, que afetem
a ligacdo de fatores de transcricdo ou outras moléculas. Sao necesséarios estudos

adicionais que permitam avaliar estas hipoteses. Assim, a andlise do estado de metilagéo
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do promotor do Menl, por exemplo através de MS-MLPA (Methylation Specific-MLPA),
bem como a determinacdo dos niveis de mMRNA, através de Real-Time PCR, poderédo ser
bastantes informativos relativamente aos mecanismos subjacentes ao processo
tumorigénico nestas lesdes.

De todos os casos que apresentaram delecdo do Menl por MLPA, apenas o
paciente 10 mostrou descontinuidade das zonas deletadas, apresentando perda de
material no exdo 2 e no exao 5. (Figura 10C, Anexo 6). O estudo por PCR e sequenciacao
desta lesdo ndo revelou qualquer alteracdo na regiao codificante do Menl e o estudo da
expressao de menina por imunohistoquimica revelou perda parcial de expressao (score
6, Tabela 7).

Pela técnica de MLPA ndo é possivel distinguir se uma delecdo descontinua
envolve um ou os dois alelos do mesmo gene. Quando é analisado o electroferograma da
reacdo de MLPA, as bandas refletem o nimero de copias dos dois alelos do gene em
conjunto. Desta é forma, € possivel que a perda de material genético, observada nesta
lesdo, ndo seja uma delecdo descontinua, mas sim a presenca de uma dele¢do no exao
2 de um dos alelos, e a delecdo do exdo 5 no outro alelo. Se for esse o caso, estdo
presentes os dois eventos necessarios para a inativacdo do gene supressor tumoral
Menl. A expressdo de Menina nesta lesdo avaliada por imunohistoquimica (score 6)
indica que ela mantém uma expressao moderada da proteina no ndcleo, contudo dada a
pequena quantidade de tecido disponivel para a andlise, este resultado pode ndo ser

representativo de toda a lesao.

41.3 Expresséao diferencial de Menina em lesdes da paratiroide
Os resultados do estudo da expressdo de Menina nas lesfGes paratiroideias

revelaram que existe uma expressédo diferencial desta proteina, ndo sé entre lesées de
pacientes diferentes, como também entre lesées do mesmo paciente. Verificou-se que a
maioria (87%) das lesbGes apresentavam uma expressao inferior a expressao na
paratiroide normal (score inferior a 8), mesmo nos casos em que nao foi detetada
nenhuma alteracdo genética ou delecdo cromossOmica. Estes resultados parecem indicar
que a perda de Menina desempenha um papel importante na tumorigénese da
paratiroide, uma vez que a expressao desta proteina parece ser inibida na maioria das
lesbes avaliadas. Estes resultados estdo de acordo com o que foi verificado por
Theodoropoulo e seus colaboradores, em 2004, numa série de adenomas esporadicos da
pituitaria. Neste estudo, a maioria os tumores analisados apresentaram diminuicdo da
expressao de menina, e 0s niveis de expressao desta proteina variavam desde fracos até
fortes (idénticos ao tecido normal) [125]. Num outro estudo realizado por Georgitsi e seus

colaboradores, verificou-se auséncia total de dele¢cdes do gene Menl através da técnica
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de MLPA [126]. Estes resultados sugerem que, ha pituitaria, existem mecanismos de
silenciamento do Menl, independentes do numero de cépias do gene, atuando
possivelmente ao nivel da traducdo da proteina. Neste trabalho verificou-se que apesar
de todas as lesdes com dele¢cdo do gene Menl (identificada por MLPA) apresentarem
diminuicdo da expresséo de Menina, esta ndo esta relacionada com o nimero de cépias
do gene, uma vez que nao se verificaram diferencas significativas entre as lesdes com e
sem delecdo. Desta forma, os resultados obtidos parecem sugerir que, talvez de uma
forma idéntica ao que acontece na pituitaria, os mecanismos de silenciamento do gene
Men1 na paratiroide atuem sobretudo ao nivel da traducédo da proteina.

Os adenomas da pituitdria, em conjunto com adenomas da paratiroide e 0s
tumores do péancreas enddcrino, formam a manifestagdo mais comum da sindrome
hereditaria MEN1 [43]. Sabe-se que as alteragfes germinativas no gene Menl estdo na
base da patologia, no entanto os mecanismos envolvidos na tumorigénese ainda sao
desconhecidos. E possivel, portanto, que a expressio diferencial de menina em tumores
esporadicos da paratiroide, semelhante ao que acontece nos tumores esporadicos da
pituitaria, seja o reflexo de um mecanismo comum a tumorigénese destas duas
glandulas.

Contudo, um estudo recente com ratinhos heterozigéticos para o alelo WT do
gene Menl, mostra que nos animais com mutagéo a proliferagéo das células do pancreas
endocrino é cerca de duas vezes superior aos ratinhos normais usados como controlo.
Além disso, 0 mesmo estudo mostrou que os ratinhos heterozig6ticos apresentavam
alteracdo na expressdo de genes associados a manutencdo da estabilidade da
cromatina, apoptose e ainda alguns fatores de crescimento. Com este trabalho, os
autores defendem que, no péncreas enddcrino 0 gene Menl se comporta como um
supressor tumoral haploinsuficiente [127].

Os resultados obtidos neste trabalho ndo sdo conclusivos quanto ao papel da
haploinsuficiéncia na paratiroide. Contudo, dado que a Menina é uma proteina scaffold, a
variedade dos seus parceiros de interacdo pode condicionar o seu modo de atuagdo de
forma diferente em diferentes tipos de células. A acdo oncogénica das proteinas de fusdo
MLL nas leucemias é dependente da interagdo Menina-MLL, conferindo a menina um
papel na promog¢ao da oncogénese, ao contrario do que acontece nos 6rgdos endocrinos,
onde se verifica que esta proteina possui agdo de supressdo tumoral. Em 2008, Paris et
al demonstraram também um papel oncogénico em tumores da préstata [128]. Talvez a
necessidade de inativar ambos os alelos do Men1 para que haja um efeito na célula seja
dependente do microambiente, e dos diferentes parceiros de interacdo da menina num

contexto celular especifico. Apesar da diversidade de parceiros de acdo da Menina,

~ 75 ~



Hiperparatiroidismo Primario Esporadico: Estudo de Alteracdes Moleculares em Tumores
Esporédicos da Paratiroide

pouco se sabe acerca dos mecanismos de regulacdo da transcricdo do gene Menl. Um
estudo recente demonstrou que, no figado de ratinhos, a expressdo de Menina é
negativamente regulada pela insulina, e que a proteina Akt desempenha um papel
fundamental na regulacéo da expresséo e localizagdo da Menina [129].

O estudo dos parceiros de acdo da Menina pode revelar fatores importantes na
regulacdo da transcricdo do gene Menl, e que possam esclarecer, pelo menos em parte,
as diferentes acdes da Menina em contextos celulares especificos.

4.2 A proteina Ciclina D1 encontra-se frequentemente sobre-expressa nos tumores da
paratiroide, apesar do seu baixo indice de proliferagao

A descoberta do rearranjo invl1(p15;g13), que coloca o gene da Ciclina D1 sob a
influéncia do promotor do gene PTH, abriu um novo caminho no estudo dos processos
moleculares envolvidos na tumorigénese paratiroideia [87]. Apesar de 0 rearranjo se
observar apenas numa pequena percentagem de casos — cerca de 5% de todos os
adenomas — 0 aumento da expressao de Ciclina D1 representa um possivel mecanismo
associado a tumorigénese paratiroideia, dado que varios estudos observam sobre-
expressao de Ciclina D1 em cerca de 30% dos casos [107].

Neste trabalho foi possivel observar que 29.4% dos tecidos avaliados
(correspondendo a 20% dos pacientes) apresentavam sobre-expressdo de Ciclina D1,
com uma média de 35.19% de células positivas. Nos casos de doenga multiglandular,
observou-se que a expressdo desta proteina era idéntica nos diferentes tecidos
provenientes do mesmo paciente. Apesar disso, ndo se verificaram diferencas
estatisticas na expressao de Ciclina D1 entre lesdes uniglandulares e multiglandulares
(P=0.2419), pelo que se conclui que este ndo € um bom marcador para a distincdo entre
adenoma e hiperplasia da paratiroide. Contudo, os resultados obtidos acerca da
expressdo de Ciclina D1 nesta série de tumores sédo concordantes com o0 que esta
descrito na literatura [107; 130].

Alguns estudos tém mostrado uma relagdo inversa entre a expressédo de Menina e
de Ciclina D1 [120; 131]. Dado que as alteracdes moleculares mais frequentes em
tumores da paratiroide sdo a inativagdo do supressor tumoral Menl e a sobre-expresséo
de Ciclina D1, foi avaliada uma possivel associacdo entre estas duas proteinas. No
entanto, nos tumores estudados, ndo foi encontrada correlacdo entre a expressao de
Ciclina D1 e a expressédo de Menina (Figura 15). Para além disso nenhum dos pacientes
com mutacao no gene Menl apresentou sobre-expressao de Ciclina D1.

Em um dos casos (paciente 15) verificou-se que a expressao de Ciclina D1 era de
80.97%, sendo este o caso com maior expressao de Ciclina D1. Dado o papel da Ciclina

D1 na progressédo do ciclo celular, decidiu-se estudar a proliferagdo dos tumores
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paratiroideus. Para isso fez-se um estudo por imunohistoquimica para o marcador de
proliferacdo celular Ki-67. Este marcador tem sido usado para a determinacdo da fracdo
proliferativa em tumores paratiroideus, observando-se diferencas significativas entre
tumores benignos e malignos [82]. O Ki-67 € uma proteina nuclear expressa em todas as
fases do ciclo celular, exceto na fase Gy, 0 que o torna um bom indicador das células em
divisdo. Apesar da elevada expressao de Ciclina D1 em quase 30% dos tecidos, néo foi
detetada expresséo de Ki-67 em nenhum dos tumores avaliados. Estes resultados estéo
de acordo com o estudo de Stojadinovic et al que observou sobre-expressdo deste
marcador em apenas 1 de 41 (2%) adenomas paratiroideus [82].

A Ciclina D1 é um importante interveniente na progressao do ciclo celular: a
formacdo de complexos Ciclina D1 com CDK com CDK4/6 ativa estas cinases,
promovendo a fosforilacdo e inativagéo do supressor tumoral Rb. A sua inibicdo permite a
libertacdo do fator de transcricdo E2F, responséavel pela transcricdo de genes chave para
a entrada da célula na fase S do ciclo celular [88]. Até a data este é o mecanismo mais
aceite pela comunidade cientifica para o papel oncogénico da Ciclina D1. No entanto, a
falta de correlagédo da expresséo de Ciclina D1 com o marcador de proliferacdo Ki-67 em
varias neoplasias como carcinoma de mama, adenoma da paratiroide, linfoma de células
do manto e leucemia tem sido reportada em varios estudos [132]. Neste trabalho a falta
de correlagdo da expressao destas duas proteinas sugere que, na paratiroide, a Ciclina
D1 atua através de outros mecanismos para além da ativagéo direta do ciclo celular. Em
2007, um grupo de investigacdo mostrou, pela primeira vez, que a agdo oncogénica da
Ciclina D1, assim como a sua sobre-expressdo, pode estar associada a um aumento da
instabilidade gendémica. A acumulacdo nuclear de complexos Ciclina D1-CDK promove a
acumulacdo e estabilizacdo da helicase MCM, essencial a replicacdo do DNA, o que
conduz a um aumento da sintese de DNA na célula. Segundo os autores, a ativacéao
continua desta enzima conduz a um aumento da instabilidade gendmica, tornando as
células aneuploides [133]. Contudo, a auséncia de linhas celulares estabelecidas de
paratiroide é ainda um obstaculo a realizacdo de estudos que permitam abordar esta
gquestdo nestas glandulas.

No processo de tumorigénese da paratiroide, a associacdo entre a proliferacao
celular e a capacidade secretora das células ndo é completamente compreendida. Sabe-
se que em situagBes transientes de hipocalcemia as glandulas normais aumentam a
producdo de PTH, a par com o aumento da massa celular. Por outro lado, o aumento da
PTH induz a producdo de 1,25(0OH),D; que, uma vez reconhecido pelas células
paratiroideias, inibe a sintese de PTH assim, como a sua proliferagédo [18]. A proliferagéo

anormal das células paratiroideias est4, portanto, intimamente associada a desregulacéo
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da sua capacidade secretora [130]. O estudo de Imanishi et al mostrou, através da
geracdo de ratinhos transgénicos com o rearranjo inv11(p15;q13) que a capacidade
secretora da células paratiroideias era mantida, apesar do rearranjo, assim como a
regulacdo do Ca®*;,., € que 0s animais transgénicos apresentavam niveis mais elevados
de PTH do que os ratinhos WT. O mesmo estudo mostrou que os niveis de CaSR na
paratiroide eram inferiores nos ratinhos transgénicos, e que eram comparaveis a
expressado deste recetor em pacientes com HPTP severo ou em pacientes urémicos [89].
Assim, este estudo chamou a atencdo para uma possivel associacdo entre as vias de
proliferacdo e a atividade enddécrina das glandulas paratiroides. Desta forma, e tendo em
conta os resultados obtidos quanto a expressédo de Ciclina D1 nos tumores avaliados
neste trabalho, seria interessante avaliar a expressdo de PTH, através da medicdo dos
niveis de mRNA, uma vez que a auséncia de linhas celulares de paratiroide € um

obstaculo a realizagéo de estudos funcionais que permitam abordar esta questéo.

4.3 A diminui¢ao da expressao nuclear de Parafibromina é um indicador para a pesquisa
de mutagdes no supressor tumoral CDC73/HRPT2

De todas as causas de HPTP, o carcinoma da paratiroide € a menos frequente,
representando cerca de 1% de todos os casos [26]. Contudo, em algumas populacoes,
como em Itdlia e no Japéao, esta percentagem pode atingir os 5% [134]. As mutacbes
germinativas no gene CDC73/HRPT2 sdo responsaveis pelo desenvolvimento da
sindrome HPT-JT, cujos pacientes apresentam um risco elevado de desenvolverem
carcinoma da paratiroide [61]. A Parafibromina, proteina codificada por este gene, tem
531 a.a, é um componente do complexo Pafl e associa-se com proteinas envolvidas na
proliferac&o celular, regulagéo da transcricdo e modificag&o de histonas [67].

Um dos assuntos mais controversos no diagnéstico diferencial da neoplasia da
paratiroide é o uso da expressdo nuclear de Parafibromina como indicador de
malignidade. Por esse motivo foi efetuado um estudo imunohistoquimico desta proteina
na série de lesGes de paratiroide, uma vez que o diagndstico dos pacientes se baseou na
sua histdria clinica e familiar e nos achados histopatolégicos apos remocgéo das glandulas
afetadas. Verificou-se diminuicdo da expressao nuclear de parafiboromina em 7 dos 33
tecidos estudados (21.21%), aos quais foi atribuido um score de 1, 2 ou 3 na avaliacao
imunohistoquimica. A avaliacao histolégica destas lesbes permitiu verificar a presenca de
bandas fibrosas nos pacientes 3 e 5 (com score 3 e 2, respetivamente). A glandula
afetada do paciente 5 (lesdo B) apresentava invasédo da capsula, embora sem invasao
vascular e os tumores dos pacientes 16 e 18 (score 2 e 1, respetivamente) foram
avaliados como neoplasias benignas da paratiroide, sem caracteristicas histopatologicas

gue evidenciassem malignidade [35; 135].
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As alteracdes genéticas no supressor tumoral CDC73/HRPT2 sdo observadas em
cerca de 1% dos tumores benignos da paratiroide, pelo que foi feita a pesquisa de
mutacdes neste gene apenas nos casos que apresentaram expressao fraca ou negativa
de Parafibromina [64; 136]. Este supressor tumoral ndo possui hot-spots mutacionais, no
entanto, dado que tem sido verificada uma maior frequéncia de alteracdes nos exdes 1 e
2, neste trabalho, a andlise genética centrou-se nesta regido. Em um dos 7 casos
analisados (paciente 18) foi detetada uma mutacdo missense no exdo 2 do
CDC73/HRPT2. A alteragao observada consiste numa transversdao C—G na posi¢cao 230
da regido codificante, dando origem a uma substituicdo no coddo 76 do CDC73/HRPT2
de um residuo Arginina (Arg) por um residuo Prolina (Pro) (Arg76Pro). A analise do DNA
germinativo permitiu verificar que se trata de uma mutacdo somatica (Figura 19). Esta
alteracdo ndo se encontra descrita na literatura, pelo que a previsdo do seu efeito
biolégico foi feita através do software online Polyphen. O score obtido por esta ferramenta
bioinformatica foi de 0.993, atribuindo a classificacdo de “provavelmente patogénica” a
variante R76P. O estudo imunohistoquimico deste caso permitiu observar perda de
expressao nuclear na quase totalidade do tumor, tendo-lhe sido atribuido o score de 1, o
menor score de toda a série de lesdes avaliadas. (Figura 16C).

Em 2007 Juhlin et al, num estudo que pretendia verificar a sensibilidade da
marcagao imunohistoquimica da parafiboromina como marcador no diagnéstico diferencial
entre carcinomas e tumores benignos da paratiroide, verificaram que apesar de a
probabilidade de um adenoma ser corretamente identificado pela imunohistoquimica da
parafibromina, i.e., valor preditivo negativo, ser elevado, ndo é 100%, uma vez alguns
adenomas apresentam diminuicdo da expressao de parafibromina [91; 93; 137]. Por outro
lado, 0 mesmo estudo também verificou que no grupo de tumores com perda parcial ou
total de imunoreatividade da parafibromina, a probabilidade de um carcinoma ser
corretamente identificado como tal, exclusivamente através de imunohistoquimica, &
baixa e ndo é, por si sO, diagndstico de carcinoma da paratiroide. Segundo os autores, a
perda parcial ou total de marcacdo imunohistoquimica de parafiboromina deve ser um
indicador para a pesquisa de mutaces do supressor tumoral CDC73/HRPT2. De facto,
em todos os tumores que no estudo de Juhlin et al se verificaram mutagdes neste gene
também se observou perda total de expressao da proteina [93]. No estudo de Juhlin et al,
um dos casos estudados foi inicialmente diagnosticado como adenoma, pela auséncia de
caracteristicas histopatoldgicas que indicassem malignidade. No entanto, verificou-se
recorréncia da doenca 4 anos apOs paratiroidectomia, e através imunohistoquimica
verificou-se auséncia de expressdo de parafibromina, estabelecendo diagnéstico de

carcinoma, apesar de nao se terem verificado mutacdes no gene. No presente trabalho, a
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lesdo do paciente 18 também foi diagnosticada como adenoma, dada a auséncia de
caracteristicas histopatolégicas que indicassem malignidade. A mesma lesdo apresentou
perda de expressao nuclear de parafibromina, tendo-lhe sido atribuido um score de 1 no
estudo imunohistoquimico (que corresponde a marcacgdo fraca em menos de 25% das
células). A analise genética deste tumor permitiu identificar uma mutacdo somética, ndo
sinénima, no supressor tumoral CDC73/HRPT2. Os resultados obtidos neste trabalho,
bem como no estudo de Juhlin, levantam uma questdo importante: Poderdo os tumores
diagnosticados como adenomas, que evidenciam perda de expressado Parafibromina, ter
um curso mais agressivo da doenca? A auséncia de mutacdes nos restantes 6 casos
com expresséo fraca de parafibromina pode dever-se ao facto de apenas se ter estudado
os exdes 1 e 2 do gene, nos quais se verifica a maior frequéncia de mutacdes descritas
na literatura. Dois desses casos (pacientes 3 e 5) apresentavam bandas fibrosas, e
desses um (paciente 5) apresentava invasdo da capsula, caracteristicas que podem ser
indicadores de um comportamento atipico. Desta forma, deve ser efetuada a pesquisa de
mutacbes em toda a regido codificante do CDC73/HRPT2 em ambas as lesdes. No
entanto, a auséncia de mutagbes ndo deve ser diagnéstica de adenoma, uma vez que
outros mecanismos podem estar envolvidos no silenciamento da Parafibromina,
nomeadamente, modificagdes pos-transcricionais, como sugerido pelo estudo de Juhlin et
al, no qual este autor verificou que, em adenomas atipicos da paratiroide com perda de
expressao da proteina por imunohistoquimica, ndo se observaram mutacdes na regido
codificante do gene, assim como ndo se observou diminuicdo dos niveis de mRNA,
sugerindo que o silenciamento da parafiboromina, nesses casos, ocorre a nivel poés-
transcricional [91]. Contudo, deve ter-se em conta que todos os casos foram
diagnosticados como adenoma/hiperplasia esporadica da paratiroide, e que a taxa de
muta¢des no CDC73/HRPT2 nestes casos € muito baixa.

A observacdo de LOH na regido 1925 em tumores associados a sindrome HPT-JT
indica que o CDC73/HRPT2 segue o modelo de inativacéo bialélica de Knudson [64]. Por
esta raz&o, a auséncia da mutagdo no DNA germinativo do paciente ndo pode excluir a
presenca de uma alteracdo germinativa em outra zona da regido codificante, alteracdes
no promotor, LOH (ndo detetavel por sequenciacdo) ou ainda mecanismos de
silenciamento pos-transcricdo, como sugerido pelo estudo de juhlin em 2006 [91]. Apesar
do elevado numero de mutacdes conhecidas em genes associados ao desenvolvimento
de HPTP esporadico, tal como o CDC73/HRPT2, o seu significado no progndstico dos
doentes é ainda desconhecido. Tendo em conta os achados histopatologicos, genéticos e
imunohistoquimicos das lesGes estudadas, é aconselhdvel o seguimento clinico dos

pacientes nos quais se verificou uma diminuicAo acentuada da expressdo de
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parafiboromina, sobretudo dos pacientes 3 e 5, cujas lesdes apresentavam um padréo
histopatologico atipico, e do paciente 18 que, apesar de ndo apresentar caracteristicas
morfoldgicas atipicas, € portador de uma mutacdo somatica no supressor tumoral
CDC73/HRPT2, uma vez que ndo se conhecem ainda as implicacdes clinicas de tais
alteracdes genéticas. Para além disso, também é aconselhavel a pesquisa de mutagbes
germinativas e somaticas em toda a regiao codificante deste gene no paciente 18.

Varios estudos indicam que o indice de proliferacao dos carcinomas da paratiroide
€ superior ao dos tumores benignos, sendo geralmente superior a 4% [35]. Neste
trabalho o estudo do marcador Ki-67 por imunohistoquimica revelou positividade nas
lesbes dos pacientes 5 (amostra A) e 22, as quais, no estudo da expressédo nuclear da
Parafibromina, obtiveram scores atribuidos de 4 e 12,respetivamente. Estes resultados
sdo concordantes com o que esta descrito na literatura em tumores benignos da
paratiroide [91]. Nos restantes tecidos avaliados (n.=33), verificou-se que a expressao
de Parafibromina era moderada (score 4 ou 6; n=13) ou forte, idéntica a paratiroide
normal (score 8, 9 ou 12; n=11).

Em 2007 e 2008 dois trabalhos independentes mostraram, através de estudos in
vitro, o papel da Parafibromina como supressor tumoral. A sua sobre-expressao mostrou
ser suficiente para inibir a proliferagéo de células transformadas NIH3T3 e HEK293 e a
progressdo do ciclo celular em células HeLa mantendo-as em G;, com diminui¢cdo da
expressao de Ciclina D1 [68; 138]. Por outro lado, um estudo de Iwata et al também
mostrou que a Parafibromina é capaz de estimular a proliferagdo e crescimento celular
nas linhas celulares 293FT e COS7 com expressao do antigénio SV40, indicando que na
presenca deste antigénio, a Parafiboromina tem um comportamento oncogénico [138]. Em
2011, Takahashi e colaboradores mostraram que o papel antiproliferativo da
Parafibromina era dependente da acdo da tirosina fosfatase SHP2. Uma vez
desfosforilada por SHP2 a Parafibromina forma um complexo nuclear estavel com a
proteina B-Catenina, permitindo a ativagcdo da transcricAo de genes alvo da via de
sinalizagdo Wnt (Ciclina D1, c-Myc), promovendo o crescimento e proliferagdo celular
[139]. A imunohistoquimica dos casos estudados neste trabalho verificou que das 7
lesbes paratiroideias com diminuicdo da expressdao nuclear de Parafibromina, 3
apresentaram sobre-expressao de Ciclina D1 (11.5% - 80.97%). Apesar disso, a andlise
estatistica revelou que ndo existe correlagdo entre estas duas proteinas na série
estudada (Figura 17), como ja havia sido observado em estudos anteriores [91; 140]. Os
resultados obtidos neste trabalho sugerem que, nas lesdes estudadas, a expressdo de

Ciclina D1 néo é dependente da Parafibromina.
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4.4 p27%irt: o primeiro passo para a distingdo entre adenoma e hiperplasia?

Em 2006, o trabalho de Pellegata e seus colaboradores iniciou um novo caminho
no estudo dos tumores neuroendocrinos, ao verificar que uma colénia de ratinhos
desenvolvera, espontaneamente, uma sindrome cujo espetro tumoral era transversal as
sindromes MEN1 e MENZ2a, a qual deram o nome de MENX. Os estudos subsequentes
deste grupo de investigacao revelaram que o locus associado a patologia dos animais era
o cromossoma 4, e identificaram o gene Cdknlb como responséavel pela doenca [74].
Posteriormente, os trabalhos de Pellegata, Georgitsi e Costa-Guda mostraram que o
analogo humano, CDKN1B, se encontrava mutado em pacientes com fenétipo MENL,
nos quais néo foi observada mutacdo do gene Menl [74; 77; 78].

O gene CDKN1B é um inibidor do ciclo celular, e codifica o CDKI p27*"*, uma
proteina com 198 a.a, ubiquamente expressa, nuclear e citoplasmatica, com funcbes
diferentes, dependentes da sua sub-localizag&o celular [75].

Apos a descoberta de Pellegata et al, varios grupos de investigagéo tém procurado
mutagdes neste gene em pacientes com fenotipo MEN4, tendo sido identificados, até a
data, 7 individuos portadores de mutagdes no CDKN1B, todas inativantes, demonstrando
assim o papel de supressor tumoral deste gene. Em 2011 Costa-Guda e seus
colaboradores estudaram uma série de adenomas esporadicos da paratiroide, tendo
observado trés mutagdes germinativas em trés pacientes diferentes e uma mutagéo
soméatica acompanhada de LOH noutro paciente [77].

Neste trabalho ndo foram encontradas muta¢des em toda a regido codificante do
gene CDKN1B. No estudo de Ozawa et al, em 2007, foi observada apenas uma mutagao
germinativa numa série de 34 pacientes com uma variante esporadica da sindrome
MENZ1, apresentando tumores na glandula pituitaria e na paratiroide. No estudo de Costa-
Guda et al foram observadas 4 mutacfes (trés germinativas e uma somatica) numa série
de 86 adenomas esporadicos da paratiroide (4.6%) [77]. Para além disso, num estudo
anterior, realizado no nosso grupo de investigacdo, ndo se verificaram mutacbes
germinativas ou somaticas numa série de 24 adenomas esporadicos da paratiroide. Em
conjunto, estes resultados sugerem que a contribuicdo das alteragdes genéticas no gene
CDKN1B ¢ infrequente nos tumores esporadicos da paratiroide.

Até a data esté@o identificados 157 polimorfismos na regido codificante do gene
CDKN1B (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Neste trabalho, a analise da regido codificante
permitiu observar a presenca do polimorfismo ja descrito na literatura V109G
(rs2066827). A associagdo deste polimorfismo com diversas neoplasias levou a que
neste trabalho se procedesse ao estudo da sua distribuicdo nos pacientes e comparacao

dos resultados com a populagdo normal. A distribuicdo dos genotipos TT (0.48), TG
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(0.48) e GG (0.04) é semelhante a distribuicdo nos 102 individuos normais usados como
grupo controlo (TT: 0.57; TG: 0.34; GG: 0.09; P=0.4770) assim como na populacdo
europeia (TT: 0. 566; TG: 0.425; GG: 0.09) (www.hapmap.org). Além disso, a frequéncia
dos alelos T e G neste grupo de pacientes também foi semelhante a determinada no
grupo controlo (pacientes: T:0.71, G:0.29; controlos: T:0.74, G:0.26), assim como na
populagdo europeia (T:0.78, G:0.22) (www.hapmap.org). Estes resultados indicam que,
na paratiroide, a presenga da variante V109G né&o representa um fator de risco para o
desenvolvimento de neoplasia.

Apesar de as alteragBes genéticas no gene CDKN1B ndo serem frequentes na
tumorigénese neuroenddcrina, varios estudos tém verificado que a perda de expressao
de p27P' é relativamente comum nestes tumores, no entanto com niveis de mMRNA
semelhantes aos normais, sugerindo que a regulacdo deste supressor tumoral ocorre
principalmente apds a transcri¢cdo e/ou traducéo [141; 142]. Por essa razao, estudou-se a
expressao deste inibidor do ciclo celular por imunohistoquimica na série de lesbes deste
trabalho. Verificou-se que 5 dos 33 (15%) casos avaliados perderam completamente a
expressdo de p27¢"'. Dos restantes, 5 casos (15%) apresentaram positividade nuclear
em 10% das células, ou menos, com uma média de 4.38% de células marcadas. Os
restantes 23 casos (70%) apresentaram marcagado nuclear em mais de 10% das células
com uma meédia de 49.71% de células marcadas. De uma forma geral, a diminuigdo da
expressdo de p27"* tem sido associada a tumores mais agressivos e a mau prognéstico
[142]. Neste estudo ndo foram disponibilizados dados relativos ao seguimento clinico dos
pacientes, pelo que néo foi possivel avaliar a progressao da doenca. Tal como observado
em varios trabalhos, a diminuicdo da expressdo de p27"* nas lesdes estudadas ndo esta
associada a alteracBes genéticas, uma vez que nao foram encontradas mutacées na
série analisada, o que indica que, também nas lesGes da paratiroide, a expressao de
p27""! & regulada através de mecanismos pds-transcricionais ou pés-traducéo. Um dos
mecanismos possiveis para o silenciamento de p27<"* é a hipermetilagcdo do promotor,
comum a varios supressores tumorais [143]. No entanto, os estudos disponiveis indicam
gue os niveis de mRNA do CDKN1B em tumores da paratiroide com diminuicdo da
expressdo de p27"* sdo idénticos ao tecido normal, pelo que o silenciamento deve
ocorrer durante ou ap6s a traducdo do mRNA [78; 106]. Em 2010 um grupo de
investigacdo comparou o perfil de expressdo de miRNA de carcinomas da paratiroide
com o tecido normal e verificou um aumento significativo da expressédo de miR-522 nos
carcinomas relativamente a paratiroide normal [106]. Um dos alvos deste miRNA é o
p27"" sendo que a sua expressdo é negativamente regulada pelo miR-522, promovendo

a entrada das células na fase S do ciclo celular [144]. O silenciamento de p27“"* através
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da acdo de miRNAs na paratiroide, assim como em outros tumores neuroendocrinos,
pode ser um mecanismo relevante para a sua tumorigénese, no entanto, os estudos
disponiveis até a data ainda sdo escassos, pelo que se torna necessario aprofundar o
conhecimento acerca do papel dos miRNAs na paratiroide, dado o seu potencial
terapéutico.

A andlise imunohistoquimica das les6es paratiroideias permitiu ainda verificar que
a expressdo de p27“"' nas lesdes com duas ou mais glandulas afetadas é
significativamente inferior a expressdo desta proteina nas lesBes uniglandulares
(P=0.0067). Dos 25 pacientes deste estudo, 6 apresentavam lesdo em mais do que uma
paratiroide (pacientes 2, 5, 11, 13, 14 e 20). Dos 6 pacientes, apenas o paciente 14
mostrou marcacao idéntica em todas as glandulas afetadas (n=2), com auséncia total de
expressdo nuclear de p27"'. Nos restantes pacientes com lesdo multiglandular, a
expressdo nuclear de p27“ foi heterogénea entre as diferentes glandulas do mesmo
paciente, com o paciente 5 a apresentar a maior variagdo na expressado da proteina nas
diferentes glandulas (Tabela 9). No paciente 11 apenas foi disponibilizada uma de trés
glandulas afetadas, pelo que nao foi possivel avaliar as restantes.

Apesar da expressdo de p27“"' ser significativamente inferior nas lesées
multiglandulares, verificou-se que apenas um paciente (paciente 14, n=2) apresentou
expressao negativa em ambas as glandulas afetadas. Nos restantes pacientes com mais
do que uma glandula afetada, verificou-se que a perda de expressdo ndao era comum a
todas as glandulas (Tabela 7). A média de células positivas nestas lesdes foi de 20.81% de
células positivas, enquanto as lesdes uniglandulares apresentaram uma expressao média
de 47.52%. Em 2003, num estudo que pretendia estabelecer um perfil molecular e
imunohistoquimico em tumores da paratiroide, Stojadinovic et al consideraram que o
fendtipo de expressado positiva de p27“"* na paratiroide correspondia a mais de 30% de
células positivas [82]. Aplicando o mesmo critério na classificacao das lesdes estudadas
neste trabalho, verifica-se que apenas um paciente com lesdo multiglandular (paciente 5)
apresentou fen6tipo positivo em 3 de 4 glandulas afetadas. Nos restantes pacientes com
doenca multiglandular, a expressdo de p27<"* foi inferior a 30% em todas as glandulas.
No mesmo estudo, Stojadinovic verificou que 80% dos adenomas estudados
apresentaram fendtipo positivo para a marcacdo de p27"* [82]. Na série de pacientes
avaliada neste estudo, verificou-se que 11 de 18 lesbBes uniglandulares (61%)
apresentaram positividade nuclear em mais de 30% das células. No entanto, em duas
lesbes (pacientes 4 e 17) verificou-se marcacao nuclear muito proxima de 30% (28.21% e

28.07%, respetivamente).
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Os resultados obtidos neste trabalho podem indicar que a p27** tem maior
relevancia no desenvolvimento de lesGes multiglandulares da paratiroide do que em
lesBes uniglandulares. Nao existem estudos na literatura que observem a mesma
correlagdo em lesBes esporadicas da paratiroide, contudo, sabe-se que em pacientes
com hiperparatiroidismo secundario, a hiperplasia paratiroideia é a lesdo mais frequente
na paratiroide e que estes pacientes apresentam também uma diminui¢cdo dos niveis de
VDR [145]. Assim, os resultados obtidos neste trabalho parecem indicar que o
desenvolvimento esporadico de hiperplasia da paratiroide pode estar associado a um
mecanismo alternativo, possivelmente VDR-dependente [146]. A andlise genética do
VDR néo tem revelado mutagfes na sua regido codificante em lesdes da paratiroide, pelo
gue outros mecanismos devem estar na origem da diminuicdo da expressdo deste
recetor na paratiroide.

Na década de 1990 varios estudos foram efetuados com o objetivo de avaliar a
clonalidade das lesbes benignhas da paratiroide através da andlise de marcadores da
regido 11q13 e inativagdo do cromossoma X. Em 1995 Arnold et al verificou que 62% das
hiperplasias de mulheres com HPTP apresentavam um padrdo de inativacdo do
cromossoma X concordante com a origem policlonal destas lesdes. No entanto 0s
autores estimaram que este valor fosse sobre-representativo do valor real, dadas as
limitacbes da técnica (contaminacdo por tecido normal, metilagio numa leséo
verdadeiramente monoclonal) [147]. Em 1996 um outro estudo mostrou a origem
policlonal em 4 de 4 hiperplasias de tipo difuso, e a origem monoclonal em 7 de 10
hiperplasias de tipo nodular. Histopatologicamente, considera-se que a hiperplasia de tipo
difuso precede o desenvolvimento de hiperplasia de tipo nodular, em pacientes com
hiperparatiroidismo secundario [148]. Com os resultados obtidos os autores defendem
gue a hiperplasia de tipo nodular representa a evolugdo monoclonal de uma célula que
adquiriu tais alteracdes que Ihe conferiu vantagem proliferativa e/ou de sobrevivéncia
relativamente as outras populagcbes celulares presentes na hiperplasia de tipo difuso
[149]. A variagdo da expressdo nuclear de p27"* e de Menina, em diferentes lesdes do
mesmo paciente pode refletir a origem policlonal da hiperplasia paratiroideia. A
diminuicdo acentuada da expresséo de p27“"* em apenas uma das glandulas (paciente 5,
lesdo A) pode sugerir diferentes espacos temporais desde o inicio do aumento de
proliferacdo celular nas diferentes glandulas. O silenciamento do CDKI p27***, bem como
da Menina, representa uma vantagem proliferativa para as células, dado o papel inibitorio
destas proteinas no ciclo celular. Contudo, os estudos sobre a clonalidade das lesbes

paratiroideias multiglandulares sé&o escassos e datam da década de 1990, pelo que mais
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estudos serdo necessarios para elucidar os mecanismos por trds da heterogeneidade

tumoral nestas lesoes.
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Apesar do conhecimento proporcionado pelo estudo das formas familiares de
HPTP, as alteracbes moleculares subjacentes ao desenvolvimento das formas
esporadicas de HPTP ainda sdo pouco conhecidas, e ndo tém, atualmente, impacto na
clinica, o que dificulta o tratamento e 0 seguimento destes pacientes.

No presente trabalho verificou-se que, tal como tem vindo a ser descrito na
literatura, as alteracdes mais frequentes nas lesdes da paratiroide se observam no gene
Men1.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que as dele¢cbes do gene Menl sdo
frequentes nas lesdes esporadicas da paratiroide, tal como j& havia sido verificado num
estudo anterior neste grupo de investigacdo. O estudo por imunohistoquimica permitiu
observar que na maioria das lesdes de paratiroide hd uma diminuicdo da expressao de
Menina o que sugere que a perda desta proteina é relevante para o desenvolvimento
tumorigénico nestas glandulas. Em conjunto, estes resultados sugerem gue 0 supressor
tumoral Menl desempenha um papel fundamental na tumorigénese paratiroideia. Além
disso, este trabalho permitiu verificar que, na paratiroide, o0 Menl segue o0 modelo de
Knudson para a inativagdo de genes supressores tumorais. Todos 0s casos com perda
de material genético no gene Menl (avaliada por MLPA) apresentaram diminuicdo da
expressdao de Menina, relativamente a paratiroide normal (avaliada por
imunohistoquimica). Apesar de apenas uma lesdo mostrar claramente a presenca de
uma mutacdo acompanhada de LOH, ndo se pode excluir a hipétese de, nas restantes
lesbes, haver outras alteracdes no gene, como hipermetilagdo do promotor, ou mutac¢des
intrénicas. Sendo uma proteina com atividade scaffold, a acdo da Menina esta
diretamente relacionada com a funcao das proteinas a que se liga. Apesar de nos tecidos
enddcrinos a Menina ter uma acao de supressao tumoral, em células hematopoiéticas a
associagdo Menina-MLL promove o desenvolvimento de neoplasia. Além disso, alguns
estudos sugerem que, enquanto supressor tumoral, a sensibilidade das células a
inativagcdo do Menl é dependente do tipo de tecido/orgdo. Embora sejam conhecidos
varios parceiros de acdo da Menina, existem poucos estudos na literatura que descrevam
0S mecanismos que regulam a transcricdo do gene Menl. Para além do estudo de
alteracdes epigenéticas (metilagdo, modelacdo por miRNAs), o estudo da inter-relacéo
entre a Menina e os seus parceiros de interacdo podera ajudar a entender o papel do
microambiente na transcricdo deste gene supressor tumoral, e dessa forma, talvez
explicar os diferentes papeis deste gene em tecidos especificos.

Além das alteracdes inativantes do gene Menl, a sobre-expresséo de Ciclina D1
tem sido associada ao desenvolvimento de tumores esporadicos da paratiroide. Durante

este estudo verificou-se que uma percentagem significativa de lesbes apresentou um
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aumento da sua expressdo. Contudo, apesar da expressao de Ciclina D1 estar associada
a progressao do ciclo celular e ao aumento da proliferacdo, este ndo parece ser o
mecanismo através do qual a Ciclina D1 exerce o seu efeito oncogénico, uma vez que
ndo se verificou correlagdo entre a sua expressdo e a expressdo do marcador de
proliferacdo Ki-67. Um estudo recente mostrou que a Ciclina D1 pode exercer um efeito
oncogénico através de mecanismos independentes da transcricdo mediada pelos
complexos Ciclina D1-CDK. Varios estudos sugerem que 0s tumores benignos da
paratiroide apresentam frequentemente perdas e ganhos cromossomais e o estudo de
Agarwal et al demonstrou que a sobre-expressdo de Ciclina D1 est4 associada a
aneuploidia das células tumorais [133]. Desta forma o aumento da instabilidade
gendmica, provocado pela sobre-expressdo de Ciclina D1, pode representar um
mecanismo alternativo de tumorigénese na paratiroide.

O estudo da expressdo de proteinas nas lesdes de paratiroide permitiu concluir
gue apesar de as alteracdes mais frequentes se verificarem no supressor tumoral Menl e
na proteina Ciclina D1, ndo se verificaram diferencas significativas na expressao de
Menina nem de Ciclina D1 entre as lesdes singulares e multiglandulares. Também néo foi
possivel estabelecer uma relacdo entre a expressdo de ambas as proteinas na mesma
lesdo. Assim (tal como é descrito na literatura) ambas as proteinas parecem exercer um
papel fundamental na tumorigénese paratiroideia, contudo, o significado clinico de tais
alteracdes, e 0 seu impacto no prognostico da doenga continuam por elucidar.

Um dos assuntos mais controversos no diagnéstico diferencial de tumores da
paratiroide é o uso da marcagao imunohistoquimica de Parafibromina como indicador de
malignidade. Os resultados obtidos neste estudo ndo apoiam 0 uso da expressao desta
proteina como critério exclusivo para o diagndstico de carcinoma paratiroideu. Verificou-
se uma diminuicBo da expressdo de Parafiboromina em lesdes paratiroideias
aparentemente benignas e esporadicas. Em uma das lesGes verificou-se que a
diminuicdo acentuada da expressdo era acompanhada de uma mutacéo pontual no gene
CDC73/HRPT2, no entanto ndo foram detetadas alteracdes genéticas do CDC73/HRPT2
em lesBes adicionais que também apresentaram diminuicdo da expressdo de
Parafibromina. A lesdo com mutacdo do CDC73/HRPT2 ndo apresentou critérios
histopatolégicos que indicassem malignidade, no entanto, tal como acontece no gene
Menl, o significado clinico das mutacdes neste gene ainda ndo € conhecido. As
mutacdes do CDC73/HRPT2 estdo presentes numa grande percentagem de carcinomas
da paratiroide, que sdo tumores invasivos e com uma taxa de recorréncia mais elevada
do que os tumores benignos. Desta forma € aconselhavel que os pacientes com lesfes

aparentemente benignas com mutagdo neste supressor tumoral sejam objeto de
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seguimento por parte dos clinicos. Assim, segundo os resultados obtidos, a perda de
expressao de Parafiboromina em lesbes esporadicas da paratiroide deve ser um indicador
para a pesquisa de mutacdes no gene CDC73/HRPT2 e ndo deve ser utilizada como
marcador independente de malignidade.

O estudo da expressdo do inibidor do ciclo celular de p27<"* revelou diferencas
significativas entre os diferentes tipos de lesdo, apesar do estudo genético nao revelar
mutacdes na sua regido codificante. As lesdes multiglandulares apresentaram expressao
significativamente inferior de p27*"* relativamente as lesdes singulares. Segundo o0 nosso
conhecimento este é a primeira vez que se verifica uma expresséo significativamente
diferente desta proteina neste tipo de lesGes. A diminuicdo mais acentuada da expressao
de p27 "' parece indicar que este inibidor do ciclo celular tem um papel mais relevante no
desenvolvimento da hiperplasia da paratiroide do que no desenvolvimento de adenomas
singulares, possivelmente através de um mecanismo VDR-dependente. A analise
genética do VDR em lesbes esporadicas da paratiroide ndo tem revelado mutagbes na
sua regido codificante, & excecdo de alguns polimorfismos, cujo significado ainda n&o
esta esclarecido. O estudo da expressdo do VDR nas lesbes esporadicas analisadas
neste estudo é fundamental para perceber se esta presente um novo mecanismo de
proliferacdo nas lesbes multiglandulares da paratiroide. Por isso, mais estudos s&o
essenciais para compreender o mecanismo de regulacdo da p27“"* pelo VDR. A
observacédo da expressdo diferencial do inibidor do ciclo celular p27** entre diferentes
tipos de lesdo pode representar um mecanismo alternativo de proliferagdo celular na
hiperplasia da paratiroide.

Os mecanismos de tumorigénese subjacentes a tumorigénese esporadica das
glandulas paratiroides continuam por esclarecer. Apesar da expressao de Menina e de
Ciclina D1 n&do poder ser utilizada como biomarcador do tipo de lesdo, a elevada
frequéncia de alteragBes nestes reguladores do ciclo celular parece ser fundamental na
desregulacao do crescimento e proliferacdo destas glandulas.

O estudo das formas esporadicas de hiperparatiroidismo ainda ndo permitiu
estabelecer relagbes genotipo-fendtipo nos individuos afetados. Assim, até a data ndo é
possivel fazer o seguimento clinico mais adequado dos doentes. Contudo, a descoberta
da expresséo diferencial de p27*** pode constituir o inicio de um novo caminho no estudo
das lesbes da paratiroide, e representar um potencial biomarcador na patologia

paratiroideia.
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Descricao dos pares de primers utilizados para amplificacdo das regides alvo do

gene Menl

Temperatura de

Tamanho do fragmento

Exéo emparelhamento (°C) amplificado (bp) Sequéncia nucleotidica (5’'—3’)
e N
 CTCIoseeATeTCACe
eTRCTeceeTeTonce
5 59°C 102 F: CCTGTTCCGTGGCTCATAAC

R: CTGGCCACTTCCCTCTACTG
6 620C 167 F: GGTGGCAGCCTGAATTATGA
R: CAGCCACTGTTAGGGTCTCC

- AepSCCACCACTOCACAAS

105 550C 158 E:GTGGCCACCAAGATCAACTC

: GGTCCGAAGTCCCCAGTAGT
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2. Descricdo dos pares de primers utilizados para amplificacdo das regides alvo do

gene CDKN1B
= Temperatura de Fragmento amplificado At T s o
Ex&o emparelhamento (°C) (bp) Sequéncia nucleotidica (5'—3’)
11 55 247 F:AGAGAGGCGGTCGTGCAG
‘ R:GCCCTCTAGGGGTTTGTGAT
12 55 248 F:GAAGCACTGCAGAGACATGG
' R:GCGTGTCCTCAGAGTTAGCC
13 55 230 F:AAAGGTGCCTGCAAGGTG
' R:GGGCCCCAAACACATTCTAT
> 62 293 F:AACTTCTGCCAGCCATTGTTTTTT
R:AGTAAGATCAGGTATCGTGAGGT

3. Descrigdo dos pares de primers utilizados para amplificacdo das regides alvo do

gene HRPT2
TR pEIEIIIE €/ Fragmento amplificado
Exé&o emparelhamento 9 b P Sequéncia nucleotidica (5’ —3’)
©0) (bp)
1 555 208 F: CGAGGCGACAAGAGAAGAAG
) R: ACAGCCATGCCGGACTTAC
2 56°C 247 F: TGAATCCAGCCTGAAGAGTTG

R: AGGCCAGACCCTGTCTCTTA

4. Condi¢des de Imunohistoquimica

Proteina Anticorpo Primério Diluicao | Incubacéo Recuperacéo antigénica
s | Meneioreomn ey | oo | oy oo
Ciclina D1 Cm‘g‘mgﬁ; esrz"' 1:50 3?2{” Tamp3o Citrato, pH=6.00
Parafibromina P";r:ﬂg OCTL'; ggfg&ﬁﬁjjgfs 1:50 Ovizrgght EDTA 1X, pH= 9.00
Ki-67 Ki-67, SK’QS MIB-1 1:100 30min, T.A. Tampéo Citrato, pH=6.00
p27kiPt San'i’;gﬁj;{;é;?(gogy 1:100 1h, TA Tampéo Citrato, pH=6.00
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5.

DyeSimd

Exemplo de uma eletroforese capilar de uma amostra de DNA controlo analisada
com o kit SALSA MLPA P017-B1 MEN1 lot 0109, e a respetiva tabela que indica a
correspondéncia entre os tamanhos (nt) e os respetivos exdes (adaptado de:
SALSA MLPA KIT P017-B1 MENL1, Description Version 12; 20-01-2010)

35000 189,92

30000 —

25,99
20,83 23783

25000 o . o
211.48 senn 310,39

20000 | 5124 S so00e |5

781 328.94
228,34 g asTTIET 345,55

383 82
15000 —

123,14

f 1]

|
o 'f'lH"l'JUIL.-]l'\L by J‘uTJ U.'uhw' u\JlJ.ll\__,lz' p}' " ‘.Lfl'._J U |'uI,J" l'uJ Lu] W L_.'LJ

10000 —

5000 —

100 150 ooy 2 300 350
Length (nt) SALSA MLPA probe Gene/exon
229 00434-.00020 CTTN
175 00477-L0O0060 RELA
328 01667-L14817 SNX15
MENL1 Start codon
355 13161-L14683 exon 1b
191 01663-L01242 exon 2b (1)
238 13157-L.14682 exon 2b (1)
220 01664-L01243 exon 3b (2)
283 01665-L14816 exon 4 (3)
167 13158-L14680 exon 5
202 13159-114681 exon 6
301 01666-L01245 exon 8 (7)
337 03403-L09561 exon 9 (8)
154 03404-L02795 exon 10 (9)
247 01164-L00720 exon 11 (10)
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6. Tabela de resultados do estudo por MLPA de todos os casos da série de lesdes da

paratiroide.
Paciente | Lesdo | Ensembl E)l(go E);ao E)i(gao Ex7ao E);ao E)Zao E);ao Ex2ao Inltfgo Exléo U?"R
; : |2 |2 |2 |28 |2 |8 |8 |8 |g§ |B
2. s = s = = s = s s s =
28 139032 (38|28 |38 38|32 |ge |28 |38 3s
e 85|85 |85 |85 |85 |85 |85 (85|85 |85 (S5
S do | Sd |90 |30 |94 |33 |94 |93 | 3d |34 | 90
1 071 | 071 | 046 | 060 | 037 | 048 | 036 | 061 | 077 | 1.30 | 1.12
A 151 | 1.07 | 1.14 | 1.20 | 094 | 1.03 | 1.06 | 1.61 2.00 2.15 | 2.79
2 B 146 | 1.13 | 0.63 | 0.82 | 0.80 | 1.12 | 0.74 | 1.37 1.85 3.00 | 1.46
C 125 | 1.01 | 073 | 098 | 093 | 1.03 | 095 | 1.08 | 1.34 | 1.84 | 1.42
3 1.18 | 1.18 | 0.97 | 1.20 | 1.16 | 1.12 | 1.10 | 1.02 1.05 1.17 | 1.20
142 | 1.21 | 140 | 141 | 1.19 | 1.15 | 1.33 | 1.20 1.27 1.28 | 1.63
A 1.25 | 1.09 | 0.84 | 0.94 | 097 | 1.11 | 1.01 | 0.99 1.20 1.62 | 1.32
B 141 | 1.19 | 0.86 | 1.00 | 0.80 | 1.01 | 0.82 | 1.25 1.62 250 | 1.79
> C 1.04 | 1.02 | 1.14 | 091 | 1.04 | 0.97 | 0.69 | 1.32 1.67 244 | 151
D 135 | 102 | 0.76 | 091 | 0.78 | 1.07 | 0.80 | 1.32 1.67 | 2.44 | 1.51
0.64 | 052 | 048 | 0.59 | 0.58 | 0.63 | 0.61 | 0.55 | 0.58 | 0.75 | 0.79
0.74 | 058 | 0.64 | 0.66 | 0.56 | 0.64 | 0.49 | 0.60 | 0.62 | 0.85 | 0.86
094 | 0.87 | 0.84 | 090 | 0.88 | 0.88 | 0.87 | 0.80 | 0.87 | 0.89 | 1.04
10 085 | 0.74 | 0.72 | 0.72 | 0.64 | 0.73 | 0.74 | 0.38 | 0.41 | 0.39 | 0.60
11 129 | 113 | 091 | 1.02 | 093 | 0.95 | 0.95 | 0.97 | 0.97 1.12 | 1.19
12
A 122 | 112 | 091 | 0.98 | 0.88 | 1.04 | 1.00 | 0.89 1.09 | 1.38 | 1.25
13 B 1.10 | 091 | 1.15 | 0.82 | 0.84 | 0.97 | 0.74 | 0.95 1.22 1.59 | 1.69
C 1.30 | 1.13 | 0.93 | 1.15 | 0.88 | 1.02 | 0.96 | 1.15 1.23 1.55 | 1.36
A 148 | 1.22 | 0.92 | 1.06 | 092 | 1.14 | 0.99 | 0.92 1.10 1.42 | 1.00
14 B 099 | 092 | 1.03 | 1.01 | 1.08 | 1.12 | 1.03 | 091 | 0.91 | 0.88 | 0.95
15 1.26 | 1.14 | 1.00 | 1.01 | 1.03 | 1.08 | 1.02 | 0.89 1.15 1.33 | 1.13
16 181 | 1.39 | 091 | 1.01 | 091 | 1.20 | 1.21 | 0.84 1.29 1.67 | 1.24
17 101 | 093 | 0.95 | 0.86 | 0.83 | 0.99 | 085 | 0.95 1.06 | 1.20 | 1.45
18 1.07 | 1.17 | 0.95 | 0.99 | 093 | 1.00 | 1.10 | 0.90 1.02 1.03 | 0.99
19 0.75 | 0.76 | 0.74 | 0.86 | 0.72 | 0.84 | 0.71 | 0.79 | 0.78 | 0.91 | 0.98
A 1.12 | 0.87 | 1.03 | 0.94 | 0.86 | 0.87 | 0.93 | 0.94 1.11 1.13 | 1.47
20 B 097 | 090 | 068 | 093 | 0.75 | 0.84 | 0.71 | 0.86 | 0.95 | 1.08 | 0.88
21
22 0.83 | 0.87 | 0.80 | 0.77 | 0.70 | 0.74 | 0.76 | 0.68 | 0.72 | 0.68 | 0.78
25 1.31 | 1.27 | 1.20 | 1.33 | 1.19 | 1.20 | 1.24 | 1.17 1.24 1.23 | 1.41
26 0.79 | 0.73 | 069 | 0.75 | 0.74 | 0.80 | 0.76 | 0.58 | 0.60 | 0.68 | 0.79
28
29 1.25 | 094 | 1.30 | 0.95 | 098 | 1.08 | 0.99 | 1.01 1.36 1.46 | 1.39

*As células preenchidas a cinzento indicam as regifes para as quais o software Coffalyzer MLPA DAT indica que
existe delecdo; os valores indicam a média 3 experiéncias diferentes (exceto as amostras do paciente 6 e do
paciente 14-amostra A, para os quais so foi possivel realizar duas experiéncias independentes, devido a escassez
de material biolégico).
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