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Resumo
As sindromes de Neoplasias End6crinas Multi-

plas (NEM) sio desordens de padriao autossdmico do-
minante, caracterizadas pela ocorréncia concomitante
de mdltiplas neoplasias comprometendo o sistema
endécrino. A NEM tipo 1 se caracteriza por um fendtipo
clinico que inclui comprometimento das paratiretides,
pancreas ¢ hip6fise. A alteraco genética relacionada a
esta sindrome foi mapeada no cromossomo 11gl3eo
gene identificado como MEN1. A proteina codificada
pelo gene MENI1 é denominada menin ¢, ligando-se ao
fator de transcri¢do JunD, apresenta fungdo de supres-
sdo tumoral. Mutagdes no gene MENI resultam na per-
da da funcio da proteina menin, levando a perda de
controle da proliferacdo de células neuro-endderinas.

ANEM tipo 2 é subdivididaem NEM 2A e NEM
2B. ANEM 2A é caracterizada pela presenca de car-
cinoma medular de tiredide (CMT), hiperparatireoidismo
e feocromocitoma. Individuos com NEM 2B apresen-
tam carcinoma medular de tireoide e feocromocitoma,
acompanhados por neuromas ou ganglioneuromas evi-
dentes. O mecanismo de desenvolvimento das
neoplasias na NEM 2 difere da maioria dos outros me-
canismos de carcinogénese, ja que estd relacionado a
diferentes mutacdes no proto-oncogene RET. O proto-
oncogene RET € um importante controlador da mitose
e apoptose, e quando ativado, desencadeia uma cas-
cata de sinalizagdes que culmina na tumorigénese.

Unitermos: Neoplasias Enddcrinas Multiplas; cin-
cer; menin; hiperparatircoidismo; carcinoma medular de
tiredide; proto-oncogene RET.

Abstract
Multiple Endocrine Neoplasia (MEN) is an

- autosomal dominant disorder characterized by

concomitant multiple neoplasias in the endocrine system,
occuring either inheritedly or sporadically. MEN 1 is
clinically characterized by lesions in the parathyroids,
pancreas and pituitary glands. The genetic alteration
related to this syndrome was mapped on the 11g13
cromossome, and the gene has been named as
MENI1. The protein coded by the MEN1 gene is
called menin, and by interacting with the transcription
factor JunD, presents a tumoural supression activity.
Mutations in the MEN gene result in a loss of function
of the menin protein.

MEN 2 is subdivided into MEN 2A and MEN
2B. MEN 2A is characterized by the presence of
medullary thyroid carcinoma, hyperparathyroidism
and pheocromocitoma. Individuals with MEN 2B
presents medullary thyroid carcinoma and
pheocromocitoma, accompanied by other
alterations. The mechanism of development of the
neoplasias in MEN 2 is diferent from most of the

! Académicos de 3° ano de Medicina da Faculdade de Medicina do ABC
? Professora da Disciplina de Bioguimica da Faculdade de Medicina do ABC

Autor para correspondéncia: Guilherme Tommasi Kappaz

R Teixeira da Silva 407 apto. 151 — Sde Paulo, SP / Tel: 3266-2407 -

9269-6324

Trabalho realizado na Disciplinag de Bioguimica da Faculdade de Medicing do ABC

10 Fundagio ABC




other carcinogenesis’ mechanisms, since MEN 2 is
related fo diferent mutations in the RET proto-
oncogene. REY Proto-oncogene is an important
controller of mitosis and apoptosis, and when
activated, leads to a cascade of signals that ends up
with the tumorigenesis.

Keywords: Multiple Endocrine Neoplasia,
cancer, menin, hyperparathyroidism, medullary
thyroid carcinoma, RET proto-oncogene

1. Introducéio
As sindromes de Neoplasias Endéerinas Multi-

plas (NEM) sédo desordens caracterizadas pela ocor-
réncia concomitante de muiltiplas neoplasias compro-
metendo o sisterma endocrino, podendo ocorrer de for-
ma hereditdria ou esporadica 2, Em 1903, Erdheim?
relatou pela primeira vez a ocorréncia de uma sindrome
composta por neoplasias enddcrinas miltiplas, com a
descricao do surgimento simultineo de hiperplasia de
paratiredide e adenoma hipofisario. Wermer', em 1954,
observou que os aspectos genéticos encontrados nos
casos de NEM eram compativeis com um padrao
autossOmico dominante. Posteriormente, a sindrome foi
dividida em duas classes: NEM 1 (Sindrome de
Wermer) e NEM 2, sendo a tiltima subdividida em NEM
2A (Sindrome de Sipple) e NEM 2B°.

A prevaléncia da NEM 1, a mais estudada entre
essas sindromes, € estimada entre 1/30000 e 1/50000°.
Porém, acredita-se que estes valores possam estar su-
bestimados devido a ocorréncia de erros diagndsticos.
Assim, a NEM 1 pode ser melhor definida como uma
doenca pouco detectada do que como uma doenga
rara’.

Nos altimos anos, numerosas descobertas de
anormalidades genéticas em células cancerigenas vém
elucidando a importancia de alteraces genéticas na
origem e desenvolvimento do cncer. Muitos desses de-
feitos podem ser herdados, resultando em sindromes
de susceptibilidade as neoplasias’. As novas descober-
tas genéticas relacionadas a etiologia das neoplasias
enddcrinas multiplas séo fundamentais para o reconhe-
cimento de individuos com maior chance de desenvol-
ver a desordem, aumentando assim a detec¢io ultra-
precoce da mesma, possibilitando a melhora do prog-
nostico desses individuos®.

2. Apresentacio clinica

2.1 Neoplasia Endicrina Miiltipla tipo 1

A Sindrome de Wermer caracteriza-se primeira-
mente pelo acometimento das paratire6ides em 87 a
97% dos casos, predominantemente sob a forma de
hiperplasias ou de adenomas multiplos®; acomete o pan-
creas em 73% dos casos, quase sempre na forma de

neoplasias, e a hip6fise, como tumores ou hiperplasia,
em 40% dos casos™'?. A lesdo hipofisaria pode ser pro-
dutora de prolactina (60 a 70%, com maior incidéncia
no sexo feminino), de hormdnio de crescimento (20 a
27%) e de ACTH (3,6%) *''. A maior parte dos por-
tadores de NEM 1 apresenta hipercalcemia, doenga
péptica ulcerosa, hipoglicemia e galactorréia-
amenorréia. Qutras lesdes menos fregiientemente ob-
servadas incluem tumores de adrenal, nédulos da
tiredide, lipomas viscerais ou subcutineos, tumores
carcindides (usualmente localizados em bronquios, timo
e duodeno) e feocromocitomas 51213,

A hipercalcemia, causada  pelo
hiperparatireoidismo, € o sintoma mais comumente pre-
sente na NEM 1. A alteragdo das paratiredides geral-
mente afeta todas as quatro glandulas, podendo apre-
sentar-se assintomética por varios anos, A hipercalcemia
prolongada ndo diagnosticada pode levar a litfase e in-
suficiénciarenal.

2.2 Neoplasia Endocrina Miultipla tipo 2A

A Sindrome de Sipple é caracterizada pela pre-
senca de carcinoma medular de tiredide (CMT) em
100% dos casos, hiperparatireoidismo e
feocromocitoma, sendo o ultimo em menor
frequéncia™?.

O primeiro achado histolégico do carcinoma
medular de tiredide, na sua forma hereditdria, € a
hiperplasia de células C, que precede o microcarcinoma.
A ocorréncia do CMT é€ classicamente multifocal e bi-
lateral, sendo a causa mais comum de morte nesses
pacientes’®. As metastases para linfonodos estdo pre-
sentes em 43 a 63% dos pacientes quando o CMT €
detectado clinicamente, mas podem também ocorrer
na presenga do microcarcinoma. E precocemente de-
tectado por meio de niveis anormalmente elevados de
calcitonina sérica, apesar de mais de 30% dos pacien-
tes apresentarem esses niveis normais'’. O CMT pode
produzir prolactina, ACTH, serotonina e polipeptideo
intestinal vasoativo, assim como outros produtos
bioativos'®,

Em estudo prospectivo recente encontrou-se uma
prevaléncia de 16% em relagdo a ocorréncia de
feocromocitomas em pacientes portadores de NEM 2A,
sendo a maioria bilateral®.

2.3 Neoplasia Endocrina Miiltipla tipo 2B

Na NEM 2B ocorre uma forma mais agressiva
de carcinoma medular de tiredide multifocal, que ge-
ralmente surge na primeira década de vida e ocorre
em todos os individuos afetados®. Esse carcinoma
pode produzir uma variedade de produtos bioativos,
gerando diversas manifesta¢des clinicas. Cerca de
50% dos pacientes desenvolvem feocromocitoma,
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na maior parte bilateral®'. Estas neoplasias sdo acom-
panhadas por neuromas ou ganglioneuromas evidentes,
principalmente na mucosa do trato digestivo, conjuntiva,
labios ¢ lingua™.

Os neuromas chamam a atengio geralmente nas
primeiras décadas de vida, sendo responsaveis por uma
sobrevida média de aproximadamente trés a quatro
décadas, em contraste com as seis ou sete décadas de
sobrevida da NEM 2A*. Raramente pode ocorrer
hiperplasia de paratire6ide e megacélon. Outros aspec-
tos adicionais e inconstantes sao um habito corporal
marfanéide com caracteristicas esqueléticas axiais lon-
gas, hipergnatismo da face, articulagdes hiperflexiveis e
aumento dos nervos periféricos" (tabela 1).

3. Aspectos genéticos das proliferacoes celulares

3.1 Neoplasia Endécrina Miiltipla tipo 1

A neoplasia enddcrina miiltipla do tipo 1 € uma
desordem autossémica dominante com um grau de
penetrdncia maior que 90%**. Estudos recentes tém
correlacionado as mutacdes do gene MEN1, um gene
de supressdo tumoral, com a etiologia dessa
sindrome de neoplasias endécrinas.

O gene MENI foi localizado inicialmente em
1988, no brago longo do cromossomo 11 (1113}
Em 1997, Chandrasekharappa et al® identificaram
e clonaram este gene, que € responsdvel pela
codificacdo de uma proteina denominada menin.

A andlise genética dos tumores na NEM 1, emn
COmparagdo aos genotipos constitucionais normais,
mostrou perda de heterozigose (LOH), sugerindo que
o desenvolvimento dos tumores associados ao gene
MENI1 caracteriza-se por ser um processo bifdsico.
A primeirafase afeta o primeiro alelo do gene MEN1,
ocorrendo uma mutacdo germinativa. Jd na segun-
da fase hd uma inativacdo somdtica do alelo ndo
afetado através da perda da heterozigose'?. Esse
processo bifdsico confirma a hipdtese da perda de
Juncdo de um gene supressor de tumor, proposta por
Knudson, na tumorigénese das neoplasias endocrinas
nuiltiplas do tipo P72,

A hipétese de Knudson foi confirmada em estudo
recente em ratos, no qual se desenvolveu um modelo
animal que apresentou a mesma doenga dos

seres humanos. Os tumores que se formaram nes-
ses animais foram examinados, ¢ todos apresentavam a
perda do alelo ndo afetado (segunda fase da
tumorigénese)”®.

3.1.1 Presenca de mutacies no gene MEN1
Diversos autores pesquisaram a presenga de
mutagoes no gene MEN1 em pacientes que desen-
volveram a sintomatologia da desordem (tabela 2).
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Nos principais estudos analisados, a ocorréncia de
mutacdes nesses pacientes variou de 60% a 94%.

Mais de trezentas mutagdes germinativas dife-
rentes do gene MEN1 foram identificadas em estu-
dos baseados em uma extensa série de pacientes com
a sindrome NEM 1°°*'. Aproximadamente 70% des-
sas mutagoes germinativas do gene MENI foram
nonsense (mutacdo pontual que leva a parada de
codificacdo) e mutagdes frameshift fruncadas (origi-
nam-se por insercdo ou delecdio de nucleotideos iso-
lados levando ao término precoce da codificacdo
ou inativacdo da proteina). Cerca de 20 a 25% das
mutacoes foram por substituicdes missense (ocor-
rem por mutacdo em um unico nucleotideo resul-
tando na alteracdo de um aminodcido codificado) e
delecées ou insercoes in-frame (mutacoes que ndo
alteram a segiiéncia de leitura da proteina). Muta-
¢coes em introns e splice-junction (alteracdes nos lo-
cais de juncdo exon-intron) foram reportadas em
poucas familias sendo que algumas dessas mutacées
resultaram em alteracoes da transcrigdo, por refen-
cdo de um tntron ou ndo codificacdo de um éxon®*,

Apesar da existéncia de diversos estudos, ain-
da ndo foi esclarecida a relacdo entre o tipo e a lo-
calizacdo das mutagées do gene MENI com os as-
pectos clinicos da sindrome em familias®’'. Entre-
tanto, a maioria dos pacientes que apresentaram
fenotipo mais agressivo sofreram mutacdo
truncada® .

Os resultados encontrados pelos autores na
tabela 2 mostram que apesar da grande importdn-
cia dessas mutacoes no gene MENI, outros fatores
também podem estar relacionados com a génese dos
tumores. Morelli et al’® citam, entre esses outros fa-
tores, possiveis regides desconhecidas do gene MEN1
que podem estar envolvidas, além da participacdo
de outros genes na etiologia dessa desordem.

3.1.2 A proteina menin
Foi demonstrado que o gene MEN1 contém 10

éxons que codificam a proteina menin, de 610
aminodcidos, sendo que o primeiro éxon e a parte 3'
832-bp do décimo éxon nio sdo traduzidos®.

Evidéncias sugerem que a menin ¢ uma prote-
ina nuclear cuja funcdo exata ainda ndo € conheci-
da, e que apresenta dois sinais de localizacdo nucle-
ar nos codons 479-497 e 588-608"7. Teorias atuais
afirmam que a menin é responsdvel pelo mecanis-
mo de supressdo tumoral atribuido ao gene MENT1.

Recentemente demonstrou-se que a proteina
menin interage com o JunD, um fator de transcri¢ao
participante da proliferacao de células tumorais’. Essa
interacfo resulta na inibi¢io da oncogénese através do
bloqueio da transcrigio ativada pelo JunD*,



Trés grandes dominios da proteina menin sao
cruciais para a interagdo menin-JunD: o0s. quarenta
aminodcidos daregifio N terminal e duas regides cen-
trais, nas posicoes 139 a 242 ¢ 323 a428. Além disso,
quatro residuos de aminodcidos, nas posi¢des 139, 160,
176 e 428, devem ser conservados para que ocorra a
interagfio fisiolégica entre a menin ¢ o JunD*. A menin,
Juntamente com o JunD, age no interior do complexo
AP1, o qual estd envolvido em muitas respostas celula-
res em condi¢des de normalidade ou estresse®.

Baseando-se nos dados das mutagdes dos paci-
entes com a sindrome NEM 1 pode-se sugerir dois
mecanismos distintos inibidores da funciio do gene
MEN]I. No primeiro, a delecio dos sinais de localiza-
¢do nuclear (NLSs) poderia afetar a localizacao nucle-
ar da menin e/ou induzir uma ripida degradagio da pro-
teina truncada®. O segundo mecanismo poderia afetar
as propriedades funcionais localizadas nos dominios
internos da protefna menin**?, Portanto, a tumorigé-
nese da NEM 1 envolve perda da fungdo da proteina
menin®’. Néo obstante, a observacdo de muitos acha-
dos clinicos e patologicos sugere que a primeira muta-
¢do possa induzir um estado celular anormal, aumen-
tando o risco de anormalidades cromossémicas e per-
da da heterozigoze®. Isso sugere que uma alteracdo na
fungéo da proteina menin aumentaria os riscos relativos
ou a susceptibilidade a varios cinceres. Pode-se ainda
propor uma relacfo entre a inativacdo do gene MEN1
e 0 aumento de fatores mutagénicos ambientais*.

3.1.3 Relacdo entre os genes MENI e RAS

Em 1999, Kim et al estudaram uma possivel rela-
¢do do gene MENI com o gene RAS. O RAS € um
oncogene originalmente identificado em um virus de
rato®™. MutacSes no gene RAS sfo comumente detec-
tadas em varios tumores localizados em diferentes or-
gaos e tecidos, sendo geralmente acompanhadas por
mutagdes somdticas em genes de supressio tumoral®,
No estudo realizado por Kim et al”, células com muta-
¢oes no RAS foram desenvolvidas e cultivadas em la-
boratério. Nas placas de dgar, essas células apresenta-
ram tendéncia de formacio de col6nias. No entanto,
nas células que apresentaram uma grande expressao
da protefna menin, a eficiéncia na formagao de cold-
nias foi significativamente reduzida. O mesmo resul-
tado foi obtido in vivo, ao se injetar essas células em
camundongos.

3.2 Neoplasia Endécrina Miultipla tipo 2

O mecanismo de desenvolvimento das neoplasias
na NEM 2 difere da maioria dos outros mecanismos de
carcinogénese, que normalmente sdo por mutacgdes he-
reditarias que inativam o gene de supressao tumoral. A
NEM 2 esta relacionada com alteragtes no proto-

oncogene RET. Os proto-oncogenes sdo genes envol-
vidos no controle do crescimento e desenvolvimento
celular normal. Alteracdes na estrutura desses proto-
oncogenes podem converté-los & oncogenes, que con-
tribuem para o crescimento celular descontrolado, ca-
racteristico do cncer.

3.2.1 O proto-oncogene RET

O proto-oncogene RET, localizado no
cromossomo 10q11-2, codifica uma proteina quinase
transmembrana que apresenta um dominio extra-celu-
lar rico em cisteinas ¢ um dominio intracelular catalitico.
A porg¢do extracelular atua como receptor de quatro

‘ligantes relacionados entre si: o fator neutrofilico deri-

vado da glia (GDNF), a neurturina, a artemina e a
persefrina, sendo que cada ligante atua através de liga-
¢do concomitante a um correceptor especifico, a saber:
GFRal, 2, 3 e 4 respectivamente®. Os correceptores
interagem com os ligantes e induzem homodimenizagio
da proteina quinase através da regido rica em cisteina,
culminando em uma ativacio catalitica dos dominios da
proteina quinase. Esta ativagio envolve fosforilagdes
cruzadas e um complexo sistema de transdugdo de si-
nais com subseqiiente ativagio da via Ras-MAP-
quinase. Esta via é responsdve] pela fosfortlacao dos
fatores de transcri¢do Fos, Jun e Myc, que estimulam a
sintese de RNA mensageiro de genes alvo %,

O gene RET contém 21 éxons™ e & expresso
normalmente em vartos tecidos incluindo a tiredide,
adrenal, tecidos neuro-endéerinos e rins em desenvol-
Viment053,54,55,56,57'

3.2.2 NEM 2A e o proto-oncogene RET

Em geral, a desordem denominada NEM 2A é
caracterizada por predisposicao genética relacionada
ao oncogene RET, e a invasibilidade do tumor € geral-
mente maior nesta forma herdada®. Acredita-se que
mutag¢des no proto-oncogene RET possam resultar
em alteracOes em uma das cinco cisteinas do domi-
nio extra-citoplasmadtico da tirosina quinase, ocor-
rendo trocas por outros aminodcidos. As mutacdes
no proto-oncogene RET induzem ativacio da prote-
ina quinase independentemente da presenca de seus
ligantes fazendo com que ocorra transmissdo cons-
tante de sinais de crescimento e diferenciacgio, esti-
mulando a mitose indiscriminada’®®, Estudos recen-
tes, porém, estdo pesquisando possiveis mutagdes
em c6dons que codificam o dominio
intracitoplasmaético da tirosina quinase em casos ra-
ros de NEM 2A%%,

Estudos em ratos transgénicos com mutacio do
NEM 2A demonstraram que a expressio alterada
do proto-oncogene RET ocorre na presenca de uma
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proteina promotora que ativa a produgio de
calcitonina, através do desenvolvimento de
hiperplasia de células C e CMT®!.

O proto-oncogene RET, no caso do NEM 2A,
€ afetado por uma mutac¢io germinativa e por uma
delecao somdtica adicional no alelo selvagem.

A mutacdo germinativa no RET ¢é do tipo
missense, ocorrendo nos coédons 609, 610, 611,
618, 620 ou 634, que codificam o dominio extra-
celular da cisteina, em 98% dos casos®. A altera-
¢cdo mais comum estd relacionada ao c6don 634,
na qual ha substitui¢do de cisteina (Cys) por
arginina (Arg), tirosina (Tyr} ou glicina (Gly) em
80 a 90% dos casos. Estudos vém associando
mutagdes no cddon 634 a um maior risco de
feocromocitoma, e especificamente a alteracio de
cisteina para arginina tem sido relacionada ao
hiperparatireoidismo e carcinoma medular de
tiredide bilateral e multifocal®$+%  Apesar do
feocromocitoma aparentemente estar com maior
freqiiéncia associado a mutagdes especificas na
sequéncia do RET, um estudo retrospectivo com
274 casos de NEM 2A mostrou que o
feocromocitoma ocorreu de 2 a 11 anos apos o CMT
em mais de 40% dos pacientes, sugerindo que paci-
entes com apenas CMT devem ser considerados
como potenciais portadores de MEN 2A, e o diag-
noéstico de feocromocitoma deve ser verificado®.

A delegdo somdtica ocorre geralmente entre
os éxons 4 e 0 16 e afeta o alelo normal causando
perda da heterozigose do protooncogene RET.

Também foram descritas mutagdes no exon
10 (c6dons 609, 611, 618 e 620)em 10 a 15% dos
casos®. Estudos recentes tém demonstrado novos
“hot spots” no exon 13, nos cédons 790 e 791,

que codificam o dominio intracitoplasmatico da
tirosina quinase™.

3.2.3 NEM 2B e o proto-oncogene RET

Mutagdes germinativas no proto-oncogene
RET também foram descritas em pacientes porta-
dores de NEM 2B¢. Em mais de 98% dos casos a
mutacio é missense e ocorre conversdo da
metionina em treonina (ATG para ACG) no éxon
16 do c6don 918, cuja localizagdo fenotipica sdo
os dominios cataliticos citoplasmaticos da protei-
na tirosina quinase’®. Tal mutagdo altera a
especificidade do dominio intracelular da tirosina
quinase codificada pelo proto-oncogene RET, in-
duzindo sinais intracelulares anormais. Além dis-
s0, essa mutagdo tem sido associada a uma piora
no progndstico do CMT. Recentemente foram en-
contradas familias portadoras de NEM 2B que
apresentavam uma mutagio missense no coédon
883, que também esta localizado nos dominios da
tirosina quinase’.

4. Conclusio

Nos dltimos anos o papel da genética no desen-
volvimento das Neoplasias End6crinas Multiplas vem
sendo delineado. A ativacao de diferentes sinais de
proliferaciio celular, através de mutacdes em proto-
oncogenes e genes de supressdo tumoral, tem sido o
principal foco de estudo dos diversos autores. A pers-
pectiva de detecgdo precoce dessas alteragdes gené-
ticas pode levar a uma diminui¢do significativa da
morbi-mortalidade dessas doengas. Sfo necessarios,
no entanto, estudos mais detalhados nessa area para
que se obtenha total compreensao dos mecanismos
genéticos que envolvem estas sindromes.

Tabela 1 — Apresentacio clinica mais freqiiente das neoplasias endécrinas miiltiplas

Frequéncia MEN 1 MEN 2A MEN 2B
Carcinoma medular
de tiredide
+++ Hiperplasia ou adenoma Carcinoma medular
de paratiredide de tiredide Neuromas ou
ganglioneuromas do
trato gastrointestinal
++ Neoplasia de pancreas Hiperplasia ou adenoma Feocromocitoma
de paratiredide
+ Neoplasia ou hiperplasia Feocromocitoma

de hipofise
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Tabela 2 — Mutacoes no gene MEN1 em pacientes com MEN 1 - andlise dos principais estudos

nodepubleagto ek e et o
analisados gene MENI (%)
Morelli et al 2000 32 19 (60)
Poncin et al 1999 10 09 (90)
Giraud et al 1908 54 47 (87)
Agarwal et al 1997 50 47 (94)
Bassett et al 1992 63 47 (75)
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