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RESUMO

A Sindrome de hiperparatireoidismo associado a tumor de mandibula ou maxila (HPT-
JT) é uma doenca rara, herdada como trago autossdbmico dominante. A sindrome é
caracterizada por hiperparatireoidismo associado a tumores fibro-6sseos de mandibula ou
maxila, com penetrancia variavel. Alguns pacientes podem apresentar alteracdes renais como
tumor de Wilms, hamartomas ou rim policistico. O HRPT2 (1925-g31) é um gene candidato
a supressor de tumor, que codifica a proteina parafibromina de funcdo ainda desconhecida.
Mutacdes no gene HRPT2 foram associadas a sindrome de HPT-JT e também foram
descritas em casos de carcinoma de paratiredide e de hiperparatireoidismo familiar isolado
(HPFI). Esse trabalho teve com objetivo investigar o gene HRPT2 em um caso de HPT-JT e
em uma familia portadora de HPFI. Os 17 exons do gene HRPT2 foram amplificados por
PCR, com a utilizacdo de pares de primers especificos, a partir de DNA genémico, isolado
do sangue periférico, e DNA tumoral, extraido de adenomas de paratiredide de um paciente
do sexo masculino, portador adenoma de paratiredide recidivado, apresentando também
lesdo tumoral na regido maxilar e de membros afetados de uma familia com 9 casos de
hiperparatireoidismo, sem outras endocrinopatias associadas. Os produtos de PCR foram
purificados e seqlienciados em um sequenciador automatico. No caso de HPT-JT, foi
encontrada uma mutagdo germinativa em heterozigose (679delAG) no exon 7 levando a uma
mudanga na janela de leitura,. Na familia portadora de HPFI, encontramos uma mutacéo
nonsense no exon 1 (96 G>A), em heterozigose no DNA genémico e em homozigose no
DNA tumoral, corroborando o papel do HRPT2 como gene supressor tumoral. As mutacdes
descritas nesse trabalho fortalecem a associacdo desse gene com a sindrome de HPT-JT e o
seu papel na patogénese dessa doencga e reforcam a hipotese de que o HPFI, em pelo menos

parte dos casos, pode ser considerada uma variante alelica do HPT-JT.



ABSTRACT

Hyprparathyroidism-jaw tumor syndrome (HPT-JT) is a rare disease, inherited as an
autosomal dominant trait and characterized by hyperparathyroidism associated to fibro-
osseous lesions of the mandible and maxilla, and renal cysts tumors, with variable
penetrance. HRPT2 (1925-g31) is a presumed tumor suppresor gene, which encodes the
protein parafibromin, with unknown function. HRPT2 mutations were associated to the HPT-
JT syndrome and also described in cases of parathyroid carcinoma and familial isolated
hyperparathyroidism (FIHP). The aim of this study was to investigate the HRPT2 gene in an
isolated case of HPT-JT and in a family with FIHP. The 17 exons of the gene were amplified
by PCR, using specific primers pairs, from genomic and tumoral DNA, extracted from
peripheric leucocytes and parathyroid adenomas respectively, from a patient presenting
recurrent parathyroid adenomas and a maxilla tumor and from affected members of a family
with 9 confirmed cases of hyperparathyroidism, without other associated endocrinopathies.
PCR products were purified and automatic sequenced. In the HPT-JT patient, we found a
germinative heterozygote mutation in exon 7 (679delAG), leading to a frameshift. In the
FIHP family a nonsense mutation was found in exon 1 (96 G>A), which was heterozygous in
genomic DNA and homozygous in tumoral DNA, supporting the role of HRPT2 as a tumor
suppressor gene. The mutations described in this study strenght the association of this gene
with HPT-JT syndrome and reinforce the hypothesis of FIHP as na allelic variant of HPT-JT

at least in a subset of the families.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

O hiperparatireoidismo primario é a causa mais comum de hipercalcemia, com uma
prevaléncia de 1 a 2 para cada 1000 individuos, ocorrendo em cerca de 0,2% das mulheres
e 0,1% dos homens acima dos 60 anos. A grande maioria dos casos é esporadica, sendo
que 80 a 85% se apresentam como um adenoma Unico de paratiredide, 10 a 15% como
hiperplasia das quatro glandulas e menos de 1% dos casos sao causados por carcinoma das
paratiredides (Marx, 2000).

As formas familiares sdo responsaveis por cerca de 10% dos casos de
hiperparatireoidismo primario e geralmente se apresentam no contexto de sindromes
hereditarias como as neoplasias endocrinas maltiplas tipo 1 ou 2 (MEN1 e MENZ2,
respectivamente), o hiperparatireoidismo associado ao tumor de maxila ou mandibula
(HPT-JT), hipercalcemia hipocalcidrica familiar benigna (HFF) e do hiperparatireoidismo
familiar isolado (HPFI) sem outras manifestacfes enddcrinas (Marx, 2000).

Recentemente, a associacdo entre o gene HRPT2 e o HPT-JT e também o HPFI,
sindromes raras, relativamente heterogéneas, com caracteristicas clinicas, fisiopatoldgicas
e historias naturais ainda ndo completamente conhecidas, foi descrita (Szabé et al., 1995;
Carpten et al.,, 2002). Nesse trabalho investigaremos o envolvimento do HRPT2 na

patogénese de um caso esporadico de HPT-JT e uma familia portadora de HPFI.
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1.1 HIPERPARATIREOIDISMO PRIMARIO

1.1.1 Homeostase do calcio extracelular

O PTH é um hormonio polipeptideo de 84 aminoacidos com peso molecular de 9300
kilodaltons, produzido pelas células principais das paratiredides. Apds a sua sintese, 0 PTH
é armazenado em granulos citoplasmaticos e secretado sobretudo em resposta a queda na
concentracdo plasmatica de calcio ibnico, constituindo o principal responsavel pela
homeostase do calcio extracelular. A sintese e secrecdo de PTH sdo inibidas pela
hipercalcemia, hipofosfatemia e pela vitamina D3.

O calcio idnico plasmatico é o principal regulador da producdo do PTH, agindo
através do sensor de calcio extracelular (CaSR) (figura 1), um membro da familia dos
receptores acoplados a proteina G (Garrett et al., 1995). O célcio i6nico extracelular se liga
ao dominio N-terminal do receptor levando a geracdo de inositol trifosfato, que resulta na
liberacdo de célcio dos estoques intracelulares e influxo de célcio extracelular através da
abertura de canais ibnicos na membrana citoplasmética. O aumento da concentracdo de
calcio intracelular inibe a secrecdo e a transcri¢do do gene do PTH. A vitamina D3 também
age como um importante regulador negativo da sintese e secrecdo do PTH, através de sua
ligacdo ao receptor de vitamina D (VDR) nas células principais da paratiredide.

Os efeitos do PTH no metabolismo mineral sdo mediados através da sua ligacdo ao
receptor de PTH tipo 1 nos ossos e rim. O estimulo do PTH leva a um aumento na
reabsorcdo Ossea e renal de calcio, ativacdo da la-hidroxilase no rim, com conseqiente
aumento na producdo de vitamina D3 ativa (1,25(0OH),D3) que, por sua vez, aumenta a
absorcéo intestinal de calcio e fosforo. O resultado final é a liberacdo de célcio e fosforo

inorganico na corrente sanguinea (figura 1).
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Figura 1: Mecanismos de regulacdo da homeostase do calcio O CaSR, localizado na
superficie das células paratireoideanas principais, ¢ ativado pelo Ca' extracellular, levando
a ativacao da PLC e aumento os niveis de Ins(1,4,5)P3. Ins(1,4,5)P3,por sua vez, aumenta a
concentracdo de Ca'™ intracelular{[Ca?']i}, que inibe a secrecdo de PTH na corrente
sanguinea por mecanismos pés-transcricionais. Em resposta a hipocalcemia, PTH aumenta
os niveis de Ca'™" sérico, através de aumento na reabsorcdo Ossea e renal de Ca*™. O
horménio precursor da vitamina D sofre uma hidroxilacdo inicial a 25-hidroxivitamina D3
[25(OH)Ds] no figado e, posteriormente, sob regulagdo do PTH, que estimula a atividade
da 1-a-hidroxilase nos tubulos renais proximais, € hidroxilada a 1,25(OH),Ds.
1,25(0OH),Ds aumenta os niveis séricos de Ca™" estimulando a absorcéo intestinal de Ca™ e
também é responsavel por um mecanismo de retroalimentacdo negativa na paratiredide,

inibindo a secrecdo de PTH (seta vermelha). (adaptado de Carling, 2001)
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1.1.2 Apresentacdo clinica

O hiperparatireoidismo primario é definido como uma associacdo de disturbios
resultantes da secrecdo excessiva, relativamente descontrolada, do paratorménio (PTH),
por uma ou mais glandulas paratireoideanas (Arnold et al., 1988).

Os pacientes portadores de hiperparatireoidismo apresentam-se, em geral, com
hipercalcemia, hipofosfatemia, hipercalcitria e aumento dos niveis séricos de PTH. As
manifestacdes clinicas estdo relacionadas aos efeitos da propria hipercalcemia como, por
exemplo, a polilria, polidipsia, nefrolitiase, nefrocalcinose, nauseas, vémitos, constipacao
intestinal, Ulcera péptica, pancreatite, fadiga, hipertensdo arterial ou aos efeitos da agédo
direta do PTH, como osteite fibrosa com reabsorcdo subperidstea, osteoporose,
osteomaléacia. No entanto, no adenoma esporadico de paratiredide, a hipercalcemia
costuma ndo ser muito acentuada e os pacientes sao fregiientemente assintomaticos (Marx
et al., 2000).

Ja no carcinoma de paratiredide, 0s pacientes sdo bastante sintomaticos e a doenca €
geralmente devastadora. A doenca é usualmente diagnosticada em torno da quinta década
de vida, cerca de dez anos antes do hiperparatireocidismo primario tipico (adenoma
esporadico) e a incidéncia é igual em homens e mulheres. Os niveis de céalcio sérico
costumam ser bem mais elevados que nos casos de adenoma ou hiperplasia de paratiredide
e o0s pacientes freqientemente queixam-se de fraqueza, emagrecimento, hiporexia, dor
0ssea, fraturas, além dos sintomas citados anteriormente. Uma massa cervical é palpavel
em cerca de 30 a 76% dos pacientes, um achado incomum no hiperparatireoidismo benigno,
e os niveis de PTH estéo geralmente 5 a 10 vezes acima do limite superior (Shane, 2001).

Achados tipicos do hiperparatireoidismo priméario benigno e do carcinoma de

paratiredide podem ser vistos na tabela 1.



Introducdo

Tabela 1: Achados tipicos de carcinoma de paratiredide e hiperparatireoidismo primario

benigno

Carcinoma de paratiredide Hiperparatireoidismo primario
Taxa mulher: homem 1:1 3.5:1
Idade média (anos) 48 55
Assintomaticos (%) <5 >80
Célcio sérico (mg/dL) >14 <11,5
PTH muito elevado pouco elevado
Massa cervical palpavel comum Raro
Envolvimento renal (%)* 32-80 4-18
Envolvimento esquelético (%)* 34 — 91 <5
doenca renal e esquelética comum Raro

concomitante

 Nefrolitiase, nefrocalcinose e insuficiéncia renal sem outra etiologia.
2 Ostefte fibrosa, reabsorcéo subperidstea, cranio com aspecto "salt and pepper" e osteopenia difusa em

radiografias simples (adaptado de Shane 2001).

1.1.3 Alteracdes moleculares no hiperparatireoidismo primario

A fisiopatologia do hiperparatireoidismo primario se relaciona a perda da funcéo
normal de retroalimentacdo negativa do calcio extracelular no controle da secrecdo do
PTH. As causas desse descontrole sdo ainda desconhecidas, porém ja foram identificados
varios mecanismos moleculares envolvidos na patogénese do hiperparatireoidismo. Os
adenomas, carcinomas e grande parte casos de doenca poliglandular sdo de origem
monoclonal (Friedman et al., 1989), sugerindo crescimento a partir de células precursoras

que sofreram mutagcfes somaticas ou germinativas em genes que controlam o crescimento
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da ceélula paratireoideana ou a expressdo do PTH, como a ativacdo de oncogenes ou
inativacao de genes supressores tumorais.

O exemplo mais conhecido de gene supressor tumoral envolvido na patogénese do
hiperparatireoidismo é o MEN1 (Kas et al., 1993). Mais de 600 mutacdes no gene MEN1
foram descritas em casos de neoplasia endocrina multipla tipo 1 (Thakker, 2004) e na
maioria dos casos pode se observar perda de heterozigose no DNA tumoral. (Friedman et
al., 1989; Friedman et al., 1992; Larsson et al., 1992) MutacGes somaticas no MEN1 séo
encontradas em cerca de 25 a 30% dos adenomas esporadicos de paratiredide; Heppner et
al., 1997, Carling et al., 1998, Farnebo et al., 1998).

O modelo para o desenvolvimento de um tumor a partir da perda de funcdo do
produto de um gene supressor tumoral é semelhante ao paradigma descrito para a
oncogénese do retinoblastoma (Cavenee et al., 1983; Bishop, 1987). Os alelos normais
codificam proteinas envolvidas na modulacdo do crescimento e multiplicacdo celular.
Alguns produtos de genes supressores tumorais previnem a progressao do ciclo celular,
outros induzem apoptose em células defeituosas ou desempenham fungdes que mantém a
estabilidade genoma estavel, como controle da replicacdo do DNA e reparo de mutacdes.
De acordo com a teoria de Knudson, a inativagdo de ambos os alelos (“two hits”) ¢é
necessaria para transformar uma célula de um tipo especifico num precursor de um clone
de tumor benigno ou maligno. Nas formas familiares, um alelo inativado é herdado
(geralmente com uma mutagdo em ponto) e o segundo alelo, normal, € herdado do
ascendente ndo afetado, mas torna-se inativo por uma mutacdo somatica na célula
precursora do tumor (Knudson, 1985). Nos casos esporadicos, os dois eventos inativadores
sdo de origem somatica. A primeira inativacdo € geralmente uma mutacdo em ponto,
enguanto a segunda muitas vezes envolve a perda de um cromossomo inteiro ou parte dele.

Desse modo, tanto os tumores familiares quanto esporadicos tendem a reter marcadores
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adjacentes ao gene em questdo em um dos alelos, mas perdem esses marcadores no alelo
que sofreu a delecéo.

Quando se estuda um determinado locus ligado a um gene supressor de tumor com
marcadores microssatélites polimorficos a perda de um dos alelos causada por delecdo
cromossdmica pode ser visualizada como perda de heterozigose alélica (loss of
heterozygosity ou LOH) (Tischfield, 1997). Ou seja, num individuo que seja heterozigoto
para esse locus, as células normais apresentardo dois alelos. Nas células tumorais, o evento
de delecdo cromossémica que inativa 0 gene supressor de tumor leva a perda de um dos
alelos anteriormente presente.

Nem todos os tumores, entretanto, apresentam o padrdo tipico de perda de
heterozigose. Se o alelo normal for silenciado por pequenas alteragdes como uma mutacao
em ponto, delecdo de uma seqiiéncia curta ou por metilacdo, ao invés de uma grande
delecdo, ndo havera perda de heterozigose. As técnicas de screening geralmente utilizadas
ndo detectam alteracBes de metilacdo, e por isso, sua importancia pode estar sendo
subestimada (Strachan and Read, 1999).

O gene supressor de tumor RB é inativado em mais de 85% dos carcinomas de
paratiredide e, provavelmente, é um fator importante na sua patogénese molecular (Cryns
et al., 1994, Shan et al., 1998). O gene RB localiza-se no braco longo do cromossomo 13,
regido 13qlde codifica a fosfoproteina nuclear RB, importante na modulacdo do ciclo
celular (Lewin, 1999). O retinoblastoma (e varios outros tumores) ocorre quando ambas as
copias RB sdo inativadas (Knudson, 1985).

Outro mecanismo descrito na patogénese dos adenomas de paratiredide € um
rearranjo no cromossomo 11 envolvendo os genes PTH-PRAD1, causado por uma inversao
pericentromérica, que resulta em uma expressdo exagerada do produto do oncogene

PRADJ, a ciclina D, uma proteina regulatoria do ciclo celular que é normalmente expressa
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em altos niveis na fase G1 do ciclo celular e permite a entrada da célula na fase mitotica do
ciclo (Arnold et al., 1989; Rosenberg et al., 1991). Portanto, uma desordem especifica da
regulacao do ciclo celular na paratiredide leva a proliferacdo anormal e, conseqlientemente,
a formacdo tumoral. Essa alteracdo genética esta presente em todas as celulas tumorais,
mas nao nos tecidos normais. Aumento da expressao da ciclina D é encontrado em 18 a
40% dos adenomas esporadicos de paratiredide (Hsi et al., 1996; Arnold et al., 2002).

A perda de heterozigose no locus responsavel pela localizacdo do gene que codifica
0 receptor de célcio ocorre em aproximadamente 10 % dos adenomas esporadicos
(Thompson et al., 1995). A inativacdo da funcdo desse receptor levaria a0 aumento na

producdo de PTH apesar dos niveis elevados de calcio extracelular.

1.2 SINDROMES HEREDITARIAS ASSOCIADAS AO

HIPERPARATIREOIDISMO

Em 1936, Goldman and Smyth relataram a presenca de tumores da paratiredide em
uma unica familia, sugerindo, desse modo, a origem genética dessa doenca.
Posteriormente, varios casos foram descritos e, embora aproximadamente 100 mil novos
casos de hiperparatireoidismo sejam anualmente diagnosticados, somente nos Estados

Unidos, o hiperparatireoidismo familiar responde por apenas 10% desse total.
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1.2.1 Neoplasia enddcrina maltipla tipo 1 (MEN1)

A MENL1 é uma sindrome herdada de forma autossémica dominante caracterizada pela
ocorréncia de tumores de paratiredide, ilhotas pancreaticas e hipofise anterior. O
hiperparatireoidismo estd presente em 95% dos pacientes e é a apresentacdo inicial em
cerca de 85% dos casos, geralmente na forma de hiperplasia poliglandular. Os tumores de
ilhotas pancreaticas (tipo gastrinomas, insulinomas, glucagonomas) e adenomas
hipofisarios (geralmente produtores de prolactina ou de hormonio de crescimento)
apresentam uma penetrancia mais baixa, ocorrendo em até 50% dos pacientes portadores
da sindrome. Varios tipos de lesbes dermatoldgicas também podem estar associados a
MENL1. Angiofigromas faciais multiplos foram relatados em até 90% dos casos e
colagenomas foram identificados e mais de 70% dos casos de MEN1 (Schussheim et al.,
2001). Outros tumores associados, que também podem estar presentes, incluem tumores
carcindides, tumores do cértex adrenal, lipomas, angiofibromas e colagenomas (Thakker,
2004).

A incidéncia de MEN1 em estudos postmortem € de 0,25%. Varia de 1 a 18% entre
pacientes com hiperparatireoidismo, 16 a 38% entre 0s pacientes com gastrinomas e menos
de 3% entre os pacientes com tumores hipofisarios (Thakker, 2000). Comparando-se 0
hiperparatireoidismo associado a MEN1 ao esporadico, observa-se que o primeiro
geralmente se apresenta com uma hipercalcemia leve, em pacientes mais jovens,
geralmente na terceira década de vida, e com uma incidéncia igual entre homens e
mulheres (Thakker, 2000).

A MENL1 é causada por mutacgdes inativadoras no gene supressor tumoral MEN1,

mapeado na regido 11g13 (Larsson et al., 1988). A existéncia de perda de heterozigose no
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locus atribuido ao gene da MEN1 em tumores de pacientes portadores da sindrome,
indicou a possibilidade desse gene pertencer a categoria dos genes supressores de tumor
(Friedman et al., 1989; Thakker et al., 1989; Kas et al., 1993). Pelo critério de perda clonal
de um alelo estabeleceu-se que muitos tumores paratireoideanos na MEN1 sdo na verdade
adenomas monoclonais e ndo hiperplasias policlonais (Arnold et al., 1988).

Em 1997, o gene MEN1 foi clonado, sendo composto de 10 exons, que codificam a
proteina nuclear Menin, de 610 aminoacidos (Chandrasekharappa et al., 1997). Menin
interage com uma série de proteinas nucleares envolvidas na regulacdo transcricional,
como o fator de transcricdo JunD (um membro da familia da proteina ativadora 1 (AP1)),
membros da familia de reguladores transcricionais do fator nuclear kappa B (NFkB),
membros da familia SMAD, entre outros, e reprime a ativacdo da transcricdo mediada por
esses fatores (Agarwal et al., 1999, Heppner 2001, Kaji 2001). Recentemente, foram
descritas interacdes da Menin com uma série de proteinas envolvidas no controle da
estabilidade genémica (Lopez-Egido et al., 2002). O exato mecanismo de acdo da Menin,
entretanto, ainda n&o é conhecido.

Mais de 90% das familias portadoras de MEN1 apresentam mutac¢fes germinativas
inativadoras no gene MEN1. Além disso, 0s tumores desses pacientes apresentam
mutacdes somaticas no MEN1 ou LOH envolvendo a regido 11913, que inativam a
segunda copia do gene, consistente com o papel de gene supressor tumoral. As mutacdes
descritas séo distribuidas pelos 9 exons traduzidos do gene MEN1 e ndo ha uma correlacdo

genotipo-fendtipo (Thakker, 2004).
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1.2.2 Neoplasia enddcrina maltipla tipo 2A (MEN2A)

Na neoplasia enddcrina do tipo 2 (MEN2), o hiperparatireoidismo ocorre na variante
MENZ2A, em cerca de 20 a 30% dos casos. Esses pacientes apresentam ainda, em 100%
dos casos, o carcinoma medular da tiredide e em menos de 50% tumores adrenais, tais
como o feocromocitoma e a hiperplasia da medular (Friedman, 1994). Na MEN2B, que
representa apenas 5% de todos os casos de MEN2, o envolvimento das paratiredides é raro,
e o carcinoma medular de tiredide e o feocromocitoma estdo associados com habitus
marfandide, neuromas mucosos e megacolon. Ha também a variante na qual o carcinoma
medular de tiredide familiar € a Unica manifestacdo da sindrome (Thakker, 2004).

As trés variantes da MEN2, herdadas de forma autossomica dominante, séo causadas
por mutacdes ativadoras no proto-oncogene RET, mapeado no cromossomo 10ql1.2
(Simpson et al., 1987) e que codifica um receptor de superficie celular, com dominios
extracelulares ricos em cisteina € um dominio intracelular tirosina quinase. O proto-
oncogene RET é normalmente expresso nas células C da tiredide, células cromafin e
células paratireoidianas (Pausova et al., 1995). Evidentemente, o produto desse gene €
menos importante para o crescimento das células paratireoideanas do que para as
tireoideanas do tipo C, ja que a penetrancia do hiperparatireoidismo na MEN2A e 2B é
baixa, predominando o carcinoma medular de tiredide.

Ao contrario da MEN1, na MEN2 ha uma correlagdo bem estabelecida entre o
genotipo e o fendtipo (Carling, 2001). Em 95% dos pacientes, MEN2A ¢ associada com
mutacdes no dominio extracelular rico em cisteina, sendo que 85% dessas mutacdes
ocorrem no codon 634 (C634R). O carcinoma medular de tiredide familiar também esta

associado a mutacGes missense no dominio extracelular, principalmente no codon 618. Ja a
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MEN2B estd associada a mutacbes numa regido altamente conservada do dominio
intracelular tirosina quinase (codon 918, M918T) em 95% dos pacientes. (Mulligan et al.,
93; Mulligan et al., 95; Mihai, 2001; Thakker, 2004).

O RET é um proto-oncogene, o que significa que uma Unica mutacdo ativadora em
apenas um alelo seria suficiente para causar a transformacdo neoplasica. Todas as
mutacdes no gene RET identificadas até hoje resultam em ativacdo oncogénica da proteina
RET. Por exemplo, mutacdes afetando os residuos cisteina do dominio extracelular levam
0s mondmeros do receptor a se dimerizarem, mimetizando os efeitos causados pela ligagdo
de um ligante ao receptor e induzindo um aumento da fosforilacdo e ativacdo constitutiva

do dominio tirosina quinase.

1.2.3 Hiperparatireoidismo associado a tumor de mandibula ou maxila

O hiperparatireoidismo associado a tumor de mandibula ou maxila (HPT-JT) € uma
sindrome rara, de incidéncia e prevaléncia desconhecidas, herdada de forma autossémica
dominante e caracterizada pelo desenvolvimento de adenomas ou carcinomas
paratireoideanos e tumores fibro-6sseos benignos de mandibula ou maxila.

Cerca de 90% dos pacientes apresentam-se com hiperparatireoidismo, que
geralmente é a manifestacdo inicial da sindrome. Na HPT-JT, o hiperparatireoidismo
apresenta, em geral, comportamento mais agressivo do que nos casos esporadicos, com
hipercalcemia mais grave, e é causado por adenomas de caracteristica recorrente, que
podem acometer uma ou mais glandulas, simultaneamente ou nédo, ou, em até 15% dos
casos, carcinomas de paratiredide. Ao contrario do hiperparatireoidismo esporadico que €

mais comum em mulheres acima dos 60 anos, no HPT-JT o hiperparatireoidismo pode se
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manifestar no fim da adolescéncia ou no adulto jovem, com penetrancia menor em
mulheres (Chen et al., 2003). Os tumores de mandibula ou maxila estdo presentes em cerca
de 40% dos casos e podem, em alguns casos, preceder o hiperparatireoidismo.

Em cerca de 45% dos casos podem estar presentes lesdes renais como o tumor de
Wilms, adenomas corticais, hamartomas, cistos renais mdltiplos e carcinoma papilar de
células renais (Szabo et al., 1995). Outras lesdes associadas incluem adenocarcinoma de
pancreas, tumores de testiculares germinativos e adenomas tireoidianos de celulas de
Hurthle (Cavaco et al., 2001). Recentemente, Bradley et al. (2005) relataram a presenca de
menorragia e tumores uterinos benignos e malignos em 20 de 27 mulheres de 13 entre 33
familias estudadas. As lesdes encontradas incluiam adenosarcomas, adenofibromas,
leiomiomas, adenomioses e hiperplasia endometrial. As mulheres afetadas apresentavam

historia de abortamento repetido e baixa taxa de natalidade.

1.2.3.1 Histopatologia

Histologicamente, ha uma alta incidéncia de alteracdes cisticas nos adenomas de
paratiredide encontrdos na HPT-JT, que variam desde numerosas dilataces em forma de
foliculo ou criptas, até grandes cistos que distorcem a arquitetura da glandula, sempre
revestidos por células paratireoidianas. Apesar dessas alteraces serem mais comuns no
HPT-JT, ndo sdo exclusivas dessa entidade e também podem estar presentes em casos de
hiperparatireoidismo esporadico e até mesmo em glandulas normais.

O diagnostico histoldgico do carcinoma de paratiredide é extremamente dificil e ndo
ha lesdes patognomonicas Caracteristicas sugestivas de carcinoma incluem septos fibrosos

espessos, invasdo capsular e vascular, atividade mitotica aumentada e células em arranjo
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trabecular. Contudo, invasdo capsular pode ser vista em adenomas muito grandes,
principalmente ap6s hemorragia traumatica, com fibrose subseqiiente e encapsulamento
das células tumorais. O achado cirargico de aderéncia ou invasdo de estruturas adjacentes é
altamente sugestivo e o diagndstico é confirmado apenas ap0s a constatacdo de metastases
locais ou a distancia (Shane, 2001; Chen et al, 2003).

As lesdes Osseas caracteristicas do HPT-JT sdo geralmente descritas como lesGes
fibro-6sseas benignas da mandibula ou maxila e estdo presentes em cerca de 40% dos
casos (Chen et al., 2003). Ao contrario do “tumor marrom”, lesdo osteoclastica classica do
hiperparatireoidismo primario que pode ocorrer como complicacdo da hipercalcemia
prolongada, o tumor mandibular fibro-6sseo ndo se resolve com a correcdo da
hipercalcemia. Esses tumores podem preceder o desenvolvimento do hiperparatireoidismo
na HPT-JT e ocorrem esporadicamente como uma patologia isolada (Regezi et al., 1978).

O diagnostico histopatoldgico de lesdo fibro-6ssea benigna engloba as displasias
fibrosas e fibromas ossificantes centrais ou cemento-ossificantes, dificeis de serem
distinguidos histologicamente entre si, e caracterizado por um estroma rico em
fibroblastos, relativamente avascular, com trabéculas irregulares de tecido 6sseo imaturo e
esférulas cementificantes, as vezes com uma borda focal de osteoblastos. As células
gigantes ndo sdo comuns como na osteite fibrosa cistica, mas podem estar presentes em
pequeno nimero. Radiologicamente o fibroma ossificante € um tumor bem delimitado,
facilmente removido cirurgicamente, enquanto a displasia fibrosa apresenta bordas menos
definidas, fundindo-se com o tecido 6sseo normal adjacente (Szabo et al., 1995, Chen et al.,
2003; Thakker, 2004). Independente da diferenciacdo entre displasia fibrosa e fibroma
ossificante, 0 mais importante € que o diagndstico diferencial histopatoldgico é facilmente
feito em relacdo ao tumor marrom, caracterizado pela presenca de numerosos osteoclastos

multinucleados ou células gigantes em meio a fibroblastos e matrix extracelular.
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Clinicamente, porém, o diagnostico diferencial entre os tumores 0sseos associados ao
HPT-JT e os tumores marrons é facilmente feito pela constatacdo da falta de regressao

desses tumores apds correcdo da hipercalcemia.

1.2.3.2 Gene HRPT2

Desde 1958 existem relatos isolados de casos familiares de hiperparatireoidismo
associados a tumores de mandibula ou maxila que ndo regrediam apds a cura do
hiperparatireoidismo; porém, foi apenas em 1990 que a sindrome do hiperparatireoidismo
associada a tumores de mandibula ou maxila foi reconhecida como uma entidade genética
distinta, e o lécus da doenca, ainda desconhecido, foi denominado HRPT2. (Jackson, 1958;
Kennett and Pollick, 1971; Caudill et al., 1977; Rosen and Palmer, 1981; Warnakulasuriya
et al.,1985; Mallette et al., 1987; Jackson et al., 1990; Inoue et al., 1995).

Szabo et al. (1995) mapearam o l6cus do HRPT2 na posicdo 1g21-q31 através de
analise de ligacdo em 5 familias portadoras de HPT-JT, com 20 individuos afetados. Teh et
al. (1996) determinaram, através do estudo de duas familias, que a doenca estava ligada a 5
marcadores na regido 1921-932, reduzindo a regido do HRPT2 de mais de 60 cM para
aproximadamente 34 cM, ao passo que a ligacdo com as regides de MEN1 e MEN2 foram
excluidas. Perda de heterozigose na regido 1g21-g32 foi encontrada em 7 hamartomas
renais associados a sindrome e HPT-JT em uma das familias. Todas as perdas envolviam o
alelo selvagem, sugerindo a inativacao de um gene supressor tumoral nessa regido. Estudos
posteriores combinando a anélise de ligagdo com marcadores na regido 1925-g31 em
familias com varios membros afetados e relatos anteriores delimitaram a regido do HRPT2

a 14 cM (Hobbs et al., 1999; Haven et al., 2000).
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Em 2002, através da genotipagem de 26 familias portadoras de HPT-JT, Carpten et
al. clonaram o gene HRPT2, mapeado no cromossomo 1g25-g31, e identificaram 13
diferentes mutacgdes inativadoras germinativas em heterozigose em 14 familias portadoras
de HPT-JT e uma familia com FIHP, sugerindo fortemente uma associacdo direta desse
gene com a patogénese do HPT-JT (Carpten et al., 2002).

O gene HRPT2 é composto por 17 exons, ocupando um segmento de 1,3 Mb no
DNA gendmico. O mRNA possui 2,7Kb, com uma janela de leitura de 1596 nucleotideos,
e codifica uma proteina de 531 aminoéacidos, denominada Parafibromina, devido ao seu
envolvimento no desenvolvimento de tumores paratireoidianos e fibromas ossificantes

(Carpten et al., 2002).

1.2.3.3 Proteina Parafibromina

Estudos com Northern blot sugerem que o0 mMRNA da parafibromina € expresso de
forma ubiqua, estando presente em todos os tecidos analisados, como coracdo, rim,
pulmdo, cérebro, placenta, figado, pancreas e musculo esquelético (Carpten et al., 2002).
Estudos de imunohistoquimica com anticorpos policlonais para a parafibromina mostraram
imunoreatividade especifica nas glandulas adrenais, paratiredides, rim, coracdo e musculo
esquelético (Woodard et al., 2005).

A funcdo da parafibromina € desconhecida e ainda ndo hd dominios funcionais
identificados na proteina. Entretanto, a parafiboromina humana é bem conservada na
evolucéo, apresentando 54% e 25% de identidade com os ortdlogos da D. melanogaster e
C. elegans, respectivamente (Carpten et al., 2002). Além disso, a parafibromina apresenta

homologia parcial com uma proteina do fungo Saccharomyces cerevisiae, Cdc73p
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(Carpten et al., 2002), componente do complexo proteico Pafl associado a RNA
polimerase Il e importante na metilagdo da histona H3 nos residuos de lisina 4 e 7, e sua
conexd@o com eventos pds-transcricionais. A metilagdo da histona H3 é necessaria para a
repressao da transcricdo mediada pela RNA polimerase Il no DNAr, sendo importante para
o crescimento celular normal e silenciamento pos-transcricional (Krogan et al., 2003).
Rozenblatt-Rosen et al. (2005) identificaram a parafibromina como componente do
correspondente humano do complexo Pafl do fungo. Como no fungo, o complexo humano
associa-se com a maior subunidade da RNA polimerase 1l. Estes autores sugerem ainda
que a parafibromina possa interagir com o complexo histona-metiltransferase, responsavel
pela metilacdo da histona H3. Através de microsocpia confocal, a expressao da
parafibromina foi demonstrada nos compartimentos citoplasmaticos e nucleares. Algumas
formas mutantes de parafioromina ndo se associam ao complexo Pafl e,
conseqiientemente, ao complexo histona-metiltransferase, sugerindo que a méa formacéo
desses complexos pode se correlacionar com o processo oncogénico (Rozenblatt-Rosen et
al., 2005). Woodward et al. (2004) demonstraram que a superexpressdo transitoria da
parafibromina selvagem in vitro, mas ndo do mutante L64P, encontrado em casos de HPFI,
levou a inibicdo da proliferacao celular e bloqueou a expresséo da ciclina D1, implicada na
patogénese da neoplasia paratireoidiana. Em conjunto, esses resultados sugerem fungdes

para a parafibromina consistentes com o papel de uma proteina supressora tumoral.

1.2.3.4 Mutag0es no gene HRPT2

Até 0 momento 44 mutagOes inativadoras foram descritas no gene HRPT2 (Anexo A

e figura 2). Destas, 18 mutagGes germinativas diferentes foram descritas em 22 familias
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ndo relacionadas, portadoras de HPT-JT, sendo que em 4 casos foi demonstrada perda de
heterozigose no locus do HRPT2 e em 2 casos foi constatada uma mutacdo somatica
adicional no tumor de paratiredide (carcinoma). Foram encontradas também mutacdes no
gene HRPT2 em 7 familias portadoras de hiperparatireoidismo familiar isolado (HFPI) (5
germinativas e 2 somaticas). Nenhuma mutacdo foi detectada em 150 controles normais
(Carpten et al., 2002). A grande maioria das mutacdes descritas sao inser¢des ou delecbes
causando uma alteracdo da janela de leitura levando a um codon de parada ou mutacdes
nonsense, e algumas no sitio de splice. Apenas duas mutacdes missense foram descritas,
porém uma delas envolve a metionina de iniciagdo (M1L) e a outra substitui uma leucina,
bem conservada na evolugdo, por uma prolina (L64P). A mutacdo missense 191T>C
(L64P) foi encontrada em 3 familias ndo relacionadas portadoras de HFPI. A prolina
possui uma funcdo conhecida de quebrar hélices e pode afetar a estrutura terciaria da
parafibromina, alterando sua fungdo. Dessa maneira, todas as mutacdes descritas até o
momento sdo claramente de natureza inativadora. As mutages estdo distribuidas ao longo
de todo o gene, porém os exons 1, 2 e 7 sdo 0s mais afetados, contendo 38%, 17% e 21%
das mutacdes descritas, respectivamente (figura 2). Até 0 momento nédo se estabeleceu uma
correlacdo genotipo-fenotipo. O melhor exemplo dessa falta de correlacdo entre gendtipo e
fenotipo é a mutacdo 679insAG no exon 7, que ja foi encontrada em 5 casos diferentes, ndo
relacionados, incluindo um caso de carcinoma esporadico de paratiredide, duas familias
portadoras de HPT-JT com carcinoma de paratiredide, uma familia de HPT-JT sem
carcinoma de paratire6ide e uma familia portadora de HPFI com carcinoma de paratiredide.

Alguns tumores associados a sindrome de HPT-JT apresentam perda somatica de
heterozigose na regido 1q, porém a freqliiéncia de perda de heterozigose demonstrada
nesses casos é relativamente baixa, especialmente se comparada aos casos de MEN1, nos

quais ha perda de heterozigose em mais de 70% das vezes. Explicagbes possiveis seriam
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outros mecanismos de inativacdo, como hipermetilacdo, inativacdo regulatéria,
microdelecdes somaticas ndo detectaveis em estudos com microssatélites e pequenas
mutacdes somaticas. A natureza inativadora das mutacdes descritas, junto aos achados de
perda de heterozigose, corrobora o papel do HRPT2 como gene supressor tumoral.

Membros de oito familias com HPT-JT e duas familias com FIHP nas quais foram
encontradas mutagdes no HRPT2 eram portadores de carcinoma de paratiredide. A alta
incidéncia de malignidade paratireoidiana nas sindromes associadas ao HRPT2, em
contraste com as outras formas familiares de hiperparatireoidismo, levou pesquisadores a
estudarem a associacdo do HRPT2 com o carcinoma esporadico de paratiredide. De fato,
26 casos de carcinoma de paratiredide foram investigados e em 20 foram encontradas
mutacdes inativadoras no gene HRPT2, das quais cinco eram germinativas e as demais
somaticas. A grande maioria desses casos apresentava evidéncias de inativacdo bialélica
por perda de heterozigose ou mutacdes compostas (heterozigose composta).

Por outro lado mutacfes no gene HRPT2 ndo parecem ser comuns em adenomas
esporadicos de paratiredide, ao contrario do gene da MEN1, freqlientemente associado a
patogénese do adenoma esporadico mas ndo ao carcinoma de paratiredide. No estudo de
Carpten et al. (2002) foram encontradas apenas duas mutacdes somaticas em 47 adenomas
esporadicos de paratiredide (53delT e 126del24).

Estudos com imunohistoquimica mostraram perda da imunoreatividade nuclear para
a parafibromina em cerca de 95% dos casos de carcinoma de paratiredide e adenomas
associados a sindrome de HPT-JT. Os adenomas esporadicos de paratiredide expressavam
a parafibromina normalmente (Tan et al., 2004).

Através de microarray marcado com 19.968 clones de cDNA e imunohistoquimica,
Haven et a.l (2004) estudaram o padrdo de expressdo de diversos tipos de tumores

paratireoidianos e tecido paratireoidiano normal. Foi demonstrado que o0s tumores
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associados a mutacdes no gene HRPT2, ou seja, originados de pacientes com
hiperparatireoidismo associado a tumor de mandibula, carcinoma de paratiredide e
hiperparatireoidismo familiar isolado, se concentraram em um Unico grupo, distinto dos
demais e apresentavam expressao aumentada de proteinas como a histona 1 family member
2 (H1F2), E-caderina (CDH1), proteina precursora do amildide B (APP), envolvidas na
organizacdo celular, traducdo de sinais e apoptose celular, respectivamente. Segundo 0s
autores, esses achados sugerem um mecanismo molecular de tumorigénese em comum
para 0s tumores associados a mutacdes no HRPT2, diferentes daqueles envolvidos em

tumores relacionados a MEN1.

NL5-1 NLS-2

37‘?hp 131bp 106bp 70bp 63bp 55bp 89bp 216bp 101bp 78bp 66bp 55bp 37Thp90bp 162bp 101bp 142bp 34bp '.-"-lﬁhp

IE b bl K Dl Dyl e OBl

r{j-’i

| nonsense

missense

o lea * u frameshift

x5*

Linhas continuas: mutacdes germinativas
Linhas pontilhadas: mutacfes somaticas
Pontilhado largo: tipo de mutagdo ndo conhecido

Figura 2: Representacdo esquematica do gene HRPT2 e mutacGes patoldgicas descritas até

0 momento (adaptado de Bradley et al., 2005)
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1.2.4 Hiperparatireoidismo familiar isolado (HPFI)

O hiperparatireoidismo familiar isolado consiste na ocorréncia familiar de
hiperparatireoidismo, sem outras neoplasias endodcrinos associadas. O HPFI é uma
sindrome clinica heterogénea, herdada de maneira autossdbmica dominante, com
aproximadamente 100 familias descritas até 0 momento (Huang et al., 1997; Teh et al.,
1998; Yoshimoto et al., 1998). Ainda ndo esta estabelecido se essa sindrome &, na verdade,
uma variante da neoplasia endocrina mdltipla tipo 1 (MEN1) ou da sindrome do
hiperparatireoidismo associado ao tumor de mandibula (HPT-JT). Clinicamente, pacientes
com essa sindrome apresentam crises hipercalcémicas mais graves que aqueles com
MENL1, que geralmente tém um hiperparatireoidismo de evolucdo mais leve (Teh et al.,
1998). Alguns autores a consideram como uma entidade genética distinta, apresentando um
risco aumentado para o desenvolvimento de cancer de paratiredide (Wassif et al., 1993).
Outros autores a consideram como uma entidade, do ponto de vista molecular, bastante
heterogénea, podendo apresentar mutacdes no gene também responsavel pela MEN1
(Honda et al., 2000; Kassem et al., 2000) ou pelo HPT-JT (Haven et al., 2000). MutacGes
germinativas no gene MEN1 foram descritas em 25 familias com HPFI (Ohye et al., 1998;
Villablanca et al., 2002; Pannett et al., 2003; Carrasco et al., 2004; Warner et al., 2004).
MutacBes no gene HRPT2 foram encontradas em 8 familias portadoras HPFI,
representando 10% dos casos investigados (Carpten et al., 2002; Howell et al., 2003;
Cetani et al., 2004; Villablanca et al., 2004).

Mutacgdes inativadoras do CaSR, em heterozigose, estdo associadas a uma forma
familiar benigna de hipercalcemia, conhecida como hipercalcemia hipocalciurica familiar
(HHF), que cursa com niveis pouco elevados de célcio séricos, PTH inapropriadamente

normal e glandulas paratireoidianas normais ou com hiperplasia leve. Em homozigose,
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essas mutagdes causam hiperparatireoidismo neonatal grave. O HHF deve ser diferenciado
do HPFI, ja que consiste numa alteracao benigna da homeostase do calcio e ndo € corrigido
cirurgicamente. Recentemente, mutacGes inativadoras do CaSR foram também associadas
a formas atipicas de HHF, referidas como hipercalcemia hipercalciurica familiar, cursando
com hiperparatireoidismo clinico, hiperplasia ou adenoma de paratiredides e melhora com
tratamento cirargico (Carling et al., 2000; Warner et al., 2004).

Em trabalho realizado e apresentado como tese de doutorado no programa de Pés-
Graduacdo em Fisiologia e Farmacologia da UFMG, Soares (2000) estudou tumores de
oito membros de uma familia, dos quais cinco apresentavam hiperparatireoidismo e
haviam sido tratados cirurgicamente. Nos pacientes analisados, muta¢6es relacionadas com
as vias de sinalizacdo ligadas a proteina G, ativadoras (Gsa) ou inibitorias (Gi2a), ndo
foram responsaveis pelo desenvolvimento tumoral. Foi entdo estudado o gene MEN1
através do seqlienciamento direto de sua parte codificadora sem que fossem encontradas
mutacdes. Os dados sugeriam, portanto que outros mecanismos moleculares de formagao
tumoral deveriam ser investigados para um melhor esclarecimento da doenca em estudo. A
partir desses dados, decidimos investigar o gene HRPT2 nessa familia.

Considerando a auséncia de mutagdes em outros genes associados ao
hiperparatireoidismo familiar isolado nessa familia e a recente clonagem do gene HRPT2 e
sua associagdo com as sindromes de HPT-JT e HPFI, decidimos investigar o gene HRPT2
nessa familia portadora de HPFI, ja descrita anteriormente por Soares (2000), em um caso

esporadico de HPT-JT.
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2. OBJETIVO:

O objetivo deste trabalho é investigar a presenca de mutaces no gene HRPT2 em uma
familia portadora de HPFI e em um caso de HPT-JT, através da andlise genética da seqliéncia
codificadora desse gene. Desta maneira, visamos contribuir para uma melhor caracterizacao
dos fenotipos associados ao HRPT2 e para o entendimento das bases moleculares envolvidas

na patogénese das diferentes formas de hiperparatireoidismo.
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3.MATERIAL E METODOS:

3.1 PACIENTES

Todos os pacientes incluidos nesse trabalho deram seu consentimento para participar
de estudos geneticos. Esse trabalho foi aprovado pelo comité de ética médica da
Universidade Federal de Minas Gerais, parecer n® ETIC 079/98.

Foram estudados um paciente portador da sindrome de hiperparatireoidismo
associado a tumor de mandibula e uma familia portadora de hiperparatireoidismo familiar
isolado, com oito membros afetados.

O diagnostico de hiperparatireoidismo foi estabelecido pela deteccdo de niveis
elevados de célcio e PTH, associados a niveis diminuidos de fosfato. Para rastreamento de

neoplasia enddcrina multipla tipo 1, foram dosados calcitonina, gastrina e prolactina.

3.1.1 Hiperparatireoidismo associado a tumor de mandibula ou maxila (HPT-JT)

Paciente do sexo masculino, 26 anos, apresentou-se em janeiro de 1995, com quadro
de fratura espontanea de arcos costais, noctdria e fraqueza generalizada. Ao exame fisico,
apresentava nddulo em regido de projecdo do lobo esquerdo da tiredide além de tumoracao
de cerca de 2 cm em regido maxilar direita, PA = 130 x 60 mmHg; FC = 80 bpm; altura =
175 cm; peso = 66,7 kg.

Exames laboratoriais realizados em 01/04/95 mostraram Calcio sérico = 14,8 mg/dl,
Fosforo = 1,1 mg/dl e PTH intacto = 489 pg/ml, confirmando o diagnostico de
hiperparatireoidismo primario. Os exames realizados na época do diagnéstico sdo

mostrados no anexo B.
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Submetido a exérese de adenoma de paratiredide em 27/06/95, evoluiu com
hipocalcemia no pos-operatério e normalizacdo do céalcio serico apds seis meses de
acompanhamento.

Em 18/10/96 retornou para controle, assintomatico, com analise bioquimica normal,
apresentando ao exame fisico persisténcia da tumoracdo em regido maxilar direita.

Em 2004 voltou a apresentar hipercalcemia e foi constatada recidiva do
hiperparatireoidismo. O paciente foi submetido a exérese de um segundo adenoma de
paratiredide, evoluindo novamente com normalizacdo dos niveis de calcio sérico. A
tumoracdo em regido maxilar permanecia inalterada, porém o paciente recusou bidpsia ou
remocao do tumor.

Exames laboratoriais solicitados dos familiares do probando (figura 3) mostraram
apenas Calcio no limite superior da normalidade na mae (I:2), que no entanto, se recusou a
realizar propedéutica mais extensa. Os exames realizados pelos familiares do probando

podem ser vistos no anexo C.

111 1:2

[ B—O I%I

I:1 11:2 ﬁll:3 I:4 I:5
0o
n:1 :2 1:3

Figura 3: Heredograma da familia com HPT-JT
O probando ¢é indicado pela seta. Simbolos cheios indicam membros afetados.
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3.1.2 Hiperparatireoidismo Familiar Isolado (HPFI)

Estudamos uma familia que possui oito casos de hiperparatireoidismo, 7 dos quais
tratados cirurgicamente (Figura 4). Os pacientes ja foram submetidos a analise bioguimica
e genética para rastreamento da neoplasia enddcrina multipla tipo 1, descartando essa
possibilidade (Soares, 2000). A seguir explicitaremos os achados clinico-laboratoriais de
alguns individuos investigados. Os individuos I:2, I1:3, 11:6, 11:10, 11:12, 11:14 e 11:15 ja
foram descritos anteriormente por Soares (2000) e serdo revistos resumidamente nesse

trabalho.
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o

ohomomonoEoneonRee B 98

Figura 4: Heredograma da familia portadora de hiperparatireoidismo primario isolado.
Simbolos cheios representam os membros afetados.
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11:12 - sexo feminino, leucoderma, nascida em 27/05/43

Apresentou-se em 1976, com quadro de dor nos joelhos, politria, polidipsia,
epigastralgia, nduseas, emagrecimento progressivo. Ao exame fisico apresentava mucosas
hipocoradas, peso = 37.3 kg, altura = 159 cm, dor a palpacdo 6ssea em membros inferiores,
principalmente na crista iliaca direita e joelho esquerdo, onde se notava uma tumoracéo de
superficie irregular e de limites imprecisos; nddulo de aproximadamente 1 cm de
consisténcia fibroelastica, superficie lisa, limites imprecisos, ndo doloroso, em topografia de
lobo esquerdo da tiredide; tumoracdo na mandibula que foi submetida a biopsia, mostrando
lesdo giganto-celular e fibroblastica, além de numerosos osteoclastos reabsorvendo o tecido
6sseo, compativel com tumor marrom de paratiredide. Exames complementares (Anexo D)
confirmaram o diagndstico de hiperparatireoidismo. Foi indicado o tratamento cirdrgico, que
resultou na retirada de um adenoma de células principais da paratiredide inferior esquerda.
Recebeu alta com Caélcio = 8,1 mg/dl.

Em 1981, apresentou recorréncia da hipercalcemia (Célcio = 11,5 mg/dl), raio X de
0ss0s longos mostrando osteopenia difusa e raio X de cranio e de mandibula com lesdes
cisticas, levando a hipotese de recidiva do hiperparatireoidismo. Foi entdo submetida a
reintervencao cirdrgica, sendo retirados mais dois nédulos bem encapsulados, medindo entre
0,5 e 1,2 cm, com areas de células claras e de células oxifilicas compativeis com o
diagnostico de adenoma de paratiredide. O ndédulo maior mostrava areas de degeneracao
cistica.

Atualmente a paciente encontra-se assintomatica, com peso = 61,5 Kg. Seus ultimos
exames mostram niveis normais de célcio e fosforo séricos, calcidria baixa e PTH no limite

superior da normalidade (Anexo D).
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11:15 - sexo feminino, leucoderma, nascida em 19/11/1952

Apresentou-se em 1990, aos 37 anos de idade, com quadro de polidria, polidipsia,
anemia ferropriva cronica e historia pregressa de metrorragia desde os 18 anos de idade,
nefrolitiase com eliminag&o de célculos renais de oxalato de calcio, e nefrectomia direita por
tumor renal benigno (leiomioma renal). Apresentava ainda diagnostico endoscopico de
endometriose e historia familiar de uma irma paratireoidectomizada. Ao exame fisico
apresentava peso = 50 kg; altura = 161 cm, A palpacdo cervical notava-se ndédulo de
aproximadamente 0,5 cm de didmetro, na regido de projecdo lobo esquerdo tireoideano.
Exames laboratoriais solicitados mostraram hipercalcemia com PTH elevado, confirmando o
diagnostico de hiperparatireoidismo (Anexo E).

A paciente foi encaminhada a cirurgia, tendo sido realizada exérese de adenoma de
paratiredide esquerda e também exérese de um pequeno adenoma tireoideano direito. O
exame anatomopatoldgico do tecido paratireoideano mostrou um fragmento com proliferacao
celular exuberante, com células em geral oxifilicas, sendo dificil diferenciar entre adenoma e
hiperplasia. O diagnostico anatomopatolégico do nodulo tireoideano foi de bécio coloide.
Um més apos a cirurgia (em uso de 2 g de calcio/dia), apresentava Célcio = 8,9 mg/dl e
Fosforo = 3,5 mg/dl.

Atualmente continua sendo acompanhada ambulatorialmente, em uso continuo de
doses baixas de carbonato de calcio (500 mg de calcio elementar/dia), mantendo célcio,

fésforo, provas de funcéo tireoideana e prolactina normais.
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11:10: sexo: feminino, leucoderma nascida em12/06/58

Apresentou-se em 1992, aos 34 anos, com queixas de dores nos joelhos, polilria,
noctdria, nervosismo, dores 0sseas generalizadas e aparecimento de nddulo tireoidiano, que
vinha aumentando progressivamente e historia familiar de duas irmas paratireoidectomizadas
(11:12 e 11:15). Ao exame fisico apresentava nodulo de aproximadamente 2,5 cm no polo
inferior do lobo esquerdo da tiredide, e dor forte na regido da tibia, & compressdo. Exames
realizados confirmaram a hipdtese diagndstica de hiperparatireocidismo (Anexo F) e a
paciente foi encaminhada a cirurgia onde foi realizada exérese de adenoma atipico de
paratiredide.

Evoluiu no segundo més pds-operatorio, em uso de 4 g de calcio por via oral/dia, com
Caélcio = 8,2 mg/dl e Fosforo = 3,0 mg/dl. Em 1995 apresentava Célcio = 9,1 mg/dl e PTH =

23 pg/ml. A paciente encontra-se atualmente assintomatica.

11:14 - sexo: feminino, leucoderma, nascida em 25/08/54

Apresentou-se em 1993, aos 38 anos, apresentou-se com queixas de cefaléia crénica,
nervosismo, polidipsia, poliuria, nauseas pela manhd e dores em membros inferiores ao
caminhar. Historia pregressa de polimenorréia e metrorragia desde os 21 anos de idade,
histerectomia em 1984 para tratamento de miomatose uterina, nfrolitiase com eliminacao de
calculos em 1989 e diagnostico endoscopico de Ulcera gastrica. Historia familiar de trés
irmas paratireoidectomizadas (I1:12, 11:15, 11:10). Exame fisico sem alteracdes, exceto por

com nodulo de aproximadamente 1,5 cm em lobo direito da tiredide.
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Exames laboratoriais solicitados confirmaram hipdtese  diagnostica de
hiperparatireoidismo primario (Anexo G). A paciente foi encaminhada & cirurgia, com
exérese de um adenoma de paratiredide, com &reas sélidas e outras cisticas, em marcgo de
1993. A evolugdo laboratorial, em maio de 1993, mostrava Célcio = 6,6mg/dl; Fosforo = 2,5

mg/dl e, um ano apo6s, Célcio = 8,9 mg/dl e PTH = 18 pg/ml.

11:6 - Sexo masculino, leucoderma, nascido em 12/11/41

Encaminhado em 1993, para avaliacdo pré-operatéria de cirurgia de revascularizacdo
miocardica (CRVM), com queixas de polituria e polidipsia, em uso de furosemida,
alopurinol, dinitrato de isossorbida, atenolol e nifedipina, e histéria de hipertensdo arterial
sisttmica hd mais de 20 anos e dois episddios de infarto agudo do miocéardio,gota e de
insuficiéncia renal crénica. Historia familiar de quatro irmds paratireoidectomizadas (11:12;
[1:15; 11:10; 11:14). Exame fisico sem alteragdes, exceto por edema de membros inferiores.
Os exames bioquimicos (Anexo H) confirmaram os diagnosticos de hiperparatireoidismo,
insuficiéncia renal cronica e gota.

Foi submetido a CRVM em carater de urgéncia apds quadro de angina instavel,.
Evoluindo com hipercalcemia de dificil controle no po6s-operatério. Foi entdo indicado
paratireoidectomia em carater de urgéncia, porém a exploracao cervical ndo foi bem sucedida
quanto a localizacdo do adenoma de paratiredide. Recebeu alta hospitalar, mantendo
hipercalcemia (Calcio = 12,2 mg/dl) no controle ambulatorial e evoluiu posteriormente para

Obito.
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11:3 - Sexo masculino, leucoderma, nascido em 02/01/40

Paciente assintomatico avaliado em 1996 devido & historia familiar de
hiperparatireoidismo. N&o apresentava nenhuma historia pregressa relevante para o estudo

em questdo. Exames fisico e laboratoriais sem alteracdes. (Anexo I).

111:4 - sexo masculino, leucoderma, nascido em 23/01/72

Apresentou-se em dezembro de 2001 com queixas de dor no joelho direito, membros
superiores e articulacBes, nucturia, polidipsia e nervosismo ha cerca de um ano. Histdria
pregressa de fratura de punho direito e historia familiar de quatro tias e um tio com
hiperparatireoidismo. Ao exame fisico, apresentava peso = 67 kg, altura = 177 cm, PA = 120
x 60 mmHg, FC = 62 bpm, tiredide com aumento difuso discreto a palpacdo e o restante do
exame fisico sem alteracbes. Exames realizados confirmaram o diagndstico de
hiperparatireoidismo e podem ser vistos no anexo J.

O paciente foi encaminhado a cirurgia e submetido a exérese de adenoma de
paratiredide inferior esquerda, medindo 2,0 x 2,0 x 1,5 cm. Evoluiu no p6s-operatdrio com
normalizacdo dos niveis de calcio (Calcio total = 9,8 mg/dl) e recebeu alta em uso de 2 g de
calcio por via oral/dia.

Em julho de 2002, apresentava Calcio total = 10,5 mg/dl e densitometria éssea
mostrando ganho de massa 0ssea em relacdo a anterior.

Em agosto de 2003, o paciente evoluiu com recidiva do hiperparatireoidismo e foi
submetido a reintervencdo cirurgica com exérese de adenoma tipico de paratiredide inferior

direita, medindo 2,0 x 1,5 x 1,0 cm. Recebeu alta com Caélcio total = 9,3 mg/dl e Fésforo =
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2,9mg/dl. Em janeiro de 2004 mantinha niveis normais de célcio e fosforo séricos. (Célcio

total = 9,0 mg/dl e Fosforo = 2,8 mg/dl).

11-2, sexo masculino, leucoderma, nascido em 07/09/37

Avaliado em janeiro de 2002 devido a historia familiar de hiperparatireoidismo.
Apresentava queixas de emagrecimento progressivo nos Ultimos oito anos, politria nos
altimos quatro meses, agitacao e instabilidade emocional. Ao exame fisico, apresentava-se
com peso = 48 kg, altura = 167 cm, PA = 120 x 80 mmHg, FC = 78 bpm, e o restante do
exame fisico sem alteraces.

Exames realizados confirmaram a hipotese diagnostica de hiperparatireoidismo
(Anexo K). O paciente foi encaminhado a cirurgia e submetido a exérese de adenoma de
paratiredide inferior esquerda. Evoluiu com queda discreta do calcio no poés-operatério e
recebeu alta em uso de 2 g de calcio por via oral/dia. Duas semanas depois havia
interrompido a reposic¢édo de célcio e foi atendido com quadro de hipocalcemia (Célcio total =

6,9 mg/dl), sendo reiniciado a reposi¢do de célcio.

111:6 - sexo masculino, leucoderma, nascido em 1977

Avaliado em 2003, aos 26 anos de idade, devido a fratura de antebrago em linha apds
queda de motocicleta. Apresentava histdria pregressa de fratura de punho aos 12 anos de

idade e histéria familiar fortemente positiva para hiperparatireoidismo. Sem outras queixas.
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Ao exame fisico apresentava peso = 78 kg, altura = 176 cm, PA = 110 x 80 mmHg, FC= 60
bpm, e o restante do exame fisico sem alteragdes.

Exames bioquimicos confirmaram a hipotese diagndstica de hiperparatireoidismo
(Anexo L). O paciente foi encaminhado a cirurgia e submetido a exérese de adenoma de

paratiredide inferior esquerda, evoluindo com normalizagdo dos niveis de célcio sérico.

I:1 - sexo feminino, leucoderma, nascida em 1912

Mée de nove filhos, seis dos quais com hiperparatireoidismo confirmado, além de
uma irma falecida com diagnostico de cancer ésseo. Portadora de diabetes, controlado com
hipoglicemiantes orais e de cirrose hepatica sem etiologia conhecida. N&o referia historia
pregressa de calculos renais, fraturas dsseas ou quaisquer outros sinais sugestivos de
hiperparatireoidismo, porém foi submetida a propedéutica devido a historia familiar.
Exames realizados ndo mostraram alteracdes e podem ser vistos no anexo M. Faleceu em

1996, apos episodio de pneumonia.

3.2 AMOSTRAS DE SANGUE E TUMOR

Os tumores frescos foram obtidos durante cirurgias de paratireoidectomia realizadas
no Hospital Felicio Rocho, apds consentimento prévio dos pacientes. Os tecidos obtidos
foram colocados em nitrogénio liquido e armazenados a -70°C até o uso, ou foram

submetidos a extracdo do DNA imediatamente.
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Amostras de sangue venoso periférico foram colhidas em tubos com EDTA. Apés a
coleta, o sangue foi submetido inicialmente a refrigeracéo e quando o DNA néo era extraido
no mesmo dia da coleta, as amostras eram armazenadas a -20°C para posterior extracdo de

DNA.

3.3 EXTRACAO DO DNA

3.3.1 Extracdo do DNA de leucécitos periféricos (genémico)

DNA gendmico foi extraido a partir do sangue periférico dos pacientes estudados. As
amostras de sangue descongeladas foram transferidas para tubos de polipropileno estéreis. A
separacdo dos leucocitos foi feita por centrifugacdo em meio hipotdnico, segundo
procedimento descrito por Jeanpiere (1987); o sedimento obtido foi ressuspendido na mesma
solucdo. Foi retirada uma aliquota do material e o DNA foi extraido de acordo com
procedimento descrito por Boom et al (1990). Os procedimentos usados estdo resumidos

adiante.

3.3.11 Separacdo de leucocitos do sangue total

Em tubos de polipropileno com capacidade para 50 ml, foram misturados 5 ml de
sangue colhido em EDTA e 45 ml de solugdo de EDTA/NaCl 10mM, homogenizando-se a
mistura por inversdao do tubo. O mistura foi centrifugada a 1.300 x g por 15 minutos e 0

sobrenadante foi descartado. O sedimento obtido foi ressuspendido em aproximadamente
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50ml da mesma solugdo, misturando-se suavemente por inversdo do tubo, seguindo-se nova
centrifugacdo. Esse procedimento foi repetido até a obtencdo de um sobrenadante limpido,
de cor branco-amarelada, associado a um sedimento claro, branco ou levemente roseo,
quando entdo os leucocitos foram ressuspendidos em aproximadamente 1 ml da mesma

solugdo utilizada para lavagem. Esse material foi congelado e estocado a -20°C.

3.3.1.2 Extracdo do DNA

A uma aliquota de 100-150 pl da suspenséo de leucocitos foram adicionados 900 pl
de tampdo de lise e 40 ul de suspensdo de silica, sendo a mistura submetida a agitacao
vigorosa em vortex por alguns segundos. Em seguida a suspensdo foi incubada a 56°C
durante 10 a 15 minutos e, posteriormente, centrifugada a 12000 x g em microcentrifuga por
1 minuto a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de silica
obtido foi lavado duas vezes com 900 ul de tampéo de lavagem, repetindo-se a centrifugacao
entre cada lavagem. Foram feitas outras duas lavagens sucessivas com 900 pl de etanol 70%
e, finalmente, uma com 900 ul de acetona. Descartado o sobrenadante, secou-se a silica a
56°C por 3 a 5 minutos e adicionou-se 0,5 ml de tampdo TE pH = 8.0. Apds vigorosa
agitacdo em vortex, a mistura foi incubada novamente a 56°C até o dia seguinte (overnight).
A seguir, centrifugou-se novamente por 2 minutos e o sobrenadante contendo o DNA foi
transferido para outro tubo. O material extraido foi armazenado a 4°C. As solugdes

empregadas estdo descritas no anexo N.
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3.3.2 Extracdo do DNA de tecidos tumorais a fresco

Os tecidos tumorais a fresco foram lavados com tampé&o contendo 10 mM de NaCl e 10
mM de EDTA. A seguir, cerca de 5 g de cada amostra foram trituradas separadamente em
um gral, parcialmente coberto por nitrogénio liquido. Quando o tecido adquiriu uma
consisténcia de p6, uma aliquota desse material foi transferida para um tubo de 1,5 ml e
nesse tubo foi processada a extragdo pelo mesmo método descrito acima. O restante do

material foi armazenado em freezer a -70° C para extragGes posteriores.

3.4 QUANTIFICACAO DO DNA

Amostras de DNA e RNA foram submetidas a quantificacdo através da
espectrofotometria. O principio da espectrofotometria € a leitura de cromoforos encontrados
nas moléculas biologicamente ativas, que sdo aqueles derivados da ligacdo = (duplas
ligacBes) em sistemas ressonantes. Por causa disso, moléculas como o DNA e o RNA, cujo
principal cromoforo sdo as bases aminadas, e as proteinas, cujo principal cromo6foro séo os
aminoacidos aromaticos e a ligacdo peptidica, absorvem luz na regido do espectro
correspondente ao ultravioleta.

O espectrofotometro foi ligado 30 minutos antes de se iniciar a leitura para
estabilizacdo da luz ultravioleta utilizada para a quantificacdo. As amostras foram diluidas
em agua e colocadas em uma cuveta de cristal de 1 ml. A cubeta foi colocada entdo no
aparelho, previamente zerado em relacdo a absorbancia da cubeta e da agua (branco), e
obtidas as leituras de absorbancia em dois tipos de comprimento de onda: 260 nm,

comprimento de onda 6timo para leitura de DNA, e no comprimento de onda de 280 nm,
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6timo para leitura de proteinas. As leituras foram realizadas em duplicata e uma média foi
obtida em relacdo as duas leituras. A concentracdo de DNA foi calculada da seguinte forma:
[dsDNA(ug/mL)] = A X Azeo X diluicdo, onde A é uma constante de cada substancia e
é definida como a capacidade intrinseca do material analisado de absolver luz em um
determinado comprimento de onda. No caso do dsDNA (DNA de fita dupla) o valor desta
constante € 50. Ay € a leitura da absorbancia da amostra no comprimento de onda de 260

nm. Diluicdo corresponde a quantas vezes a amostra foi diluida para ser feita a leitura.

3.4.1 Avaliacdo da pureza do DNA extraido

A pureza das amostras foi obtida determinando a relacdo entre os valores de
absorbancia nos comprimentos de onda 260 (Aeo), correspondente ao DNA, e 280 (Azso),
correspondente as proteinas. Relagdo entre Aggo/ Azgo entre 1,4 e 2,0 sdo aceitaveis, para
DNA, sendo que valores mais baixos significam que a amostra possui uma quantidade maior

de proteina, que podem interferir na utilizacdo dessas amostras.

3.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

O DNA obtido foi utilizado na reagdo em cadeia da polimerase (PCR), para
amplificacdo dos 17 exons do gene da HRPT2. Essa técnica, descrita por Saiki et al (1988),
consiste na replicagdo “in vitro” de fragmentos especificos de DNA pela enzima Thermus
aquaticus (Taq) DNA polimerase. Para isso séo utilizados pares de oligonucleotideos

denominados primers ou iniciadores, que consistem de seqtiéncias curtas complementares as
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regides 5’ ¢ 3 que delimitam o segmento de DNA a ser amplificado e funcionam como os
iniciadores da reacéo.

A amplificagdo pela PCR consiste em ciclos repetidos de trés passos: desnaturagdo do
DNA a 94°C, anelamento dos iniciadores as suas seqliéncias complementares e extensao da
fita de DNA a partir dos iniciadores anelados pela Tag DNA polimerase. A cada ciclo
sucessivo duplica-se a quantidade de DNA sintetizada no ciclo anterior, resultando em um
acimulo exponencial (2") dos fragmentos a serem amplificados, em que n representa o
numero de ciclos (Saiki et al., 1988).

A reacdo é iniciada com o aquecimento da mistura até temperatura de 94°C, quando
ocorre a separacao da fita dupla do DNA.

O passo seguinte é o resfriamento controlado do material, até uma temperatura
definida, variavel para cada par de iniciadores, denominada temperatura de anelamento.
Nessa temperatura, os iniciadores formam hibridos com o DNA nas regides de seqiiéncia
complementar & sua. A temperatura de anelamento é estimada de acordo com a extenséo do
primer e proporgdo de C/Gs e A/Ts. A partir da temperatura estimada inicialmente, foram
feitos testes de condicdo da reacgdo, variando-se a temperatura, 0s componentes dos tampdes
utilizados e a concentracdo de magnésio na reacdo até se obter condi¢bes dtimas de
amplificacdo para cada par de iniciadores.

Apbs 0 anelamento, 0 material é aquecido até 72°C, temperatura ideal para a atividade
da enzima Taq polimerase. A partir desse momento, os dNTPs s&o incorporados aos
iniciadores, formando uma nova fita de seqiiéncia complementar a fita molde. Essas etapas
séo repetidas geralmente entre 25 e 40 vezes. (Saiki et al., 1988)

Desde que se utilizem condi¢bes adequadas, o produto de amplificacdo obtido é
bastante especifico, com baixa probabilidade de ter se originado de outras regides do DNA

genémico, ou mesmo de haver algum erro na incorporacao de bases pela enzima. O resultado
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é um produto relativamente puro, contendo basicamente a regido de interesse, em
concentragdo bastante elevada.

Para amplificcdo da regido codificadora do HRPT2 foram utilizados pares de
iniciadores intronicos especificos, flanqueando as sequéncias de interesse, amplificando 16
fragmentos correspondentes aos 17 exons do HRPT2 (Anexo O).

As reagOes foram realizadas para um volume final de 50 pl. Foram utilizados 200 a
400ng de DNA, 10 pmol de cada primer, 5 pl de tampéo 10X, 1,5 a 4 mM de MgCl,, 1,5
mM de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e 2,5U da enzima Tag DNA Polimerase. A
amplificacdo foi realizada em um termociclador (Mastercycler gradient thermocycler,
Eppendorf AG, Hamburg) com as seguintes etapas: desnaturacdo inicial a 95°C por 5
minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturagcdo a 94°C por 40 segundos, anelamento por 1
minuto e extensdo a 72°C por 45 segundos e uma extensédo final a 72°C por 10 minutos.
Cada fragmento foi amplificado sob condicdes especificas de temperatura de anelamento
descritas no anexo O. A composicdo das solucbes utilizadas na reacdo em cadeia da
polimerase esta descrita no anexo P.

Para cada reacdo foi feito um controle negativo (branco), contendo todos os
componentes da reacdo, exceto a amostra de DNA, para avaliar se o resultado obtido é
proveniente da amostra de DNA utilizada, e ndo de contaminacdo de DNA proveniente do

ambiente externo.

3.6 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A visualizacdo do material amplificado foi realizada através da eletroforese em gel de

poliacrilamida (PAGE) (Sambrook et al., 1989). O método consiste na migracdo do
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fragmento de DNA através de uma matriz inerte, sob agdo de um campo elétrico. A matriz é
um polimero de acrilamida, que confere resisténcia suficiente ao meio, dificultando a
mobilidade do DNA relativa ao seu tamanho, sendo capaz de separar fragmentos de até 1 kb.
Foi utilizado gel na concentragéo de 6,5%, para obter uma faixa de separacdo de 50-1000
pares de base, abrangendo a faixa de tamanho dos fragmentos em estudo.

Foram aplicados 3 pul de cada produto de PCR, juntamente com 1,0 ul de tampdo de
corrida (gel loading buffer) em cada canaleta do gel. Para determinar o peso molecular do
fragmento amplificado, foi aplicado em uma canaleta do gel, 1,5 ul de padrdo de peso
molecular (100 pb DNA ladder 0,6 ug/ul — Gibco BRL). A corrida foi realizada em tampao
TBE 1X, a 160 V, durante 20 a 30 minutos, em gel de 8 x 10 x 0,75 cm utilizando-se uma
cuba especifica (mini vertical gel eletrophoresis unit, Sigma). Apo6s o término da corrida, o
gel foi corado pela prata para visualizacdo do material amplificado. As solucdes utilizadas

nesta etapa estao descritas no anexo Q.

3.7 COLORACAO PELA PRATA

Devido a grande afinidade do ion prata por &cidos nucléicos, estes formam complexos
lineares com o metal. O processo de coloracdo é uma adaptacdo do método descrito por
Bassam et al (1991), que se baseia na capacidade da prata de se ligar ao DNA fixo em uma
matriz, sendo posteriormente oxidada, produzindo cor que vai do amarelo escuro ao preto.
Com isso, é possivel visualizar e identificar os fragmentos de DNA que migraram no gel, de
acordo com seu peso molecular.

O protocolo consiste de uma série de etapas, descritas na tabela 2.
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Tabela 2: Protocolo de coloracgdo pela prata do gel de poliacrilamida.

Reagente Tempo Condigdes
1. Acido acético 10% 10 minutos Sob agitagdo
2. Agua destilada 3 minutos Sob agitacéao
3. Solugéo de prata 10 minutos Sob agitacéo
4. Agua destilada 2 x 30 segundos Sob agitacéao
5.Revelador Até a coloragdo aparecer Sob agitacéao
6. Acido acético 5 minutos Sob agitacéao
7. Agua destilada 5 minutos Sob agitacao
8. Secar em papel celofane 12-24h

A integridade e a qualidade do material amplificado sdo verificadas pelo padrdo de
bandas formado pelo material amplificado no gel. As bandas devem apresentar-se bem
delimitadas, e seu posicionamento no gel, quando comparado ao das bandas de um padréao de
peso molecular, deve ser compativel com o tamanho esperado para o fragmento. Cada
amostra deve apresentar apenas uma banda, correspondente ao fragmento amplificado, sendo
admissivel a presenca de mais bandas apenas em casos especificos.

O controle negativo (branco), que foi realizado para cada reacdo, deve apresentar-se
totalmente isento de bandas, demonstrando ndo ter ocorrido contaminacdo durante o
manuseio dos reagentes e amostras, indicando a confiabilidade do processo de amplificacéo.

O material considerado de boa qualidade, de acordo com o0s parametros descritos
anteriormente, foi utilizado para as analises de mutacdo. As solugdes utilizadas nesta etapa

estdo no anexo R.
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3.8 PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Esta técnica consiste na purificagdo do material amplificado, eliminando fragmentos
inespecificos, de baixo peso molecular, como, por exemplo, excesso de iniciadores, que
podem inibir a reagdo de sequenciamento.

Para realizagdo da purificacéo, foi utilizada o Kit GFX de purificacdo (GFX PCR
and Gel Band Purification Kit, Amersham Biosciences, USA). O Kit consiste de uma
coluna contendo fibra de vidro (com a funcédo de filtrar os fragmentos indesejaveis), tubos
de microcentrifuga, solucdo para capturar o DNA e solucdo de lavagem. ApoOs a
identificacdo dos tubos coletores, cada qual com sua coluna adaptada, procedeu-se a
aplicacdo das amostras (50 ul) junto com 500 upl do tampdo de captura (acetato).
Centrifugou-se a 20.000 x g, em microcentrifuga, por 30 segundos, descartando-se o
material centrifugado. A coluna contendo o DNA, aplicaram-se 500 ul de um tamp&o de
lavagem (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA), procedendo-se novamente a
centrifugacdo com descarte do material. A coluna foi entdo transferida para um tubo de
microcentrifuga estéril e aplicaram-se 50 ul de TE pH 8,0. Em temperatura ambiente,
aguardou-se aproximadamente 5 minutos e centrifugou-se a 20.000 x g por 2 minutos; o
material centrifugado contém o DNA purificado. A pureza das amostras também foi

certificada por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida 6,5%.

3.9 SEQUENCIAMENTO AUTOMATICO

O método utilizado, descrito inicialmente por Sanger em 1981, baseia-se na sintese de

uma fita de DNA por uma enzima DNA polimerase a partir de um molde de fita simples,
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interrompendo esta duplicagdo quando ha incorporacdo de um dideoxinucleotideo (ddNTP),
que, por ndo possuir o grupo hidroxila ligado ao carbono 3’, ndo ¢ capaz de sofrer nova
esterificacdo, interrompendo a extensdo da cadeia.

A reacéo de sequenciamento do DNA foi realizada com o Kit de sequénciamento Big
Dye Terminators (ABI Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA). Para que ocorra a
reacdo, € necessario um mix (Terminator Ready Reaction Mix), fornecido pelo kit que
contém os ddANTP’s, os ANTP’s, a enzima polimerase, MgCl, e tampédo Tris-HCI, pH=9.0.

Os componentes utilizados para essa etapa estéo listados na tabela 3.

Tabela 3: Componentes utilizados para a reacao de sequenciamento e suas quantidades

Componentes Quantidade
Terminator Ready Reaction Mix 2ul
Tampéo de incubagdo 3ul

Produto de PCR 100 ng
Iniciador 3,2 pmoles
Agua deionizada g.s.p. 20 pl
Total 20 pl

Existem trés passos principais na reacdo de sequenciamento, que podem ser repetidos
por 25 a 30 ciclos. Esses passos sao:

1. Desnaturacdo do DNA a 96" C por 30 segundos: durante a desnaturacéo, a fita
dupla de DNA se abre, formando duas fitas simples, sendo que todas as reacGes enzimaticas

sdo paralisadas (por exemplo, a extenséo do ciclo anterior).
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2. Anelamento a 50° C por 15 segundos: na reacdo de sequenciamento, somente um
iniciador € usado. Desta forma, somente uma fita é copiada (na PCR dois iniciadores sdo
usados, formando duas fitas copias). O iniciador se liga a fita simples por meio de ligagdes
ibnicas. Uma vez ligado em uma regido especifica e complementar da fita simples, a
polimerase inicia a formacdo da fita complementar.

3. Extensdo a 60° C por 4 minutos: apés o anelamento, a temperatura é elevada a 60’
C, que é a temperatura ideal de acdo da polimerase (normalmente é de 72" C, mas, devido &
presenca de ddNTP’s, que sdo quimicamente modificados pela fluorescéncia, a temperatura é
diminuida para 60° C para que haja tempo de incorporacéo dessas moléculas quimicamente
modificadas). A partir desse momento, as bases sdo adicionadas de forma complementar a
fita simples que esta disponivel para ser copiada. Pode ser adicionado tanto um dNTP quanto
um ddNTP a fita nascente. Quando um ddNTP ¢é incorporado, a reacdo de extensdo é
paralisada, uma vez que esse dideoxinucleotideo contém um atomo de hidrogénio no terceiro
atomo de carbono (o dNTP contém um grupo OH nesta posi¢do). Como os ddNTP sao
fluorescentes, é possivel identificar a cor da ultima base fluorescente adicionada, por meio da
leitura pelo sequenciador automatico.

Apbds 25 ciclos de repeticdo, o produto final foi precipitado em alcool isopropilico
75%, durante 15 minutos em temperatura ambiente e centrifugado por 25 minutos a 16.000 x
g, descartando-se em seguida o sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido em etanol
70% e novamente centrifugado por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o produto
foi seco a 80° C por 2 minutos, adicionando-se em seguida 12pul da solugdo TSR (Template
Supression Reagent, ABI PRISM/USA) para que 0 sequenciador automatico possa fazer a
leitura em eletroforese por capilaridade. Foi utilizado, como equipamento de leitura da
reacdo de sequenciamento, o aparelho ABI PRISM 310 Genetic Analyser. As solucGes

utilizadas nesta etapa estdo descritas no anexo S.
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3.10 ANALISE DE RESTRICAO

As endonucleases sdo enzimas que possuem a propriedade de reconhecer certas
sequéncias de bases de clivar a molécula de DNA nessas regifes. Essas enzimas sao
chamadas enzimas de restricdo, e as sequéncias reconhecidas sdo os sitios de restricdo. A
digestdo de fragmentos de DNA com enzimas de restricdo é utilizada na identificagdo de
mutaces capazes de promover alteracdo em sitios reconhecidos por enzimas especificas
(Myers & Parry, 1994). Com isso, pode-se visualizar a presenca/auséncia de mutacfes nos
referidos sitios de restricdo ou insercdo/delecdo na regido analisada. A técnica consiste na
incubacdo do DNA em estudo com uma endonuclease, em tampédo especifico, a uma dada
temperatura recomendada para cada enzima. Ap6s o periodo de incubacdo, o material
digerido é submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida e posteriormente corado pela
prata, com descrito anteriormente, para visualizacao e analise dos fragmentos obtidos.

Para digestdo do exon 1 do gene HRPT2, foi utilizada a endonuclease Hae 111 (New
England Biolabs, USA), que reconhece e cliva a seqliéncia GGCC.

O protocolo utilizado, de acordo com as especificacdes do fabricante, consistiu na
incubacdo, de cerca de 300 ng do produto de PCR a ser analisado, com 5 U da enzima
Haelll, 1,5 pl de tampdo (NEBuffer 2 10x, New England Biolabs), e &gua num volume final
de 20 pl, a 37°C Durante 4h e posterior inativagdo térmica a 80° por 25 minutos. Apos a
digestdo os produtos da reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a

8% e corados pela prata.
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4. RESULTADOS:

4.1 CASUISTICA

4.1.1 Hiperparatireoidismo associado a tumor de mandibula ou maxila

O paciente avaliado neste trabalho (I1:3, figura 3) apresentou quadro clinico
compativel com o descrito na literatura para a sindrome de HPT-JT. O diagndstico de
hiperparatireoidismo foi feito aos 26 anos de idade, bem mais jovem que a idade média de
diagnostico do adenoma esporadico de paratiredide. A doenca apresentou comportamento
agressivo, sendo o paciente bastante sintomatico e com niveis de calcio sérico bastante
elevados e PTH cerca de 7 a 8 vezes maior que o limite superior da normalidade. Houve
recidiva do quadro de hiperparatireoidismo com exérese de um segundo adenoma cerca de
dez anos apds o aparecimento do primeiro adenoma, sendo a ocorréncia de mdaltiplos
adenomas também um achado freqliente na sindrome de HPT-JT.

O paciente apresentava tumor de maxila compativel com fibroma ossificante central
ao exame radiologico (figura 5) e, embora ndo tenha sido submetido a bidpsia, a
constatacdo da persisténcia do tumor ap6s mais de dez anos da correcdo da hipercalcemia

excluiu a hipotese de tumor marrom.
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Figura 5: Raio X regido maxilar: tumor de partes moles, bem delimitado, em regi&o

maxilar direita.

4.1.2 Hiperparatireoidismo Familiar Isolado

Estudamos uma familia com oito individuos com diagnéstico de
hiperparatireoidismo primario, em duas geracOes afetadas, sem outras endocrinopatias
associadas e ap6s 30 anos de seguimento desde o diagndstico do caso indice. O padrdo de
heranga observado € sugestivo de transmissdo autossdmica dominante. Embora nenhum
membro da familia apresente tumor de maxila ou mandibula sugestivo de leséo fibro-6ssea
benigna, a apresentacdo clinica dos pacientes afetados os aproxima do descrito para HPT-
JT, em contraste com o quadro tipico dos pacientes portadores de MEN 1 ou adenoma
esporadico de paratiredide, reforcando a associacdo do HPFI com a sindrome de HPT-JT.

A tabela 4 resume os achados clinicos dos pacientes afetados.
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Tabela 4: Caracteristicas dos membros afetados da familia com HPFI

Paciente sexo ldade ao Histologia paratireoideana Lesdes associadas Quadro clinico
diagnostico

1:2 M 65 anos Adenoma polidria, polidipsia, emagrecimento, nervosismo

I1:6 M 52 anos _ cistos renais bilaterais polidria, polidipsia, HAS, IRC, IAM

11:10 F 34 anos adenoma atipico polidria, polidipsia, dor dssea, nervosismo, massa
cervical palpavel

1:12 F 34 anos adenoma recorrente poliuria, polidipsia, dor éssea, massa cervical

adenoma com alteragdes cisticas palpavel, emagrecimento, tumor marrom

11:14 F 38 anos adenoma com alteragdes cisticas mioma uterino polidria, polidipsia, nefrolitiase, dor éssea,
nervosismo, massa cervical palpavel, Glcera
péptica

11:15 F 37 anos adenoma leiomioma renal polidria, polidipsia, nefrolitiase

endometriose/metrorragia

I:4 M 27 anos adenoma recorrente polidria, polidipsia, dor éssea, nervosismo,
fraturas de punho

116 M 26 anos adenoma fraturas de punho e antebraco

M: masculino F: feminino
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4.2 Estudo do gene HRPT2

DNA genbémico foi extraido de leucdcitos periféricos do probando (I1:3), portador de
HPT-JT, e dos seus familiares 11:2, 111:1 e 111:2, ndo afetados e dos membros 11:12, 11:14 e
[11:4 da familia portadora de HPFI. DNA tumoral foi extraido de adenomas de paratiredide
do paciente I1:3, portador de HPT-JT, e do paciente Il1l:4 da familia com HPFI. A
quantificacdo em espectofotdbmetro confirmou a obtencdo de material de boa qualidade.

O DNA obtido foi usado para amplificacdo dos 17 exons do gene HRPT2,
compreendendo toda a regido codificadora do gene. Os produtos amplificados, utilizando-
se os iniciadores especificos, corresponderam aos fragmentos esperados, visualizados no
gel de poliacrilamida (figura 6). Os controles negativos de todas as reagfes ndo mostraram

amplificagéo, excluindo a possibilidade de contaminantes na reagéo.
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Figura 6: Produtos de PCR mostrando a amplificacdo dos 17 exons do gene HRPT2.

Acima de cada canaleta encontra-se o nimero do exon amplificado.

4.2.1 Hiperparatireoidismo associado a tumor de mandibula ou maxila (HPT-JT)

Inicialmente, todos os exons do gene HRPT2 foram amplificados a partir do DNA
tumoral extraido do adenoma de hipo6fise do paciente 11:3 e seqlienciados. Foi encontrada
uma delecdo de duas bases no exon 7, em heterozigose (679delAG), levando a uma
alteracdo da janela de leitura. A mesma mutacdo foi encontrada no DNA genémico do
paciente (Figura 7). Nao foram encontradas alteracGes nos outros 16 exons sequenciados.

O exon 7 foi entdo amplificado e seqlenciado a partir do DNA gendmico dos

familiares 11:2, 111:1 e 111:2, ndo se encontrando alteragdes.
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I

Seqliéncia normal

CAGAGAGAGAGTATGGAGG AC

ﬂ

Probando (11:3)

LAGAGAGAGNNTGNGG G ANAC

Figura 7: Cromatograma mostrando a dele¢do de uma adenina e uma guanina no exon 7

do gene HRPT2 em heterozigose, no probando (11:3, figura 3), portador de HPT-JT.
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4.2.2 Hiperparatireoidismo Familiar Isolado (HPFI)

Todos os 17 exons do gene HRPT2 foram amplificados a partir do DNA tumoral do
paciente 111:4. Foi encontrada uma substituicdo de um G por um A no exon 1 (96 G>A),
aparentemente em homozigose. O exon 1 foi entdo amplificado a partir do DNA gendmico
de membros afetados da familia, encontrando-se a mesma mutacdo, porém em

heterozigose. (Figura 8)

DNA tumoral DNA gendmico

Figura 8: Cromatograma do seqiienciamento do exon 1 do gene HRPT2 mostrando em
substituicdo de uma guanina por uma adenina (TGG—>TGA) no DNA tumoral do paciente

I11:4, com HPFI (A) e a mesma mutagdo em heterozigose no DNA gendmico (B).
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4.2.2.1 Andlise de restricdo no exon 1 do gene HRPT2

A mutacdo encontrada no exon 1 do gene HRPT2, na familia portadora de HPFI foi
confirmada por analise de restricdio com a enzima Haelll, a qual reconhece e cliva a
sequéncia GGCC. A sequiéncia selvagem do exon 1 apresenta dois sitios de restricao para a
enzima Haelll, de maneira que a ap0ds a digestdo obtém-se trés fragmentos de 255, 156 e
57pb. A seqliéncia mutada perde um dos sitios de restricdo (GGCC € substituido por
GACC), obtendo-se entdo apenas dois fragmentos de 312 e 156pb. Produtos de PCR do
DNA tumoral e genémico foram submetidos a analise de restri¢cdo, confirmando-se que a
alteracdo encontrada esta presente tanto no tumor quanto no sangue, constituindo portanto

uma mutacdo germinativa. (figura 8)

1 2 3 4 1 2 3
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250pb —> ﬂ -
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-’ ~d
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Figura 8: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%, mostrando os produtos da digestao
do exon 1 do gene HRPT2 pela enzima Haelll. A, canaleta 1: padrdo de peso molecular,
canaleta 2: amostra normal, canaleta 3: DNA tumoral do paciente I11:4 (HPFI), canaleta 4:
DNA genbmico da paciente 11:12 (HPFI). B, canaleta 1: padrdo de peso molecular,
canaleta 2: DNA tumoral paciente 111:4 sem enzima , canaleta 3: digestdo do DNA tumoral

do paciente 111:4 .
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5. DISCUSSAO:

Neste trabalho, descrevemos clinica e laboratorialmente um paciente portador de
HPT-JT e uma familia portadora de HPFI e relatamos os resultados da analise do gene
HRPT2 nessas duas patologias. A evolucdo e as caracteristicas clinicas dos pacientes
mostraram, em ambos 0s casos, hiperparatireoidismo de comportamento mais agressivo e
diagnosticado em pacientes mais jovens do que o encontrado, em media, nos casos de

hiperparatireoidismo primario esporadico.

5.1 HIPERPARATIREOIDISMO ASSOCIADO A TUMOR DE MANDIBULA OU

MAXILA

O paciente descrito neste estudo apresenta diagnostico clinico da sindrome de HPT-
JT com quadro clinico caracteristico, de acordo com o descrito na literatura (Chen et al.,
2003). O paciente foi diagnosticado aos 26 anos de idade, apresentando niveis muito
elevados de PTH e Calcio sérico, com quadro clinico bastante exuberante, requerendo
propedéutica mais aprofundada. Miedlich et al (2003) sugerem que uma sindrome familiar
deve ser suspeitada sempre diante de hiperparatireoidismo em pacientes jovens (<40 anos),
com doenca multiglandular, adenomas atipicos ou recorrentes ou carcinoma de
paratiredide. O hiperparatireoidismo isolado raramente é diagnosticado antes dos 50 anos
e, na grande maioria dos casos, € causado por adenomas solitarios de paratiredide. A
doenca apresentou comportamento agressivo, sendo o paciente bastante sintomatico e com

niveis de calcio sérico bastante elevados e PTH cerca de 7 a 8 vezes maior que o limite
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superior da normalidade, ao contrario do adenoma esporadico, no qual os pacientes sao
geralmente assintomaticos, com niveis pouco elevados de célcio e PTH.

A tumoracdo em regido maxilar levantou a suspeita inicial de tumor marrom,
compativel com a gravidade do caso. Porém, essa possibilidade foi descartada ao exame
radiologico e, principalmente, pela auséncia de remissdo ap0s a resseccao cirdrgica de um
adenoma de paratiredide e remissdo da hipercalcemia, em contraste com as outras
alteracdes dsseas (reabsorcdo subperidstea e osteopenia) que melhoraram ap6s a cura do
hiperparatireoidismo. Apds 10 anos de acompanhamento com Calcio sérico normal, o
paciente apresentou recidiva do hiperparatireoidismo, sendo submetido a exérese de um
novo adenoma. A ocorréncia de recidiva, ou adenomas acometendo mais de uma
paratiredide, simultaneamente ou nao, também ¢é caracteristico da sindrome de HPT-JT
(Carpten et al., 2002). Lesdes renais associadas ao HPT-JT ndo foram encontradas no
nosso paciente, porém estas estdo presentes em apenas 40% dos casos (Chen et al., 2003).

Foi identificada uma delecdo de duas bases no exon 7 (679delAG) do gene HRPT2,
no DNA gendmico desse paciente, levando a uma alteracdo da janela de leitura e,
conseqiientemente, a uma proteina truncada. Apesar do HPT-JT ser uma sindrome familiar
de heranca autossémica dominante, esse € um caso aparentemente esporadico. Os pais do
probando ndo foram investigados geneticamente, porém ndo havia nenhuma histéria
familiar hiperparatireoidismo e nem sinais clinicos ou laboratoriais de sugestivos da
doenca nos familiares investigados. Podemos entdo considerar a hip6tese de que esse
paciente tenha apresentado uma mutacdo de novo. Essa afirmacdo ndo pode ser feita com
certeza, pois existe a possibilidade de um dos pais ser portador assintomatico da mutacéo,
ja que o HPT-JT é uma sindrome com penetrancia incompleta e até 30% dos pacientes

podem ser portadores silenciosos (Simonds et al., 2004; Bradley et al., 2005).
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A mutacdo aqui descrita ja havia sido relatada previamente por Howell et al. (2003)
numa familia também portadora de HPT-JT. Até o0 momento ja foram descritas 45
mutacdes no gene HRPT2, distribuidas por toda a regido codificadora, porém os exons 1 e
7 sdo os mais afetados. O exon 7, além de ser 0 maior exon do gene, contém um elemento
de repeticdo (AG)s, que pode ser considerado uma area de instabilidade gendmica, sendo
uma possivel area de insercOes e delecdes. De fato, além da mutacdo aqui relatada,
encontrada pela segunda vez, outra mutacdo alterando essa mesma regido, 679insAG, ja foi
descrita em cinco ocasides diferentes, em pacientes/familias de origens também diferentes
(Carpten et al., 2002; Shattuck et al., 2002; Simonds et al., 2004; Bradley et al., 2005).
Essas duas mutacBes (679insSAG e 679delAG) ilustram bem a falta de correlacdo entre
gendtipo e fendtipo observadas nas patologias associadas ao HRPT2. Dentre 0s cinco casos
descritos com a mutacdo 679insAG, encontramos formas de apresentacdo variadas: um
caso de carcinoma esporadico de paratiredide, trés familias com HPT-JT, sendo que em
duas delas havia casos de carcinoma e adenoma de paratiredide e na outra o
hiperparatireoidismo se apresentava como adenoma de paratiredide e, finalmente, uma
familia portadora de HPFI com casos de carcinoma e adenoma de paratiredide. Ja a
mutacdo aqui descrita (679delAG), afetando a mesma regido, foi encontrada em dois casos
de HPT-JT, sem carcinoma. Outreo exemplo é a mutacdo nonsense 700C>T, encontrada
em dois casos de carcinoma esporadico e um caso de HPT-JT.

Mutacdes no gene HRPT2 sdo encontradas em cerca de 50% das familias portadoras
de HPT-JT (Carpten et al., 2002; Bradley et al., 2005). Todas as mutac¢des descritas sdo de
natureza inativadora, reforcando a associa¢do desse gene com a sindrome. A auséncia de
mutacdes na seqiiéncia codificadora do gene no restante das familias poderia ser atribuida

a mutacOes em regibes promotoras ou outras regides regulatorias ainda nao definidas, ou
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até mesmo grandes delecdes ou rearranjos complexos envolvendo o gene HRPT2. O caso

descrito no nosso trabalho corrobora o papel do gene HRPT2 na patogénese do HPT-JT.

5.2 HIPERPARATIREOIDISMO FAMILIAR ISOLADO

O HPFI é composto por um grupo heterogéneo de pacientes e pouco mais de 100
familias estdo descritas na literatura (Huang et al., 1997; Teh et al., 1998). A maioria dos
relatos envolve doenca multiglandular, entre hiperplasia e adenomas multiplos, com graus
variaveis de agressividade.

Ainda ndo se sabe se esta € uma patologia isolada ou uma variante alélica, com
penetrancia incompleta de outras sindromes, principalmente a MEN 1 e HPT-JT, j& que
mutacdes nos genes responsaveis por essas duas sindromes ja foram encontradas em
individuos portadores de HPFI (Chen et al., 2003). Em grande parte dessas familias, no
entanto, a base genética permanece desconhecida. Além do mais, algumas familias
apresentadas inicialmente como HPFI, eventualmente desenvolvem o quadro completo de
MEN 1 ou HPT-JT, o que vem a dificultar ainda mais a caracterizacdo clinica da sindrome
(Villablanca et al., 2002).

Descrevemos uma familia portadora de HPFI, com duas geracdes de membros
afetados. O caso indice vem sendo acompanhado h& 31 anos, sem evidéncias de tumores
endocrinos em outros membros da familia. Nessa familia, a maioria dos membros afetados
apresentou quadro de hiperparatireoidismo agressivo, com hipercalcemia importante,
niveis bastante elevados de PTH e acometimento 0sseo e renal. A idade média do
diagndstico foi de 39 anos, cerca de 20 anos mais cedo que no hiperparatireoidismo

priméario esporadico em geral. O diagnostico histopatologico em todos 0s oito casos
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examinados foi de adenoma de paratiredide. Em dois desses casos existiam alteragdes
cisticas e um caso havia adenoma atipico. Houve dois casos de recorréncia do
hiperparatireoidismo, com resseccdo de um segundo adenoma. Um dos pacientes
apresentava cistos renais, e tumores uterinos estavam presentes em duas das quatro
mulheres afetadas. As caracteristicas clinicas dessa familia sdo bastante semelhantes as
geralmente encontradas na sindrome de HPT-JT, exceto pela auséncia de tumores de
mandibula ou maxila. Como estes ndo foram detectados mesmo apds um longo periodo de
seguimento, consideramos baixa a probabilidade que um quadro completo de HPT-JT
venha a se manifestar.

Detectamos nessa familia uma mutacdo germinativa inédita no gene HRPT2. Foi
encontrada uma transicdo de G para A na posicdo 96 levando a um codon de parada
prematuro (W32X) no exon 1. A mutacdo foi encontrada em heterozigose no DNA
genémico e em aparente homozigose no DNA extraido do adenoma de paratiredide de um
dos membros afetados. Pode-se presumir que, na verdade, tenha ocorrido perda do alelo
normal na amostra tumoral e a mutacdo esteja presente no alelo restante em hemizigose,
representando um exemplo tipico da teoria de “two hits” (Knudson, 1985), reforgando o
papel do HRPT2 como um gene supressor tumoral.

A familia descrita neste trabalho representa o oitavo caso de HPFI com uma mutacédo
confirmada do gene HRPT2. A presenca de uma nova mutacao inativadora no gene HRPT2
numa familia portadora de HPFI reforca a associagdo dessa sindrome com o HPT-JT,
sugerindo que esses casos representam uma variante da sindrome de HPT-JT (Teh et al.,
1998). Alguns autores (Howell et al., 2003; Villablanca et al., 2004) investigaram se o tipo
ou localizagdo da mutacdo poderia influenciar na penetrancia das lesdes associadas ao

HPT-JT, determinando a apresentagéo clinica, como ocorre na MEN 2, porém nenhum tipo
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de correlacdo gendtipo-fendtipo foi encontrado e por vezes a mesma mutacdo pode ser
responsavel por um quadro de HPT-JT ou por HPFI, com descrito na secéo anterior.

O HPFI também poderia ser considerado em alguns casos como uma variante da
MEN 1, ja que mutacdes do gene MEN 1 foram encontradas em 25 familias portadoras de
HPFI. A grande maioria dessas familias apresentava doenca multiglandular ou hiperplasia
de paratiredides, com hipercalcemia leve, apresentacdo semelhante a usualmente
encontrada na MEN 1. Em apenas duas dessas familias foi constatada a presenca de
carcinoma de paratiredides em um dos membros afetados (Sato et al., 1998; Ohye et al.,
1998; Villablanca et al., 2002; Pannett et al., 2003; Carrasco et al., 2004; Warner et al.,
2004). Em contrapartida, as oito familias portadoras de HPFI, nas quais foram detectadas
mutacdes no gene HRPT2, incluindo a descrita nesse trabalho, apresentaram
hiperparatireoidismo agressivo, com acometimento 6sseo e renal, com diagndstico
histopatolégico de adenoma, em alguns casos recorrente, com atipias ou alteracdes cisticas
e carcinoma de paratiredide em duas familias, como grealmente observado nos casos
classicos de HPT-JT. Em nenhum dos casos foi caracterizada hiperplasia de paratiredides.

Essas observacdes nos permitem sugerir a que o HPFI pode ser subdividido pelo
menos em dois grandes grupos. O primeiro seria uma variante da MEN 1, caracterizado
por formas mais leves de hiperparatireoidismo, geralmente apresentando-se como doenca
multiglandular e associado a muta¢6es no gene MEN 1. O segundo, caracterizado por
hiperparatireoidismo mais agressivo, adenomas atipicos ou carcinoma de paratiredide,
geralmente associado a mutagdes no gene HRPT2, poderia ser considerado uma variante
do HPT-JT.

Em varias familias, no entanto, nenhum tipo de mutacédo foi encontrado (Simonds et
al., 2004). Nesses casos, ndo se sabe se existe outro gene envolvido na patogénese do HPFI

ou se, como sugerido para a sindrome de HPT-JT, o seqilienciamento da regido
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codificadora do HRPT2 ndo identificou mutacdes presentes nas regides promotoras ou

outras regides regulatorias.

5.3 CONSIDERACOES FINAIS

A recente identificacdo do gene HRPT2 oferece uma nova e importante ferramenta
na investigacdo dos casos de hiperparatireoidismo familiar. O esclarecimento dos
mecanismos moleculares envolvidos na génese das sindromes associadas ao
hiperparatireoidismo ¢é de fundamental importancia para o entendimento das caracteristicas
clinicas e fisiopatoldgicas, classificacdo e prognostico desses grupos de doentes.

As sindromes associadas ao gene HRPT2 apresentam um fendtipo variado e ainda
ndo totalmente caracterizado, embora a associacdo de mutacdes no HRPT2 com formas
mais agressivas de hiperparatireoidismo pareca estar estabelecida. Além das complicacdes
decorrentes da hipercalcemia grave e o risco de lesbes renais, é importante notar que
pacientes com mutacdes no gene HRPT2 apresentam risco aumentado de desenvolver
carcinoma de paratiredid, e, nesse caso, o diagnéstico precoce seria de grande valia.

Considerando-se a variabilidade fenotipica dessas sindromes e as dificuldades na
distincdo histolégica entre adenoma, hiperplasia e carcinoma, o diagnéstico genético pode
ter grande valor na decisdo terapéutica, progndstico e aconselhamento genético desses
pacientes. Clinicamente, é importante diferenciar esses pacientes dos casos associados a
MEN 1 ou a alteragdes no CaSR, pois a conducgdo dos casos € bastante distinta em cada um
deles. Por outro lado, a precisdo do estudo genético permite um rastreamento mais facil,

seguro e econdmico das familias dos pacientes afetados, pois propiciaria a identificacédo e o
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tratamento precoce dos membros afetados e evitaria exames desnecessarios nos familiares
sem a alteracdo genética identificada.

Alguns autores sugerem que 0 rastreamento para mutacdes no HRPT2 seja feito em
todos os casos de suspeita clinica de HPT-JT ou HPFI, além de todos os casos de
carcinoma aparentemente esporadico de paratiredide (Chen et al., 2003; Howell et al.,
2003; Shattuck et al., 2003). Por outro lado, foi sugerido que o rastreamento para mutacfes
no gene HRPT2 ndo deveria ser rotineiramente utilizado nos portadores de HPFI, pois o
sequenciamento dos 17 exons do gene é um processo caro, demorado e com poucas
chances de trazer um resultado imediato para o paciente e sua familia, embora recomende
o teste para portadores de HPT-JT clinicamente comprovado (Warner et al., 2004).

Apesar de ndo haver consenso sobre quais pacientes seriam candidatos ao
rastreamento genetico, recomenda-se que 0S pacientes suspeitos ou portadores
assintomaticos da mutacao sejam submetidos a um acompanhamento periddico que inclui a
dosagem anual de Célcio sérico a partir dos 15 anos de idade, exame radioldgico da face a
cada trés anos e ultrassonografia abdominal anual. O rastreamento genético de familiares
de pacientes afetados evitaria que individuos ndo portadores de mutacdo fossem
submetidos a exames desnecessarios.

A importancia de identificar as bases moleculares nos casos de hiperparatireoidismo
familiar deve-se ao fato de que as varias sindromes existentes possuem caracteristicas
clinicas e genéticas proprias, levando a prognostico e tratamento bastante distintos. Nesse
trabalho, contribuimos para a melhor caracterizacéo clinica e genética de duas sindromes
de hiperparatireoidismo familiar, associadas a formas mais agressivas da doenca,
reforcando a associacdo de mutacdes no gene HRPT2 com o HPT-JT e com o HPFI,
demonstrando que, em pelo menos uma parcela dos casos, principalmente naqueles de

comportamento mais agressivo, 0 HPFI parece ser uma variante fenotipica do HPT-JT
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6. Conclusoes:

No presente trabalho, identificamos uma mutacdo inativadora no gene HRPT2 em
um paciente portador de HPT-JT e uma mutacdo inédita em uma familia portadora de
HPFI. Essa mutacdo foi previamente descrita por Howell et al (2003) em uma familia
portadora de HPT-JT.

As mutacdes aqui descritas corroboram o papel do gene HRPT2 na patogenese do
HPT-JT e reforcam a associacdo do HPFI com o HPT-JT.

A identificacdo de uma mutacao inativadora no gene HRPT2 na familia portadora de
HPFI confirma que ela pode ser classificada como uma variante do HPT-JT

E importante identificar a alteracdo genética nos casos de hiperparatireoidismo
familiar, j& que as varias sindromes descritas possuem caracteristicas clinicas e genéticas
préprias, com progndstico e tratamento distintos.

O HRPT?2 parece estar associado a formas mais agressivas de hiperparatireoidismo e,
portanto, € importante estar atento para a possibilidade diagnostica, para que screening
adequado seja feito nos pacientes suspeitos.

Estudos clinicos e genéticos em um maior nimero de familias poderam contribuir
cada vez mais para o esclarecimento da expressao clinica e historia natural do HPT-JT e

HPFI.
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8 ANEXOS

ANEXO A - Mutacdes previamente identificadas no gene HRPT2

Exon Nucleotideo Aminoacido Tipo Fenotipo Referéncia
1 3G>A M1L germinativa | HPT-JT Carpten et al, 2002
1 25C>T R9X germinativa | HPT-JT Carpten et al, 2002

somatica Ca esporadico Cetani et al, 2004
1 41 bpins frameshift germinativa | HPT-JT +Ca Carpten et al, 2002
1 34delAACATCC frameshift germinativa | HPT-JT Carpten et al, 2002
1 30delG frameshift germinativa | HPT-JT Carpten et al, 2002
1 39delC frameshift germinativa | HPT-JT +Ca Ca | Carpten et al, 2002
somatica esporadico Shattuck et al, 2003
1 126del24 frameshift somatica HPFI Carpten et al, 2002
1 128G-A W43X somatica esporadico Carpten et al, 2002
1 53delT frameshift somatica esporadico Carpten et al, 2002
1 76delA frameshift ND Ca esporadico Howell et al, 2003
germinativa | HPT-JT +Ca (2x)
1 82del4 frameshift28 somatica Ca esporadico Shattuck et al, 2003
1 70G>T E24X somatica Ca esporadico Shattuck et al, 2003
1 16delA frameshift6 ND Ca esporadico Shattuck et al, 2003
1 60del10 frameshift20 ND Ca esporadico Shattuck et al, 2003
1 IVS1+1G>A germinativa | FIHP Cetani et al, 2004
1 IVS2-1G>A germline HPT-JT Moon et al, 2005
1 85delG frameshift somatica HPT-JT +Ca Moon et al, 2005
1 23TGCG>GTG frameshift8 somatica Ca esporadico Shattuck et al, 2003
2 165>G Y55X germinativa | HPT-JT +Ca Carpten et al, 2002
Carpten et al, 2002
2 191T>C L64P germinativa | HPFI Howell et al, 2003
Villablanca et al, 2004
2 162C>G Y54X ND Ca esporadico Howell et al, 2003
somatica Shattuck et al, 2003
2 165C-A Y55X somatica Ca esporadico Howell et al, 2003
2 165delC frameshift ND Ca esporadico Howell et al, 2003
2 226C>T R76X somatica Ca esporadico Shattuck et al, 2003
2 IVS2-1G>C germinativa | HPFI Villablanca et al, 2004
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2 195insT frameshift somatica Ca esporadico Cetani et al, 2004
2 195insA frameshift somatica Ca esporadico Cetani et al, 2004
3 306delGTgtgagtacttttt frameshift germinativa | HPT-JT Carpten et al, 2002
4 356delA frameshift germinativa | HPT-JT +Ca Carpten et al, 2002
5 406A>T K136X germinativa | HPT-JT Carpten et al, 2002
5 373insA frameshiftl25 | germinativa | Ca esporadico Shattuck et al, 2003
6 1VS6-1delG somatica Ca esporadico Howell et al, 2003
7 636delT frameshift germinativa | HPT-JT Carpten et al, 2002
HPT-JT +Ca Ca | Carpten et al, 2002(2x)
7 679insAG frameshift germinativa | esporadico Shattuck et al, 2002
HPFI + Ca Simonds et al, 2004
HPT-JT Bradley et al, 2005
7 686delGATG frameshift somatica HPT-JT +Ca Howell et al, 2003
7 679delAG frameshift germinativa | HPT-JT Howell et al, 2003
7 669 germline HPT-JT Bradley et al, 2005
7 664C>T R222X germinativa | Ca esporadico Shattuck et al, 2003
7 ND Ca esporadico Shattuck et al, 2003
700C>T R234X germinativa | HPT-JT Howell et al, 2004
germinativa | Ca esporadico Cetani et al, 2004
8 732delT frameshift244 | somatica Ca esporadico Shattuck et al, 2003
8 746delT frameshift249 | somatica Ca esporadico Shattuck et al, 2003
8 255delTG ou 256delGT | frameshift germinativa | HPT-JT Cavaco et al, 2004
14 1238delA frameshift germinativa | HPT-JT Carpten et al, 2002
14 1230delC frameshift14 ND Ca esporadico Shattuck et al, 2003

Ca: carcinoma; ND: informag8o ndo disponivel; HPFI:hiperparatireoidismo familiar isolado; HPT-JT

hiperparatireoidismo associado a tumor de mandibula ou maxila
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ANEXO B: Exames laboratoriais do paciente portador de HPT-JT (Individuo I1:3, fig 3)

Exames laboratoriais do paciente I1:3a época do diagndstico

Exames Resultados Valor de referéncia
Calcio 14,8 mg/dl 8,5 - 10,5 mg/dI
Faésforo 1,1 mg/dl 2,5 - 4,5 mg/dl
Osteocalcina 196 mg/dl 10 - 35 mg/dl
Magnésio 2,1 mg/di 1,6 -2,6 mg/dI
Creatinina 0,7 mg/di 0,7 - 1,2 mg/dI
Glicose 82 mg/dl 60 - 99 mg/di
Sodio 139 mEqg/I 135 - 145 mEqg/I
Potassio 4,3 mEqg/I 3,7-5,6 mEqg/I
Albumina 4,4 g/dl 3,5-5,5g/dl
Globulina 2,29/dl 1,4 -3,2 g/dI
PTH intacto 489 pg/mi 10 - 65 pg/mi
T4 livre 1,0 ng/dl 0,8 - 2ng/dl
TSH 0,91 pU/ml 0,5 - 4 pu/ml

Exames laboratoriais da paciente 11:3 para rastreamento de MEN1 e MEN2A

Exames Resultados Valor de referéncia
Calcitonina <100 pg/mi
Gastrina 43,2 pg/ml <200 pg/mi
Prolactina 3,2 ng/ml 0,6 a 15 ng/ml
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Outros exames solicitados revelaram:

e Raio X de cranio: tdbua 6ssea reduzida, aspecto em salt and pepper.

¢ Raio X de mé&o: reabsor¢édo subperidstea e diminuicdo da densidade dssea.

¢ Raio X de seios da face: lesdo sugestiva de tumor de partes moles em maxilar D.

e Ultra-som da regido cervical: massa sélida hipoecdica, heterogénea, de contornos regulares,
medindo 3,8 por 2,2 cm.

¢ Ultra-som abdominal total sem alteracdes.
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ANEXO C: Exames laboratoriais dos familiares do paciente com hiperparatireoidismo e

tumor de mandibula

e Individuo I:1: Calcio idnico, 1,32 mmol/l (1,17 - 1,32 mmol/l); Fosforo, 3,0 mg%;
Magnésio, 2,1 mg%; T4 livre, 1,09.

e Individuo II:2: Calcio ibnico, 1,29 mmol/l; Fésforo, 3,7 mg%; Magnésio, 2,1 mg%;
TSH, 1,82 pU/I

e Individuo 1I:5: Célcio total, 9,0 mg %; Fdésforo, 4,3 mg%; Magnésio, 2,1 mg%; TSH,
1,82 pU/I; Albumina, 4,7 g/l; Globulina, 2,5 g/l.

e Individuo I11:2 (6 anos de idade): Céalcio normal

e Individuo I11:3 (3 anos de idade): ainda ndo investigada
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ANEXO D: Exames laboratorias da paciente 11:12 (Hiperparatireoidismo familiar isolado)

Exames laboratoriais da paciente 11:12 a época do diagndstico

Exames (1976) Resultados Valor de referéncia
Célcio 12,4 mg/dI 8,5 - 10,5 mg/dl
Fosforo 1,8 mg/dl 2,5-4,5mg/dl
Fosfatase alcalina 201 UIN 56 - 155 Ul/I

PTH 1600 pg/ml 230 - 630 pg/ml

Exames laboratoriais da paciente 11:12 para rastreamento de MEN1 e MEN2A

Exames Resultados Valor de referéncia
Calcitonina 72pg/ml <100 pg/mi
Gastrina 30,1 pg/ml <200 pg/mi
Prolactina 9,6 ng/ml 0,6 a 15 ng/ml
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Exames laboratoriais da paciente 11:12 colhidos para controle

Exames (10/8/2003) Resultados Valor de referéncia
Célcio 9mg/dI 8,5-10,5 mgdl
Célcio ionizado 4,8 mg/dl 4,7 - 5,28 mg/dl
Faésforo 3,2 mg/dl 2,5 -4,5mg/dl
Magnésio 1,8mg/dI 1,9 - 2,5 mg/dl
Glicemia 103 mg% 70 - 110 mg%

Calcidria (850ml) **
Natridria
Clearance de creatinina

PTH intacto

36,6 mg/24 horas
148 mEQq/24 horas
126 ml plasma/min

68 pg/ml

até 280 mg/24h
27 - 287 mEQ/24 horas
75 - 115 ml plasma/min

10 - 65 pg/mi

** yrina de 24 horas
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ANEXO E: Exames laboratorias da paciente 11:15 (Hiperparatireoidismo familiar isolado)

Exames laboratoriais da paciente 11:15 na época do diagndstico

Exames Com dieta Sem dieta Valor de referéncia

Célcio 11,8 mg/dl 12,0 mg/di 8,5 - 10,5 mg/dI

Faésforo 1,8 mg/di 2,5 mg/di 2,5 - 4,5 mg/dl

Calcidria 455 mg/24h 294 mg/24h com dieta <180 mg/24h
sem dieta <280 mg/24h

Fosfaturia 596 mg/24h 859 mg/24h 400 a 1300 mg/24h

Acido Urico 4.4 mg/dl 4,5 mg/dl 2,4 - 6 mg/dl

UricosUria 778 mg/24h 604 mg/24h 150 - 850 mg/24h

PTH 1,1 mg/dl < 1,0mg/dI

TSH 2,4 1 U/ml 0,5—-4 pU/ml

Exames laboratoriais da paciente 11:15 para rastreamento de MEN1

Exames Resultados Valor de referéncia
Gastrina 63,4 pg/ml <200 pg/ml
Prolactina 11,4 ng/ml 0,6 a 15 ng/ml

e Raio x de créanio e de maos sem alteragdes

e Ultrassonografia cervical: nédulo na regido postero-medial do lobo esquerdo da tiredide,

medindo 1,6 x 1,5 x 1,0 cm.
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ANEXO F: Exames laboratorias da paciente 11:10 (Hiperparatireoidismo familiar isolado)

Exames laboratoriais da paciente 11:10 na época do diagnostico

Exames (1992) Resultados Valor de referéncia
Célcio 11,8 mg/dl 8,5 - 10,5 mg/dl
Fosforo 2,3 mg/dl 2,5-4,5mg/dl
Magnésio 2,7 mg/dl 1,6 -2,6 mg/dl
Fosfatase alcalina 132 U/ 56 - 155 Ul/I
Glicose 80 mg/dl 60 - 99 mg/dl
Sadio 140 mEg/I 135 - 145 mEq/I
Potassio 4,1 mEq/Il 3,7-5,6 mEq/I
Creatinina 0,6 mg/dl 0,7 - 1,2 mg/dl
Proteinas totais 6,9 g/dl 6,4 -8,3 g/dI
TSH 1,1 pU/ml 0,5 -4 pU/mi
T4 7,5 pg/dl 5-12 pg/dl
PTH 1.600 pg/ml 10 - 65 pg/mi

Exames laboratoriais da paciente 11:10 para rastreamento de MEN1

Exames Resultados Valor de referéncia
Gastrina 23,8 pg/ml <200 pg/ml
Prolactina 5,2 ng/ml 0,6 a 15 ng/ml
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Outros exames realizados:

e Radiografias dsseas: osteopenia generalizada

e Ultrassonografia cervical: aumento de tamanho das paratiredides superiores (esquerda, 7,0
x 3,0 x 2,0 mm, direita, 8,0 x 43 x 25 mm) e uma imagem heterogénea,
predominantemente cistica, no polo inferior esquerdo da tiredide (2,8 x 2,4 x 2,0 mm).

e Tireograma: nodulo frio na regido palpada

e Puncdo bidpsia com agulha fina do ndédulo no poélo inferior: células epiteliais acinares,
com citoplasma finamente granuloso e eosinofilico, com hipétese diagndéstica de tumor

paratireoideano
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ANEXO G: Exames laboratorias da paciente 11:14 (Hiperparatireoidismo familiar isolado)

Exames bioquimicos da paciente 11:14 a época do diagnostico

Exames (1993) Resultados Valor de referéncia
Célcio 13,0 mg/dl 8,5 - 10,5 mg/dl
Fosforo 1,2 mg/dl 2,5-4,5mg/dl
Glicose 76 mg/dl 60 - 99 mg/dl
Sadio 136 mEqg/I 135 - 145 mEq/I
Potassio 3,8 mEq/I 3,7-5,6 mEq/I
TSH 3,1 101 U/ml 0,5 -4 pU/mi
T3 130 ng/ul 75 - 220 ng/ul
T4 12,8 pg/dl 5-12 pg/dl
Hemoglobina 13,6 g% 12 -16 g%
Creatinina 0,6 mg/dl 0,7 - 1,2 mg/dI

Exames laboratoriais da paciente I1:14 para rastreamento de MEN1

Exames Resultados Valor de referéncia
Gastrina 39,1 pg/ml <200 pg/ml
Prolactina 7,2 ng/ml 0,6 a 15 ng/ml

e Ultra-som cervical: dois nédulos hipoecéicos (1,8 x 1,0 e 2,3 x 1,2 cm).
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ANEXO H: Exames laboratorias do paciente 11:6 (Hiperparatireoidismo familiar isolado)

Exames bioquimicos do paciente 11:6 colhidos antes da hospitalizagdo

Exames Resultados Valor de referéncia
Célcio 11,9 mg/dl 8,5 - 10,5 mg/dl
Fésforo 2,9 mg/dl 2,5 - 4,5 mg/dl
Glicose 95 mg/dl 60 - 99 mg/dl
Sodio 140 mEqg/I 135 - 145 mEqg/I
Potéssio 3,5 mEq/I 3,7 -5,6 mEqg/l
Creatinina 3,0 mg/dl 0,7 - 1,2 mg/dI
Uréia 104 mg/dl 10-40 mg/dI
Acido Urico 9,8 mg/dl 3,4 - 7,0 mg/dl
Fosfatase Alcalina 101 U/ 56 - 155 Ul/I
Albumina 4,2 g/dl 3,5-5,5g/dl
Globulina 2,6 g/dl 1,4 - 3,2 g/dI
PTH 525 pg/ml 10 - 65 pg/ml

Exames laboratoriais do paciente 11:6 para rastreamento de MEN1

Exames Resultados Valor de referéncia
Gastrina 98,8 pg/ml <200 pg/mi
Prolactina 8,8 ng/ml 0,6 a 15 ng/ml

e Ultra-som abdominal: cistos renais bilaterais
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ANEXO I: Exames laboratorias do paciente 11:3 (Hiperparatireoidismo familiar isolado)

Exames bioquimicos do paciente 11:3

Exames Resultados Valor de referéncia
Calcio ionico 1,24 mmol/I 1,17 — 1,32 mmol/Il
Gastrina 98,8 pg/ml <200 pg/mi
Prolactina 8,8 ng/ml 0,6 a 15 ng/ml
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ANEXO J: Exames laboratorias do paciente I11:4 (Hiperparatireoidismo familiar isolado)

Exames bioquimicos do paciente 111:4 & época do diagnostico

Exames (2001) Resultados Valor de referéncia
Calcio ionizado 1,93 mmol/I 1,17 - 1,32 mmol/l
Faésforo 3,0 mg/dl 2,5 - 4,5 mg/dl
Magnésio 2,1mg/dI 1,6 -2,6 mg/dI
Glicose 86 mg/dl 60 - 99 mg/dl
TSH 2,45 pU/ml 0,5 - 4 puU/ml
Hemoglobina 16,0 g% 12 -16 g%
Creatinina 0,8 mg/dl 0,7 - 1,2 mg/dI
PTH 354 pg/mi 10 - 65 pg/mi
Calcidria 24h 358 mg/24 horas até 280 mg/24h
Proteinas totais 6,99 g/dl 6,4 -8,3 g/dI
Albumina 4,4 g/dl 3,5-5,5g/dl

Exames do paciente I11:4 mostrando recidiva do hiperparatireoidismo

Exames (2003) Resultados Valor de referéncia
Célcio totalo 13,7 mg/dl | 8,5- 10,5 mg/dl |
Faosforo , 2,3 mg/d 2,5-4,5mg/dl

PTH 360 pg/ml 10 - 65 pg/ml
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Cintilografia das paratiredides com sestamibi-Tc99: sem evidéncias cintilogréficas de
adenoma de paratiredide.

Ultra-som cervical: nodulagdo so6lida em regido pdstero-inferior e medial ao lobo direito
da tiredide, medindo cerca de 1,4 x 1,1 x 1,1 cm, com aspecto sugestivo de adenoma de

paratiredide.
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ANEXO K: Exames laboratorias do paciente 11:2 (Hiperparatireoidismo familiar isolado)

Exames bioquimicos do paciente 11:2 a época do diagnostico

Exames (2002) Resultados Valor de referéncia
Calcio ionizado 7,0 mg/dl 4,0 - 5,4 mg/dl
Calcio total 11,9 mg/dl 8,5-10,5 mg/dl
Fésforo 1,8 mg/dl 2,5-4,5mg/dl
Magnésio 1,9 mg/dl 1,6 -2,6 mg/dl
PTH 664 pg/ml 10 - 65 pg/mi
Proteinas totais 6,5 g/dI 6,4 -8,3 g/dI

o Densitometria 6ssea: osteoporose no fémur (colo femoral: DMO = 0,619 g/cm?; score T =
-3,5; score Z=-1,4) eosteoporose na coluna vertebral (L2-L4: DMO = 0,606 g/cm2; score
T =-5,3; score Z = -3,4).

o Cintilografia das paratiredides com sestamibi-Tc99: compativel com a presenca de

adenoma de paratiredide localizada em porc¢éo inferior do lobo tireoidiano esquerdo.
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ANEXO L: Exames laboratorias do paciente 111:6 (Hiperparatireoidismo familiar isolado)

Exames bioquimicos do paciente 111:6 & época do diagnostico

Exames (2002) Resultados Valor de referéncia
Calcio ionizado 1,72 mmol/Il 1,16 - 1,32 mmol/l
Célcio total 12,1 mg/di 8,5 - 10,5 mg/dI
Faésforo 2,0 mg/dl 2,5 - 4,5 mg/dl
Magnésio 1,9 mg/di 1,6 -2,6 mg/dl
PTH 132 pg/ml 10 - 65 pg/mi
Proteinas totais 6,5 g/dI 6,4 -8,3 g/dI
Sodio 138 mEq/I 135 - 145 mEq/I
Potassio 4,3 mEqg/I 3,7 -5,6 mEqg/I
Creatinina 1,1 mg/di 0,7 - 1,2 mg/dl

e Densitometria 6ssea: osteopenia no fémur (colo femoral: DMO = 0,7993 g/cm? score T

=-2,1; score Z = -1,9) eosteoporose na coluna vertebral (L2-L4: DMO = 0,943 g/cm2;

score T = - 2,5; score Z = -2,1).

e Cintilografia das paratiredides com sestamibi-Tc99: compativel com a presenca de

adenoma de paratiredide inferior esquerda.
e Raio X de mandibula sem alteragdes.

e Ultra-som abdominal: sem alteragdes.

e Ultra-som cervical: evidéncia nddulo posterior a tiredide, no poélo inferior esquerdo,

medindo 1,2 x 1,0 x 0,7 cm.
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ANEXO M: Exames laboratorias da paciente I:1 (Hiperparatireoidismo familiar isolado)

Exames laboratoriais para rastreamento de hiperparatireoidismo na paciente 1:1

Exames Resultados Valor de referéncia
Célcio 8,6 mg/dl 8.5-10.5 mg/dl
Fosforo 3,1 mg/dl 2.5-4.5mg/dl
Magnésio 2,1 mg/dl 1,6 -2,6 mg/dI
Fosfatase alcalina 236 U/ <270 U/
Glicose 108 mg/dl 60 - 99 mg/di
Creatinina 1,1 mg/dl 0,7 - 1,2 mg/dl
Ureia 37 mg/di 10 -40 mg/dI
TSH 2,21 pU/mi 0,5 -4 pU/mi
PTH intacto 62,9 pg/ml 12 - 72 pg/mi
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ANEXO N: Solucgdes utilizadas para extracdo de DNA a partir de sangue periférico

Solucéo hipotonica EDTA/NaCl 10mM
EDTA dissodico bihidratado ............. 3,722¢
Cloreto de sOdi0 ..........ccccevveveennnnen, 0,584¢g
Agua destilada autoclavada gsp.......1.000ml

Suspensao de silica
Dioxido de silica.........cccovevverieriennnne. 60g
Agua destilada gsp.........cccccevnee.. 500ml

Em um cilindro graduado de 5cm de didmetro com 27,5cm de coluna de agua, sedimentar a
suspensdo por 24 horas. Descartar o sobrenadante (aproximadamente 440 ml), completar o
volume para 500ml com &agua destilada e ressuspender. Sedimentar por 5 horas, descartar
novamente o sobrenadante (aproximadamente 440ml) e adicionar ao restante 660ul de &cido
cloridrico 32% (p/v) para ajustar o pH para 2. Aliquotar e autoclavar. A suspensao € estavel por 6

meses, sendo armazenada a temperatura ambiente.

Tampaéo de lise (L6)

Cloridrato de guaniding ..........c.ceccveenirnnnnns 97¢

Tris cloridrato 0, 1AM pH 6,4...........ccoeevveneee. 100ml
EDTA 0,2M PH 8,0....ccviiciciiiieiceieeeea 22ml
Triton X-100......cccoeeiiiiiieeeeeee e 2,45ml

Tampao de Lavagem

Cloridrato de guanidina.............cccccceevveennne, 97¢g

Tris cloridrato 0,1M ph 6,4........c..cccevevnennenn. 100ml
Tampéo TE pH 8.0

TASPH 7,4, 10mM

EDTAPH 8,0 i 0,1mM

Agua destilada gsp...........ccoevevvereirieeienenns 100ml
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ANEXO O: Iniciadores e condi¢bes de PCR utilizados na amplificacdo dos 17 exons do gene

HRPT2.
Exon Iniciadores (5’-3°) Temp. MgCl, Produto de
Anelamento (°C) | (mM) Amplificagao (pb)
1 F:5-TGC TGC TGT CGT AGG CGA GG-3° 58/59 473
R: 5’-GGG AGG GGT TAA GAA AGA GG-3’
2 F: 5°-ACT GGA AAG GAA GGC CAA CC-3’ 56 15 125
R: 5’-GCT GCA CGT CGG ACATAA A-3
3 F:5°-GTT GTG TAT CAT TGT TAT TC-3’ 55 1,5 173
R: 5°-AAT GTC TGT TTA AGA CTG G-3°
4e5 | F:5>-ACATGT TTT TGC AGA GCT GC-3° 55 4 423
R: 5’-AAA GCT CCT CAG GTT ACT GCA-3’
6 F: 5°-ACC TAG AAT TGT AGA GGT AG-3° 56 4 351
R:5’-ACG AAC TTA AGA GCA AAG AG-3’
7 F: 5°-TAT GAT ACA CTC CAG GAATG-3’ 55 1,5 343
R: 5>-TAA CCA CAG ATT AAA CGC AC-3°
8 F:5°-TAT GTA GTA GGG AAG AAT CG-3° 56 2 281
R:5°-TCT TCAACG TTACTACACTG-3’
9 F:5-ATG GTCATG CTACTG CACTC-3’ 55 2 258
R:5>-TAC TTT GCC AAC CCT TAC CC-3°
10 F:5°-TGA ACC ATC ACATTC AAT GTAG-3’ 57 1,5 236
R:5°-TTT ACT TCA ACATGT GCT ACT C-3°
11 F: 5°-AAG AGA CAG AGA GAT ATG G-3° 55 2 213
R:5-AAACTTGCACTGTTACGATC-3
12 F: 5°-AGT TAG TCA TAT GGG AAT ACA C-3° 55 2 268
R: 5°-TAA ATC AGA ATG GAT ACC AAG C-3°
13 F:5-TGATTT ATT AGT GCC CAA GC-3’ 55 1,5 320
R: 5-ATATCC TAC GTA CAG GAT AG-3’
14 F:5-ATCTTCCCATTT TCATCA CG-3’ 55 1,5 279
R: 5>-ACAACATTCATTCTCTTG GG-3’
15 F: 5’-AAT GTT TAT GGG ACT GTT GC-3’ 55 1,5 303
R: 5°-TGA CAT ACA CAT CAT ATG GC-3’
16 F: 5°-TAT AAT ACG GCT TCAGTT GG-3’ 55 2 325
R: 5°-TAA GAC TGA CAA CTC TAT GG-3’
17 F:5-CCAGTT TTC TAG AAA ACA GC-3’ 55 2 262

R: 5’-AAG ATC AAT CTG TGA CCT TC-3’
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ANEXO P: Solugdes utilizadas na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Solucéo de oligonucleotideos (primers) 10 pmoles/ul

Solucéo de cloreto de magnésio 25mM

Tampao de incubacéao (10x)

Cloreto de potassSio.........ccccvereeiecieieesiesieenen, 500mM
Tris cloridrato pH 9,0......c.cooviiiiiiiiecee e 100mM
TrItoN X-100......ccciiiiiieeiereere e 1%
Cloreto de magnesio.........ccccovevveieeieerieieeseennn 15 mM
Solucéo de dNTP
AATP..cee e 1,25 mM
ACTP et 1,25 mM
AGTP e 1,25mM
ATTP. e 1,25 mM

Taq DNA polimerase 5u/ul
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ANEXO Q: Solucgdes utilizadas para Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)

- Solucéo de Acrilamida/Bisacrilamida 30%

Acrilamida 29 ¢
Bisacrilamida 19
Agua destilada g.s.p. 100 ml

- Tampéo TBE 10x pH 8,3

Tris base 60,50 g
Acido boérico 30,85 g
EDTA dissodico bi-hidratado 3,729
Agua destilada q.s.p. 1000 ml

- Gel de poliacrilamida a 6,5%
Solucdo de acrilamida/bis-acrilamida 30% (29:1) 1,079 ml

TBE 10x 0,65 ml
Agua destilada 3,22 ml
Persulfato de aménio 10% 40 pl
TEMED 4,0 wl

- Tampéo TBE 1x
TBE 10x 10 ml
Agua destilada q.s.p. 100 ml

- Tampéao de amostra (Gel loading buffer)

Azul de bromofenol 0,25%
Xileno cianol 0,25%
Glicerol 30%
Agua destilada q.s.p. 100 ml
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ANEXO R: Solugdes utilizadas na Coloracéo pela Prata
Solucéo de prata (estoque)
Nitrato de prata.........ccccevvvereeieiieese e 20,38g

Agua destilada...........coceeveeveeeereieeeceee e, 1.000ml

Solucéo de prata (uso)

SOIUGAD d€ ESLOQUE.......cveeieeie et 8ml
Agua destilada...........o.cceveeereieieieeee e 100ml
Formaldeido 37%........cccccvvieiiiiee e 150ul
Revelador
Carbonato de SOUI0..........ccceveeveeiieiieie e 2,979
Agua destilada gsp.......c..cceverveeeerreeeereeeie e 100ml
Formaldeido 37%........cccoeiiiiiieieeee s 150ul
Tiossulfato de s6dio 10mg/ml........c.cceveveiiiiiiiiiiiiinns 40ul

Deve ser utilizado quando em temperatura entre 10 e 18°C

Solucéo Fixadora
Acido acético glacial.............cccevveeeveceevereceeeeeee e, 100ml
Agua destilada gspP...........cevvvreeeeeeeeeeeeeeeeee e 1.000ml

Solucéo de Tiossulfato de sédio
Tiossulfato de SOTI0.........ccveiviiiiiciesc e 10mg
AQUA ESEIIAUA. ... 1ml
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ANEXO S: Solugdes utilizadas para a rea¢ao de Sequenciamento
Terminator Ready Reaction Mix
- “A- Dye Terminator, marcado com dicloro[R6G]” ;
- “C- Dye Terminator marcado com dicloro[ROX]”;
- “ G- Dye Terminator marcado com dicloro[R110];
- “T- Dye Terminator marcado com dicloro[TAMPRA]”.
- Deoxinucleotideos trifosfatos (JATP, dCTP, dITP, dUTP)
- AmpliTag DNA polymerase, FS, com estabilizador térmico
- MgCl,
- Tris-HCI buffer, pH9.0

Tampao de diluicéo:
400mM de Tris-HCI pH 9, 10 mM de MgCl,

ABI PRISM 310 Genetic Analyser Buffer with EDTA

Template Supression Reagent (TSR)

Alcool isopropilico 75%

Etano 70%
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ANEXO T: Equipamentos utilizados

e PCT-100 — Programmable Thermal Controller — MJ Research, Inc. (PCR)

e Eppendorf Centrifuge 5417R (Microcentrifuga)

e Marathon 13 K/M — Fisher Scientifc ( Microcentrifuga)

¢ MINOR — MSE (Centrifuga)

e VORTEX-2 GENE- Scientific Industries (Maquina de vortex)

e Fisher Water Bath- Fisher Scientific (Banho de agua)

e Thermolyne Type 16500 — Dry-bath ( Banho de areia)

e Mini-V 8.10 Vertical Gel Eletrophoresis Apparatus — Life Tecnologies ( Cuba de
eletroforese).

e ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Sequenciador automatico)
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ANEXO U: Sequéncia do gene HRPT2 e da proteina parafibromina

cDNA HRPT2 (Exons sd@o mostrados alternadamente em azul e preto)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941

GCTACTGCCCCTGCTGCTGTCGTAGGCGAGGACGGCTGTTAGTGCTGCTGCTGTTGGTTC
GTCGCGGCGGCGAAGGAGGAGGAGGAAGAGGGCGAGGCGACAAGAGAAGAAGGAGGCAGG
CGCGGCGGCAGCGGCGGCGCCCCGAGCCGGCGGAGGCGAGGGGGGGGAAGATGGCGGALCG
TGCTTAGCGTCCTGCGACAGTACAACATCCAGAAGAAGGAGATTGTGGTGAAGGGAGACG
AAGTGATCTTCGGGGAGTTCTCCTGGCCCAAGAATGTGAAGACCAACTATGTTGTTTGGG
GGACTGGAAAGGAAGGCCAACCCAGAGAGTACTACACATTGGATTCCATTTTATTTCTAC
TTAATAACGTGCACCTTTCTCATCCTGTTTATGTCCGACGTGCAGCTACTGAAAATATTC
CTGTGGTTAGAAGACCTGATCGAAAAGATCTACTTGGATATCTCAATGGTGAAGCGTCAA
CATCGGCAAGTATAGACAGAAGCGCTCCCTTAGAAATAGGTCTTCAGCGATCTACTCAAG
TCAAACGAGCTGCAGATGAAGTTTTAGCAGAAGCAAAGAAACCACGAATTGAGGATGAAG
AGTGTGTGCGCCTTGATAAAGAGAGATTGGCTGCCCGTTTGGAGGGTCACAAAGAAGGGA
TTGTACAGACTGAACAGATTAGGTCTTTGTCTGAAGCTATGTCAGTGGAAAAAATTGCTG
CAATCAAAGCCAAAATTATGGCTAAGAAAAGATCTACTATCAAGACTGATCTAGATGATG
ACATAACTGCCCTTAAACAGAGGAGTTTTGTGGATGCTGAGGTAGATGTGACCCGAGATA
TTGTCAGCAGAGAGAGAGTATGGAGGACACGAACAACTATCTTACAAAGCACAGGAAAGA
ATTTTTCCAAGAACATTTTTGCAATTCTTCAATCTGTAAAAGCCAGAGAAGAAGGGCGTG
CACCTGAACAGCGACCTGCCCCAAATGCAGCACCTGTGGATCCCACTTTGCGCACCAAAC
AGCCTATCCCAGCTGCCTATAACAGATACGATCAGGAAAGATTCAAAGGAAAAGAAGAAA
CGGAAGGCTTCAAAATTGACACTATGGGAACCTACCATGGTATGACACTGAAATCTGTAA
CGGAGGGTGCATCTGCCCGGAAGACTCAGACTCCTGCAGCCCAGCCAGTACCAAGACCAG
TTTCTCAAGCAAGACCTCCCCCAAATCAGAAGAAAGGATCTCGAACACCCATTATCATAA
TTCCTGCAGCTACCACCTCTTTAATAACCATGCTTAATGCAAAAGACCTTCTACAGGACC
TGAAATTTGTCCCATCAGATGAAAAGAAGAAACAAGGTTGTCAACGAGAAAATGAAACTC
TAATACAAAGAAGAAAAGACCAGATGCAACCAGGGGGCACTGCAATTAGTGTTACAGTAC
CTTATAGAGTAGTAGACCAGCCCCTTAAACTTATGCCTCAAGACTGGGACCGCGTTGTAG
CCGTTTTTGTGCAGGGTCCTGCATGGCAGTTCAAAGGTTGGCCATGGCTTTTGCCTGATG
GATCACCAGTTGATATATTTGCTAAAATTAAAGCCTTCCATCTGAAGTATGATGAAGTTC
GTCTGGATCCAAATGTTCAGAAATGGGATGTAACAGTATTAGAACTCAGCTATCACAAAC
GTCATTTGGATAGACCAGTGTTCTTACGGTTTTGGGAAACATTGGACAGGTACATGGTAA
AGCATAAATCGCACTTGAGATTCTGAATTATTTGGCTCCTCCATTTCTGGAAATTGAGAC
TCAAGCTTTATGAATTTATCAAGAACTTAAAAATGAAGAAGGTCACAGATTGATCTTTTA
TAAGACCTTATTTGATGCTTTGTGCTTCAAGGAGATGATACCTGTCATCCATATAAGCAA
ACTTTTTGGCTTACAACTATTTTTTTAATATTAGCCTTCTAGTCTGTAATGGAAATTGTA
TATTTTGATAGAAGTTTTTTCTCCATTGGTTAAATTAGCATTACTTAAAATTTGTTTCTT
TAGAAAATAAATGCAGGTTATAAATGTGTGTATATTTAGAGATTATAAGGCTCTCTGAGC
CATCTTCTGATTTTTCATTGCTCTATAATTCTTTTTACTGAAAATACTATGTTATGAATG
GTATTAAATTTTAGTCTCTGGAACATCCAAAACCAAGCAAAGGGATGTGACTATTTTGAA
TGAATCAGAATGTCAACTTGTATGTACACTATATCTACACTTACTCATTATTTAAAAAGA
ATAATGAAAAATCTAGATCAATTCTTCAATTTGATTGAACTGTTCAGCCTTTTCAAGATT
TCTTTATTTACAAATGATTACATTTAAATGAATGTACATTCTTCTCACTGACTTTGGTGA
TTTTGAAACCTAGAATGATGTGTTTCTATCTGTAATATCTTTCCATTTGAAAAAAATCTC
AAAACACAGATTAAAACCACAATAGGCTGTAGTATTTTTTATTTTGGGAGCCAGAGTATG
ATTTGGGGGAAGAATATGTATCAGCCCTATTGCAGTATAACTTTAAGCTCCTTTTCTCTT
TAGTCCACTTTTGATTGTAATTTTTATGGTATAGGATTTTGAATCTTCTATTTTAGGCTT
GTCAGTCTTGGAGTTCTTATCTTCCATTATCCCTAAATATTGATAAACTCCCAGGCACCA
AAGAAAACATTTGCTTAATTGTCTGAAAAGAAACAAGAGAAAAACACTGGTATTTTTATG
TCTGTATTCAATATGGTATAAAATATAAAAACTATATTTTAACTTAGTGAAATATTTTAC
TATTTCTCTACTTCAGACAAAATGTTGCATCCAAGGTACATCAAGTGACCATTTGCCTTG
AACCTTGATTTCACTTTGTTTTTTTTTTTTCCTTAAAGGCAACTAGGAAGCTTTACTTTC
CTAAAGTGTTTTTGCCATTGGAATTTTTGCTGATCACAGT
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Parafibromina

MADVLSVLRQYNIQKKEIVVKGDEVIFGEFSWPKNVKTNYVVWGTGKEGOPREYYTLDSILEFLLNNVHLSHPVY

VRRAATENIPVVRRPDRKDLLGYLNGEASTSASIDRSAPLEIGLORSTQVKRAADEVLAEAKKPRIEDEECVRL

DKERLAARLEGHKEGIVQTEQIRSLSEAMSVEKIAATKAKIMAKKRSTIKTDLDDDITALKQRSEFVDAEVDVTR

DIVSRERVWRTRTTILOSTGKNEFSKNIFAILQOSVKAREEGRAPEQRPAPNAAPVDPTLRTKOPIPAAYNRYDQE

REFKGKEETEGEFKIDTMGTYHGMTLKSVTEGASARKTQTPAAQPVPRPVSQARPPPNOQKKGSRTPIITIIPAATTS

LITMLNAKDLLODLKEFVPSDEKKKQGCQRENETLIQRRKDOMOPGGTAISVIVPYRVVDOPLKLMPQODWDRVVA

VEVOGPAWQFKGWPWLLPDGSPVDIFAKIKAFHLKYDEVRLDPNVOQKWDVTVLELSYHKRHLDRPVFLRFWETL

DRYMVKHKSHLRF

Exons HRPT?2

Exon / Intron

tamanho

Sequéncia

5" upstream
sequence

.................... ggcggatgtgcctcgctggaggggcgcagtcaggegttet
ccgcgggcagceccggcggcggggecttgecttacagecgecggggtectecggeggectgggtyg

1

301 bp

GCTACTGCCCCTGCTGCTGTCGTAGGCGAGGACGGCTGTTAGTGCTGCTGCTGTTGGTTC
GTCGCGGCGGCGAAGGAGGAGGAGGAAGAGGGCGAGGCGACAAGAGAAGAAGGAGGCAGG
CGCGGCGGCAGCGGCGGCGCCCCGAGCCGGCGGAGGCGAGGGGGGGGAAGATGGCGGACG
TGCTTAGCGTCCTGCGACAGTACAACATCCAGAAGAAGGAGATTGTGGTGAAGGGAGACG
AAGTGATCTTCGGGGAGTTCTCCTGGCCCAAGAATGTGAAGACCAACTATGTTGTTTGGG
G

Intron 1-2

2780 bp

gtaagtccggcatggctgtggcccaggggtggcagggcagagttgggecgecceccaggega
cctctttcttaacccecctececcececeecgtttececctggggatgg.e v v v v v i i it i e e e
.................... aaactcattgttgttagcaaagttgtttatataaatgaat
ccagcctgaagagttgaattagaattgtcagtaaaaaaaatcttgceccttaattatttcag

2

106 bp

GACTGGAAAGGAAGGCCAACCCAGAGAGTACTACACATTGGATTCCATTTTATTTCTACT
TAATAACGTGCACCTTTCTCATCCTGTTTATGTCCGACGTGCAGCT

Intron 2-3

4956 bp

gtaagtagaattcattttacttatctatctatttatcagttttatttttatttatttaag
agacagggtctggccttgttgcecccgggectagggtgcagtg. v v v v v i i i i i i i e e
.................... aagatatgttggaataaaattcagacattacatgttaata
tttattaagttgtgtatcattgttattcatttcatatctcatttaaaattttggttttag

3

70 bp

ACTGAAAATATTCCTGTGGTTAGAAGACCTGATCGAAAAGATCTACTTGGATATCTCAAT
GGTGAAGCGT

Intron 3-4

5147 bp

gtgagtactttttaaattgttcccagtcttaaacagacattgtttcttttttcecectatg
aaataatgattagagggaagagaatttgtatttccaccaa. .o v v i i it it i e
.................... atatagaagtatataaaaaacctaaagcatttcacttgta
ataatatccaatatatatgttgaaatagtaatccttacgtgaatctttttatgtcttcag

4

63 bp

CAACATCGGCAAGTATAGACAGAAGCGCTCCCTTAGAAATAGGTCTTCAGCGATCTACTC
AAG

Intron 4-5

83 bp

gtatgtcttgttgcatatttatattgaactttcagaagcccattccaaaactacacattt
atttacttctctttcttttatag

5

53 bp

TCAAACGAGCTGCAGATGAAGTTTTAGCAGAAGCAAAGAAACCACGAATTGAG
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Intron 5-6

2495 bp

gtaaagaaactgtattttaaacaattttatttatattgttattgaaattgggattcttta
gtaacaaggattctttgattgcagtaacctgaggagcttt. .. ..o i il il i i
.................... tagaggtaggaaatttggtaaggaaaagttacatgtagcg
ttttttcttcctaaaagttcaataaaaattttaaatgcattaaccagtggttatttccag

6

89 bp

GATGAAGAGTGTGTGCGCCTTGATAAAGAGAGATTGGCTGCCCGTTTGGAGGGTCACAAA
GAAGGGATTGTACAGACTGAACAGATTAG

Intron 6-7

3676 bp

gtaagaattctttttaagtagaaagtaggtagtttagatatatgtaaaagtataaggaaa
aggaatattaaaatgctctccacatttacatttacctett. .o v v i i il il i il
.................... gtaagtgtttttaccagaaatttataaatgtaacaaaata
tatttatgatacactccaggaatgcctgctgtgaaaatttaaaaaagaaattgcttttag

217 bp

GTCTTTGTCTGAAGCTATGTCAGTGGAAAAAATTGCTGCAATCAAAGCCAAAATTATGGC
TAAGAAAAGATCTACTATCAAGACTGATCTAGATGATGACATAACTGCCCTTAAACAGAG
GAGTTTTGTGGATGCTGAGGTAGATGTGACCCGAGATATTGTCAGCAGAGAGAGAGTATG
GAGGACACGAACAACTATCTTACAAAGCACAGGAAAG

Intron 7-8

5800 bp

gtaattaaaatattttactcattcattggagtgagagagagagagagagagtgcgtttaa
tctgtggttatagaattggttaaactttgecttttaggtgg. ... oo v i i i it i i i,
.................... agggaagaatcgatagtaagataacttagtcttaaattat
caactaaatttactattgtatatttaaagtgggcttaattaaaatccatttatattttag

8

99 bp

AATTTTTCCAAGAACATTTTTGCAATTCTTCAATCTGTAAAAGCCAGAGAAGAAGGGCGT
GCACCTGAACAGCGACCTGCCCCAAATGCAGCACCTGTG

Intron 8-9

2338 bp

gtaagaatgctttactgctttacagtagatttaatgaagttgccacttatattgcagtgt
agtaacgttgaagacatcttcacattttaaaatcagtgga. . ... cv v v i it
.................... ttggctgcagtgagccatggtcatgctactgcactccagce
acattaaataagtgacatttaaaaatattaacaagtaactcataattaatttttttacag

9

79 bp

GATCCCACTTTGCGCACCAAACAGCCTATCCCAGCTGCCTATAACAGATACGATCAGGAA
AGATTCAAAGGAAAAGAAG

Intron 9-10

1997 bp

gcaagttgcttaattcttatcttccecttagtgtggttgtgttgaacttgagaggcagtyg
tggcctgatgtttaagggtaagggttggcaaagtaatgte. ..o i i i il il i i i oL,
.................... gaaccatcacattcaatgtagattattactttagatttgt
tataggtcataagatacatgatctataaaatcttaacaataagcctcttttttttcgtag

10

65 bp

AAACGGAAGGCTTCAAAATTGACACTATGGGAACCTACCATGGTATGACACTGAAATCTG
TAACG

Intron 10-11

51350 bp

gtaagttaatttggctgtagatgttcttttgttccagggattttatgtgagtagcacatg
ttgaagtaaatctttagtctctcatattttttatttcaaa....... ..ol
.................... gaacaagagacagagagatatgagatttctttggaataat
taaagtgtttattatgtaaagaaactttgatcttatatatcaattcttattcttttaaag

11

58 bp

GAGGGTGCATCTGCCCGGAAGACTCAGACTCCTGCAGCCCAGCCAGTACCAAGACCAG

Intron 11-12

8212 bp

gtagaaatatagaactttgctttttgttttctttcaaaagatcgtaacagtgcaagtttt
tagtatgcgtataatgctttgaacaaacttaaattttact. .. ... ool il i
.................... gggaatacacataatttaaaaaatatcccttatttgtaag
tttgaaaataagaatatggtttttatgacacagagttgtgattttttttctttttcacag

12

36 bp

TTTCTCAAGCAAGACCTCCCCCAAATCAGAAGAAAG

Intron 12-13

289 bp

gtgaggttgtgcatatgattttaaacttaactttaaaaagtaaatgattgcaaaaccagg
cctgataattttcttgtgcagctgtatcacatgtttgtgc. ... .o v i it il i i i
.................... aaaagttaaagttacaatttataatcttttaacttttagt
agagaaagtaagtataatttctaataatatattttctacctgtaaattttgtctttatag

13

88 bp

GATCTCGAACACCCATTATCATAATTCCTGCAGCTACCACCTCTTTAATAACCATGCTTA
ATGCAAAAGACCTTCTACAGGACCTGAA

Intron 13-14

20515 bp

gtaagtaatttattaaactatcctgtacgtaggatattgagataccattggaaaatagta
gttactgaatcagtattacttatttggaaaaaacaaaatt.........coiiiiii..
.................... actctgtctcaaaaaaaaaaaatatttcaaattatagttt
atcttcccattttcatcacgtggaatacattgactttttctcatctctgttttttcaaag

14

162 bp

ATTTGTCCCATCAGATGAAAAGAAGAAACAAGGTTGTCAACGAGAAAATGAAACTCTAAT
ACAAAGAAGAAAAGACCAGATGCAACCAGGGGGCACTGCAATTAGTGTTACAGTACCTTA
TAGAGTAGTAGACCAGCCCCTTAAACTTATGCCTCAAGACTG

111




Anexos

Intron 14-15

3101 bp

gtaagatagtctctatatatatatcttttcacaggtgttgaacccaagagaatgaatgtt
gttattgccgttgatgacgttgctttttaagagatggggt. ..o v v it it il i
.................... tatgggactgttgcctaagggatttatagtagctaaagcet
caagtttgaaataatctccgtctgtcccecctacctecccecccacccacttttectacttgtag

15

101 bp

GGACCGCGTTGTAGCCGTTTTTGTGCAGGGTCCTGCATGGCAGTTCAAAGGTTGGCCATG
GCTTTTGCCTGATGGATCACCAGTTGATATATTTGCTAAAA

Intron 15-16

13373 bp

gtaagattctctttgtatttactgtatccagtatagaaatgttctcactttatttaagag
aaacagtcatatagttctgcgcatatgatgtgtatgtcaa. ..o v v i it i il i i
.................... actttagttataatacggcttcagttggtggaataaagaa
atttttttctttttttttattttgagtaaaaatgataacttctctccaccctcectcectatag

16

142 bp

TTAAAGCCTTCCATCTGAAGTATGATGAAGTTCGTCTGGATCCAAATGTTCAGAAATGGG
ATGTAACAGTATTAGAACTCAGCTATCACAAACGTCATTTGGATAGACCAGTGTTCTTAC
GGTTTTGGGAAACATTGGACAG

Intron 16-17

804 bp

gtaattccgattctaaaatatgcttgtgtgtgttttattgtaatttttctgtctcagtta
aattttaagttccatagagttgtcagtcttattcecctaat. ... ... ool i il
.................... attttaagttttaagaaatgtcaacttgtttttacatgca
ttattctaaaaattctaaaattcctatagtcattataacctaccataatatttttttcag

17

1251 bp

GTACATGGTAAAGCATAAATCGCACTTGAGATTCTGAATTATTTGGCTCCTCCATTTCTG
GAAATTGAGACTCAAGCTTTATGAATTTATCAAGAACTTAAAAATGAAGAAGGTCACAGA
TTGATCTTTTATAAGACCTTATTTGATGCTTTGTGCTTCAAGGAGATGATACCTGTCATC
CATATAAGCAAACTTTTTGGCTTACAACTATTTTTTTAATATTAGCCTTCTAGTCTGTAA
TGGAAATTGTATATTTTGATAGAAGTTTTTTCTCCATTGGTTAAATTAGCATTACTTAAA
ATTTGTTTCTTTAGAAAATAAATGCAGGTTATAAATGTGTGTATATTTAGAGATTATAAG
GCTCTCTGAGCCATCTTCTGATTTTTCATTGCTCTATAATTCTTTTTACTGAAAATACTA
TGTTATGAATGGTATTAAATTTTAGTCTCTGGAACATCCAAAACCAAGCAAAGGGATGTG
ACTATTTTGAATGAATCAGAATGTCAACTTGTATGTACACTATATCTACACTTACTCATT
ATTTAAAAAGAATAATGAAAAATCTAGATCAATTCTTCAATTTGATTGAACTGTTCAGCC
TTTTCAAGATTTCTTTATTTACAAATGATTACATTTAAATGAATGTACATTCTTCTCACT
GACTTTGGTGATTTTGAAACCTAGAATGATGTGTTTCTATCTGTAATATCTTTCCATTTG
AAAAAAATCTCAAAACACAGATTAAAACCACAATAGGCTGTAGTATTTTTTATTTTGGGA
GCCAGAGTATGATTTGGGGGAAGAATATGTATCAGCCCTATTGCAGTATAACTTTAAGCT
CCTTTTCTCTTTAGTCCACTTTTGATTGTAATTTTTATGGTATAGGATTTTGAATCTTCT
ATTTTAGGCTTGTCAGTCTTGGAGTTCTTATCTTCCATTATCCCTAAATATTGATAAACT
CCCAGGCACCAAAGAAAACATTTGCTTAATTGTCTGAAAAGAAACAAGAGAAAAACACTG
GTATTTTTATGTCTGTATTCAATATGGTATAAAATATAAAAACTATATTTTAACTTAGTG
AAATATTTTACTATTTCTCTACTTCAGACAAAATGTTGCATCCAAGGTACATCAAGTGAC
CATTTGCCTTGAACCTTGATTTCACTTTGTTTTTTTTTTTTCCTTAAAGGCAACTAGGAA
GCTTTACTTTCCTAAAGTGTTTTTGCCATTGGAATTTTTGCTGATCACAGT

3' downstream
sequence

cttatgtcatttttttctctgtttttattcccagcaattttctecctaggttaacatattt
ttggtgaacgtttaggcctttcataggtattaagectgaca. .o v v i i i it it
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

