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RESUMO



Mutagdes no gene da Neoplasia Endécrina Multipla tipo 1 (MEN1) tém
sido descritas ndo s6 em portadores da Sindrome da MEN1, mas também em
tumores esporadicos como gastrinomas, insulinomas, € carcindides
brénquicos. Pesquisamos o exon 2 do gene MENI, tendo em vista a alta

prevaléncia de mutagdes descritas nesta regido do gene.

Foram analisados 148 tumores esporadicos, endoécrinos € néo-
enddcrinos. Setenta e oito tumores eram de tirdide: 28 adenomas foliculares
(AF), 35 carcinomas papiliferos (CP), 14 carcinomas foliculares (CF), e um
carcinoma anaplasico (Ana); havia 46 lesbes de adrenal: 3 hiperplasias, 3
adenomas, e 35 carcinomas de cortex adrenal, 2 feocromocitomas, 2
ganglioneuroblastomas ¢ um linfoma; ¢ 24 tumores de mama: 6 carcinomas

ndo invasivos, 16 do tipo infiltrante ductal, 2 do tipo invasivo lobular.

A extracdio de DNA de 108 tumores embebidos em parafina e de 40
tecidos frescos foi realizada utilizando a técnica de fenol-cloroférmio e
precipitagdo com alcool. Utilizamos 5 pares de primers para amplificar todo o

exon 2 do gene MEN 1 pela técnica da Reagdio da Polimerase em Cadeia
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seguida por Single Strand Conformation Polymorphism Analysis (PCR-

SSCP).

Os produtos de PCR de cinco tumores apresentaram banda suspeita de
alteracdo ao SSCP. Esses produtos foram seqiienciados sense e anti-sense,

mas ndo mostraram mutagoes.

Nossos resultados sugerem que mutagdes no exon 2 do gene MEN 1

ndo ocorrem nos tumores esporadicos de tiréide, adrenal € mama.

Resumo
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1. A NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLA TIPO 1

A Neoplasia Endécrina Multipla do tipo 1 (multiple endocrine
neoplasia type I, MEN1) € uma sindrome autossdmica dominante definida
pela presenca de tumor em pelo menos dois dos seguintes tecidos enddcrinos:
paratirdide, tecido enddcrino enteropancredtico e hipdfise anterior. Sera
considerada familial se pelo menos um parente de primeiro grau for afetado

em um desses tecidos (MARX er al, 1999).

2. HISTORICO

A desordem foi primeiramente chamada de Adenopatia Endécrina
Multipla (UNDERDAHL et al, 1953), ou Sindrome Pluriglandular (BERDIIS,
1962), no entanto, como hiperplasia ¢ malignidade podem ocorrer nesses
pacientes, o termo Neoplasia Enddcrina Multipla € agora preferido (STEINER

et al, 1968; WERMER, 1974).

O primeiro relato de caso de MEN1 foi feito em 1903, por ERDHEIM,

em uma autopsia de um paciente com acromegalia que apresentava tumor de
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hipéfise e tumor de paratiride. Em 1939, ROSSIER e DRESSLER relataram
duas irmis com caracteristicas da Sindrome, e em 1954, concomitante e
independentemente, MOLDAWER ef al, descrevendo um pai € uma filha, e
WERMER, descrevendo um pai e quatro filhas, estabeleceram a natureza

familial da Sindrome, que hoje é conhecida como Sindrome de Wermer.

3. EPIDEMIOLOGIA

A ocorréncia da MEN1 € igual entre os S€x0s, a penetrancia é alta,
chegando a 95%, e dados populacionais precisos no existem, mas é uma
sindrome rara, com prevaléncia variando entre 2 a 10/100.000 (MARX et al,

1999).

Como uma sindrome autossémica dominante o achado de um paciente
com MENT implica que parentes de primeiro grau tém até 50% de chance de
desenvolver a doenga. Desta forma, rastreamento bioquimico e genético tém
importante fungfo na vida desses pacientes e suas familias. Ocasionalmente, a
sindrome da MEN1 pode ocorrer sem histéria familiar, mas pode ser dificil de
distinguir a forma esporédica da forma familial, pois um parente afetado pode

ter falecido antes de desenvolver qualquer manifestagio.
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A sindrome MENI1 afeta todos os grupos etarios, mas um estudo no
Reino Unido concluiu que metade dos portadores do gene da MENI
expressam umas das caracteristicas da Sindrome até os 21 anos de idade
(TRUMP et al, 1996). O acometimento precoce de neoplasias é uma
caracteristica de neoplasias hereditarias. Outra caracteristica das neoplasias
hereditarias € multiplicidade de tumores, o que se refere tanto a tumores em
multiplos Orgdos, como a multiplos tumores em um O&rgdo. Essas
caracteristicas podem ser explicadas por uma mutagéo genética em linhagem
celular germinativa, mutagdo esta que estard presente em cada célula do

organismo.

4. MANIFESTACOES CLINICAS

Tumores de paratirdide ocorrem em 95% dos portadores de MENI, e
sdo a primeira manifestagdo da sindrome em 90% dos casos (TRUMP et al,
1996). Geralmente as quatro glandulas sdo afetadas. A maioria sdo adenomas,
tumores benignos, € podem causar sintomas pela hipersecre¢do hormonal.
Entre os portadores de hiperparatiroidismo primario, at¢ 18% podem ser

portadores de MEN1 (JACKSON & BOONSTRA, 1967). Os pacientes

INTRODUGAO
15



afetados podem apresentar desde hipercalcemia assintomadtica, até nefrolitiase,
osteite fibrosa cistica, ou sintomas vagos associados com hipercalcemia
(polidria, polidpsia, constipagdo). Ndo existe tratamento clinico efetivo e a
remoc¢do cirurgica das paratirdides € o tratamento de escolha (NORTON et

al,1987).

Tumores de tecido enteropancreatico ocorrem em 40% dos pacientes
com MEN1 (THAKKER, 1998). A maioria dos tumores € produtor de
horménio, por exemplo, gastrina, insulina, glucagon, ou polipeptideo
intestinal vasoativo (VIP), levando a sindromes clinicas caracteristicas
(MARX et al, 1999; TEH et al , 1995). Os gastrinomas (tumores secretores de
gastrina), que levam a Sindrome de Zollinger-Ellison (SZE), representam 50%
dos tumores enteropancredticos em portadores de MENI1 e sdo a principal
causa de morbi-mortalidade nesses pacientes devido a multiplas ulceras
pépticas, recorrentes, que podem perfurar, € a uma baixa taxa de cura cirargica
(MARX et al, 1999). Além disso, cada portador de SZE deve ser considerado

como candidato a ser portador de MEN1 (BARDRAM & STAGE, 1985).

Entre os outros tumores enteropancreaticos encontrados em pacientes

com MENI, aproximadamente 25% sdo produtores de insulina, 25% sdo
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produtores de glucagon e 25% sdo produtores de polipeptideo pancreatico
(KLOPPEL et al, 1986). No entanto, somente a minoria secreta hormonio em
quantidade suficiente para causar sintomas. A sindrome do insulinoma ocorre
em 10% ou menos dos pacientes com MEN1. Menor quantidade ainda de
pacientes apresenta sindrome de hipersecregdo de glucagon, de PIV
(polipeptideo intestinal vasoativo), ou de somatostatina. Muitos tumores
enteropancreaticos sao nio-funcionantes e, freqiientemente, encontrados
acidentalmente (incidentalomas) ou produzem polipeptideo pancreatico, que
ndo causa nenhuma manifestagdo clinicamente demonstravel (Le BODIC et

al, 1996, LANGSTEIN et al, 1990).

Tumores de hipdfise anterior ocorrem em 30% dos casos de MENI,
Sessenta por cento desses tumores 30 prolactinomas, 20% s&o
somatotrofinomas. Corticotrofinomas e tumores nao funcionantes representam
menos que 15% dos casos (THAKKER, 1998). A maioria sdo tumores
benignos, que podem causar sintomas Ppor compressdo local e/ou por

hipersecre¢do hormonal (THAKKER, 1998).
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Os pacientes afetados pela Sindrome tém ainda elevada incidéncia de
tumores carcindides (4%), tumores de cortex adrenal (5%), lipomas (1%)

(THAKKER, 1998) e tumores de tiredide (LAIRMORE & WELLS, 1997).

S. O GENE MENI1

A maioria dos genes causadores de neoplasias hereditarias, doengas
raras, pode contribuir para o desenvolvimento de neoplasias esporadicas,
doengas bem mais comuns. Alguns dos genes implicados em hiperfungéo
heredit4ria de uma gldndula enddcrina estdo também implicados em
neoplasias enddcrinas esporadicas. Por exemplo, o gene do receptor de
horménio tirotréfico (TSH-R) estd implicado na génese de tumores
hiperfuncionantes da tiréide, os adenomas téxicos (PARMA et al, 1997) € o
gene receptor de hormonio luteotr6fico (LH-R) est4 implicado em adenomas

de células de Leydig (LIU et al, 1999).

LARSSON et al, em 1988, procurando por perda de heterozigosidade
(loss of heterozigosity, LOH) em tumores associados a MENI1 e estudando
essas familias por uma técnica denominada genetic linkage, mapearam o gene

da MEN1 em 11ql13, ligado ao marcador PYGM, gene da fosforilase
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muscular. Esse estudo sugeriu ainda que se tratava de um gene supressor
tumoral, pois o alelo perdido era sempre originado do progenitor ndo afetado,

consistente com a teoria de segundo 4if (KNUDSON, 1971).

No entanto, somente em 1997 o gene MEN1 foi identificado e clonado,
simultinea e independentemente, por CHANDRASEKHARAPPA ef al e pelo
EUROPEAN CONSORTIUM ON MENI1. CHANDRASEKHARAPPA e seu
grupo do NIH (National Institute of Health) utilizou a técnica de LOH com
marcadores de microssatélites para um mapeamento genético em tumores de
pacientes com a sindrome. Testou diferentes genes através do positional
cloning, uma técnica que consiste em clonar e testar genes candidatos.
Identificou um gene consistentemente mutado em 14 de 15 individuos
afetados estudados. O Consércio Europeu confirmou estes dados por estudos
de segrega¢do em familias de portadores de MENI, utilizando protocolos

diversos para detecgdo de mutagdes.

O gene MENI contém 10 exons, com uma regifio codificadora, RNAm,
de 2,8 kb. A maioria das mutagdes detectadas nesse gene resultam em perda
da fun¢do do gene ou em um produto truncado, o que indica que se trata de

um gene supressor tumoral. Cerca de 50% das mutagdes descritas até 1997
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afetam o exon 2 (EUROPEAN CONSORTIUM ON MENI, 1997). Estudos
subseqiientes, entretanto, mostraram que as mutacdes se distribuem por toda a

extensdo do gene.

O gene MENI1 codifica uma proteina nuclear chamada menin, com 610
amioacidos. A localiza¢do nuclear sugere que possa agir tanto em processos
de regulacdo de transcrigdo como em controle de replicagdo de DNA e do
ciclo celular (GURU et al,1998; KAJI et al, 1999). KIM et al, (1999),
mostraram que a superexpressdo de menin suprime a tumorigénese do
oncogene RAS em cultura de células de tumor murino. Em estudos com
leveduras mostrou-se que a proteina menin funciona como um repressor
transcripcional através de interagdo com o fator transcripcional JunD (GOBL

et al, 1999; AGARWAL et al, 1999).

6. EVIDENCIAS DE ENVOLVIMENTO DO GENE MEN1

EM TUMORES ESPORADICOS

Numerosos estudos foram feitos visando estabelecer se o gene MENI1

estaria implicado na patogénese de tumores esporddicos nos mesmos tecidos

afetados pela Sindrome (KOPER & LAMBERT, 2000).
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Procurando por LOH em 11q13, locus do gene MENI1, em tumores
esporadicos de paratiréide, FRIEDMAN et al, (1992), encontraram 26%;

HEPPNER et al, (1997), encontraram 21%; ¢ FARNEBO et al, (1993),

encontraram 32%.

Em tumores enddcrinos esporadicos de tecido enteropancredtico, LOH
em 11ql13 foi encontrado em 19% de insulinomas e 44% de gastrinomas
(DEBELENKO et al, 1997b). J 4 ZHUANG et al, (1997a), encontraram LOH
em 11q13 em 93% de gastrinomas esporadicos, € em 50% de insulinomas

esporadicos.

Em tumores carcindides de pulmdo, tumores neuroendocrinos que sao
encontrados tanto esporadicamente quanto em associagdo a Sindrome MENI,
DEBELENKO et al (1997a), encontraram LOH em 11q13 em 36% e

JAKOBOVITZ et al (1996) encontraram entre 58 ¢ 78%.

Em tumores esporadicos de hipéfise anterior, BOGGILD et al, (1994),

encontraram 18% de LOH em 11ql3; enquanto ZHUANG et al, (1997b),
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encontraram 10%, ¢ TANAKA et al, (1998), encontraram LOH em 11q13 em

apenas 3% dos casos pesquisados.

Em tumores de tirdide, cuja freqiiéncia estd aumentada na sindrome
MEN1 (LAIRMORE & WELLS, 1997; PEARCE, 1997), a prevaléncia
encontrada de LOH em 11q13 varia de acordo com o tipo histolégico: 15%
em adenomas foliculares (MATSUO et al, 1991); 30% em carcinomas
foliculares (WARD et al, 1998a; NORD et al, 1999) e em anaplasicos

(KITAMURA et al, 2000).

Em lesdes de cortex adrenal, que também se associam com freqiiéncia
maior em pacientes com MEN1 que na populagéo em geral, LOH em 11ql13
foi encontrado em 37% dos carcinomas, por KIELMAN et al, (1999), em 60%
por GORTZ et al (1999), e em 50% por SCHULTE et al, (2000). Em
adenomas de adrenal, HEPPNER et al (1999) encontraram LOH em 11q13 em

9%, GORTZ et al (1999) em 7% e SCHULTE et al, (1999), em 20%.

Em tumores de mama, cuja freqiiéncia ndo estd aumentada em pacientes
com MEN1, ZHUANG et al , (1995), descreveram LOH em 11q13 em 15 de

21 (71%) carcinomas in-situ ¢ em 24 de 36 (67%) carcinomas invasivos.
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CHUAQUI et al, (1997), encontraram LOH em 11ql13 em 6 de 22 (27%)

carcinomas iz situ € em 1 de 11 (9%) casos de hiperplasia ductal atipica.

Em resumo, estes dados sugerem que um gene supressor tumoral
localizado em 11ql13 poderia estar envolvido na patogénese destes tumores
esporadicos. Por estar localizado nessa regido, o gene MEN1 torna-se um forte
candidato a este papel. Assim, a pesquisa de mutagdo desse gene nesses
tumores poderia contribuir para esclarecer 0 mecanismo oncogenético desses

tumores.
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23



24

OBJETIVOS



Propomos:
1. Padronizar metodologia para rastreamento de mutagOes por single
strand conformation polymorphism analysis (SSCP) em DNA:

a) extraido de blocos de tecidos embebidos em parafina

b) extraido de tecidos coletados a fresco

2. Rastrear por single strand comnformation polymorphism analysis
(SSCP) mutagdes no exon 2 do gene da MEN 1 em tumores
esporadicos:
a. Endécrinos:
i. de glandula tir6ide
ii. de glandula adrenal
b. N&o-enddcrinos
i. de mama

ii. de adrenal

OBJETIVOS
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O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP aprovou o estudo de tumores de 148 pacientes. Destes, 82 eram do

sexo feminino e 66 do sexo masculino.

A idade dos pacientes variou entre 4 e 78 anos, mas eles foram separados
em dois grupos: menor ou igual a 45 anos e maior que 45 anos, conforme
preconizado pelo Manual for Staging of Cancer - TNM (BEARHS et al, 1992).
Dezessete casos de tumores de adrenal e 2 casos de tumores de tiréide eram de

criangas entre 4 e 16 anos.

Os dados clinicos de cada caso foram obtidos por revisdo de Prontuario do

paciente no Servigo de Arquivo Médico (SAME).

Amostras de quarenta tumores foram obtidas durante cirurgia (tecido a
fresco). Tecido normal do lobo contra-lateral ao tumor foi obtido em 12 casos de
tumores da tiréide. Cento e oito tumores foram obtidos dos arquivos da Anatomia
Patolégica, em forma de blocos embebidos em parafina. Esses dados estdo

resumidos nas TABELAS 1 e 2.
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Dos 148 casos estudados 121 eram tumores enddcrinos: 78 tumores de

tirdide, 43 tumores de origem adrenal.

Entre os tumores de tiroide, a classificagdo histolégica foi a seguinte: 28
adenomas foliculares (FA), 35 carcinomas papiliferos (PC), 14 carcinomas
foliculares (FC) e 1 carcinoma anaplasico de tiréide (Ana). Destes, 12 foram
obtidos de tecido a fresco e 66 foi obtido de blocos de parafina. Os dados clinicos

e classificacdo histolégica desses casos estdo resumidos na TABELA 3.

Entre os tumores enddcrinos de adrenal, a classificagéo histolégica foi a
seguinte: 3 hiperplasias (HP), 3 adenomas (ADN), 35 carcinomas adrenocorticais
(ADRCA)e 2 feocromocitomas (FEO). Destes, 4 foram obtidos como tecido a
fresco e 39 foram obtidos em blocos de parafina. A TABELA 5 resume os dados

clinicos e classificagdo histoldgica desses pacientes.

Também analisamos 27 casos de tumores nfo-enddcrinos entre os quais
estavam trés tumores ndo-enddcrinos de origem adrenal, com a seguinte
classificagdo histologica: 2 ganglioneuroblastomas (GNBL), 1 linfoma (LINF),
todos obtidos de parafina. Os dados clinicos desses casos encontram-s¢ na

TABELA 5.
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Os outros tumores ndo-enddcrinos eram 24 tumores de mama, com a
seguinte classificagdo histolégica: 6 nio-invasivos (NI), 16 ductais infiltrativos

(DI), 2 lobulares invasivos (LI). Todos obtidos de tecido fresco. Os dados clinicos

e histologicos estdo resumidos na TABELA 4.

TABELA 1. Distribuicdo dos casos de tumores enddcrinos de acordo com sexo

masculino (M) ou feminino (F) e a forma de obtenc¢do do tecido.

Tecido Fresco | Bloco de Parafina F | M | Total
Tiréide 12 66 31 | 47 | 78
Adrenal 4 39 27 | 16 | 43
Total 16 105 58 | 63 | 121

TABELA 2. Distribui¢do dos casos de tumores ndo-enddcrinos de acordo com

sexo masculino (M) ou feminino (F) e a forma de obteng&o do tecido.

Tecido Fresco| Bloco de Parafina | F | M | Total
Adrenal 0 3 0| 3 3
Mama 24 0 241 0 24
Total 24 3 24| 3 27

MATERIAL E METODOS
29



TABELA 3. Distribui¢do dos tumores de tiréide de acordo com sexo masculino
(M) ou feminino (F), idade e sua classifica¢@o histolégica: adenomas folicular

(FA), carcinoma papilifero (PC), carcinoma folicular (FC) e carcinoma anaplasico

(Ana).
F M F M TOTAL
(<45anos) | (<45 anos) | (>45 anos) | (>45 anos)

FA 2 3 12 11 28
PC < 3 15 13 35
FC 1 1 7 5 14
ANA 1 1
TOTAL 7 7 34 30 78

TABELA 4: Distribui¢io dos tumores de mama, de acordo com sexo masculino
(M) ou feminino (F), idade e sua classificagdo andtomo-patoldgica: : ndo-invasivo

(NI), ductal infiltrativo (DI), lobular invasivo (LI).

NI DI LI TOTAL
F 6 4 10
(<45anos)
F 12 2 14
(>45anos)
TOTAL 6 16 2 24
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TABELA 5. Distribuigdo dos tumores de adrenal, endécrinos e ndo-enddcrinos,
de acordo com sexo, idade e classificacdo histolégica: hiperplasia (HP), adenoma
(ADN), adrenocarcinoma (ADRCA), feocrimocitoma (FEO),

ganglioneuroblastoma (GNBL), linfoma (LINF).

F M F M TOTAL
(<45anos) | (<45anos) | (>45anos) | (>45anos)
HP 2 1 3
ADN 3 3
ADRCA 17 18 35
FEO 1 1 2
GNBL 2 2
LINF 1 1
TOTAL 20 25 0 1 46

Dentre as 43 lesdes de adrenal de origem endécrina, havia 2 tumores
produtores de cortisol, levando ao desenvolvimento de Sindrome de Cushing, 12
tumores virilizantes, levando a puberdade precoce nas criangas, € 29 tumores néo-

produtores de hormoénios.

Pelo menos 6 laminas confeccionadas com material proveniente de cada

uma das lesSes tumorais obtidas tanto de tecidos a fresco como de blocos de
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parafina foram cuidadosamente revisadas por 2 patologistas (Patricia Sabino

Matos e Luis H. Camara-Lopes) para confirmacdo do diagnéstico.

O material obtido de blocos de parafina foi cuidadosamente micro-
dissecado, procurando-se obter partes homogéneas do tumor, sem necrose ou
fibrose. Eram, entfo, realizados cinco a dez cortes de 15u de cada amostra, e

colocados em tubos tipo eppendorf até serem submetidos ao processo de extragio

de DNA.

No caso do material obtido durante a cirurgia, tecido a fresco, logo apés a
retirada do tumor o cirurgido separava uma por¢do central e homogénea do
espécime. Tal fragmento era congelado imediatamente em nitrogénio liquido e
mantido a —80° C, em tubos tipo eppendorf, até ser processada para extragdo de

DNA.

O DNA dos tumores foi extraido usando o método do fenol-cloroférmio

(modificado de SAMBROOK et al, 1989).

No caso dos tecidos embebidos em parafina, foi inicialmente feita

deparafinizacdo com xileno: acrescenta-se 1 ml de xileno, agita-se, deixa-se
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descansar por 3 a 5 minutos, centrifuga-se a 12.000 rpm, por 5 minutos, decanta-
se o xileno e repete-se esse passo mais uma vez. Para retirada de quaisquer
residuos de xileno, re-suspende-se o material em etanol 100%, 500 ul centrifuga-
se a 12.000 por 5 min, decanta-se o etanol, re-suspende-se novamente, agora em
etanol 95%, centrifuga-se, mesma velocidade e tempo, decanta-se, e repete-se

esse passo ainda uma vez, usando agora etanol 70%.

Deixar secar todo o residuo de 4lcool, para seguir para o proximo passo que
¢ similar na extracdo de tecidos embebidos em parafina ou de tecidos coletados a

fresco.

Em seguida, procedemos a digestdo com proteinase K, na concentragdo de
20 mg/ml em tampdo Tris (Tris 2 M: 7,5 ml; SDS 10%: 7,5 ml; EDTA 0,5 M: 0,3
ml; 4gua:134,7ml) por 12 h (over nighf) em banho-maria a 55 °C. A solucdo
devera estar clara, indicando digestéio protéica completa, se ndo, adicionar 5 ul de

proteinase K e incubar novamente por mais 2 a 3 horas.

A extragdo propriamente dita é feita acrescentando-se ao produto dos
passos anteriores 430 ul de fenol puro, agita-se em vortex, € centrifuga-se a

12.000 rpm por 30 min. Transfere-se o sobrenadante para novo tubo, adiciona-se
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fenol-cloroférmio 1:1, 430 ul, agita-se em vortex, e centrifuga-se a 12.000 rpm
por 30 minutos. Transfere-se o sobrenadante para novo tubo. Repete-se esse
passo. Adiciona-se 430 ul de cloroférmio-alcool isoamilico 24:1, agita-se em
vortex, centrifuga-se a 12.000 rpm por 30 minutos. Transfere-se o sobrenadante
para novo tubo. Repete-se o tltimo passo. Transfere-se o sobrenadante para novo
tubo, adiciona-se acetato de amoénio 10 M, 1/3 do volume final do sobrenadante

transferido, e etanol 100% gelado (-20 °C), 2,5 vezes o volume, inverte-se

delicadamente, incuba-se por 12 h a -20 °C.

Apos esse periodo, centrifuga-se a -4 °C a 12.000 rpm, por 30 minutos,
decanta-se o sobrenadante, lava-se o precipitado com etanol 70%, 500 ul, que €
adicionado delicadamente e logo apés desprezado, deixa-se secar e ressuspende-

se em agua bidestilada.

Todas as amostras foram estocadas a -4 °C até serem usadas. A
concentracdo do DNA ¢ determinada por leitura espectrofotométrica nas faixas
260/280 e a integridade do material é visualizada em gel de agarose a 0.8%,
corrido sob gradiente eletroforético em tamp#o Tris-Borato-EDTA (TBE), e

corado com brometo de etideo.
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Foram desenhados 5 pares de oligonucleotideos (primers) para amplificar
todo a seqiiéncia do exon 2 do gene MEN1. Os oligonucleotideos utilizados estédo

listados na TABELA 6.

TABELA 6. Descricio dos primers usados para amplificar a seqii€ncia do exon
2 do gene MENI. A seqiiéncia do primer de diregdo 3’ (sense) e de diregéo
oposta (anti sense), o tamanho do fragmento correspondente amplificado pelo par

de primers, sua localizag8o e temperatura de anelamento (temp).

Primers Seqiiéncia Fragmento Temp
A Sense TTG CCT TGC AGG CCG CCG 2254 — 2456 =202pb 62°C
A Anti Sense ggG TAG GGA TGA CGC GGT
B Sense égc TTC GTG GAG CAT TTT 2411 — 2612 =201pb 55°C
B Anti Sense gc GAG GAT AGA GGG ACA
C Sense ?gc ACC GCC CAG ATC CGA 2564 — 2759 = 195pb 52°C
C Anti Sense ?SA GAT TCC CAC CTACTG
H Sense ?’?A GCG GAC CCT GGG AGG 2195 —» 2421 =226pb 62°C
H Anti Sense ?gc ACG AAG CCC AGC ACC
J Sense é’?g GCG GCC TCA CCT ACT 2502 — 2653 =151pb 62°C
J Anti Sense gi GAC CTT CTT CAC CAG

CICAC
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Na FIGURA 1 mostramos que os primers foram desenhados de forma a se

sobreporem entre si, cobrindo todo o exon 2 do gene MEN 1 .

5

EXON 2 GENE MEN1

& & (@

FIGURA 1 — Esquema dos primers utilizados para cobrir toda seqiiéncia do exon
2 do gene MEN 1.

A triagem para a pesquisa de mutagdes no exon 2 do gene MENI foi
feita usando a técnica de PCR-SSCP (Reagdo da Polimerase em Cadeia-Single
Strand Conformation Polymorphism) (SAIKI et al, 1988; ORITA et al, 1989 a e
b,).

Uma PCR ¢é feita com 200 ng de DNA gen6mico, 10 pmol de cada
primer, 100 uM dNTPs, diferentes concentragdes de MgCl, para cada par de
primer, 10 mM Tris HCI (ph=9.0 a 25°C), 50 mM KCl, e 1U Taq polymerase em
um volume final de 20 uL. Trinta e cinco ciclos de desnaturagdo (94°C),
anelamento (52 a 62°C) e extensio (72°C) foram realizados em termociclador

automatico (DNA thermal cycler, Perkin-Elmer/Cetus).
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Na FIGURA 2 mostramos um esquema demonstrativo das condi¢des de

PCR.

45 Ciclos
94°c| 95°C

Stin 15seg , ¢ 7'c
Imin  6min

61°C

p—

hseg
4°C

FIGURA 2 — Esquema das condigdes de PCR utilizadas para amplificagdo de

fragmento visado pelo par de primers A

A técnica de SSCP foi realizada utilizando o aparelho Phast System
(PHARMACIA LKB), de acordo com as instrugdes do fabricante. Aliquotas de
3ul dos produtos de reagdo PCR s&o misturadas a 3ul de uma solugdo (formamida
95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol 0,05%, pH 8,0). Essa mistura €
desnaturada a 95 °C por 7 minutos e mantida em gelo até a aplicag@o. A aplicagdo
é feita em gel pré-moldado para o Phast System, 12,5% de poliacrilamida, €
submetido a gradiente elétrico, 250 Vh, por 3h. O gel foi corado com nitrato de
prata (AgNO3). As condigdes para cada de par de primers tiveram que ser

estabelecidas, pois poderiam variar a concentragido do gel, (12,5 ou 20%), a
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temperatura da corrida em gradiente elétrico ( 4, 15 ou 20 °C), e a voltagem (250
ou 450 Vh). A TABELA 7 exemplifica condi¢des para corrida de SSCP para um

par de primer.

TABELA 7. Condigdes de SSCP.

Condigdes 1 Condigdes 2 Condigdes 3
SSCP 1 SSCP 2 SSCP 3

450 Vh 250 Vh 250 Vh

4°C 20°C 15°C

Gel 20% Gel 12,5% Gel 20%
Tampdo SDS Tampéo SDS Tampao SDS

Cinco casos apresentaram alteragéo ao SSCP. O DNA desses casos foi
entdo re-amplificado por PCR e submetido a seqlienciamento em um
seqiienciador automdtico ABI 3776 (Perkin Elmer), segundo instru¢bes do

fabricante.
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Apresentamos em primeiro lugar o resultado da extracdo de DNA,
método fenol-cloroférmio, dos tecidos embebidos em parafina e dos tecidos
colhidos a fresco. Nota-se a diferenca entre o produto obtido, de acordo com a
origem do tecido, sendo o DNA obtido de parafina de pior qualidade, e que
leva a maior dificuldade para amplificacdo. As FIGURAS 3 e 4 mostram
exemplos de géis de agarose a 0,8%, em que as amostras de DNA foram
submetidas a um gradiente eletroforético em tampdo Tris-Borato-EDTA
(TBE), coradas com brometo de etidio,. visualizados por luz ultravioleta e

fotografadas.

A seguir mostramos exemplos de amplificacdo do exon 2 do gene
MEN1 por PCR. O DNA extraido de material embebido em parafina
apresentou maior dificuldade para ser amplificado, mas, apés nimero variado
de tentativas para cada amostra, conseguimos amplificar todas como

exemplificado nas FIGURAS 5 e 6.
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Nas FIGURAS 5 e 6 mostramos exemplos dos resultados obtidos na
amplificagdo por PCR respectivamente de material obtido da extragdo de
tecidos embebidos em blocos de parafina e de tecidos coletados a fresco.
Podemos notar que no primeiro caso nem sempre obtivemos sucesso na

amplificagéo.

Na FIGURA 7 mostramos exemplos dos resultados obtidos no
rastreamento por SSCP de mutagdes do exon 2 do gene MEN 1 nos tumores

estudados.

A FIGURA 8 mostra o resultado do seqiienciamento de um dos casos
em que houve alteragdo ao SSCP, um carcinoma papilifero de tiréide. Ndo ha
alteracdo em relagdo & seqiiéncia original descrita. Seqlienciamento
automatico, realizado em um sequenciador ABI 3776 (Perker Elmer),
interpretado pelo programa de computador Gene Runner (versdo 3.0 —

Hastings Software Inc. 1994).
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FIGURA 3. Exemplo de gel de agarose a 0.8% onde foram submetidas a
gradiente eletroforético amostras de DNA extraidas de blocos de parafina

através da técnica de fenol/cloroformio.
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FIGURA 4. Exemplo de gel de agarose a 0.8% onde foram submetidas a
gradiente eletroforético amostras de DNA extraidas de tecido a fresco através

da técnica de fenol/cloroformio.
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FIGURA 5. Exemplos dos resultados obtidos na amplificagdo por PCR.ide
DNA extraido de tecidos embebidos em blocos de parafina. Da esquerda para
direita: carcinoma papilifero de tiréide, adenoma folicular de tirdide,

carcinoma folicular de tiréide, carcinoma de adrenal, adenoma de adrenal.
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FIGURA 6. Exemplos dos resultados obtidos na amplificagdo por PCR de
DNA de tecidos coletados a fresco. Da esquerda para direita: tecido normal,
carcinoma folicular de tirdide, adenoma folicular de tiréide, carcinoma
papilifero de tirdide, carcinoma de adrenal, carcinoma invasivo de mama,

carcinoma ductal de mama.
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FIGURA 7. Gel de SSCP representativo dos resultados obtidos no
rastreamento por SSCP de mutagdes do exon 2 do gene MEN 1, da esquerda
para direita: tecido normal de lobo contralateral de carcinoma folicular de
tirdide, carcinoma folicular de tir6ide, adenoma folicular de tir6ide, carcinoma
anaplasico de tir6ide, carcinoma de adrenal, carcinoma invasivo de mama,

carcinoma ductal de mama, carcinoma ndo-invasivo de mama.
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FIGURA 8. Segiienciamento automatico do exon 2 do gene MENI de um

carcinoma papilifero de tirdide, sem alteragdo em relagdo a seqiiéncia original.
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1. BIOLOGIA MOLECULAR DO CANCER

O céncer ocorre em decorréncia de danos genéticos herdados e/ou
adquiridos, alterando a expressdo ou as propriedades bioquimicas de genes
envolvidos na regulagdo do crescimento e diferenciagdo celular (BISHOP,
1987, WEINBERG, 1989; SCHORDERET & MUNIER 1996; KNUDSON,

1993).

Uma célula precisa vencer uma série de barreiras fisiologicas a fim de
escapar do controle normal de crescimento e progredir até a malignidade.
Esses obstaculos seqiienciais contribuem para garantir que o processo
tumorigénico seja um evento raramente concluido com sucesso. Supde-se que
muta¢des, seja de oncogenes ou de genes supressores tumorais, confiram as
células atingidas uma vantagem de crescimento que permite expansio clonal.
Esta expansdo por sua vez, aumenta a probabilidade de mutagdes adicionais.
Além disso, uma disfun¢do no programa genético controlador da morte celular
(apoptose) pode resultar no prolongamento do ciclo de vida da célula

predispondo-a ao acimulo de novas mutagdes gé€nicas (WARD, 1998b).
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Em seres humanos, medidas indiretas baseadas na incidéncia de
tumores em diferentes faixas etérias predizem que sejam necessarias, em
média, cinco a seis etapas mutacionais, diferentes e sucessivas, para levar uma
célula normal a alcancar um fenétipo altamente maligno e infiltrativo

(WEINBERG, 1989, WARD, 1998b).

2. GENES ENVOLVIDOS NA TUMORIGENESE

A natureza de muitas aberragdes genéticas € dos mecanismos de
controle que regulam o crescimento celular tem sido deslindados nestes
altimos anos. De acordo com 0 se€u mecanismo de acfio, os genes Sujeitos a
mutagdes no cancer humano podem ser classificados como oncogenes, genes
supressores tumorais e genes que controlam a morte celular (WARD, 1997,

2000).

Mutagdes ativadoras de oncogenes - através de translocagdo
cromossomica, amplificacdo génica, Insergao retroviral ou mutagdes pontuais,
podem induzir o crescimento celular ou a transformago de uma variedade de

tecidos humanos (BISHOP, 1987; WEINBERG, 1989 ). Estas mutagdes
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normalmente agem de uma maneira dominante, isto €, a mutagdo de um unico

alelo é suficiente para evocar o fendtipo neoplasico.

Genes supressores tumorais (GST) atuam inibindo ou evitando a
expressio do fenotipo tumorigénico (FAGIN, 1994). Ao contrario das
mutagdes em oncogenes, os GSTs tendem a atuar de maneira recessiva, isto €,
ambos alelos devem estar mutados para o fenétipo ser plenamente expresso.
Mesmo se um alelo anormal é herdado, o alelo normal remanescente €
suficiente para proteger contra o desenvolvimento tumoral (KNUDSON,

1971).

Para a maioria dos canceres humanos, os genes mais freqiientemente

mutados sdo os GST, com a notavel excegdo das leucemias e linfomas.

3. OS TUMORES DE TIROIDE, ADRENAL E MAMA

Os canceres de glandulas endécrinas sdo relativamente raros,

representando apenas 1,2% dos novos casos de cancer (WINGO et al, 1995).
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O cancer de tirdide é o mais comum (90%) entre os de origem
endocrina e é responsavel pela maioria das mortes por neoplasia enddcrina
(63%) (CORREA & CHEN, 1995). A incidéncia de neoplasia de tirdide €
aumentada em certas sindromes hereditérias, incluindo polipose familial de
célon (BELL & MAZZAFERRI, 1993), Doenga de Cowden (SHAPIRO,

1988) e MEN 1 (PEARCE, 1997; LAIRMORE & WELLS, 1997).

O carcinoma adrenocortical € extremamente raro no Ser humano, sua
incidéncia é de aproximadamente um caso para cada 1.700.000 pessoas
(NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH, NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 1975). Embora rara, esta neoplasia se torna extremamente
interessante do ponto de vista genético pois a susceptibilidade a tumores de
adrenal parece ser herdada em alguns individuos, como nas Sindromes de
Beckwith-Wiedemann, (BECKWITH, 1969); de Li e Fraumeni (LI &
FRAUMENI, 1982), na Sindrome de Lynch (LYNCH et al, 1985) e MENI
(TRUMP, 1996). As lesdes de adrenal observaveis na MEN1 véo desde

hiperplasia cortical macronodular, adenomas corticais até carcinomas.

O céncer de mama é o carcinoma ndo-dermatolégico mais comum entre

as mulheres. A predisposi¢do genética € responsavel por 5-10% dos casos,
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mas a maioria dos casos se deve a mutagdes esporadicas, com complexas
interagdes de fatores (HAMPL et al, 1997). Os genes mais freqiientemente
mutados em carcinoma de mama sdo BRCA 1 e BRCA 2, localizados
respectivamente nos cromossomas 17 e 13. N&o se encontra na literatura
associacdo entre MEN1 e carcinoma de mama, embora tenha sido encontrada
perda alélica em tumores de mama no locus do gene MENI, 11ql3

(ZHUANG et al, 1995, CHUAQUI et al, 1997).

4. FATORES METODOLOGICOS

A maioria dos tumores estudados neste projeto estava fixado em fenol e
embebida em parafina. O processo para a fixagdo em parafina envolve uma
etapa em que o tecido € imerso em solugdo de formol tamponado, por um
tempo varidvel. KARLSEN et al (1994) descrevem as modificagdes sofridas
na estrutura do DNA fixado em formol, dificultando a amplificagdo desse pelo
PCR. O formol reage com o DNA através de interagdo com pontes de
hidrogénio, fixagdo de proteinas histonicas, e hidrometilagdo de &cidos
nucléicos. Segundo os autores, 0 DNA assim fixado estd desnaturado pelas
modificacdes descritas, dificultando a amplificagdo de fragmentos de mais que

200 pares de bases (bp), em propor¢do direta com o tempo de fixagdo em
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formol, mas, para fragmentos de até 200 pb, o DNA isolado de tecidos
embebidos em parafina, apds fixacdo com formol, pode ser utilizado em PCR.

Apesar de necessitar de repeticdo de varias reagdes para cada amostra
até conseguir amplificagdo adequada, conseguimos amplificar por PCR todas
as amostras, tanto em tecido fixado em parafina quanto em tecido colhido a
fresco. No entanto, a amplificagdo foi obtida com muito menor dificuldade
quando o DNA era proveniente de tecidos colhidos a fresco. Seguramente
obtivemos amplificagfo pelo fato de escolhermos para estudo fragmentos ndo

maiores do que 200 pares de base (ver TABELA 6).

A deparafinizagdo das amostras € feita com solventes orgénicos, no caso
xileno. Tal procedimento consome tempo, € trabalhosa e requer varias etapas
de centrifugacdo e lavagem, processo durante o qual h4 risco de introdugdo de
contaminantes (FREDRICKS & RELMAN, 1999). Nas reagdes de PCR, a
contaminacdo foi excluida gragas ao uso de controles negativos em todos os

ensaios.

Desde o advento da técnica de PCR, (SAIKI et al, 1988), varias
metodologias associadas foram desenvolvidas. A técnica de SSCP descrita por

ORITA et al (1989 a e b) baseia-se no fato de que a mobilidade de fitas
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simples d¢ DNA em gel ndo desnaturante de poliacrilamida depende n@o
apenas do seu tamanho, mas também de sua seqiiéncia. A alteragdo na
seqiiéncia de nucleotideos leva a alteragdo conformacional da fita simples de
DNA, e consequentemente a alteragdo na migragao eletroforética. Desta
forma, mutagdes pontuais ou simples polimorfismos, podem ser detectados. O
processo ¢ simples, ja que ndo ha necessidade de digestdo com enzimas de
restricdo, blotting ou hibridag@o com probes. MOHABEER, HITI e MARTIN
(1991) simplificaram mais ainda 0 processo introduzindo o uso de um sistema
de eletroforese semi-automatizado para SSCP, o PhastSystem (Pharmacia),
que dispensava o uso de material radioativo, anteriormente utilizado, e que
tem a vantagem de ter as condigdes de eletroforese bem controladas € uma
coloracdo com prata bem sensivel. HAYASHI & YANDELL (1993)
estudaram a sensibilidade da SSCP em detectar mutagdes € 0s fatores que a
influenciam. Chegando & concluso de que a técnica possui alta sensibilidade,
até 96%, especialmente para fragmentos de até 200 pb, para fragmentos entre
300 e 350 pb a sensibilidade cai para 80%. Além do tamanho dos fragmentos
pesquisados, outros fatores que influenciam a sensibilidade da SSCP s&o a
temperatura e a concentragéo salina, a maioria dos fragmentos de fita de DNA

tem conformagdo mais compacta em temperaturas mais baixas. Baseados na
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experiéncia de indmeros laboratérios, recomendam que a eletroforese seja

otimizada testando dois ou trés conjuntos de condigoes.

5. 0 GENE MEN1 COMO SUSPEITO NA PATOGENESE DE

TUMORES ESPORADICOS

J4 existiam na literatura indicativos de que no cromossoma 11q13, locus
do gene MENI, estaria um gene envolvido na carcinogénese de tumores
esporadicos, endocrinos € ndo-enddcrinos, nos mesmos tecidos afetados na
Sindrome da Neoplasia Endécrina Multipla e também em tecidos néo afetados
na sindrome. Os estudos feitos se basearam na técnica de perda de
heterozigosidade (loss of heterozigozity: LOH), técnica utilizada para pesquisa
de genes supressores tumorais, realizada em tecidos tumorais comparando-se
alelos génicos no tecido tumoral com as células normais do mesmo paciente.
A perda heterozigosidade no tecido tumoral significa que um locus foi perdido
em relagio ao tecido normal, € 0 desenvolvimento tumoral indica que o alelo
mantido estd mutado, ndo exercendo sua fungdo de supressdo tumoral, sendo

isso confirmado pela pesquisa de mutagao germinativa.
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A demonstragio de alta freqiiéncia de LOH em 11q13, o locus do gene
MEN1, em tumores esporadicos, ndo s6 nos tecidos afetados pela Sindrome,
mas também em tumores de outros tecidos, que se encontram associados em
maior freqiiéncia a Sindrome ou néo, leva a considerar a possibilidade de que
mutagdo nesse gene seja importante ou esteja implicada na patogénese desses

tumores.

Como o exon 2 do gene MENI1 era descrito como o mais
freqiientemente mutado em tumores pesquisados (EUROPEAN
CONSORTIUM ON MEN1, 1997) foi esse exon que escolhemos para triagem

de mutagdes em um extenso nimero de tumores enddcrinos e ndo-endo6crinos.

Nossos resultados, quanto & triagem de mutagdo no exon 2 do gene
MENI], através da técnica de PCR-SSCP, em tumores de tir6ide, adrenal e
mama, resultou negativa. Isso tanto pode ser por que nido ha, realmente,
mutagdo nesse €xon nos tumores pesquisados, ou por que a técnica por nos

utilizada ndo foi sensivel o suficiente para detectar mutagao.
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A sensibilidade da técnica utilizada, PCR-SSCP, j4 foi discutida, assim
como os fatores que podem influencia-la, sendo uma técnica adequadamente

sensivel. Passamos, entdo, a discutir outras hipoteses.

6. MUTACOES DO GENE MEN 1 EM TUMORES

ESPORADICOS

Comparando os dados de LOH em 11q13 e os de mutagdo em MENI
em tumores esporadicos podemos notar que os resultados variam de acordo

com o tecido pesquisado.

Procurando por mutagdo no gene MEN1 em tumores esporadicos de
paratiride, HEPPNER et al (1997) encontraram mutagdo no gene MEN1 em
todos os casos que apresentavam LOH em 11q13; e FARNEBO et al, 1998,
encontraram muta¢do em MENI1 em 50% dos casos que apresentavam LOH

em 11ql13.

Em tumores enteropancreaticos, 33% dos gastrinomas esporadicos €
17% insulinomas esporadicos que apresentavam LOH em 11ql3

apresentavam mutag@o no gene MEN1 (ZHUANG et al, 1997a). GORTZ et al
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(1999b) encontraram dados semelhantes, sendo o LOH em 11q13 2 a 3 vezes

mais freqiiente que a mutagdo em MENL.

Em tumores esporadicos de hipofise anterior, ZHUANG et al, (1997b),
encontraram mutagdo em MEN1 em metade dos casos que apresentavam LOH
em 11q13, e TANAKA et al (1998) encontraram mutagdo no gene MENI1 em
apenas 1 de 31 casos, o qual também apresentava LOH em 11q13. PREZANT
et al (1998) ndo encontrou mutagdo em MENI em nenhum de 45 tumores

esporadicos de hipdfise.

NORD et al (1999) ndo encontraram nenhuma mutagdo no gene MENI1
em 60 carcinomas foliculares de tirdide, apesar de terem encontrado 20% de
LOH em 11q13 nos tumores estudados, sugerindo que algum outro gene nessa
regiio possa estar envolvido na tumorigénese de tumores foliculares de

tirdide.

BECKERS et al (1992) descrevem LOH em 11q13 tanto em tumores
adrenocorticais esporadicos quanto em tumores de adrenal de pacientes com
MEN 1. KJELLMAN et al, (1999), GORTZ et al (1999a), HEPPNER er al

(1999) em carcinomas e adenomas de adrenal, nio encontraram nenhuma
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mutagdo em MENI, apesar de terem demonstrado LOH em 11q13 nos
tumores estudados. SCHULTE et al, (1999 e 2000) descreveram dois casos de
mutacio em MENI1: em 1 de 16 adenomas de adrenal e em 1 de 14
carcinomas de adrenal, todos esporadicos, sendo que no ultimo caso a
expressio do RNA mensageiro estava intacta, tornando improvavel que a
inativagdio transcripcional do gene MENI1 seja causal nesses tumores. Dados
confirmados por ZWERMANN et al (2000), que investigaram se a expressao
reduzida do gene, que poderia ser causada por mutagdes na regido promotora
do gene, por exemplo, estaria presente em tumores de adrenal, os autores
concluiram que os niveis de RNA mensageiro do gene MENI estavam

inalterados na maioria dos tumores adrenocorticais estudados.

Na Literatura nfo hé relato de qualquer pesquisa de mutagdo em MEN
1 em tumores de mama, apesar de haver achados de LOH em 11ql3 em

tumores pesquisados (ZHUANG et al , 1995;. CHUAQUI et al, 1997).

Os dados da Literatura mostram que o gene MEN1 pode estar envolvido
na patogénese em uma percentagem de tumores esporadicos que acometem 0s
mesmos tecidos afetados pela Sindrome, como paratiréide, tecido endocrino

enteropancreatico, €, em menor proporgao, hipéfise. Mas que muito
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provavelmente ndo estd implicado em outros tumores estudados, como de

tirdide e adrenal. Os achados de alta prevaléncia de perda alélica no locus

11ql3, no entanto, sugerem que nessa regifio possa existir outro gene

supressor tumoral (CHAKRABATTI et dl, 1998).
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CONCLUSOES



Conseguimos cumprir os nossos objetivos, obtendo extragdo de DNA de
tumores embebidos em parafina e de tecidos coletados e congelados a fresco.
Obtivemos amplificagdo por PCR e realizamos a triagem de mutagdes pela

técnica SSCP do fragmento génico almejado em todos os casos.

Nossos resultados, em que n#o encontramos mutag&o no exon 2 do gene
MEN 1 nos tumores de tirdide, adrenal ¢ mama estudados, sdo compativeis
com os mais recentes dados da literatura. Ao contrdrio do que os estudos
demonstrando perda alélica em 11q13 sugeriam, a pesquisa de mutagoes nesse
mesmo gene em tumores esporadicos ndo associados a sindrome mostraram

uma incidéncia muito baixa.

Estes dados sugerem que o gene MEN1 nfo esta diretamente implicado

na tumorigénese do cancer de tir6ide, de adrenal ou de mama.

CONCLUSOES
63



64

SUMMARY



Besides the mutations that underlie most cases of familial or sporadic
Multiple Endocrine Neoplasia syndrome, somatic mutations of the MENI
gene has also been described in sporadic tumors like gastrinomas, insulinomas
and bronchial carcinoid, where MEN 1 is the known gene most frequently

mutated.

In order to determine whether the gene could also be involved in other
types of endocrine and non-endocrine tumors, we examined this gene for
exon 2 mutations in thyroid, adrenal and breast tumors. We performed
polymerase chain reaction -single strand conformation polymorphism (PCR-
SSCP) technique to screen exon 2 of the MEN1 gene of 78 sporadic thyroid
tumors: 28 follicular adenomas (FA), 35 papillary carcinomas (PO), 14
follicular carcinomas (FC) and 1 anaplastic thyroid carcinoma (Ana). We also
examined 46 adrenal lesions (3 hyperplasias, 3 adenomas and 35
adrenocortical carcinomas, 2 pheochromocytomas, 2 ganglioneuroblastomas,
1 lymphoma) and 24 breast cancers (6 noninvasive, 16 infiltrating ductal, 2

invasive lobular).
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DNA was obtained using phenol/chloroform extraction and ethanol
precipitation from 108 formalin-fixed, paraffin embedded samples and other
40 fresh tumor tissues. A non-radioactive PCR-SSCP was performed using 5
pairs of primers to encompass the complete coding sequence of exon 2 of the

MEN 1 gene where most mutations have been described.

The product of PCR of 5 tumors suspected to present bands shift at
SSCP was submit to direct sequencing, sense and antisense, but did not

identify mutations.

These results suggest that exon 2 of MEN 1 gene is not important in

breast, thyroid or adrenal sporadic tumorigenesis.
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