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Resumo

Os adenomas hipofisarios representam, aproximadamente, 10-15% do total dos
tumores intracranianos. A prevaléncia destes tumores foi estimada em 1:1000 na
populacio geral, sendo mais frequentemente diagnosticados entre os 40-60 anos de
idade. Estes tumores sdo monoclonais, tipicamente benignos e de crescimento lento, no
entanto podem estar associados a um aumento da morbilidade e mortalidade através da
sobreproducdo hormonal e dos efeitos de massa resultantes da compressao das
estruturas adjacentes ao tumor. Os tumores hipofisarios mais frequentes sao os
prolactinomas, seguido pelos adenomas hipofisarios ndo funcionantes. Os mecanismos
subjacentes a tumorigénese hipofisaria nao sao ainda totalmente conhecidos, pelo que
uma melhor compreensao desta questao ajudara a gerir a doenca. O aumento do risco
associado a mutacbes em genes como o AIP, MEN1, CDKN1B e PRKARI1A, fornece
evidéncias de uma predisposicao genética para adenomas hipofisarios familiares. A
grande maioria dos adenomas hipofisarios (cerca de 95%) ocorre num contexto
esporadico e na auséncia de predisposicdo genética conhecida. No entanto, trés
polimorfismos (rs2359536, rs10763170 e 1rs17083838) foram significativamente

associados a adenomas hipofisarios esporadicos na populagao Chinesa Han.

O objetivo geral desta tese foi realizar um estudo de ambito multicéntrico nacional,
acerca dos fatores de risco genético para o desenvolvimento de adenomas hipofisarios
familiares e esporadicos, de forma a ampliar o conhecimento sobre a tumorigénese

hipofisaria.

Numa primeira fase desta tese, foi construida uma base de dados com todas as
variantes germinativas identificadas no gene AIP publicadas em casos esporadicos e
familiares de adenomas hipofisarios, até a data, a nivel mundial. Nesta revisao, foram
identificadas e avaliadas, ao nivel da sua patogenicidade, um total de 158 mutacoes
germinativas entre 562 doentes com adenomas hipofisarios esporadicos ou familiares.
Estas variantes estavam localizadas em toda a regido codificadora e nas regides de
splicing do gene AIP. A patogenicidade de todas as variantes germinativas publicadas foi
categorizada de acordo com os critérios da American College of Medical Genetic and
Genomics (ACMG), utilizando todos os dados disponiveis. Do niimero total de doentes,
35,4% apresentavam variantes patogénicas e 24,0% apresentavam variantes

provavelmente patogénicas.

Na segunda fase desta tese foi determinada a frequéncia de mutacdes germinativas

do gene AIP em doentes portugueses com macroadenomas hipofisarios esporadicos de



inicio precoce. Para isso, foi sequenciado o gene AIP em 218 doentes com
macroadenomas hipofisarios esporadicos diagnosticados antes dos 40 anos. Foram
identificadas variantes raras em heterozigotia neste gene em 18 (8,3%) doentes. No
entanto, apenas quatro (1,8%) doentes apresentavam variantes patogénicas. Estas
variantes compreendiam duas mutacoes ja conhecidas (p.Arg81* e p.Leu115Trpfs*41) e
duas mutacgoes novas (p.Ser53Thrfs*36, e p.Glu246*). Estes quatro doentes tinham sido
diagnosticados com somatotrofinoma em idades compreendidas entre os 14 e os 25 anos.
A frequéncia de variantes patogénicas no gene AIP em doentes com idade inferior a 30
anos foi de 3,4% e com idade inferior a 18 anos foi de 5%, respetivamente. A frequéncia
de mutacoes no gene AIP nesta coorte de doentes portugueses foi inferior a de outros
estudos. A identificacdo de novas variantes no gene AIP expande o espetro das causas
genéticas dos adenomas hipofisarios e pode ajudar a compreender o papel das mutacoes

neste gene nos mecanismos moleculares subjacentes a tumorigénese hipofisaria.

A terceira fase desta tese consistiu em identificar mutacGes germinativas num
conjunto especifico de 29 genes, descritos na literatura como tendo mutacoes
germinativas em doentes com adenomas hipofisarios, numa coorte de doentes
portugueses diagnosticados com adenomas hipofisarios esporadicos de inicio precoce.
Para isso, foi feita a sequenciacdo completa do exoma em 225 doentes com
macroadenomas hipofisarios esporadicos diagnosticados até aos 40 anos de idade.
Foram identificadas 154 variantes raras em 25 dos 29 genes. Destas foram identificadas
trés variantes patogénicas e 13 variantes provavelmente patogénicas, nos genes AIP,
CDH23, MEN1, MSH2, PMS2, SDHB, TP53 e VHL, em 7,1% dos doentes. Nos doentes
diagnosticados com idades inferiores a 30 e 18 anos, a frequéncia de mutacoes foi de
9,0% e 12%, respectivamente. Esta é, até a data, a maior analise multigénica de doentes
com macroadenomas hipofisarios esporadicos de inicio jovem. Confirmamos que o AIP
¢ o gene mais frequentemente envolvido, mas também descobrimos causas genéticas
mais raras de adenomas hipofisarios, incluindo a primeira confirmacao independente de

um papel do gene CDH23.

Na ultima fase desta tese foi avaliada a associacao de trés polimorfismos comuns
proximos dos genes NEBL (rs2359536), PCDH15 (rs10763170) e CDK8 (rs17083838) a
suscetibilidade a adenomas hipofisarios esporadicos na populacao portuguesa. Foram
determinadas as frequéncias genotipicas e alélicas de 570 casos e 546 controlos. O alelo
minor CDKS8 rs17083838 (alelo A) foi significativamente associado a adenomas
hipofisarios esporadicos. As variantes NEBL rs2359536 e PCDH15 rs10763170 nao foram
associadas a risco geral para a doenca, embora tenha sido observada uma associacao

significativa entre o alelo minor PCDHi5 rs10763170 (alelo T) e
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somatotrofinomas. Estes resultados sugerem que a variante CDKS8 rs17083838, e
possivelmente a variante PCDH15 rs10763170, podem aumentar a suscetibilidade a

adenomas hipofisarios esporadicos na populagao portuguesa.

Concluindo, diferentes estratégias foram desenvolvidas e implementadas, ao longo
desta tese, de forma a determinar quais os fatores de risco genético mais associados ao
desenvolvimento de adenomas hipofisarios esporadicos e familiares. Estes resultados
sdo importantes sob o ponto de vista cientifico ndo s6 para uma melhor compreensao do
panorama genético dos adenomas hipofisarios, como também abrem portas para novas
estratégias de rastreio genético direcionadas, oferecendo conhecimentos fundamentais

para a gestdo personalizada dos macroadenomas hipofisarios de inicio precoce.
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Abstract

Pituitary adenomas account for approximately 10-15% of all intracranial tumors.
The prevalence of these tumors has been estimated at 1:1000 in the general population,
and they are most frequently diagnosed between the ages of 40 and 60. These tumors are
monoclonal, typically benign and slow-growing, however they can be associated with
increased morbidity and mortality through hormonal overproduction and mass effects
resulting from the compression of structures adjacent to the tumor. The most common
pituitary tumors are prolactinomas, followed by non-functioning pituitary adenomas.
The mechanisms underlying pituitary tumorigenesis are not yet completely known, so a
better understanding of this issue will help manage the disease. The increased risk
associated with mutations in genes such as AIP, MEN1, CDKN1B and PRKAR1A provides
evidence of a genetic predisposition to familial pituitary adenomas. The vast majority of
pituitary adenomas (around 95%) occur in a sporadic context and in the absence of a
known genetic predisposition. However, three polymorphisms (rs2359536, rs10763170
and rs17083838) were significantly associated with sporadic pituitary adenomas in the

Han Chinese population.

The general aim of this thesis was to carry out a nationwide multicenter study on
the genetic risk factors for the development of familial and sporadic pituitary adenomas,

in order to expand the knowledge about pituitary tumorigenesis.

In the first phase of this thesis, a database was built with all the germline variants
in the AIP gene in sporadic and familial cases of pituitary adenomas published to date.
In this review, a total of 158 germline mutations were identified and assessed for
pathogenicity among 562 patients with sporadic or familial pituitary adenomas. These
variants were located in the entire coding region and in the splicing regions of the AIP
gene, with more than 60 variants resulting in a deletion of the C-terminus region of the
ATP protein. The pathogenicity of all published germline variants was categorized
according to American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) criteria, using
all available data. Of the total number of patients, 35.4% had pathogenic variants and
24.0% had probably pathogenic variants.

In the second phase of this thesis, the frequency of germline mutations in the AIP
gene in Portuguese patients with early-onset sporadic pituitary macroadenomas was
determined. To fulfill this, the AIP gene was sequenced in 218 patients with sporadic
pituitary macroadenomas diagnosed before the age of 40. Rare heterozygous variants in

this gene were identified in 18 (8.3%) patients. However, only four (1.8%) patients had



pathogenic variants. These variants included two known mutations (p.Arg81* and
p-Leu115Trpfs*41) and two new mutations (p.Ser53Thrfs*36, and p.Glu246*). All four
patients had been diagnosed with somatotrophinoma between the ages of 14 and 25. The
frequency of pathogenic variants in the AIP gene in patients under the age of 30 was 3.4%
and under the age of 18 was 5%, respectively. The frequency of mutations in the AIP gene
in this cohort of Portuguese patients was lower than in other studies. The identification
of new variants in the AIP gene expands the spectrum of genetic causes of pituitary
adenomas and may help to understand the role of mutations in this gene in the molecular

mechanisms underlying pituitary tumorigenesis.

The third phase of this thesis consisted of identifying germline mutations in a
specific set of 29 genes, described in the literature as having germline mutations in
patients with pituitary adenomas, in a cohort of Portuguese patients diagnosed with
young onset sporadic pituitary adenomas. To this end, whole exome sequencing was
carried out on 225 patients with sporadic pituitary macroadenomas diagnosed up to the
age of 40. We identified 154 rare variants in 25 out of the 29 analyzed genes. These
variants include three pathogenic and 13 likely pathogenic variants, in the AIP, CDH23,
MEN1, MSH2, PMS2, SDHB, TP53 and VHL genes, in 7.1% of patients. In patients
diagnosed under the age of 30 and 18, the frequency of mutations was 9.0% and 12%,
respectively. This is, to date, the largest multigenic analysis of patients with young onset
sporadic pituitary macroadenomas. We confirmed that AIP is the most frequently
involved gene, but we also discovered rarer genetic causes of pituitary adenomas,

including the first independent confirmation of a role for the CDH23 gene.

The last phase of this thesis assessed the association of three common
polymorphisms close to the NEBL (rs2359536), PCDH15 (rs10763170) and CDKS8
(rs17083838) genes with susceptibility to sporadic pituitary adenomas in the Portuguese
population. The genotype and allele frequencies of 570 cases and 546 controls were
determined. The CDKS8 rs17083838 minor allele (A allele) was significantly associated
with sporadic pituitary adenomas. The NEBL rs2359536 and PCDH15 rs10763170
variants were not associated with overall risk for the disease, although a significant
association was observed between the PCDH15 rs10763170 minor allele (T allele) and
somatotrophinomas. These results suggest that the CDKS8 rs17083838 variant, and
possibly the PCDH15 rs10763170 variant, may increase susceptibility to sporadic

pituitary adenomas in the Portuguese population.

In conclusion, different strategies were developed and implemented throughout

this thesis in order to determine which genetic risk factors are most associated with the



development of sporadic and familial pituitary adenomas. These results are important
from a scientific point of view not only for a better understanding of the genetic landscape
of pituitary adenomas, but also open the door to new targeted genetic screening
strategies, offering fundamental knowledge for the personalized management of young

onset pituitary macroadenomas.
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1.1 Hipoéfise ou Gliandula Hipofisaria

1.1.1 Anatomia, Fisiologia e Embriologia da hipéfise

A glandula hipofisaria, ou pituitaria, é composta por células enddcrinas, e tem como
papel principal regular numerosos processos fisiologicos através da secrecao de diversas

hormonas.

O termo hipoéfise, em inglés pituitary, deriva do Grego ptuo e do Latim pituita que
significa “muco” ou “viscoso” (1, 2). A hipofise é um pequeno 6rgao oval, bilateralmente
simétrico, situado na sela turca do osso esfendide, uma cavidade 6ssea na base do cranio,

proxima do hipotalamo e do nervo 6tico (Figura 1) (3, 4, 5).

) i Hipotalamo
("‘g». f’* Nervo otico ©
CINS XA

I

= /

Glandula hipofisaria

l‘ 4 -
L
3

A~ ”
Ly

oA

A VSR

Osso esfenoide

Figura 1. Localizacdo da glandula hipofisaria. Situa-se na sela turca do osso esfenéide, abaixo do nervo 6tico

e do hipotalamo. Reproduzido com permissao de Galvén et al. (5) (Anexo 1).

A irrigacdo sanguinea desta glandula é feita através das artérias cardtidas que
percorrem o0s seios cavernosos adjacentes (6). Num adulto, a hipdfise pesa
aproximadamente 500-600 mg e mede cerca de 10 mm de comprimento, 5-10 mm de
altura e 10-15 mm de largura, no entanto, com o avanco da idade, o peso da glandula
hipofisaria tende a diminuir (3, 4). Nas mulheres, a hipofise é ligeiramente maior,
especialmente durante a gravidez e fase de amamentacao. Apos este periodo, o tamanho
da hipofise regride embora nao na sua totalidade, podendo atingir mais de 1000 mg em

algumas mulheres (4).

A hipofise encontra-se dividida em duas partes anatémica e funcionalmente
distintas: o lobo posterior denominado neurohipofise e o lobo anterior denominado
adenohipofise (1, 2, 4, 7). A neurohipofise é composta pela pars nervosa e é uma

extensao do hipotalamo, e a adenohipofise é composta por trés estruturas, a pars distalis,
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apars intermedia e a pars tuberalis (1, 2). A neuro e a adenohipofise secretam hormonas

que sao essenciais para a sobrevivéncia do ser humano (2).
1.1.1.1 Adenohipofise

A adenohipofise compreende aproximadamente 80% de toda a glandula hipofisaria
e, contrariamente a neurohipdfise, nao apresenta conexdes neuronais com o hipotalamo.
Desta forma, é responsavel pela sintese da maioria das hormonas que sao libertadas para
a corrente sanguinea, sendo a secrecao regulada pelo hipotdlamo (4, 8). Assim, o
hipotalamo controla a atividade secretora da adenohipofise, e esta controla a atividade
secretora das glandulas tir6ide, suprarrenais e gonadas (8). As seis hormonas mais
importantes produzidas pela adenohipofise sao a hormona de crescimento (GH, Growth
Hormone), prolactina (PRL), hormona adrenocorticotré6fica (ACTH,
Adrenocorticotropic Hormone), hormona tireoestimulante ou tireotrofina (TSH,
Thyroid Stimulating Hormone), hormona luteinizante (LH, Luteinizing Hormone) e a
hormona foliculo-estimulante (FSH, Follicle-Stimulating Hormone), produzidas por
pelos menos cinco tipos de células diferentes, designadas de acordo com a hormona que

produzem (4).

A adenohipoéfise comeca a desenvolver-se durante a quarta semana de gestacao a
partir do tecido embrionario do epitélio oral, compreendendo trés regides: a pars
distalis, a pars intermedia e a pars tuberalis (8). Inicialmente, um diverticulo,
denominado bolsa hipofisaria ou bolsa de Rathke, surge do teto da cavidade bucal do
embrido e estende-se para a regiao cefalica (2, 3, 4). Este alongamento da bolsa de Rathke
faz com que esta se aproxime do infundibulo, uma extensao da base do diencéfalo, sendo
possivel a conexdo entre ambos no decorrer da quinta semana de gestacdo e
desintegrando-se na sexta semana (2). As células da parte anterior da bolsa de Rathke
proliferam e dao origem a pars distalis, e as células da parte posterior dao origem a pars
intermedia que possui paredes finas (9). Por fim, uma extensao da bolsa de Rathke
estende-se a volta do infundibulo, formando a pars tuberalis que liga anatomicamente
a pars distalis ao hipotalamo (2, 9). A pars intermedia, por sua vez, forma a separacao
entre os lobos anterior e posterior da hipofise, regride durante a infancia e dissipa-se na

idade adulta (Figura 2) (9, 10).
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Pars tuberalis

Pars distalis

Pars intermedia

Teto da cavidade bucal Bolsa de Rathke

Figura 2. Desenvolvimento da glandula hipofisaria entre a quarta e a sexta semana de gestacdo, que resulta
da unido entre a neuroectoderme (representada a azul) e a bolsa de Rathke derivada do teto da cavidade

bucal do embrifo (representada a laranja).

A pars distalis é composta principalmente por cinco tipos de células endo6crinas:
somatotrofos, corticotrofos, tireotrofos, lactotrofos e gonadotrofos, cada um designado
de acordo com a hormona que produzem (2, 4, 9, 11). As células endocrinas sdo
estimuladas ou inibidas pelo hipotidlamo, para que haja uma correta regulacao da
secre¢cao hormonal. Assim, as células corticotroéficas produzem ACTH, as tireotroficas
produzem TSH, as gonadotréficas produzem a FSH e LH, as somatotroficas produzem a
GH e as lactotroficas produzem PRL (12). Os diferentes tipos celulares encontram-se
agrupados e cada um tem a sua posicdo especifica na glandula hipofisaria; os
corticotrofos e tireotrofos localizam-se predominantemente no centro da adenohipofise
enquanto que os somatotrofos e lactotrofos localizam-se predominantemente nas zonas

laterais (12).

A secrecao de hormonas pelas células da adenohipéfise é controlada por hormonas
hipotalamicas reguladoras, libertadas pelos neur6nios hipotalamicos, que chegam a
hipofise anterior através da circulagio porta hipotalamica-hipofisaria (13, 14). Por outro
lado, o hipotdlamo pode também secretar fatores de inibicdo que enviam sinais a pars
distalis de modo a inibir a secrecao hormonal (13). As hormonas hipotalamicas sao
designadas de acordo com a hormona especifica que inibem ou induzem (2). Assim, a
hormona libertadora de corticotrofina (CRH, Corticotropin-Releasing Hormone)
estimula a secrecao da ACTH, a hormona libertadora de tirotrofina (TRH, Thyrotropin-
Releasing Hormone) estimula a secrecio da TSH, a hormona libertadora de
gonadotrofina (GnRH, Gonadotropin-Releasing Hormone) estimula a secrecao da LH e

FSH, a hormona libertadora da hormona do crescimento (GHRH, Growth Hormone—
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Releasing Hormone) estimula a secrecao da GH, a somatostatina (SS) inibe a secrecao

de GH, e a dopamina inibe a secrecao de PRL (2, 8).

Apoés a estimulagao pelas hormonas hipotalamicas, a adenohipofise é responsavel
pela secrecao de varias hormonas que, consequentemente, irdo interagir com o seu
recetor especifico, de forma a causar uma alteracdo no tecido ou célula-alvo (Figura 3)

(9, 15).

Neurénios Hipotalamicos

Sangue arterial % . o
& ! Hormonas hipotalamicas

reguladoras

Sistema porta
hipotalamica-hipofisaria

ADENOHIPOFISE .
NEUROHIPOFISE

Sangue venoso (—-(5] ;

Hormonas produzidas Células enddcrinas
pela adenohipoéfise
e .

— —~
GH PRL ACTH TSH FSH LH

Figura 3. Producdo e secrecdo de hormonas por parte da adenohipodfise. A secrecdo das hormonas
produzidas pela adenohipéfise é controlada por hormonas hipotalamicas reguladoras, libertadas pelos
neurdnios hipotaldmicos para o sistema porta hipotalimica-hipofisaria. Ap6s a estimulagao pelas hormonas
hipotalamicas reguladoras, as células endécrinas da adenohipdfise sao responsaveis pela secrecdo de varias
hormonas que causam uma alteragdo no tecido ou célula-alvo. ACTH, hormona adrenocorticotroéfica; FSH,
hormona foliculo-estimulante; GH, hormona de crescimento; LH, hormona luteinizante; PRL, prolactina;

TSH, hormona tireoestimulante.

Deste modo, a GH vai ser responsavel pelo crescimento e diferenciacdo 6ssea e
muscular; a PRL atua nas glandulas mamaérias ao nivel da producao de leite materno; a
ACTH atua nas glandulas suprarrenais com producao de hormonas como o cortisol e
androgénios e a FSH e LH atuam na producao de hormonas pelas gonadas (testiculos e
ovarios), nomeadamente a testosterona, progesterona e estradiol (8). A funcao de cada
uma destas hormonas esta dependente do estado de maturacao do individuo e de fatores
de stress e ambientais. Por exemplo, no feto e no recém-nascido, o fator de crescimento

semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1, Insulin-like growth factor 1) é o estimulo priméario
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para o crescimento, uma vez que medeia os efeitos promotores do crescimento. Apds o
nascimento, a GH torna-se o regulador primario do crescimento e a sua secrecao é
estimulada pela GHRH (9).

1.1.1.2 Neurohipoéfise

A neurohipo6fise, também designada por hipdfise posterior, tem origem neuronal na
neuroectoderme do diencéfalo, e compreende o infundibulo, a haste hipofisaria e a pars
nervosa (2, 4). A neurohipo6fise evolui durante a quinta e a sexta semana de gestagao, no
entanto nao consegue produzir hormonas por si prépria (2). Existem neurénios cujas
terminacoes nervosas (axonios) se estendem desde a parte inferior do hipotalamo, pelo
infundibulo, até a neurohipoéfise, formando assim um grande feixe que da origem a haste
hipofisaria (2). Estes neur6nios fornecem uma comunicacao direta entre o hipotalamo e
a neurohipéfise (2, 7, 9), e controlam a producao das hormonas oxitocina e vasopressina
(hormona antidiurética — ADH, Antidiuretic Hormone), que por sua vez vao Ser

transportadas, através da haste hipofisaria, para a hipofise posterior (2, 3, 4, 7).

O eixo hipotidlamo-hipéfise € uma interacdo funcional entre o hipotidlamo e a
hipofise que se estabelece para que o estado de homeostasia seja mantido, uma vez que
integra tanto as ligacoes nervosas que se estabelecem entre o hipotdlamo e a
neurohipoéfise, como também controla as secrecoes de hormonas hipotalamicas que

atingem a hipoéfise anterior através da circulacao porta hipotalamica-hipofisaria (2).

As hormonas da neurohipdfise, denominadas neuro-hormonas, sintetizadas nos
nucleos supradpticos e nos nucleos paraventriculares do hipotdlamo, sao ligadas a
neurofisinas e transportadas através das fibras nervosas para o lobo posterior, onde sao
armazenadas nos granulos neurossecretores até que possam ser libertadas para a

corrente sanguinea (Figura 4) (4, 16).
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Nucleos Supraéticos
(produtores de
vasopressina e oxitocina)

Nucleos Paraventriculares
(produtores de vasopressina
e oxitocina)

Axénios

ADENOHIPOFISE 4 NEUROHIPOFISE

—

Artéria Hipofisaria

Figura 4. Comunicacdo entre o hipotidlamo e a neurohipdfise. Os neurénios produtores de oxitocina e
vasopressina estdo localizados nos nticleos supraéticos e paraventriculares do hipotalamo. Os axénios desses
neurénios estendem-se ao longo da haste hipofisaria, terminando ao longo dos vasos sanguineos no lobo
posterior da hip6fise. As hormonas produzidas sdo armazenadas nos terminais dos axénios da neurohipéfise,

onde posteriormente sdo libertados para a circulacdo sanguinea mediante estimulagdo neuronal.

1.1.2 Adenomas Hipofisarios

Os adenomas hipofisarios representam, aproximadamente, 10-15% do total dos
tumores intracranianos, sendo os mais frequentes (17, 18). Estes adenomas sao
monoclonais, tipicamente benignos e de crescimento lento, e surgem das células da

adenohipofise (19, 20, 21).

Dados epidemiolégicos anteriores a 1969 indicam que estes tumores tinham uma
prevaléncia de 1,85 por 100.000 habitantes (22). Mais recentemente, varios estudos
mostraram que a incidéncia anual aumentou para 1 caso por 1000 habitantes (23, 24,
25). Este aumento do numero de casos pode ser resultado de uma maior
consciencializacao da populacao em relacao a estes tumores, e do desenvolvimento das
técnicas de diagnostico por imagem e hormonais (26). O avanco das técnicas de
imagiologia, permitiu o aumento da detecdo de incidentalomas hipofisarios (adenomas
hipofisarios detetados acidentalmente) (27), mostrando uma prevaléncia de 14-22% em
voluntarios saudaveis, com uma maior predominancia de microadenomas (28, 29, 30,
31). A incidéncia dos adenomas hipofisarios varia muito de acordo com a idade e sexo,
no entanto, sabe-se que aumenta com o avancar da idade (23, 24, 32), assim sdo mais

frequentemente diagnosticados entre os 40-60 anos de idade (33, 34).
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Embora sejam classificados como benignos devido a sua rara capacidade de
metastizar, os adenomas hipofisarios estdo associados ao aumento da morbilidade e
mortalidade devido a alteracoes metabdlicas consequentes da sua possivel hipersecrecao
hormonal e a efeitos de massa resultantes da compressao de estruturas adjacentes ao
tumor (3, 24, 35, 36, 37, 38). O diagnoéstico precoce e o encaminhamento dos doentes
para centros de referéncia sao meios importantes para melhorar a qualidade de vida dos

doentes (24).

Os adenomas hipofisarios sao classificados de acordo com o seu tamanho, sendo
divididos em microadenomas (<10mm), macroadenomas (>10mm) e adenomas gigantes
(>40mm) (28, 29, 30, 39). Esta classificacao pode ser complementada por ensaios mais
abrangentes baseados em imunohistoquimica e microscopia eletronica (29, 39). Sao
ainda classificados como funcionantes ou nao-funcionantes, com base na sua capacidade
de produzir e secretar hormonas (29). Desta forma podem desenvolver um amplo
espectro de sindromes clinicas, incluindo endoécrinas, cardiovasculares, neurologicas,
oftalmoldgicas, exigindo assim uma necessidade de acompanhamento multidisciplinar
por diferentes especialidades. O diagnostico precoce é muito importante para estabelecer
um plano terapéutico adequado e obter um melhor prognostico para estes doentes (33).
Os adenomas funcionantes apresentam sintomas clinicos especificos e proeminentes,
consequentes do aumento da secrecdo e atividade hormonal (17). O tumor hipofisario
funcionante mais frequente é o prolactinoma, representando cerca de 46-66% de todos
os adenomas hipofisarios, seguindo-se pelos adenomas hipofisarios clinicamente nao-
funcionantes = (NFPA, Non-Functioning  Pituitary  Adenomas) (14-37%),
somatotrofinomas (9-16%) e corticotrofinomas (1-6%). Os gonadotrofinomas, tumores
hipofisarios secretores de LH e FSH, e os tireotrofinomas, secretores de TSH, sdo mais

raros (23, 24, 32, 40).

Os prolactinomas, adenomas secretores de prolactina, aumentam os niveis de
prolactina circulante que consequentemente suprimem o eixo hipotalamo-hipéfise-
gonadas, resultando em hipogonadismo, amenorreia nas mulheres e diminuicdo de
libido e impoténcia nos homens (21). A dopamina é a principal hormona inibidora de
prolactina, ligando-se aos recetores de dopamina nos lactotrofos. Assim, o tratamento de
primeira linha dos prolactinomas depende de agonistas da dopamina, sendo a
bromocriptina e a cabergolina os mais frequentemente usados (41, 42). Outras condicoes
podem igualmente aumentar os niveis de prolactina, tais como gravidez, hipotiroidismo
e insuficiéncia renal (30), no entanto, uma das causas mais frequentes para este aumento
recai sobre o uso de alguns farmacos nomeadamente, antipsicoticos, antidepressivos,

anti-hipertensivos e opiaceos (43).
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Os somatotrofinomas, adenomas hipofisarios secretores de GH, sdo tipicamente
causadores de distirbios como Gigantismo e Acromegalia (21). O aumento da secrecao
da hormona de crescimento estimula, por sua vez, a producao do IGF-1 pelo figado (30,
44). O IGF-1 é um mediador da maioria dos efeitos da GH, estando assim relacionado
com o crescimento dos ossos, cartilagens e tecidos moles, e aumento de tamanho de
outros 6rgaos (45). Desta forma, a secrecao excessiva de GH e/ou de IGF-1 desencadeia
disfungboes somaéticas e metabolicas significativas tais como diabetes mellitus,
hipertensao, artrite, apneia do sono e aumento do tamanho das maos e pés, bem como
alteracOes nas caracteristicas faciais, incluindo prognatismo, macroglossia, crescimento
de labios e nariz e proeminéncia das arcadas supraciliares, manifestacoes classicas de
acromegalia (26, 30, 44). Os somatotrofinomas que surgem em doentes jovens (criancas
e adolescentes), resultando num excesso de GH antes do fecho das epifises Osseas
durante a puberdade, provocam crescimento acelerado e gigantismo (30, 44). Se a
hipersecrecao da GH persistir na idade adulta ou se nao for tratada, os doentes com
gigantismo poderao vir a desenvolver acromegalia (45). A acromegalia esta associada a
um risco de mortalidade duas vezes maior em relacao ao gigantismo, principalmente
devido a doenca cardiovascular. Estes casos podem ser revertidos através da cirurgia
transesfenoidal ou do uso de anélogos da somatostatina, que causam uma diminuicao na
producao de GH e reducao do tamanho do tumor, ou através de antagonistas do recetor

de GH, que bloqueiam o efeito da hipersecre¢cao hormonal (46).

Os corticotrofinomas, adenomas hipofisarios secretores de ACTH, sdao considerados
a causa mais frequente de hipercortisolemia associada a sinais clinicos e biologicos da
Doenca de Cushing (47). A Doenga de Cushing esté associada a um aumento de 2-5 vezes
na mortalidade, e embora a morbilidade substancial relacionada com a diabetes e
doencas cardiovasculares possa persistir, esta sindrome é amplamente revertida através
da cirurgia transesfenoidal ou de medicamentos que controlam a producao excessiva de
cortisol pela glandula adrenal (30). Os doentes diagnosticados com Doenca de Cushing,
geralmente apresentam sinais clinicos associados ao hipercortisolismo, tais como ganho
de peso, hipertensao, irregularidades menstruais, face em “lua-cheia”, fragilidade

capilar, aparecimento de estrias violaceas, fraqueza muscular e osteoporose (47).

Por outro lado, os NFPA representam cerca de um terco de todos os adenomas
hipofisarios, e os sintomas podem ser muito variaveis (23, 30, 48). Os microadenomas
nao-funcionantes, por serem assintomaticos, sao frequentemente detetados como
incidentalomas por ressonancia magnética (RM) ou tomografia axial computorizada
(TAC), realizadas por outras razoes (48). Os macroadenomas nao-funcionantes podem

causar variados problemas devido a compressao e invasao de estruturas anatémicas

10



1. Introdugao

adjacentes a hipofise, tais como disfuncdes hipofisarias significativas e disturbios visuais,
geralmente chamados de efeitos de massa (30, 47). Os principais sintomas de efeito de
massa sao cefaleias, defeitos no campo visual incluindo perda da visao periférica,
oftalmoplegias e hipopituitarismo (48). Os NFPA sao geralmente benignos, embora
casos de NFPA malignos ja tenham sido relatados (49). A urgéncia de tratar
cirurgicamente os NFPA depende de diversos fatores, tais como sintomas clinicos,
tamanho do adenoma, invasao de estruturas circundantes, especialmente proximidade
ou pressao sobre o quiasma 6tico, insuficiéncias hormonais hipofisarias, idade do doente,
estado de fertilidade, risco de apoplexia e riscos inerentes a cirurgia (47, 50). Estes
tumores geralmente apresentam-se como macroadenomas invasivos, nao passiveis de
remocao cirurgica completa. Nestes casos, a radioterapia pode ser aplicada no pos-

operatorio para quaisquer lesoes residuais e reincidentes (47).

1.2 Fatores de risco genético em adenomas hipofisarios

A maioria dos casos de tumores hipofisarios (95%) ocorre esporadicamente, isto é,
sem historia familiar. Os adenomas hipofisarios esporadicos tém origem monoclonal,
expandindo-se a partir de anomalias genéticas moleculares numa tnica célula da
hipéfise (mutacoes somaticas) (51). Quando comparados com tumores malignos, os
adenomas hipofisarios esporadicos tém, em geral, uma menor taxa de mutacao somatica
(52, 53), e raramente apresentam mutacoes em genes associados a tumores malignos
noutros 6rgaos, como os genes RAS, TP53, BRAF, CTNNBI1 e outros (47, 54). A maioria
dos casos de adenomas hipofisarios esporadicos ocorre sem predisposicdo genética
conhecida, no entanto, mutagdes somaticas recorrentes tém sido identificadas no gene

GNAS em adenomas somatotroéficos (55).

Embora a maioria dos adenomas hipofisarios ocorra esporadicamente, cerca de 5%
pode ocorrer em contexto genético familiar, devido a presenca de mutacées nas células
germinativas. Estes casos estao frequentemente presentes em doentes mais jovens, sao
mais agressivos e mais resistentes a terapia, quando comparados aos adenomas
esporadicos (40). As formas familiares podem contribuir para a elucidaciao de fatores
genéticos subjacentes, uma vez que fornecem informacdo para a identificacdo e
caracterizacao de genes relevantes (56). Os casos familiares de adenomas hipofisarios
podem ocorrer de forma isolada, denominados Adenomas Hipofisarios Familiares
Isolados (FIPA, Familial Isolated Pituitary Adenomas) devido a alteracoes germinativas

nos genes como AIP (57), CDH23 (58) ou GPR101 (59). Alguns casos familiares de
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adenomas hipofisarios podem também ocorrer em associacdo com outros tumores
endocrinos, denominados Adenomas Hipofisarios Familiares Sindrémicos, tais como
Neoplasias Endocrinas Multiplas do tipo 1, tipo 2, tipo 4, Complexo de Carney e outras
sindromes raras, por alteracbes germinativas nos genes MEN1, CDKNiB, MAX,
PRKARI1A, RET, entre outros (60). Na tabela 1 estdo esquematizados os principais genes
descritos na literatura, com mutagoes germinativas e mosaicismos associados a

adenomas hipofisarios.
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Tabela 1. Visdo geral dos principais genes descritos na literatura, com mutacGes germinativas e mosaicismos associados a adenomas hipofisarios.

Modo de
jtari : L. Fenoti Referénci
Gene Locus Hereditariedade Doenca Sindrémicas enoétipo eferéncias
Adenoma Hipofisario Familiar
. L 3 61
AIP 11413-3 AD FIPA Isolado e Esporadico (61)
CABLES1 18q11.2 AD Adenomas Hip ofls.arlos Corticotrofinomas (62)
Isolados Esporadicos
FIPA e Adenomas Adenoma Hipofisario Familiar e
CDHz3 10q22.1 AD Hipofisarios Esporadicos esporadicos (58)
Neolasia Endécrina Hiperparatiroidismo primério,
CDKN1A 6p21.2 ? p 1 adenomas hipofisarios, tumores (63)
Muiltipla 4 P "
neuroenddcrinos pancreéticos
Hiperparatiroidismo primaério,
Neoplasia Endécrina adenomas hipofisarios
. Py 6
CDKN1B 12p13.1 AD Miltipla 4 (64)
Hiperparatiroidismo primaério,
Neoplasia Enddcrina adenomas hipofisarios, tumores
KN . ? g . . 6
CDKNz=B 9p21.3 Muiltipla 4 neuroenddcrinos pancreaticos 63)
Hiperparatiroidismo primaério,
Neoplasia Endécrina adenomas hipofisarios, tumores
DKN2 1p32. ? s L S 6
C ¢ p32:3 Muiltipla 4 neuroenddcrinos pancreaticos 63)
DICER1 14932.13 AD Sindrome de Dicer Blastomas (65)
GN. 20q13.3 ) Sindrome McCune- Displasia fibrosa, manchas café-com- (66)

Albright

leite, puberdade precoce
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Gene Locus Modo de Doenca Formas Formas Fenétipo Referéncias
Hereditariedade ¢ Isoladas Sindrémicas p
. FIPA e Acrogigantismo Adenoma Hipofisario Familiar
GPR101 Xq26.3 Ligado ao X associado ao X X Isolado (59)
MAX 144923.3 AD Paraganglioma hereditario X Feocromocitoma (67)
. , Hiperparatiroidismo primaério,
MEN1 11q13.1 AD NeoplaS} a E nddcrina X adenomas hipofisarios, tumores (68)
Multipla 1 P "
neuroenddcrinos pancreaticos
MLH1 3p22.2 AD Sindrome de Lynch X Carcinoma da hipofise (69)
MSH2  2p21-p16 AD Sindrome de Lynch X Corticotrofinoma agressivo e (70)
p21-p16.3 yn adenomas lactotréficos 7
MSH6 2p16.3 AD Sindrome de Lynch X Corticotrofinomas (69)
Neurofibromas, manchas café-com-
NF1 17q11.2 AD Neurofibromatose tipo 1 X leite, sardas, n6dulos Lisch, glioma (71)
optico
PMS2 7p22.1 ? Sindrome de Lynch X Corticotrofinomas (72)
Acromegalia, mixomas,
PRKAR1A  17q22-24 AD Complexo de Carney X hiperpigmentacio (73)
PRKACA 19p13.12 ? Sindrome de Cushing X Corticotrofinomas (74)

poxnug ‘1
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Modo de

Formas

Formas

. . . , . Axs R f A .
Gene Locus Hereditariedade Doenca Isoladas Sindrémicas Fenotipo eterencias
Adenomas hipofisarios, mixomas,
PRKACB 1p31.1 AD Complexo de Carney X tumor adrenal, tumor da tir6ide, (75)
schwannomas
. o . 1 irGide,
Neoplasia Endocrina Carcmoma'medu ar da tirdide (76)
RET 10q11.21 AD . . X feocromocitoma e tumores da
Multipla tipo 2 ..
paratiréide
SDHA 5p15
SDHAFz2 11qi12.2 Associac¢ao 3Ps (Adenomas
SDHB 1p36.1-P35 AD Paraganglioma hereditario X I.npoﬁsarlos e ‘ (77)
feocromocitoma/paraganglioma)
SDHC 1q23.3
SDHD 11923
Sarcomas, osteossarcoma, cancro da
TP53 17p13.1 AD Sindrome Li Fraumeni X mama, leucemia e carcinoma (78)
adrenocortical
UsP8 15Q21.2 ? Corticotrofinoma X Corticotrofinomas (79)
Hemangioblastomas da retina e do
Sindrome de Von Hippel- sistema nervoso central
. . . . ’ 6
VHL 3p25-3 AD Lindau X feocromocitomas e carcinoma renal (76)

de células claras

AD, Autossomica dominante; FIPA, Adenomas hipofisarios isolados familiares (Familial Isolated Pituitary Adenomas).
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1.2.1 Principais genes, descritos na literatura, com mutacoes

germinativas e mosaicismos associados a adenomas hipofisarios
1.2.1.1 Gene AIP

Em 2006, Vierimaa et al. (61) descreveram um estudo genético para genes
envolvidos na patogénese de adenomas hipofisarios ocorridos em contexto familiar,
tendo sido um importante avanco na comunidade cientifica (61). As familias em causa
apresentavam combinacOes de somatotrofinomas, prolactinomas e tumores mistos
secretores de GH-PRL (mamosomatotrofinomas) (80). Os resultados deste estudo
revelaram, pela primeira vez, mutagdes germinativas inativadoras no gene AIP,
localizado no cromossoma 11 (11q13.3), mostrando perda de heterozigotia, em tumores,
neste locus (61, 81). Assim, o AIP foi o primeiro gene a ser relacionado com adenomas
hipofisarios familiares isolados (OMIM #102200). Este tipo de adenomas é definido
quando dois ou mais membros de uma familia apresentam adenomas hipofisarios na
auséncia de caracteristicas de doenca sindromica, havendo uma maior preponderancia
para o sexo feminino (62%) (82). Os membros da familia afetados podem apresentar o
mesmo tipo de adenoma hipofisario (apresentagdo homogénea) ou diferentes tipos
(apresentacao heterogénea) (83). Os adenomas hipofisarios mais frequentes em casos
FIPA sao os prolactinomas (41%), os somatotrofinomas (30%) e os NFPAs (13%) (83),
sendo que os gonadotrofinomas, corticotrofinomas e tireotrofinomas sdo os menos

frequentes (83, 84).

Aproximadamente 20-40% das familias com FIPA tém mutacGes germinativas
inativadoras no gene AIP (57, 85, 86, 87). Os doentes com estas mutacoes tém mais
frequentemente prolactinomas ou somatotrofinomas de inicio jovem, geralmente com
fraca resposta ao tratamento convencional e um comportamento agressivo em
comparacdo com doentes sem mutagdo conhecida (88, 89). O gene AIP é um gene de
supressao tumoral, e compreende seis exdes que codificam uma proteina citoplasméatica
denominada proteina de interacdo do recetor de aril-hidrocarbono (AIP, Aryl-
hydrocarbon receptor Interacting Protein) (90). Estruturalmente, a proteina AIP possui
um dominio de peptidil-prolil cis/trans isomerase (PPlase, peptidyl-prolyl cis/trans
isomerase) do tipo proteina de ligacao a FK506 (FKBP, FK506-binding protein), na
extremidade amino-terminal, que consiste numa hélice-a e folhas  interligadas por duas
hélices a (91). As PPIases (prolil-isomerases) sao enzimas que catalisam a isomerizacao
cis e trans de ligacGes peptidicas com o aminoacido prolina, acelerando o enovelamento

de proteinas. No entanto, acredita-se que a proteina AIP nao tenha atividade PPIase (91).
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Na extremidade carboxi-terminal, a proteina AIP possui trés dominios de repeticao de
tetratricopeptideo (TPR, Tetratricopeptide Repeat) formados por hélices a anfipaticas
antiparalelas e uma sétima hélice a na regiao terminal C (92). Essas hélices facilitam as

interacoes proteina-proteina (92, 93).

Esta proteina faz parte de um complexo mutiproteico de chaperones que esta
envolvido na maturacao funcional do recetor aril-hidrocarbono (AhR, Aryl-hydrocarbon
Receptor). Deste complexo também fazem parte a proteina de choque térmico 90
(Hsp9o, Heat Shock Protein 90) e p23, uma proteina co-chaperone importante para a
via de sinalizacao Hsp9o (94). O AhR é um fator de transcri¢ao ativado por ligando ao
qual substancias quimicas como a dioxina se ligam com elevada afinidade. Apos a ligacao
ao AhR, estas substancias sdo translocadas para o nucleo pela proteina translocadora
nuclear do AhR (ARNT, Aryl-hydrocarbon Nuclear Translocator), ativando genes

envolvidos no metabolismo de xenobioticos (56) (Figura 5).

Gsp90 (" AnR > p23 _

ARNT

itoplasma
cispesme— S
Nicleo S
Hsp90< AhR )p23
~ %}D\IOXIHB
( Hsp90( AhR p23 \;//é

AhR ARNT
N NANRNA //‘\

Transcrigao de genes especificos de
enzimas metabolizadoras de xenobidticos

Figura 5. Representacdo esquematica do complexo proteico entre AIP e AhR. (A) Este complexo
multiproteico existe no citoplasma na auséncia de ligando. (B) Quando um ligando (dioxina) se liga ao
terminal C do AhR, o complexo migra para o nucleo. (C) Uma vez no ndcleo, o complexo heterodimeriza-se
com a proteina ARNT, induzindo a transcricdo de genes especificos. AhR, recetor aril-hidrocarbono; AIP,

proteina de interac¢do do recetor de aril-hidrocarbono; ARNT, Proteina translocadora nuclear do AhR.

A proteina co-chaperone AIP tem como funcao proteger o AhR da ubiquitinagao,

prolongando a sua semi-vida, retendo-o no citoplasma, prevenindo assim a sua acao
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como fator de transcricao (95). A AIP interage também com a fosfodiesterase 4As5,
inibindo a sua atividade e resultando numa diminui¢do dos niveis de adenosina

monofosfato ciclica (AMPc) (31).

No estudo de coorte descrito por Igreja et al. (81), foi reportado que mais de 80%
das familias com mutacGes germinativas no gene AIP tém pelo menos uma pessoa
diagnosticada com adenoma hipofisario antes dos 18 anos. Contrariamente, entre 46
familias sem mutacgoes identificadas neste gene, apenas trés tiveram pessoas com esta
doenca antes dos 18 anos (81). Curiosamente, de acordo com um estudo de
caracterizacao clinica de adenomas hipofisarios familiares realizado por Daly et al. (96),
aidade de inicio de tumor aparentava ser mais precoce na segunda geracao da familia do
que na primeira (média de idade 29 + 10 anos vs. 51 + 14 anos, p<0,0001). Este facto
provavelmente é devido ao reconhecimento antecipado dos sintomas nas familias
afetadas por FIPA (96).

Sabe-se ainda que as mutacoes no gene AIP aumentam, geralmente, a predisposicao
a acromegalia (86, 97, 98). Por esta razao, somatotrofinomas associados a mutacoes no
gene AIP sao desencadeados numa idade significativamente mais precoce e sao maiores

em tamanho do que em casos de acromegalia sem mutagdes no gene AIP (88).

E importante notar que mutacdes germinativas no gene AIP podem também ocorrer
em individuos com adenomas hipofisarios esporadicos, nomeadamente
somatotrofinomas ou prolactinomas, de inicio precoce, como consequéncia de
penetrancia incompleta, uma vez que mutacoes de novo sao raras (99). Se considerarmos
apenas doentes com adenomas hipofisarios esporadicos diagnosticados antes dos 30
anos, a prevaléncia de mutacoes no gene AIP varia entre 2 e 12%, enquanto que em

doentes pediatricos (<18 anos) chega a 20% (58, 60, 100, 101, 102).

1.2.1.2 Gene CABLES1

Em 2017, um estudo de coorte de 146 doentes pediatrico e 35 doentes adultos com
Doenca de Cushing revelou mutacoes germinativas no gene CABLES1 em quatro doentes
esporadicos diagnosticados com corticotrofinomas, (62). As variantes foram
identificadas em heterozigotia em quatro doentes do sexo feminino (dois adultos e duas

criancas).

O gene CABLES1, localizado no cromossoma 18 (18q11.2) é um regulador negativo

da progressao do ciclo celular que é ativado nas células corticotroficas em resposta aos
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glucocorticoides (103). Este gene codifica a proteina CABLES1 que originalmente foi
descrita como um parceiro de interacdo e substrato da cinase dependente de ciclina-3
(CDK3, Cyclin-Dependent Kinase-3) (104, 105). Esta proteina desempenha um papel
crucial no desenvolvimento neural durante a embriogénese, tal como reportado em
estudos in vitro e de modelos de inativacao de genes do rato e peixe-zebra (106, 107).
Outra funcao importante desta proteina, é a capacidade de estabilizacao de reguladores
do ciclo celular, como CDKN1A (p21), CDK5R1 (p35) e TP63, prevenindo a sua
degradacao (107, 108, 109, 110). Além disso, a proteina CABLES1 interage ainda com

TP53 e TP73, desencadeando a apoptose (111).

1.2.1.3 Gene CDH23

O gene CDH23 possui 69 exoes e codifica a proteina caderina 23 (CDH23), uma
proteina de 3.354 residuos de aminoacidos com 27 repeticoes extracelulares (EC), um
dominio transmembranar e um dominio citoplasmatico (112). Esta proteina é um
membro da superfamilia das caderinas, que compreende glicoproteinas de adesao
celular dependentes de calcio, e a sua funcdo é mediada pelos seus dominios
extracelulares, particularmente através dos seus motivos de ligacao de calcio altamente

conservados (58, 113).

Um estudo de coorte realizado na populacdo Chinesa, em 2017, revelou que
mutacOes heterozigoticas na linha germinativa no gene CDH23 estdo associadas a
adenomas hipofisarios familiares isolados e esporadicos (58). Este estudo de Zhang et
al. baseou-se na sequenciacao de exoma completo (WES, Whole-Exome Sequencing) e
identificou mutacoes neste gene em 33% de doentes FIPA e em 12% dos individuos com

adenomas hipofisarios esporadicos (58, 114).

Mutagdes germinativas em homozigotia ou heterozigotia compostas no gene CDH23
tém sido identificadas em individuos com Sindrome de Usher, que se caracteriza pela
perda de audicao em idade jovem, retinite pigmentosa e perturbacoes vestibulares (112).
No entanto, os doentes com adenomas hipofisarios em que foram identificadas mutacoes
germinativas no gene CDH23 (58) nao apresentavam manifestacoes fenotipicas de
Sindrome de Usher. Esta observacao podera dever-se ao facto das mutacoes
germinativas identificadas por Zhang et al. serem de natureza heterozigotica, tanto em
casos familiares como em esporadicos (58). Existem ainda casos de penetrancia
incompleta, semelhantes a casos portadores de variantes no gene AIP, uma vez que

Zhang et al. identificaram, entre as quatro familias FIPA estudadas, sete individuos
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assintomaticos com idades compreendidas entre os oito e os 60 anos, portadores de

mutacoes germinativas no gene CDH23 (58).

Tem sido relatado que a proteina CDH23 desempenha um papel na progressao
tumoral por intermédio da regulacdo da adesao celular (58). A desregulacao da expressao
e atividade de algumas caderinas é frequentemente observada em adenomas hipofisarios
e desta forma levanta-se a hipotese de que estas proteinas contribuem para a patogénese
dos adenomas hipofisarios. Além disto, a proteina CDH23 forma heterodimeros e
funciona de forma muito préoxima com a protocaderina 15 (PCDH15) que esta localizada
perto de um locus de elevada suscetibilidade genética para adenomas hipofisarios (115).
Assim, estes dados sugerem que mutacoes no CDH23 poderao representar um fator de

risco genético para adenomas hipofisarios familiares e esporadicos.

1.2.1.4 Genes CDKN1A, CDKN1B, CDKN2B e CDKN2C

O gene CDKN1B localiza-se no cromossoma 12 (12p13.1) e codifica o p27¥r:, um
inibidor da cinase dependente de ciclina (CDKI, Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor) de
196 aminoéacidos. O p27Xirt(doravante designado por p27) é um regulador da progressao

do ciclo celular da fase G1 para a fase S (64, 116).

A progressao do ciclo celular através da transicao G1 para a fase S é dependente dos
complexos que se formam entre ciclinas e cinases dependente de ciclina (CDK, Cyclin-
Dependent Kinase), particularmente o complexo ciclinaE/CDKN2. Este complexo
inativa, através da fosforilacdo, membros da familia da proteina retinoblastoma (pRb),
provocando a libertacao dos fatores de transcricio E2F que, por sua vez, irdo ativar a
transcricao de genes responsaveis pela progressao do ciclo celular da fase G1 para a fase
S. O p27 inibe o complexo ciclinaE/CDKN2 resultando na fosforilacao reduzida da pRb
e na regulacao da progressao do ciclo celular (Figura 6) (117). A pRb pode ser vista como
um elemento chave na progressdo da fase G1, uma vez que a regulacio da fosforilacao

desta proteina vai permitir um maior controlo da progressao do ciclo celular (118).
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Q Transcricao de genes necessarios

para a progressdo da fase G1
para a fase S

Figura 6. Representacdo esquematica da inibicdo do complexo ciclina E/CDK2, pela ligacdo da p27,
resultando numa fosforilagao reduzida da pRb. Este processo inibe a transcri¢ao de genes necessarios para

o avanco do ciclo celular da fase G1 para a fase S, controlando a progressao do ciclo celular.

Em 2006, variantes patogénicas no gene CDKN1B foram descritas numa familia com
acromegalia, hiperparatiroidismo primario e outros tumores, surgindo uma nova
condicdo designada por Neoplasia End6crina Multipla tipo 4 (MEN4, Multiple endocrine
neoplasia type 4) (OMIM #610755) (119). As caracteristicas fenotipicas mais frequentes
em doentes com esta sindrome sao as neoplasias da paratiréide e da hipofise, que podem
ocorrer em associacao a outros tumores dos 6rgaos reprodutores, suprarrenais e rins
(116). Neste contexto, os adenomas hipofisarios surgem em cerca de 37% dos casos
relatados, incluindo somatotrofinomas, corticotrofinomas, adenomas hipofisarios nao
funcionantes e prolactinomas, com inicio de doenca entre os 30-79 anos (64). Esta
sindrome é descrita como sendo de hereditariedade autossémica dominante e causada

por mutacoes germinativas inativadoras no gene de supressao tumoral CDKN1B.

Com a descoberta de variantes no gene CDKN1B, também outros genes (CDKN2B,
CDKN2C, CDKN1A), que codificam outras proteinas inibidores de cinase dependente de
ciclina (p15™mk4b, p18Inksc e p21), tém sido analisados. Neste contexto, foram identificadas
variantes germinativas patogénicas nestes genes em casos semelhantes a MEN1 com
adenomas hipofisarios (63). No entanto, a prevaléncia de mutacoes nos genes CDKN1B,
CDKN2B, CDKN2C e CDKNi1A em adenomas hipofisarios esporadicos nunca foi

relatada.
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1.2.1.5 Gene DICER1

O gene DICER1 localizado no cromossoma 14 (14q32.13), codifica uma
endoribonuclease citoplasméatica responsavel pelo processamento de miRNAs
precursores em miRNAs funcionais, que posteriormente modulam a expressao de mRNA
a nivel pos-transcricional. A desregulacao deste processo conduz ao desenvolvimento de
tumores (120). Neste sentido, tem sido reportado que muta¢des germinativas no gene
DICER1 resultam em Sindrome de DICER1, a qual estd associada a blastoma
pleuropulmonar infantil, carcinoma diferenciado da tir6ide, bécio multinodular, tumor
estromal do cordao sexual do ovéario, tumor de células de Sertoli-Leydig, blastoma
hipofisario, entre outros (121). Além disso, varios casos de blastomas hipofisarios raros
de inicio infantil tém, também, sido associados a mutagoes germinativas no gene DICER1
(65). Os blastomas hipofisarios tendem a desenvolver-se antes dos dois anos de idade e

segregam ACTH, causando Doenca de Cushing grave (65, 122, 123).

A patogénese da Sindrome de DICER1 baseia-se normalmente numa mutagio
germinativa de perda de funcao do gene DICER1, mais frequentemente uma mutacgao
nonsense ou frameshift, seguida de um segundo hit somatico que envolve
frequentemente o dominio catalitico RNase ITIb da proteina DICER1 (Figura 7) (124, 125,
126).

DICER1 Wild-type I

RNase IlIb
5 V DICERT ~ MiRNA-5p
pre-mitNA T YL ) —— M
3 A miRNA-3p
RNase Illa
DICER1 Mutado
RNase IlIb mutado Delecao de
5 v DICERT _r_mR‘NA'??
pre-miknA TN IR )  _, "
& A iRNA-3
RNase Illa m P

Figura 7. Ilustracdo do mecanismo de processamento de miRNA precursores em miRNA funcionais. Este
processo fica comprometido quando existe uma mutacao germinativa de perde de fun¢ao do gene DICER1.

Reproduzido com permissao de Ricarte-Filho et al. (126), disponivel em open access.
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1.2.1.6 Gene GNAS

O gene GNAS, localizado no cromossoma 20 (20q13.32), codifica a subunidade a da
proteina G (Gsa), a qual tem um papel importante na transducdo de sinais

transmembranares (127).

A forma mutada deste gene resulta no oncogene gsp. Este oncogene tem origem
numa mutacdo heterozigotica pontual no codao 201 (exao 8) do gene GNAS, afetando
assim os aminoacidos responsaveis pela atividade intrinseca da GTPase. Desta forma,
verifica-se a reducao da hidrolise do GTP, ativacao da adenil ciclase e aumento da
concentracao intracelular do AMPc (66, 128). Isto traduz-se num aumento dos niveis da
proteina PKA, que por sua vez, ativa o fator de transcri¢do Pit-1 (POU1F1) estimulando a
sintese de GH e a proliferacao celular. Mutagoes somaticas no gene GNAS podem ser
encontradas em 30-40% dos somatotrofinomas (47, 129). Mutacdes somaticas poOs-
zigéticas neste gene, que originam mosaicismo, causam o Sindrome de Mc-Cune
Albright. Esta sindrome predispoe os doentes a desenvolverem miltiplos tumores
endocrinos, displasia fibrosa e adenomas hipofisarios secretores da hormona do

crescimento (130).
1.2.1.7 Gene GPR101

Alteragdes genéticas no gene GPR101 foram identificadas como causadoras de acro-
gigantismo ligado ao cromossoma X (XLAG, X-linked acrogigantism), levando ao
gigantismo pediatrico de inicio muito precoce (59, 131). O gene GPR101 localiza-se no
cromossoma X (Xq26.3), e a microduplicacao deste locus esta implicada como sendo a
causa de XLAG em criancas, uma vez que leva a uma hiperproducao do seu produto,
podendo assim afetar as células somatotroficas através do aumento da secrecdo de
GHRH hipotaldmico (56, 129). XLAG é uma doencga que segue uma hereditariedade
dominante ligada ao cromossoma X, sendo que nas mulheres a duplicacdo de uma das
codpias do gene GPR101 é suficiente para causar a doenca. Nos homens uma duplicagio
da tinica copia deste gene causa a doenca (132). Os doentes com XLAG apresentam um
excesso acentuado de GH, na maioria dos casos com hiperprolactinemia, causada por
adenomas mistos secretores de GH/PRL associados, nalguns doentes, a hiperplasia

hipofisaria (98).

O gene GPR101 codifica o recetor 101 acoplado a proteina G (GPR101), que é
fortemente expresso na glandula hipofisaria humana durante o desenvolvimento fetal e
na adolescéncia, sugerindo que a sua expressdo é induzida durante estas fases de

desenvolvimento (133). Os mecanismos exatos da tumorigénese ainda nao estdo
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totalmente esclarecidos, no entanto existem provas de que a via de sinalizacao

dependente de AMPc-PKA e o aumento da secrecao de GHRH podem estar envolvidos
(134, 135, 136).

1.2.1.8 Gene MAX

O gene MAX esta localizado no cromossoma 14 (14q23.3) e codifica a proteina MAX
que forma heterodimeros com a proteina C-MYC. Estes heterodimeros ligam-se
posteriormente a sequéncias de acido desoxirribonucleico (DNA, Deoxyribonucleic
Acid) alvo ou a regioes E-box (CACGTG) para regular a transcri¢ao de genes envolvidos

na proliferacao celular e no crescimento celular (137).

Este gene parece comportar-se como um gene de supressao tumoral uma vez que
mutacoOes inativadoras resultam numa falha da dimerizagdo com a proteina C-MYC e
consequente transcricio descontrolada dos genes a jusante. MutacGes germinativas
neste gene estao associadas a tumorigénese de células neuroendocrinas, tumores renais
ou cancro do pulmao (138, 139). As variantes germinativas e sométicas do gene MAX
podem resultar em casos esporadicos e familiares de paragangliomas e feocromocitomas
(PPGL, pheochromocytomas and paragangliomas) (140). Recentemente, foram
registados doentes com adenomas hipofisarios em associacdo com PPGL, também
designado como associagio 3Ps (3PAs, three P association), com variantes germinativas
patogénicas, nomeadamente mutacoes pontuais e pequenas delecOes exoénicas e

intrénicas, no gene MAX (67, 140, 141).

1.2.1.9 Gene MEN1

O gene MEN1 (11q13) compreende 10 exdes e codifica uma proteina nuclear de 610
aminoacidos denominada menina (116, 142). Inicialmente, nao era conhecida a sua
funcdo, uma vez que a menina nao tem homologia com quaisquer proteinas ou dominios
conhecidos (143, 144). Contudo, Guru et al., em 1998, revelou que a proteina menina é
predominantemente nuclear (145). Relativamente a sua funcao, estudos de interacoes
proteina-proteina demonstraram que a menina interage com varias proteinas envolvidas
na regulacao da transcricao, estabilidade do genoma, divisao celular e proliferacao (143).
Esta proteina interage com diversas proteinas nucleares, nomeadamente fatores de
transcricao (146), desacetilases das histonas (147) e metiltransferases das histonas (148),

sugerindo a sua intervencao na transcricao.
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A proteina menina interage de diversas formas: com o fator de transcricao JunD da
proteina de ativacao-1 (AP-1, Activating Protein-1) (146), um inibidor do crescimento
celular; com os membros da familia Smad (Smad3 e complexo Smad1/5) inibindo a via
de sinalizacao do fator de transformacao do crescimento beta (TGF-B, Transforming
Growth Factor-f3), responsavel pelo controlo da proliferacao, diferenciacao e outras
funcoes celulares (149, 150); com proteinas da familia fator nuclear kappa-B (NF-kB,
Nuclear Factor-Kappa B), para reprimir a ativacao transcricional mediada por NF-kB
(151); e com o gene de expressao embrionaria placentaria (Pem, Placental Embryonic
Expression gene), uma homeobox que codifica proteinas necessarias ao
desenvolvimento embrionario (152, 153). Controla ainda a expressao dos inibidores da
cinase dependente de ciclina (CDKIs, Cyclin-Dependent Kinase Inhibitors), em
particular, p27Xirt e p18WK4c, Assim, a perda de funcdo da menina resultantes de
mutacoes associadas ao gene de supressao tumoral MENT1, ira desencadear a regulacao
negativa de p27Xirt e de p18!NK4c, promovendo um crescimento celular anormal (84, 154).
As mutacoes encontradas no gene MEN1 predispoem a distirbios de multiplos 6rgaos,

incluindo tumores enddcrinos e nao endocrinos (60).

A Neoplasia Endo6crina Multipla tipo 1 (MEN1, OMIM #131100) é caracterizada
tipicamente pela presenca de uma triade classica de hiperparatiroidismo (em 90% dos
casos), tumores endocrinos pancreaticos (em 30-80% dos casos) e adenomas
hipofisarios (em 20-50% dos casos) (143, 155, 156, 157). Também podem estar presentes
outras manifestacdes, ndo tao frequentes, como angiofibromas faciais, colagenomas,
tumores adrenocorticais, lipomas e meningiomas (156, 158, 159). E uma doenca
autossdmica dominante causada por mutagoes germinativas no gene MEN1, estando
descritas mais de 1300 mutacoes germinativas (143). As mutacoes frameshift, nonsense
e de splice-site representam aproximadamente 50, 20 e 10% de todas as mutacgoes
encontradas no gene MENT1 (143). Estas mutacoes resultam no término prematuro da
traducao da proteina, podendo abolir importantes dominios proteicos nomeadamente
sinais de localizacdo nuclear (143). Mutagdes missense e delecdes/insercoes in-frame
ndo causam uma proteina truncada e representam 20 a 30% das mutacoes (143). No
geral, as mutacoes causadoras de doenca estao espalhadas por toda a regido codificante

e de splicing, e nenhum hotspot foi identificado (160).

O desenvolvimento tumoral na MEN1 obedece a Hipotese Two Hit de Knudson
(161), em que de acordo com esta, o primeiro hit é geralmente herdado de um dos pais
ou representa uma mutacao de novo (alelo inativo). O segundo hit é geralmente uma
mutacao somatica, adquirida ao longo da vida, e que resulta em perda de heterozigotia

(LOH, Loss of heterozygosity) do locus do MEN1, inativando-o (144, 162). Por esta razao,

25



1. Introducao

os doentes com diagndstico clinico ou suspeita de MEN1, os seus parentes em primeiro
grau, e familiares que exibam sinais ou sintomas da doenga, devem ser submetidos ao

estudo genético para o gene MEN1 (162, 163).

1.2.1.10 Genes MLH1, MSH2, MSH6, PMS2

Os genes MLH1 (3p22.2), MSH2 (2p21-p16.3), MSH6 (2p16.3) e PMS2 (7p22.1)
fazem parte do sistema de reparacao do DNA do tipo mismatch repair (MMR). Este
sistema pertence a uma via biol6gica altamente conservada, sendo vital para a biologia
bésica humana, desempenhando um papel fundamental na manutencao da estabilidade
gendmica através da correcdo de mismatches e insercoes/delecoes que podem surgir
durante a replicacdo do DNA (164, 165, 166). A perda de funcao destes genes resulta no
mau funcionamento do sistema MMR manifestando-se num fenétipo nefasto e na

instabilidade de microssatélites (167).

A Sindrome de Lynch caracteriza-se pela ocorréncia de cancro colorretal, do
endométrio, do ovario, gastrico e de tumores cerebrais malignos (168). O desencadear
desta sindrome esti associado a mutacGes germinativas em genes do sistema MMR,
sendo que alteracoes nos genes MSH2 e MLH1 sao a causa de 90% dos casos, enquanto
que os restantes casos resultam de alteracdes nos genes MSH6 e PMS2 (167). Embora
alguns casos de adenomas hipofisarios agressivos, incluindo -corticotrofinomas,
macroprolactinomas e NFPA, tenham sido relatados em doentes com Sindrome de Lynch
(70, 72, 169), a prevaléncia de mutacoes nos genes MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2 em

adenomas hipofisarios esporadicos nunca foi relatada.

1.2.1.11 Gene NF1

O gene NF1, localizado no cromossoma 17 (17q11.2), codifica a neurofibromina, uma
proteina envolvida no crescimento e proliferacdo celular, inibindo a atividade da
proteina RAS e regulando os niveis de AMPc (170). Este gene aparenta ser um gene de
supressdo tumoral ou um regulador de crescimento negativo, uma vez que mutacoes
inativadoras no NF1 levam a Neurofibromatose tipo 1 (NF1), que se caracteriza pela
presenca de tumores benignos e malignos em diversos oOrgaos (170, 171). As
caracteristicas mais comuns desta sindrome sao neurofibromas cutaneos, pigmentacao
café-com-leite, sardas, nédulos de Lisch e tumores cerebrais (171). Embora os adenomas

hipofisarios nao sejam das manifestacoes mais frequentes na Neurofibromatose tipo 1,
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caracteristicas clinicas de acromegalia e gigantismo foram observados em 10% das
criancas diagnosticadas com NF1. O excesso de GH pode ser resultado da perda da
inibicdo somatostatinérgica hipotalamica, do aumento da estimulacdo da GHRH, ou da

ativacao do GPR101 hipotalamico (172, 173).

Aproximadamente 50% de todos os casos de NF1 sdo diagnosticados sem histoéria
familiar, representando mutacoes de novo (71). A expressao variavel das manifestacoes

clinicas de NF1 dificulta o aconselhamento genético e a determinacdo do prognoéstico

(170).

1.2.1.12 Genes PRKAR1A, PRKACA e PRKACB

O gene PRKARI1A, localizado no cromossoma 17 (17q22-24), contém 11 exdes e
codifica a subunidade reguladora 1-a (RIa) da proteina cinase A (PKA) dependente de
AMPc (174, 175). A proteina PKA é uma proteina essencial na via de sinaliza¢do do AMPc,
implicada no normal funcionamento de células endoécrinas e nao enddcrinas. Na sua
forma inativa, é composta por dois homodimeros reguladores e dois homodimeros
cataliticos, e esta localizada maioritariamente no citoplasma (124). Quando se verifica
um aumento dos niveis de AMPc, ocorre uma dissociacdo entre as subunidades
reguladores e cataliticas, permitindo a ligacio do AMPc as subunidades reguladoras
(125). Assim, as subunidades reguladoras siao responsaveis pela inibicdo da ligacdo do
AMPc a subunidade catalitica, permitindo que esta se torne ativa (84,123). Apos a sua
ativacao, as subunidades cataliticas deslocam-se para o ntcleo, onde tém como funcao
fosforilar diversas proteinas envolvidas na regulacao de processos celulares, como a

transcricao, metabolismo, progressao do ciclo celular e apoptose (Figura 8) (176, 177).
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Figura 8. Representacio esquemética do mecanismo de agdo da PKA. Os niveis aumentados de AMPc
provocam uma dissocia¢do entre as subunidades reguladoras (R) e cataliticas (C) da PKA, permitindo que
esta se ligue as subunidades reguladoras, estabelecendo um complexo. Apds esta ligacdo, as subunidades
cataliticas tornam-se ativas e difundem-se para o nucleo onde irao fosforilar diversas proteinas

responsaveis pela regulacao de processos celulares.

Mutacgdes inativadoras no gene PRKAR1A sao responsaveis por 70% dos casos de
Complexo de Carney, resultando na alteracdo da proteina PKA (157, 178). Estas
mutacOes inativadoras destroem a funcao inibidora da subunidade reguladora, levando
a uma fosforilacdo excessiva da proteina de ligacdo responsiva ao AMPc (CREB, cAMP
Responsive Element Binding protein), a qual desempenha um papel importante no

desenvolvimento, diferenciacao e proliferacao de tecidos endécrinos (156, 179).

O Complexo de Carney (OMIM #160980) foi descrito pela primeira vez em 1985 por
J. Aidan Carney, como sendo um complexo de mixomas, pigmentacao manchada e
hiperatividade endécrina (180). E uma doenca autossémica dominante, cujas
manifestagoes clinicas variam amplamente incluindo mixomas do coragao, pele e outros
tecidos associados a neoplasias endocrinas como tumores hipofisarios, adrenocorticais,
tiroideus, e neoplasias nao endocrinas nomeadamente schwannomas, tumores

testiculares, tumores da mama, dos ovérios, e lesbes Osseas (174, 178). Os mixomas
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cardiacos afetam entre 20-40% dos doentes e s3o responsaveis por mais de 50% da

mortalidade relacionada com este complexo (175, 181).

Em 2014, foi reportado que mutacoes germinativas na subunidade catalitica da PKA
do gene PRKACA (19p13.12) podem levar a manifestacdo de adenomas adrenais (74),
enquanto que no gene PRKACB (1p31.1) podem levar a Complexo de Carney (75). As
mutacoes identificadas nestes estudos, resultaram num ganho do nimero de copias
destes genes. Em ambos os estudos, verificou-se que a atividade da PKA, observada nos
doentes portadores das mutacoes de ganho de funcdo, estava aumentada para niveis
semelhantes aos observados em outros doentes com mutagoes no gene PRKARI1A. Este
facto sugere que a expressao aumentada da subunidade catalitica beta pode afetar a
atividade da PKA de forma semelhante a observada em doentes com mutagdes no
PRKARI1A (74, 75).

1.2.1.13 Gene RET

O gene RET, localizado no cromossoma 10 (10q11.21), é um proto-oncogene que
compreende 21 exoes e codifica um recetor com atividade tirosina cinase (158, 182). Este
¢ importante para o normal desenvolvimento, maturacdo e manutencao de diversos
tecidos e células (183). Mutacoes de ganho de funcdo no gene RET conduzem a uma
ativacdo aberrante do seu produto, resultando em diversos tipos de cancro,

nomeadamente Neoplasia Endocrina Multipla tipo 2 (MEN2) (183, 184).

A Neoplasia Endocrina Multipla tipo 2 divide-se em dois subtipos independentes:
MEN2A (OMIM # 171400) e MEN2B (OMIM #162300) (178). A MEN2A ou Sindrome
de Sipple caracteriza-se, em 75% dos casos, por uma triade de manifestacoes clinicas:
carcinoma medular da tiréide que geralmente é a primeira manifestacao,
feocromocitoma e tumores da paratirdide (159, 185). A MEN2B manifesta-se por
carcinoma medular da tir6ide agressivo, feocromocitoma e neuromas mucosas, com

auséncia de tumores das paratiroides (186, 187).

Mutagdes no gene RET também tém sido descritas em doentes com adenomas
hipofisarios, nomeadamente somatotrofinomas, prolactinomas e NFPAs (76), no
entanto, serao necessarios mais dados de forma a avaliar se estas mutacoes estao de facto

envolvidas na tumorigénese hipofisaria ou se sao apenas coincidéncias.
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1.2.1.14 Genes SDHA, SDHB, SDHC, SDHD e SDHAF2

O complexo enzimatico succinato desidrogenase (SDH) tem como funcao a
conversao enzimatica reversivel de succinato em fumarato no ciclo do acido citrico,
sendo importante para a cadeia respiratéria mitocondrial (98, 188). Este complexo é
composto por duas subunidades hidrofilicas (SDHA e SDHB) que formam o ntcleo
catalitico e que contém o local de ligacao ao succinato, e duas subunidades hidrofobicas
(SDHC e SDHD) que sao responsaveis pela ancoragem do complexo a membrana
mitocondrial e que contém um grupo heme ligado e um local de ligacdo para a
ubiquinona (Figura 9) (189). A proteina SDHAF2 é uma enzima responsavel pela
flavinizacdo da subinidade SDHA tornando-a ativa, promovendo o correto
funcionamento do complexo SDH (190). Todas as subunidades deste complexo sdao
codificadas por genes nucleares: SDHA (5p15), SDHB (1p35-36), SDHC (1q21), SDHD
(11q23) e SDHAF2 (11q12) (190).
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Figura 9. Representacio esquemética do complexo SDH, localizado na membrana mitocondrial interna,
e da conversdo do succinato em fumarato, promovida pela ativacdo do complexo através da ligacdo da
SDHAF2.

Mutacoes de perda de funcao em genes SDHx levam a perturbacao do complexo
SDH, resultando numa acumulacdo de succinato, que por sua vez provoca uma
reprogramacao metabolica do microambiente tumoral, proporcionando condic¢Ges
favoraveis a tumorigénese (191). Tém sido identificadas mutacGes nestes genes em
tumores  especificos, tanto familiares como esporadicos, tais como
paranganglioma/feocromocitoma (192), carcinoma renal (192), cancro da tir6ide (193),
cancro do ovario (194) e neuroblastoma (195). Os parangangliomas/feocromocitomas

podem estar associados a adenomas hipofisarios num contexto designado de Associacao
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3P (3PA, Phaeochromocytoma, Paraganglioma and Pituitary adenoma Association),

sendo que, nestes casos, os genes SDHx sao os mais frequentemente mutados (77).

1.2.1.15 Gene TP53

O gene TP53, localizado no cromossoma 17 (17p13.1), é um importante gene de
supressao tumoral, que desempenha um papel fundamental na prevencao da
acumulacdo de mutacoes que conduzem a tumores malignos, no entanto, é considerado
o gene de supressao tumoral mais mutado em cancros humanos (196). As mutagoes
germinativas no gene TP53 estdo associadas a sindrome de Li-Fraumeni, uma doenca
rara que predispOe ao cancro e pode manifestar-se por sarcomas de tecidos moles (197,
198), osteossarcoma (39, 40), cancro da mama (41, 42), leucemia (43, 44) e carcinoma
adrenocortical (45). Nos adenomas da hipofise, foram registadas mutacoes somaticas em
alguns casos (46-48), tendo sido também registadas mutacoes germinativas em doentes
com adenomas hipofisarios que posteriormente desenvolveram Sindrome de Li-

Fraumeni (78, 199).

1.2.1.16 Gene USPS8

O gene USP8, localizado no cromossoma 15 (15q21.1), codifica a proteina USP8
responsavel pela desubiquitinacdo de recetores de tirosina cinase, particularmente do
recetor do fator de crescimento epitelial (EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor)
(200). Mutacoes ativadoras somaticas neste gene levam ao aumento da atividade da
hidrolase e, consequentemente, a desubiquitinacao, particularmente do EGFR. Este
efeito leva a um aumento da sinalizacao de EGFR em células corticotroéficas estimulando
a transcricao de pro-opiomelanocortina (POMC), que por sua vez resulta na produgao

excessiva de ACTH (47, 201, 202).

As mutacOes somaticas identificadas no gene USP8 representam o defeito genético
mais frequente em casos de Doenca de Cushing, estando presentes em cerca de 20-60%
de todos os corticotrofinomas esporadicos (79, 201, 203, 204, 205, 206). Também neste
gene foi descrita uma mutacao heterozigotica germinativa de novo num doente jovem

com uma histoéria clinica complexa que incluia Doenca de Cushing recorrente grave (79).
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1.2.1.17 Gene VHL

O gene VHL, localizado no cromossoma 3 (3p25.3), ¢ um gene de supressao tumoral
que codifica duas isoformas da proteina VHL (pVHL) (207). Esta proteina é um
componente do sistema de ubiquitinacdo, uma vez que atua como motivo de
reconhecimento das particulas do complexo de E3 ubiquitinase ligase, que inclui a
Elongina C, a Elongina B e a Culina2. Ap6s a ligacdo da pVHL ao complexo E3

ubiquitinase ligase, forma-se o complexo VBC-Cul2 (Figura 10) (208).
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Complexo E3 ubiquitinase ligase Complexo VBC-Cul2

Figura 10. Ligacdo da proteina VHL (pVHL) ao complexo E3 ubiquitinase ligase, constituido pela Elongina
B (B), Elongina C (C) e Culina-2 (Cul-2), formando o complexo VBC-Cul2.

A principal funcao deste complexo é promover a degradacao da subunidade a do
fator de transcricao induzido pela hipoxia (HIFa) (208, 209). Em situacoes em que a
pVHL nao esti funcional, nomeadamente quando se encontra mutada, a HIFa nao é

degradada promovendo o aparecimento de tumores altamente vascularizados (210).

Mutacgdes neste gene resultam na doenca de Von Hippel-Lindau, uma sindrome de
cancro hereditario na qual se manifestam tumores benignos e malignos em diferentes
6rgdos, como hemangioblastomas da retina e do sistema nervoso -central,
feocromocitomas e carcinoma renal de células claras (211, 212). Foram ainda reportados
dois doentes com adenomas hipofisarios funcionantes esporadicos com mutacoes no
gene VHL (76), no entanto, ainda esti por explicar de que forma os adenomas

hipofisarios e a doenca de Von Hippel-Lindau podem estar associados (77).
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1.2.3 Polimorfismos de suscetibilidade genética

De forma a investigar a suscetibilidade para os adenomas hipofisarios esporadicos,
Ye et al. conduziram em 2015, o primeiro estudo de associagao gendmica ampla (GWAS,
Genome-Wide Association Study) na populacao chinesa (115). Este estudo identificou
trés polimorfismos de nucleotideo tinico (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) em
trés loci independentes: rs2359536 no 10p12.31 (razao de probabilidade (OR, odds ratio)
= 1,44 com um intervalo de confianca (CI) de (1,29-1,62), valor de p = 2,25 x 100),
rs10763170 no 10g21.1 (OR = 1,28 (1,18-1,39), valor de p = 6,88 x 10°) e rs17083838 no
13q12.13 (OR = 1,37 (1,23-1,53), valor de p = 1,89 x 108), os quais foram associados

significativamente com os adenomas hipofisarios esporadicos.

Os genes mais proximos do rs2359536 sao 0 MIR4675 (localizado a 58.6 kb do SNP),
cuja funcio é desconhecida, e o gene NEBL (localizado a 169 kb do SNP). O NEBL
codifica uma proteina semelhante a nebulina que est4 envolvida na adesao celular, cujo
papel é muito importante tanto na patogénese como na progressao de diversos tipos de
tumor (213, 214). Considerando que a adesdo celular estd também implicada na
tumorigénese da hipofise, é espectavel que o NEBL possa ter um papel no
desencadeamento dos adenomas hipofisarios e assim, possa ser um possivel gene

candidato de associacao genética.

O rs10763170 localiza-se a 216 kb do gene PCDH15, que codifica a protocaderina 15
(PCDH15). Esta proteina faz parte da superfamilia das caderinas, e por essa razao, é uma
proteina de adesdo celular dependente de calcio. Alguns estudos reportaram o
envolvimento desta familia no desenvolvimento e progressao de muitos tumores (215,
216). Mutagdes neste gene resultam em perda de audi¢do e sindrome de Usher (217), e
tém sido encontrados SNPs associados com anomalias lipidicas e com a resposta imune
a vacina da varicela (218, 219). Sabe-se ainda, que durante a fase embrionaria, em
ratinhos, a proteina PCDH1s ¢é altamente expressa na bolsa de Rathke, que
posteriormente origina a hipo6fise (217). No entanto ainda é incerto se o PCDH15 esta

também envolvido na tumorigénese hipofisaria.

Por fim, o rs17083838 esta localizado no primeiro intrao do gene CDKS, o qual é
considerado um oncogene em melanomas (220), cancro colorretal (221) e
adenocarcinoma gastrico (222). Este gene codifica a proteina cinase 8 dependente de
ciclina (CDKS8), a qual pertence a familia de proteinas dependente de ciclina que contém
importantes reguladores envolvidos na progressao do ciclo celular. A proteina CDK8

interage com o fator de transcricao E2F1, interveniente principal na progressao do ciclo
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celular, resposta a danos no DNA e apoptose (223), protegendo a [3-catenina do efeito
inibitério do E2F1 (115). A B-catenina interage com as proteinas Wnt, envolvidas na
regulacdo do desenvolvimento embrionario e na renovacdo de tecidos na fase adulta, e
desta forma, a via de sinalizacdo Wnt/p-catenina é muito importante durante o
desenvolvimento e regula diversos aspetos da funcao celular, incluindo proliferacao,
diferenciacdo e sobrevivéncia celular (224). Relativamente a tumorigénese hipofisaria,
estudos anteriores revelaram que esta via de sinalizacdo se encontra inativa em casos de
adenomas hipofisarios (225, 226). Assim, a interacao entre a CDK8 e o E2F1 pode ser
crucial na regulacdo da via de sinalizacdo Wnt/f-catenina visto que, quando inibida,
podera contribuir para a tumorigénese dos adenomas hipofisarios (115). Para além
destes factos, a CDK8 é um regulador positivo da p53 (supressor tumoral), que tem um

papel no desencadeamento da tumorigénese hipofisaria (227).

1.3 Objetivos da tese

O objetivo geral desta tese foi realizar um estudo de ambito multicéntrico nacional,
acerca dos fatores de risco genético para o desenvolvimento de adenomas hipofisarios
familiares e esporadicos, em doentes portugueses, de forma a ampliar o conhecimento

sobre a tumorigénese hipofisaria.
Estipularam-se os seguintes objetivos especificos:
1) Identificar variantes germinativas em doentes portugueses com FIPA;

2) Identificar variantes germinativas em doentes com macroadenomas hipofisarios de

inicio precoce (<40 anos);
3) Avaliar a patogenicidade das variantes identificadas;

4) Determinar a associacao entre os polimorfismos rs2359536, rs10763170 e

rs17083838 e a susceptibilidade para o desenvolvimento de adenomas hipofisarios;

5) Usar a informacao genética no seguimento dos doentes com adenomas hipofisarios.
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2.1 Estudo 1 - Construcao de uma base de dados de variantes
germinativas no gene AIP, identificadas na literatura, em
doentes com adenomas hipofisarios esporadicos e

familiares

2.1.1 Pesquisa Bibliografica

A base de dados com todas as variantes germinativas identificadas no gene AIP,
desde a sua associacao a adenomas hipofisarios isolados em 2006 até ao presente, foi
elaborada através da pesquisa na base de dados de literatura do NCBI PubMed de artigos
em Inglés, usando os termos de pesquisa “AIP Mutations” e “Pituitary Adenomas” / “AIP
variants” e “Pituitary Adenomas”. Foram incluidas variantes consideradas causais da
doenca pelos autores, como também variantes benignas nomeadamente polimorfismos.
Estes artigos foram analisados com o intuito de verificar se haveria duplicacao de dados,
assim, familias que haviam sido incluidas em estudos de variantes anteriores foram

excluidas da analise.

Cada variante publicada foi verificada quanto a sua precisao por comparagiao com a
sequéncia normal do gene AIP. Os erros devido a atribuicao incorreta de nimeros de
nucleotidos, ou codoes, ou erros de traducao entre codao e residuos de aminoacidos,
foram corrigidos sempre que possivel. As variantes descritas na literatura apenas ao nivel
do amino4cido foram também descritas ao nivel nucleotidico, sempre que foi possivel
prever a base alterada usando o codigo genético. A nomenclatura das variantes foi

realizada com base na sequéncia de referéncia ¢cDNA do gene AIP (GenBank

NM_003977.4).

2.1.2 Critérios de patogenicidade

Em 2015, o0 American College of Medical Genetics (ACMG), a Association for
Molecular Pathology publicaram novas diretrizes para a interpretacio da
patogenicidade de variantes gen6micas (228). Estas diretrizes sugerem o uso de um
sistema de classificacao de cinco categorias: (1) benignas, (2) provavelmente benignas,
(3) variantes de significado indeterminados, (4) provavelmente patogénicas ou (5)
patogénicas, que se baseia em diferentes critérios de evidéncia de patogenicidade da
variante, como dados populacionais, dados computacionais, funcionais, de segregacao,

entre outros (228). A patogenicidade das variantes identificadas foi classificada através
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da ferramenta de interpretacio de variantes Franklin (Genoox Ltd,
https://franklin.genoox.com/). Para melhorar a classificacio da patogenicidade das
variantes, existem varios dados que devem ser fornecidos ao software Franklin,
nomeadamente: 1) estudos funcionais in vivo e/ou in vitro que manifestem o seu efeito
patogénico (229, 230); 2) evidéncias de outros casos identificados como tendo a mesma
variante e feno6tipo (231); e/ou 3) casos de segregacao familiar da variante. Para obter
estas informacoes, efetuou-se uma revisao da literatura dos estudos funcionais in vivo
e/ou in vitro existentes, bem como de casos de segregacao familiar, através da base de
dados NCBI PubMed, para cada variante AIP.

Para a analise de possiveis hotspots mutacionais no gene AIP, a frequéncia de cada
variante germinativa identificada foi calculada com base no ntimero total de casos

esporadicos e no ntimero total de casos familiares, considerando apenas casos index.

2.1.3 Analise estatistica

Tendo em conta apenas variantes classificadas como patogénicas e provavelmente
patogénicas, a frequéncia das variantes truncadoras (nonsense, frameshift, grandes
delecoes, alteracoes em locais de splicing ou que evidenciem alteracao de splicing) e nao
truncadoras (missense, sinonimas, delecoes in-frame, intrénicas e de 3’'UTR) no gene
AIP identificadas em casos familiares e esporadicos foram comparadas pelo Teste Qui-
quadrado, a fim de obter a razdao de probabilidade (OR, odds ratio), intervalos de

confianca de 95% (IC) e probabilidade de significancia (valores de p).
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2.2 Estudo 2 — Estudo da prevaléncia de mutacoes no gene
AIP em doentes portugueses jovens com macroadenomas

hipofisarios esporadicos
2.2.1 Doentes

Este estudo multicéntrico (publicado como artigo cientifico — Anexo 2) envolveu 218
doentes portugueses jovens recrutados consecutivamente nas principais consultas
externas de endocrinologia em Portugal, de 2018 a 2022. A selecao e recolha de amostras
biologicas dos doentes ocorreu nos servicos de endocrinologia do Centro Hospitalar
Universitario de Sao Joao, Porto; Centro Hospitalar Universitario do Porto; Centro
Hospitalar Universitario Lisboa Norte; Centro Hospitalar Universitario de Lisboa
Central; Centro Hospitalar de Lisboa Ocidental; Hospital Garcia de Orta, Almada;
Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa; Instituto Portugués de Oncologia de
Coimbra; Hospital de Braga; Hospital Divino Espirito Santo, Ponta Delgada. Os médicos
destes servicos foram responséaveis pelo fornecimento dos dados clinicos, bem como das

amostras de sangue dos doentes.

Foram incluidos doentes com macroadenomas esporadicos (tumor com didmetro >
1 cm) diagnosticados com idade inferior a 40 anos. Foram excluidos doentes com histéria
familiar de adenomas hipofisarios (ou seja, com pelo menos um membro da familia
afetado de primeiro ou segundo grau) ou com evidéncia de alguma forma sindrémica de
adenomas hipofisarios. A idade média + desvio padrao (DP) ao diagndstico foi de 28,9 +
7,5 anos, 118 doentes tinham menos de 30 anos aquando do diagndstico, e 20 doentes
tinham menos de 18 anos no momento do diagnoéstico. A distribuicao por género foi de
113 (52%) mulheres e 105 (48%) do sexo masculino. O tipo de adenoma foi baseado no
exame histolégico, ou no caso dos prolactinomas, no exame clinico, hormonal e
radiologico. Oitenta (36,7%) doentes foram diagnosticados com prolactinomas, 61
(28,0%) com somatotrofinomas, 34 (15,6%) com adenomas hipofisarios nao
funcionantes; 14 (6,4%) com corticotrofinomas, 15 (6,9%) com adenomas hipofisarios
mistos; sete (3,2%) com gonadotrofinomas, um doente com tireotrofinoma, e seis (2,8%)
com adenomas com histologia indeterminada. Foi obtido o consentimento informado
por escrito de todos os individuos e o estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade da Beira Interior (Ref. CE-UBI-Pj-
2018-027). A descricao clinica dos doentes englobados neste estudo pode ser consultada

no Anexo 3.
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2.2.2 Extracao e purificacao do DNA a partir de sangue periférico

O DNA gendémico de cada doente foi extraido de leucocitos de sangue periférico,
usando o método de salting-out (adaptado de Miller et al. (232)). Resumidamente, para
a lise de eritrocitos, num tubo de centrifuga de 50 mL, adicionaram-se 10 mL de sangue
e 30 mL de tampao de lise RBC (Red blood cell) a 4°C (RBC: 155 mM NH,Cl; 20 mM
KHCO,; 0,1 mM Na,EDTA; pH 7,4). Ap6s mistura no vortex, seguiu-se centrifugacao a
2500 rpm (rotagdes por minuto) durante 10 minutos a 4°C (AllegraTM X-22R, Beckman
Coulter, Fullerton, Califérnia, EUA). Repetiu-se 0 mesmo procedimento de adicdao de

tampao de lise e centrifugacdo até que o sedimento de células ficasse branco.

Com vista a lise de leucocitos, apos ressuspender por vortex o sedimento de células,
adicionaram-se 5 mL de tampao SE (extracao secundaria) (75 mM NaCl; 25 mM
Na,EDTA; pH 8,0), 12,5 uL de proteinase K (20 mg/ml) e 500 ul de SDS 10%
(dodecilsulfato de s6dio) ficando a solucao a incubar durante aproximadamente 1 hora a
55°C, num bloco térmico (Star Lab, Chennai, india). Cada um dos reagentes tem uma
funcao especifica: o tampao SE contém agentes quelantes que se ligam a cofatores de
nucleases para evitar a degradacdo do DNA por estas enzimas, o SDS é um detergente
que dissolve a membrana celular e desnatura as proteinas e a proteinase K digere

proteinas (233).

Para a precipitacao de proteinas adicionaram-se 3 mL de NaCl saturado (6M) e
incubou-se novamente a solugdo a 55°C durante 10 minutos. Em seguida agitou-se no
vortex durante 25 segundos, aos quais se seguiu uma centrifugacao a 4000 rpm, durante

30 minutos a temperatura ambiente.

Com vista a precipitacdo do DNA, o sobrenadante foi descartado para um novo tubo
de centrifuga de 50 mL tendo-se adicionado ao mesmo etanol a 100%, perfazendo duas
vezes o volume do sobrenadante. Como o DNA é insoluvel no etanol, quando este
reagente é adicionado e apos diversas inversoes ao tubo de centrifuga as moléculas de
DNA agregam-se formando um novelo. Centrifugou-se a 4500 rpm, durante 5 minutos a
4°C e posteriormente rejeitou-se o sobrenadante observando sempre o sedimento de
DNA no fundo do tubo de centrifuga. Seguidamente, efetuou-se lavagem do DNA
adicionando 1 mL de etanol a 70% e transferiu-se com a ajuda de uma ponta estéril o
sedimento de DNA para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, ficando este a secar a
temperatura ambiente durante 30 minutos. O sedimento de DNA foi reidratado com 0,1-
1 mL de tampao TRIS-EDTA (TE, acido etilenodiamino tetra-acético de tris), consoante
o tamanho do sedimento, e mantido em agitacao lenta e permanente durante a noite a

temperatura ambiente.
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A concentracgao e o grau de pureza do DNA foram determinados através da medicao
da densidade oOtica de cada amostra por espectrofotometria ultravioleta, usando
comprimentos de onda de 260 e 280 nm (NanoPhotometer Spectrophotometer B-80-
3004-33, Implen GmbH, Munique, Alemanha). O DNA absorve a comprimentos de onda
de 260 nm e as proteinas a 280 nm, assim, uma amostra de DNA puro (sem

contaminacao por proteinas ou RNA) tem um racio A260/A280 entre 1,8 e 2,0.

Finalmente, o DNA foi armazenado a -80°C. Para uso corrente, procedeu-se a
diluicao de parte do DNA em TE com uma concentracao de 100 ng/ul num volume de

200 pl que ficou armazenado a -20°C.

2.2.3 Reacao de polimerizacio em cadeia

A obtencao de uma grande quantidade de fragmentos de DNA especificos é uma
ferramenta indispensavel em biologia molecular. A reacdo de polimerizacdo em cadeia
(PCR, Polymerase chain reaction), desenvolvida por Mullis et al. em 1987 (234), é uma
técnica de amplificacdo enzimética que pode ser utilizada, quando as sequéncias de
nucleotidos nas extremidades de uma regiao particular de DNA sao conhecidas, por

forma a obter uma amplificacdo exponencial de um fragmento especifico de DNA (235).

Os doentes foram rastreados para o gene com maior predisposicido para o
desenvolvimento de adenomas hipofisarios, o gene AIP. Foram amplificados os 6 exdes,
sendo que, os oligonucledtidos e as condigdes otimizadas de funcionamento da PCR
foram previamente descritas por Cazabat et al. (236). Todos os exoes foram amplificados
com a Taq (Thermus aquaticus) polimerase (Dream Taq Green DNA, ThermoScientific,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). Para uma reacao de 15 uL
foram adicionados cerca de 100 ng de DNA gen6mico, 0,2 mM de cada desoxinucleétido
trifosfato (ANTP) (ThermoScientific), 0,25 uM de cada oligonucleo6tido, 1 U de enzima

Taq polimerase e respetivo tampao contendo 1,5 de MgCl. (Anexo 4).

A reacao de PCR decorreu num termociclador (T100TM, Bio-Rad, Califérnia, EUA)
com um periodo inicial de desnaturacao de 5 minutos a 95°C, seguidos de 34 ciclos em
que cada um foi composto por 30 segundos de desnaturacao a 95°C, 30 segundos de
emparelhamento a 56°C (Anexo 4) e 30 segundos de extensao a 72°C. Decorridos os 34
ciclos, a reacdo de PCR terminou com um periodo de extensao final a 72°C, durante 10

minutos.
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2.2.4 Sequenciacao de Sanger

Para a analise mutacional dos genes em estudo recorreu-se a sequenciacao de
Sanger. Em 1977, Sanger et al. (237) descreveram o método de terminacao de cadeia
didesoxi. Este método consiste na sintese de cadeias a partir do fragmento de DNA de
interesse, que sao marcadas numa extremidade pela presenca de didesoxinucle6tidos
(ddNTP). Os ddNTPs sdo idénticos aos ANTPs que a enzima DNA polimerase usa para
gerar uma cadeia de DNA a partir de outra cadeia modelo, com o contraste de que os
ddNTPs ndo possuem um grupo 3’-hidroxilo da ribose, resultando na interrupcao da
polimerizagao da molécula de DNA. Na pratica, a reacao catalisada pela DNA polimerase
¢é alimentada com uma mistura de dNTPs e ddNTPs, de modo que a cada adicao de um
nucleotideo a enzima possa incorporar qualquer um deles aleatoriamente. Os ddNTPs
sdo marcados por uma molécula de fluoréforo, de modo que cada vez que um deles for
incorporado, a reacdo pare e a molécula resultante emita um sinal que ira reportar o
altimo nucleotideo incorporado (adenina, timina, citosina ou guanina), uma vez que
cada um deles é marcado com um fluoréforo diferente (238). Procede-se a eletroforese
destas cadeias para determinar a sequéncia de bases no DNA. Atualmente este processo
esta facilitado pela utilizacdo de equipamentos de sequenciacdo automéatica de DNA.
Estes equipamentos possuem detetores de fluorescéncia que conseguem distinguir os

quatro marcadores fluorescentes para timinas, adeninas, citosinas e guaninas (239).

A metodologia inicia-se com a desnaturacao de uma amostra de DNA de cadeia
dupla para gerar duas cadeias simples, onde um oligonucle6tido vai hibridar para se
iniciar a reacao de polimerizacdo. Nestas reagoes, os ddNTPs, que se encontram em
concentracoes mais baixas quando comparando com os dNTPs, sdo incorporados
aleatoriamente nas posicoes de dANTP correspondente, provocando a interrupcao da
sintese. Como cada um dos quatro ddNTPs tem incluido um fluorocromo especifico,
torna-se possivel a identificacao de cada fragmento truncado apds a sua migracao através
do gel de eletroforese e, como tal, a sequéncia de DNA pode ser determinada pela ordem

em que cada fragmento passa através do detetor de fluorescéncia (239).

Antes de realizar a reacao de sequenciacao, para confirmar se ocorreu amplificacao
dos fragmentos de DNA que pretendiamos, efetuou-se uma eletroforese em gel de
agarose a 1%, tendo sido utilizado na corrida 5 uL. do produto de PCR e 2 uL. do marcador
apropriado (GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA). Os fragmentos foram visualizados num transiluminador
ultravioleta (Uvitec, Cambridge, Reino Unido) e fotografados usando o software

FireReader (Versao 15.15, Uvitec, Cambridge, Reino Unido). O restante produto foi
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purificado enzimaticamente utilizando-se as enzimas exonuclease I e fosfatase alcalina
(EXO-FAST, Amersham Science, USB, Cleveland, Ohio, EUA). Adicionou-se a cada
amostra 0,75 uL de EXO-FAST (na propor¢ao EXO:FAST de 1:2) e incubou-se durante

15 minutos a 37°C seguidos de 15 minutos a 80°C.

A Sequenciac¢ao por Sanger das amostras de DNA foi realizada pela empresa STAB
VIDA (Caparica, Portugal) através de sequenciacao bidirecional utilizando um
sequenciador de DNA semiautomatico (ABI 3730XL, Applied Biosystems; Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A preparacao das mesmas foi feita de acordo com
os requisitos da empresa e consistiu em colocar 5 uL. de DNA purificado (= 20 ng/uL), 3
uL de cada oligonucleotido (10 uM) e 5 uL de dgua destilada estéril em um dos 96 pogos
que constituem uma placa de sequenciacao (Sapphire, Greiner Bio-One, Kremsmiinster,
Austria). Por fim, selaram-se os pocos da placa com as respetivas tiras de tampas

(Sapphire 8-cap strip, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria).

As sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias de referéncia existentes
no NCBI (National Center for Biotechnology and Information) usando o programa de
analise ChromasPro (Versao 2.1.6, Technelysium Pty Ltd, Brisbane, Queensland,

Australia).

Todas as mutacgoes identificadas foram confirmadas por PCR e sequenciadas nas
duas direcdes do DNA Forward e Reverse. As variantes identificadas foram designadas

tendo por base a nomenclatura padrao (240).

2.2.5 Critérios de patogenicidade

Os SNPs sao alteracoes de um tnico par de bases no DNA gendmico presente em
individuos normais, em algumas populacoes, com uma frequéncia igual ou superior a
0,01 (241). No entanto, ap6s o aparecimento de métodos de sequenciacio de nova
geracao (NGS, Next Generation Sequencing), o limite que distingue variantes raras de
variantes comuns foi alvo de grande discussao na comunidade cientifica, sendo que
varios autores estabeleceram um limite de referéncia. Por exemplo, Frazer et al. (242)
sugeriram em 2009 que uma variante devera ser considerada rara quando possuir uma
frequéncia alélica <0,01, no entanto em 2011, Gorlov et al. (243) sugeriram que o limite

seria 0,05.

Atualmente, existe um maior consenso entre a comunidade cientifica, sendo que

variantes raras sao definidas como aquelas com frequéncia <0,01, as variantes comuns

43



2. Materiais e Métodos

tém frequéncia >0,05 e entre 0,01-0,05 estdo definidas as variantes de baixa frequéncia
(low frequency) (244, 245, 246). Foi implementada ainda outra defini¢do para variantes

com frequeéncia inferior a 0,001, sendo classificadas como variantes ultra-raras (245).

Com o desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciacdo, variantes que se
pensava serem raras numa populacao foram encontradas em frequéncias superiores a
0,01. Para além disso, verifica-se ainda uma auséncia de associacao de algumas variantes
raras com doencas humanas. Ao comparar populacoes separadas geograficamente, por
vezes verifica-se que uma mutacao causadora de doenca numa populacao é inofensiva
noutra e vice-versa (247). Assim, uma variante ndo deve ser classificada de acordo
apenas com a sua frequéncia na populacdo, nem apenas com a sua capacidade em causar
doenca. Esta dificuldade na categorizacao das diferentes alteracées encontradas no DNA

tornou necessario estabelecer determinados critérios de classificacao.

As variantes identificadas neste estudo foram selecionadas de acordo com os
seguintes critérios: (1) Localizadas nos exoes do gene AIP e até dez nucleétidos das
regides de splicing, de acordo com a sequéncia de referéncia do DNA complementar
(cDNA) do gene AIP (GenBank NM_003977.4) e (2) Ausente ou raras (frequéncia
populacional <0,01) nas bases de dados de genoma gnomAD (Genome Aggregation
Database) (disponivel em https://gnomad.broadinstitute.org/) (248). As variantes
selecionadas foram depois classificadas pelos critérios do American College of Medical

Genetics, através de pesquisa pelo Varsome (em https://varsome.com/) (249).

Variantes classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas foram

consideradas mutacoes causais da doenca.

A frequéncia das mutagoes do gene AIP foi determinada em doentes diagnosticados

com idade inferior a 40, 30 e 18 anos.

2.2.6 Clonagem com o vetor pJET1.2/blunt

Cada mutacao frameshift heterozigética do gene AIP foi confirmada por clonagem
dos produtos de PCR utilizando o Kit CloneJET PCR Cloning (ThermoScientific, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) (Anexo 5), seguindo-se a sequenciacao

de cada alelo.

O produto de PCR foi obtido de acordo com o ponto 2.2.3, contudo a purificagao foi
efetuada usando o kit GeneJET PCR Purification (ThermoScientific, Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). Adicionou-se um volume de 1:1 de Binding
Buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) a mistura de PCR, e
agitou-se num vortex. De seguida, transferiu-se a solucdo para uma coluna de silica
disponivel no kit GeneJET PCR Purification, e centrifugou-se a 13000 rpm por 30-60
segundos. Acrescentaram-se 700 uL de Wash Buffer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA) a coluna e realizou-se uma nova centrifugacao a 13000
rpm durante um minuto, seguido de mais um minuto de forma a remover a totalidade de
Wash Buffer. Por fim, transferiu-se a coluna para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL
estéril e adicionaram-se 30 pL de Elution Buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA) para o centro da coluna. Centrifugou-se a 13000 rpm durante um

minuto.

Apos purificacao do produto de PCR, procedeu-se a determinacao da concentracao
e grau de pureza do DNA (descrito no ponto 2.2.2). De seguida, realizou-se a reacao de
ligacdo usando o kit CloneJET PCR Cloning Kit (ThermoScientific, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) numa proporcao de 3:1 (3 de DNA a clonar
para 1 de vetor) e, através da formula indicada pelo fabricante, obteve-se a quantidade
de DNA a clonar. Para cada mutagao frameshift foi realizado o protocolo de Clonagem
Sticky-End de acordo com o Kkit, usando a seguinte proporcao de reagentes: 10 uL de
Reaction Buffer, 1 uL. de DNA a clonar (=20 ng), 1 uL. de DNA Blunting Enzyme, 1 uL de
pJET1.2/Blunt e 1 uL. de DNA ligase.

A reacdo ficou a incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos. De seguida,
procedeu-se a transformacao de células de Escherichia coli (E. coli.) DH5a, tendo-se
usado uma aliquota (50 uL) de células competentes por cada transformacdo que se
efetuou. Antes que as células estivessem completamente descongeladas, adicionou-se a
cada uma das aliquotas de células a totalidade da reacao. A reacao foi incubada no gelo
durante 30 minutos, seguindo-se um choque térmico a 42°C durante 45 segundos.
Posteriormente foi colocada em gelo por dois minutos. Terminado o choque térmico,
transferiu-se a reacdo para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL estéril, adicionaram-
se 200 pL de Luria-Bertani sem antibiotico e colocaram-se os tubos num agitador orbital
(Agitorb 200, Aralab, Rio de Mouro, Portugal) a 37°C, 250 rpm durante duas horas.
Centrifugou-se o tubo com as células a 8000 rpm durante um minuto e descartaram-se
100 pL. Apoés ressuspensao do pellet das células nos restantes 100 uL da reacao,
plaqueou-se a totalidade da reacao numa placa de Luria-Bertani com agar e ampicilina
(100 mg/mL) e ficou a incubar numa estufa (Binder, Tuttlingen, Germany) a 37°C,

durante a noite.
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Para podermos observar o alelo normal e o alelo mutado das mutacées frameshift,
realizou-se o Colony PCR que consiste num colony screening por PCR, seguido do
protocolo de sequenciagao de Sanger (ver ponto 2.2.4). Para isso, picou-se cada uma das
colbnias existentes na placa de Luria-Bertani com agar e ampicilina e ressuspendeu-se
cada colonia em 20 pL de agua destilada estéril, em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL
estéreis. De seguida, o vetor foi desnaturado durante 10 minutos a 95°C, e agitado no
vortex. Para uma reacdo de 20 uL foram adicionados 1,5 puL da solucdo com o vetor
desnaturado, 5 U de enzima Taq polimerase e respetivo tampao contendo 1,5 de MgCl,,
2 mM de cada ANTP (ThermoScientific) e 10 uM de cada oligonucleo6tido fornecidos pelo

kit de clonagem (pJET1.2 Forward e pJET1.2 Reverse).

A reacao de PCR decorreu num termociclador (T100TM, Bio-Rad, Califérnia, EUA)
com um periodo inicial de desnaturacao de 3 minutos a 95°C, seguidos de 25 ciclos em
que cada um foi composto por 30 segundos de desnaturacao a 94°C, 30 segundos de
emparelhamento a 60°C e um minuto de extensao a 72°C. Decorridos os 25 ciclos, a

reacao de PCR terminou com um periodo de extensao final a 72°C, durante 5 minutos.

A Sequenciagao por Sanger das amostras bem como a anélise de sequéncias foram

realizadas como descrito no passo 2.2.4.
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2.3 Estudo 3 - Identificacao de mutacoes germinativas em
doentes portugueses com macroadenomas hipofisarios
esporadicos de inicio precoce, através da analise de um

painel multigénico
2.3.1 Doentes

Este estudo multicéntrico incluiu 225 doentes portugueses recrutados nas principais
consultas externas de endocrinologia em Portugal, de 2018 a 2023. A selecdo e recolha
de amostras biologicas dos doentes ocorreu nos servicos de endocrinologia do Centro
Hospitalar Universitario de Sao Joao, Porto; Centro Hospitalar Universitario do Porto;
Centro Hospitalar Universitario Lisboa Norte; Centro Hospitalar Universitario de Lisboa
Central; Centro Hospitalar de Lisboa Ocidental; Hospital Garcia de Orta, Almada;
Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa; Instituto Portugués de Oncologia de
Coimbra; Hospital de Braga; Hospital Divino Espirito Santo, Ponta Delgada. Os médicos
destes servicos foram responséaveis pelo fornecimento dos dados clinicos, bem como das

amostras de sangue dos doentes.

Foram incluidos doentes com macroadenomas esporadicos (tumor com maior
didametro > 1 cm) diagnosticados com idade inferior a 40 anos. Foram excluidos doentes
com historia familiar de adenomas hipofisarios (ou seja, com pelo menos um membro
da familia afetado de primeiro ou segundo grau) ou com evidéncia de alguma forma
sindrémica de adenomas hipofisarios. A idade média + DP no momento do diagnostico
foi de 29,1 + 77,3 anos, 122 doentes tinham menos de 30 anos no momento do diagnostico
e 25 doentes tinham menos de 18 anos no momento do diagndstico. A distribui¢io por
género foi 116 (51,6%) mulheres e 109 (48,4%) homens. A classificacdo do tumor foi
baseada no exame histologico ou, no caso dos prolactinomas, no exame clinico, hormonal

e radiologico.

Oitenta e um (36,0%) doentes foram diagnosticados com prolactinomas, 62 (27,6%)
com somatotrofinomas, 37 (16,4%) com adenomas hipofisarios nao funcionantes, 16
(7,1%) com adenomas hipofisarios mistos, 15 (6,7%) com corticotrofinomas, sete (3,1%)
com gonadotrofinomas, um doente (0,4%) com tireotrofinoma e seis (2,7%) com
adenomas com histologia indeterminada. Um subconjunto desta coorte foi previamente
estudado por sequenciamento convencional (Sanger) para o gene AIP (Estudo 2). A
populacao de controlo compreendeu 298 individuos portugueses (50 dadores de sangue

saudaveis e 248 doentes com doengas nao relacionadas). O estudo foi aprovado pela
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Comissao de Etica da Faculdade de Ciéncias da Satide da Universidade da Beira Interior
(Ref: CE-UBI-Pj-2018-027), e o consentimento informado por escrito foi obtido de todos
os individuos. A descri¢do clinica dos doentes englobados neste estudo pode ser

consultada no Anexo 3.

O DNA de cada doente foi extraido de leucocitos do sangue periférico usando

métodos previamente descritos (ver passo 2.2.2).

2.3.2 Sequenciacao completa do exoma

Durante muitos anos, o custo da sequenciacao de um genoma completo manteve-se
extremamente caro para o seu uso rotineiro na pratica clinica, com um custo estimado
de 20-25 milhGes de ddlares, por genoma, em 2006 (250). No entanto, desde 2008,
quando as técnicas de NGS surgiram no contexto da investigagdo, verificou-se uma
reducdo significativa dos custos de sequenciacdo. As técnicas de NGS permitem
sequenciar todo o genoma, através da sequenciacao do genoma completo (WGS, Whole
Genome Sequencing) ou sequenciacao apenas das regioes codificantes, designadas por
exoes (WES, Whole Exome Sequencing), de forma mais rapida, com maior profundidade
e sensibilidade. A reducdo de custos tornou a aplicacdo clinica de WGS e de WES mais

viavel (251).

As amostras de DNA foram submetidas a analise WES na BGI Genomics (Hong
Kong, China). A preparacao das mesmas foi feita de acordo com os requisitos da empresa
e consistiu em diluir, em agua destilada estéril, as amostras para uma concentracao >
12,5 ng/uL num volume minimo de 15 uL, em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL. Todos
os tubos foram identificados com um cédigo numérico para manter a confidencialidade
das amostras de DNA. Para verificar a qualidade e integridade do DNA, efetuou-se uma
eletroforese em gel de agarose a 1%, tendo sido utilizado na corrida 5 uL. da amostra de
DNA gendémico diluida em 1 uL. de LD (6X DNA Loading Dye, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA), e 2 uL. do marcador apropriado (VC 1kb DNA Ladder,
Vivantis, Selangor Darul Ehsan, Maléasia). Os fragmentos foram visualizados num
transiluminador ultravioleta (Uvitec, Cambridge, Reino Unido) e fotografados usando o
software FireReader (Versao 15.15, Uvitec, Cambridge, Reino Unido). Posteriormente,
as amostras foram enviadas para os servicos da BGI Genomics em gelo seco, juntamente

com a informacao da concentracao (ng/ uL) e da integridade do DNA de cada amostra.
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Na BGI Genomics, as bibliotecas de captura direcionadas foram geradas usando o
kit exoma Agilent SureSelectXT All Exon V6 kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA), e as amostras foram sequenciadas numa plataforma DNBSEQ™ produzindo
leituras emparelhadas de 100 pb. Os arquivos FASTQ foram processados seguindo as
melhores praticas recomendadas para analise de variantes com o Genome Analysis
Toolkit (GATK) do Broad Institute (252), incluindo o uso do Burrows-Wheeler Aligner
v0.7.17 (253) para alinhamento com o genoma humano de referéncia GRCh37/hg19,
GATK para recalibracao de qualidade e realinhamento indel e GATK HaplotypeCaller
v4.1.4.1 para deteccao de SNPs e InDels.

2.3.3 Selecao de genes para identificacao de variantes

Foi elaborado um painel genético virtual composto por 29 genes nos quais ja foram
identificadas variantes germinativas em doentes com adenomas hipofisarios familiares
e esporadicos (60, 129, 254), e que foram previamente descritos na Tabela 1,
nomeadamente: AIP (NM_003977.3), CABLES: (NM_001100619.2), CDH23
(NM_o022124.5), CDKN1iA (NM_078467.3), CDKN1iB (NM_004064.4), CDKN2B
(NM_004936.4), CDKN2C (NM_o001262.3), DICER1 (NM_177438.3), GNAS
(NM_000516.7), GPR101 (NM_054021.1), MAX (NM_002382), MEN1 (NM_130799.
2), MLH1 (NM_000249.4), MSH2 (NM_000251.3), MSH6 (NM_000179.3), NF1
(NM_000267.3), PMS2 (NM_000535.7), PRKAR1A (NM_002734.5), PRKACA
(NM_002730.4), PRKACB (NM_182948.4), RET (NM_o020975.4), SDHA
(NM_004168.3), SDHAF2 (NM_o017841.2), SDHB (NM_003000.3), SDHC
(NM_oo03001.5), SDHD (NM_o003002.3), TP53 (NM_000546.6), USP8
(NM_o005154.5), VHL (NM_000551.3).

2.3.4 Critérios de patogenicidade

As variantes genéticas foram filtradas de acordo com os seguintes critérios
cumulativos: 1) Localizacao num dos 29 genes previamente implicados em adenomas
hipofisarios; 2) Localizacao nos transcritos codificantes utilizados pelo Banco de Dados
de Mutacoes do Genoma Humano (HGMD, Human Gene Mutation Database) (18); 3)
Localizacao dentro das regioes codificantes e até dez nucleotideos das regioes de splicing

e 4) Frequéncia alélica populacional inferior a 0,001 no gnomAD e 1000G (19).
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As variantes selecionadas pelos critérios mencionados acima foram classificadas em
cinco categorias: benignas (B), provavelmente benignas (LB), variantes de significado
indeterminado (VUS), provavelmente patogénicas (LP) ou patogénicas (P), de acordo
com os critérios do ACMG (20) e as recomendacoes da ClinGen (255), utilizando a
ferramenta de interpretacdo de variantes baseada na web (Franklin by Genoox,
referéncia hgi9, https://franklin.genoox.com/, acedida em 30 de marco de 2024). As
variantes classificadas como de significado indeterminado, provavelmente patogénicas e
patogénicas foram consideradas potencialmente nefastas. As variantes filtradas foram
despistadas numa base de dados interna de 298 individuos de controlo portugueses de
modo a avaliar a possibilidade de as variantes serem polimorfismos comuns especificos

da populacao.

Para determinar se as variantes identificadas ja tinham sido relatadas anteriormente
na literatura, foi feita uma pesquisa nas seguintes bases de dados: HGMD
(https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), Genomenon Mastermind (https://

mastermind.genomenon.com/) e PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

As variantes classificadas como patogénicas e provavelmente patogénicas foram
confirmadas por sequenciacao de Sanger (ver passo 2.2.4). Os oligonucle6tidos foram
desenhados através do software Primer 3 Plus (256) para sequenciar regioes de DNA a
montante e a jusante das variantes identificadas (Anexo 4). Ap6s amplificagdo por PCR,
os produtos foram sequenciados utilizando um sequenciador de DNA semiautomatico
(STAB VIDA, Caparica, Portugal; e ABI 3730XL, Applied Biosystems; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). As sequéncias obtidas foram comparadas com os
resultados do WES.
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2.4 Estudo 4 — Estudo de associacao genética caso-controlo

2.4.1 Doentes

Este estudo de associacao genética (publicado como artigo cientifico — Anexo 6) foi
desenhado como um estudo retrospetivo de associacao caso-controlo. Os casos incluiram
570 doentes portugueses com adenomas hipofisarios esporadicos (275 homens e 295
mulheres; idade de diagnéstico média + DP = 43,5 + 16,3 anos), recrutados em Servigos
de Endocrinologia em Portugal. A selecio e recolha de amostras biol6gicas dos doentes
ocorreu nos servicos de endocrinologia do Centro Hospitalar Universitario de Sao Joao,
Porto; Centro Hospitalar Universitario do Porto; Centro Hospitalar Universitario Lisboa
Norte; Centro Hospitalar Universitario de Lisboa Central; Centro Hospitalar de Lisboa
Ocidental; Hospital Garcia de Orta, Almada; Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa;
Instituto Portugués de Oncologia de Coimbra; Hospital de Braga; Hospital Divino
Espirito Santo, Ponta Delgada. Os médicos destes servicos foram responsaveis pelo

fornecimento dos dados clinicos, bem como das amostras de sangue dos doentes.

Os doentes foram selecionados a partir do exame histologico ou, no caso de
prolactinomas, através de exame clinico, hormonal e imagiologia. Os subtipos de tumor
foram classificados como somatotrofinoma (n = 161), prolactinoma (n = 154), nao-
funcionante (n = 138), gonadotrofinoma (n = 40), corticotrofinoma (n = 35),
tireotrofinoma (n = 4), misto (n = 28) e indeterminado (n = 10). O tamanho do tumor foi
baseado no maior diametro, e foi classificado como macroadenoma (> 1 cm, n = 483),
microadenoma (<1 ¢cm, n = 65) e indeterminado (n = 22). Foram excluidos deste estudo

doentes com adenomas hipofisarios sindrémicos.

O grupo controlo foi composto por 546 doadores de sangue saudéveis nao
aparentados (264 homens e 282 mulheres; idade média + DP = 38,1 + 12,1 anos),
recrutados em centros de doacao de sangue, sem histoéria clinica conhecida de doenca
hipofiséria, e provenientes das mesmas regides geograficas que os doentes. Todos os
participantes eram portugueses caucasianos. O estudo foi aprovado pela Comissao de
Etica da Faculdade de Ciéncias da Satide da Universidade da Beira Interior (Ref: CE-
UBI-Pj-2018-027), e o consentimento informado por escrito foi obtido de todos os
participantes ou dos seus responsaveis legais. A descricao clinica dos doentes englobados

neste estudo pode ser consultada no Anexo 3.

A extracdo e purificacio do DNA de cada doente foi realizada de acordo com o

descrito no passo 2.2.2.
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2.4.2 Genotipagem

Os polimorfismos NEBL rs2359536, PCDH15 rs10763170 e CDKS8 rs17083838
foram selecionados para este estudo uma vez que, segundo o estudo GWAS conduzido
por Ye et al. em 2015 na populacao chinesa (115), estas variantes estdo entre as mais
fortemente associadas com adenomas hipofisarios esporadicos. As MAF relatadas no
gnomAD para Europeus Nao-Finlandeses sdo 0,337 (rs2359536 alelo C), 0,409
(rs10763170 alelo T) e 0,059 (rs17083838 alelo A), respetivamente. Para a genotipagem
dos SNPs rs2359536, rs10763170 e rs17083838 foi utilizado o kit TagMan SNP
Genotyping Assay (Thermo Fisher Scientific, Waktham, MA, USA), de acordo com as
instrucdes do fabricante, com recurso as sondas TagMan® disponiveis comercialmente
(Assay ID: C-1974242-10 para rs2359536; Assay ID: C-411660-10 para rs10763170 e
Assay ID: C-34697393-10 para rs17083838; Thermo Fisher Scientific, Waktham, MA,
USA) (Anexo 7).

A tecnologia TagMan® foi descrita por Holland e colaboradores, em 1991, e baseia-
se na detecio da atividade exonucleotidica 5-3° da Tag DNA polimerase (257). E
utilizada uma sonda marcada com um fluor6foro reporter na extremidade 5 (por
exemplo FAM ou VIC) e um fluoréforo quencher (silenciador) na extremidade 3’°, capaz
de emparelhar especificamente na sequéncia polimorfica de interesse. Quando a sonda
estd intacta, a transferéncia de energia fluorescente ocorre de forma que a emissao pelo
reporter seja absorvida pelo quencher (258). Durante a fase de extensao no ciclo de PCR,
a atividade exonucleolitica da Tag DNA polimerase hidrolisa a sonda TagMan®,
permitindo que o fluoréforo reporter seja separado do quencher, resultando num
aumento de emissao de fluorescéncia pelo repérter que sera monitorizado em tempo real

durante a fase de amplificacao e quantificado (258).

Para uma reacdo de amplificacdo em tempo real de 12,5 uL foram utilizados 6,25 pL.
de TagMan® Universal PCR Master Mix (2X) e 0,625 uL. de TagMan® Genotyping
Assay Mix (20X), num tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Todo o processo de pipetagem
foi feito em gelo e ao abrigo da luz, uma vez que a exposicao excessiva a luz pode afetar
as sondas fluorescentes. Apos agitar a reacdo no vortex, centrifugou-se durante 5-10
segundos a fim de eliminar possiveis bolhas de ar na solucao. De seguida, pipetou-se
6,875 uL da reacao e 5,625 uL. de 100 ng/uL. de DNA gendmico por po¢co numa placa de
96 pocos (Hard-Shell® g6-Well PCR Plates 200 uL, Bio-Rad, Califérnia, EUA). Por fim,
selou-se a placa com Microseal® 'B' PCR Plate Sealing Film (Bio-Rad, Califérnia, EUA)
e centrifugou-se durante 5-10 segundos a fim de eliminar possiveis bolhas de ar na

solucdo. A reacdo de PCR em tempo real decorreu num termociclador em tempo real
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(CEX Connect Real-Time PCR System, Bio-Rad, Califérnia, EUA) com um periodo inicial
de desnaturacao de 10 minutos a 95°C, seguidos de 40 ciclos em que cada um foi
composto por 15 segundos de desnaturacio a 95°C e um minuto de
emparelhamento/extensao a 60°C. Foram usados controlos negativos em que os
diferentes tipos de amostras foram substituidos por agua destilada estéril. A analise dos
resultados dos ensaios de PCR em tempo real foi efetuada de acordo com a interpretacao
dos graficos obtidos com base nos valores de fluorescéncia detetados automaticamente
pelo equipamento e usando o programa informatico recomendado pelo fabricante (CFX
Manager™ Software, Versao 3.1, Bio-Rad, Califérnia, EUA). Os métodos de
genotipagem foram validados pela sequenciacao de amostras representativas de cada

gendtipo de acordo com o descrito no ponto 2.2.4.

2.4.3 Analise Estatistica

Para a realizacao das anélises descritivas e de associacdo dos polimorfismos
rs2359536, rs10763170 e rs17083838 com os adenomas hipofisarios, foi usada a
ferramenta de associacao genética de SNPs (SNPStats, Versao 3.6) disponivel online em
http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats (259). O software SNPStats foi também
utilizado para calcular a frequéncia do gendtipo para cada alelo, usando a equacao de
equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias foram comparadas por andlise de
regressao logistica a fim de obter a razao de probabilidade, intervalos de confianca de
95% e probabilidade de significancia, ajustados para sexo e idade, para explicar qualquer
efeito dessas variaveis nas frequéncias de alelos e genétipos. O melhor modelo de
hereditariedade para cada SNP (dominante, recessivo, codominante ou aditivo) foi
selecionado de acordo com o Critério de Informacao de Akaike (AIC). A Correcao de
Bonferroni para comparacoes multiplas foi usada para corrigir a significancia estatistica,
a qual foi definida para p < 0,0167 (p < 0,05, dividido pelo nimero de SNPs analisados).

A ferramenta SNPStats foi igualmente usada para a analise multipla de SNPs.

53



2. Materiais e Métodos

54



3. Resultados

55



3. Resultados

56



3. Resultados

3.1 Estudo 1 - Construcao de uma base de dados de variantes
germinativas no gene AIP, identificadas na literatura, em

doentes com adenomas hipofisarios esporadicos e familiares

3.1.1 Atualizacao da base de dados de variantes germinativas no gene
AIP

Nesta revisao bibliografica, obteve-se um total de 235 artigos nos quais foram relatadas
158 variantes germinativas distintas entre 291 casos de adenomas hipofisarios esporadicos,
71 casos familiares index e 200 indefinidos (ndo estando disponivel informacao para os
inserir numa das duas categorias anteriores). As variantes germinativas (Anexo 8),
distribuidas por toda a regido codificadora de 1236 pb e zonas de splice-site do gene AIP,
consistiram em variantes nonsense em 32,0% do numero total de doentes, variantes
missense em 32,4%, delecoes e insercoes frameshift em 11,6%, delecOes ou insercoes in-
frame em 5,8%, delecoes totais ou de alguns exdes do gene em 4,3%, variantes intronicas
ou 3'UTR em 5,9%, variantes que alteram o splicing em 5,5% e variantes sinébnimas em
1,6%.

3.1.2 Patogenicidade das variantes germinativas no gene AIP

A classificacdo da patogenicidade de algumas variantes relatadas nao é totalmente
explicita devido a esta informacdo n3o se encontrar presente em todos os artigos
considerados. Por esta razao, foi necessario verificar a patogenicidade das 158 variantes
diferentes, tornando possivel a sua classificacdo de forma uniforme. Foi utilizada toda a
informacao disponivel acerca de estudos funcionais in vivo e/ou in vitro, bem como de
casos de segregacao familiar, das 158 variantes identificadas no total de 562 doentes. Apo6s
esta anélise, 35,4% do total dos doentes apresentavam variantes patogénicas, 24,0%
apresentavam variantes provavelmente patogénicas, 17,1% apresentavam variantes de
significado indeterminado, 5,7% variantes provavelmente benignas e 17,8% variantes
benignas (Anexo 8). As 86 variantes classificadas como patogénicas ou provavelmente
patogénicas foram identificadas em 334 individuos que correspondem a 59,4% do total de
doentes. As restantes 72 variantes (classificadas como benignas, provavelmente benignas e
de significado indeterminado) nao apresentam evidéncia suficiente para associacao a

doenca.
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Vérias variantes classificadas como patogénicas e provavelmente patogénicas, foram
partilhadas por casos com adenomas hipofisarios esporadicos e/ou familiares index,
indicando assim potenciais hotspots mutacionais ou efeitos fundadores (Figura 11 e Tabela
2A e 2B).

Frequéncia da
A Casos esporadicos mutacio
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10% Variantes néo truncadoras

I\

I .
—Ai e s H e s H « T
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B Casos familiares Frequéncia da
mutacio

15% 7 variantes nio truncadoras

Iy Variantes truncadoras
v

s H e H .

Vil 15% —

Figura 11. Representacio esquematica do gene AIP e das variantes patogénicas e provavelmente patogénicas
mais frequentemente encontradas neste gene em doentes com adenomas da hipé6fise. O gene AIP humano é
constituido por 6 exoes e codifica uma proteina de 330 aminoacidos. A regido codificadora (indicada pela regido
azul) estd organizada em 6 exdes. (A) Sao apresentados os locais das 5 variantes germinativas (I-V) que ocorrem
com uma frequéncia > 1,5% (Tabela 2A) em casos esporadicos e as respetivas frequéncias (escala apresentada a
direita) sdo indicadas pelas linhas verticais acima do gene. Estas variantes germinativas sao: I, ¢.241C>T; 11,
c.350delG; III, c.804C>A; IV, ¢.811C>T; V, ¢.910C>T. (B) Os locais das 7 variantes germinativas (I-VII) que
ocorrem com uma frequéncia > 1,5% (Tabela 2B) em casos familiares index sdo mostrados e as respetivas
frequéncias (escala mostrada a direita) sdo indicadas pelas linhas verticais acima do gene. Estas variantes
germinativas sdo: I, c.1-?_993+?del; II, c.1104_-109_279+578 III, c.521_525delAGAAG; IV, ¢.649C>T; V,
¢.805_825dupTTCAAGCGGGGCAAGGCCCAC; VI, ¢.811C>T; VII, c.910C>T.
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Tabela 2A. Variantes patogénicas e provavelmente patogénicas na linha germinativa do AIP que ocorrem em

mais de 1,5% do total de 291 casos esporadicos.

Alteracao da sequéncia de

Mutaciao @ Exido Codido  Efeito previsto Frequéncia (%) ©

DNA ®)

I c.241C>T 2 81 ns, p.Arg8iTer 2,1
11 c.350delG 3 117 fs, p.Gly117AlafsTer39 3,1
III c.804C>A 6 268 ns, p.Tyr268Ter 2.4
v c.811C>T 6 271 ms, p.Arg271Trp 2,4
Vv c.910C>T 6 304 ns, p-Arg3o4Ter 8,9

aNumero da variante conforme referido na Figura 2A.

b As variantes estio numeradas em relacido a sequéncia de referéncia do cDNA da AIP (NM_003977.2).

¢ Frequéncias das variantes germinativas independentes relatadas no gene AIP em casos esporadicos de
adenomas hipofisarios.

fs, variante frameshift; ms, variante missense; ns, variante nonsense.

Tabela 2B. Variantes patogénicas e provavelmente patogénicas na linha germinativa da AIP que ocorrem em

mais de 1,5% do total de 71 casos familiares index.

Mufsgﬁo Alteracido da sequéncia de DNA ® Exdo Codao Efeito previsto Frez(;)u)é(gcia

I c.1-?_993+?del - - Delecdo do gene 2,8

11 €.1104_-109_279+578 - - Delecdo exao 1 e 2 2,8

111 c.521_525delAGAAG 4 174 fs, p.Glu174GlyfsTer47 2,8
¢.649C>T 5 217 ns, p.Gln217Ter 2,8

A% ¢.805_825dupTTCAAGCGGGGCAAGGCCCAC 6 269 if, p.Phe269_His275dup 2,8

VI ¢.811C>T 6 271 ms, p.Arg271Trp 4,2
VII c.910C>T 6 304 ns, p.Arg304Ter 14,1

aNumero da variante conforme referido na Figura 2B.

b As variantes estdo numeradas em relacio a sequéncia de referéncia do cDNA da AIP (NM_003977.2).

¢ Frequéncias das variantes germinativas independentes relatadas no gene AIP em casos index familiares de
adenomas hipofisarios.

fs, variante frameshift; if, variante in-frame; ms, variante missense; ns, variante nonsense.

A comparagdo do tipo de variante (truncadoras e ndo truncadoras), entre casos

esporadicos e familiares (casos index), tendo em conta variantes patogénicas e
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provavelmente patogénicas (Tabela 3), ndo evidenciou diferencas estatisticamente

significativas.

Tabela 3. Analise estatistica de variantes patogénicas e provavelmente patogénicas truncadoras e ndo

truncadoras entre casos esporadicos e familiares.

Esporadicos, n (%) Familiares, n (%) OR (95% IC) Valor de p

Truncadoras 109 (83,2%) 42 (79,2%)

Nao Truncadoras 22 (16,8%) 11 (20,8%) 1,30 (0,58-2,91) 0,526

n, namero; OR, razdo de probabilidades; IC, intervalo de confianca.
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3.2 Estudo 2 — Estudo da prevaléncia de mutacoes no gene AIP
em doentes portugueses com macroadenomas hipofisarios

esporadicos
3.2.1 Descobertas genéticas

A analise da sequéncia de toda a regiao codificadora do gene AIP, incluindo as regioes
de limite exao-intrao, revelou que 18 (8,3%) doentes apresentavam 12 variantes raras
heterozigoticas. No entanto, oito dessas variantes (c.47G>A (p.Argi6His), ¢.132C>T
(p.Asp44Asp), ¢.753G>A  (p.Leu2sileu), ¢.891C>A (p.Ala2g7Ala), ¢.896C>T
(p.Ala2ggVal), c.*14C>A, ¢.*60G>C e ¢.*64G>C) foram excluidas deste estudo por terem
sido classificadas como benignas de acordo com os critérios da ACMG (Tabela 4). As quatro
variantes restantes (c.158_165delGCCGGGCT (p.Ser53Thrfs*36), c.241C>T (p.Arg81*),
c.343delC (p.Leu115Trpfs*41) e ¢.736G>T (p.Glu246*)) foram classificados como
patogénicas ou provavelmente patogénicas (Tabela 4, Figura 12) e encontram-se

distribuidas ao longo do gene (Figura 13).

Assim, 1,8% (4/218) dos doentes com macroadenomas hipofisarios esporadicos foram
considerados como tendo mutacoes causais no gene AIP. Os quatro doentes com mutacoes
AIP foram diagnosticados antes dos 30 anos de idade. Em doentes diagnosticados com
menos de 30 anos, a prevaléncia de mutagoes AIP neste grupo foi de 3,4% (4/118). Na faixa

etaria pediatrica (<18 anos), a prevaléncia de mutacoes AIP foi de 5,0% (1/20).
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas e genéticas de doentes com variantes raras no gene AIP.

Identificacio Idade de Tamanho do Variante (nivel do Frequéncia Classificacao Publicado
¢ Sexo diagnéstico Tipo do adenoma nucleétido, proteina) alélica ACMBG (critérios) .
do doente adenoma (mm) anteriormen
(anos) @ GnomAD ®)
Variantes patogénicas e provavelmente patogénicas
Secretor de GH ¢.158_165del GCCGGGCT "
8215 F 20 20 (p.Ser53Thrfs*36) 0 LP (PVS1, PM2) Nao
7879 M 22 Secretor de GH 26 ¢.241C>T (p.Arg81%) 0 P (PVS1, PP5, PM2) (260)
Secretor de GH/PRL ¢.343delC
7329 M 14 / 14 (p.Leu115Trpfs*41) 0 LP (PVS1, PM2) (261)
7632 F 25 Secretor de GH 28 ¢.736G>T (p.Glu246*) 0 LP (PVS1, PM2) Nio
Variantes benignas
8313 M 18 Secretor de PRL >10 c.47G>A (p.Arg16His) 0,0020820 B (BS1, BS2, BP1, (262)
BP4, BP6)
7637 F 20 Secretor de GH 34 ¢.132C>T (p.Asp44Asp) 0,0079840 B (BA11,31;§)4 » BP6, (263)
Secretor de (263)
B (BA1, BP4, BP6,
8189 M 33 GH/PRL/FSH/LH >10 ¢.132C>T (p.Asp44Asp) 0,0079840 BP7)
2820 F . Secretor de PRL 2 ¢132C>T (p.ASp44Asp) 0.0079840 B (BAll,sl]il;)z;, BP6, (263)
PRL B (BA1, BP4, BP
8094 F 40 Secretor de 31 ¢.132C>T (p.Asp44Asp) 0,0079840 ( 11,3P7)4 » BP6, (263)
B (BS1, BS2, BP4,
c.753G>A (p.Leu2s1Leu 0,0001
8343 F 40 Secretor de GH 27 753 c *EE.C>A 5 ) o 000432; BP7) (264)
) ’ B (BS1, BS2, BP4)
.891C>A (p.Ala2g7Ala) 0,0018130 B (BS1, BS2, BP4,
F Secretor de ACTH ¢
8330 28 1 c.*64G>A 0,0054470 BP6, BP7) (86, 265)
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. ~ Idade de Variante (nivel do Frequéncia Classificacao .
Identificacido . L . . Tamanho do L. . 1s NP Publicado
Sexo diagnodstico Tipo do adenoma nucleodtido, proteina) alélica ACMG (critérios) .
do doente adenoma (mm) anteriormente
(anos) @ GnomAD (b)
B (BS1, BS2, BP4,
BP6)
8075 F 17 Secretor de PRL >10 ¢.896C>T (p.Ala2ggVal) 0,0005441 B (BS1],31132)2 , BPL, (87)
7995 F 26 Secretor de PRL 12 ¢.896C>T (p.Ala2ggVal) 0,0005441 B (BS1],31E)%j)2 » BP1, (87)
8182 F 30 Secretor de PRL 15 ¢.896C>T (p.Ala2ggVal) 0,0005441 B (BS11,353)2 - BP1, (87)
8079 F 36 Secretor de ACTH 14 ¢.896C>T (p.Ala2ggVal) 0,0005441 B (BSII’gEj)Q » BPL, (87)
8158 M 37 Secretor de GH >10 ¢.896C>T (p.Ala2ggVal) 0,0005441 B (BSII’lejjf’ BP1, (87)
8179 M 28 Secretor de PRL >40 ¢.*60G>C 0,0078700 B (BS1],31]§2)2 » BP4, (266)
7870 M 29 Secretor de PRL 26 c.*60G>C 0,0078700 B (BSIﬁf’g?’ pr (266)

F, feminino; M, masculino; ACTH, hormona adrenocorticotréfica; FSH, hormona foliculo-estimulante; GH, hormona de crescimento; LH, hormona luteinizante; PRL, prolactina;

mm, milimetros; gnomAD, Genome Aggregation Database.

@ Todas as variantes eram heterozigdticas e a numeracao dos nucleétidos foi baseada na sequéncia de referéncia do transcrito codificante NM_003977.4.

() A classificagdo de variantes do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (P, patogénica; LP, provavelmente patogénica; B, benigna) foi baseada na evidéncia

de patogenicidade (very strong (PVS1), moderate (PM1-6), ou supporting (BP1-7)). As classificagdbes ACMG foram baseadas na ferramenta VarSome (https://varsome.com/),

acedida a 27 de dezembro de 2022.
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| [\MMAMNMM MAAMXAAMM

GCCGGGCTCGT ACCATGCGAGARAG csncccceeass GTCGAGGAGTACT

ACACGTGGCAAGCC ACCATGNGAGARAG GGACCCCTGGAGGG GTCGAGNAGTACT
¢.158_165delGCCGGGCT €.2410T c.343delC c.736G>T
p.Ser53Thrfs*36 p.Arg81* p.Leull5Trpfs*41 p.Glu246*

Figura 12. Mutacoes AIP identificadas em doentes. Para cada mutacao (A-D), sdo mostradas as sequéncias
de DNA de um individuo normal (acima) e do doente (abaixo). As posi¢des das mutacdes sdo indicadas por
asteriscos. Todas as mutagbes eram heterozigéticas. Para maior clareza, as mutacgoes de delecido (A e C) sdo

mostradas apenas nas sequéncias clonadas dos alelos mutados.

c.158_165del
Gene AIP c.241C>T c.343del ¢.736G>T
— |2 2 3 a4 HsH e -
p.5er53Thrs*36 ) eu115Trpfs*a1
Proteina AIP p-”l’gsl* p.Gli245*
NH2 — PPlase do tipo FKBP TPR || TPR || TPR | |~ COOH

Figura 13. Localizacao das mutacgoes identificadas no gene AIP no nivel da proteina. COOH, extremidade
carboxi-terminal; FKBP, proteina de ligacao a FK506; PPlase, dominio peptidil-prolil cis/trans isomerase;

NH2, extremidade amino-terminal; TPR, dominios de repeticao de tetratricopeptideo.

3.2.2 Caracteristicas clinicas dos doentes com mutacoes AIP

Doente 8215

Uma mulher de 20 anos de idade apresentou-se com amenorreia secundaria. A
amenorreia tinha sido atribuida a anorexia nervosa diagnosticada aos 15 anos, mas nao
houve reversao com a recuperacao do peso corporal. A doente também relatava cefaleias
frontais, hipersudorese e tracos faciais grosseiros. Negava quaisquer defeitos visuais. A

sua altura e peso eram de 167 cm e 59 kg, respetivamente. A anélise ao sangue revelou
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GH 14 ng/mL (valor de referéncia (VR) <8), fator de crescimento semelhante a insulina
1 (IGF1) 1100 ng/mL (VR 102-231), FSH 5,4 mUI/mL (VR 1,2—9), LH 2,1 mUI/mL (VR
1,1-11,6), estradiol < 5 pg/mL, PRL 45 ng/mL (VR 4,7—23,0), ACTH 30 pg/mL (VR 7,2—
63,3), cortisol 15,1 ug/dL (VR 6,2—18,0), TSH 1,6 mUI/mL (VR 0,3—4,2) e T4 livre (FT4)
1,1 ng/dL (VR 0,85-1,7). O teste oral de tolerancia a glucose (TOTG) demonstrou falha
na supressao de GH, com um nadir de GH de 1,4 ng/mL. A RM mostrou a presenca de
um adenoma hipofisario de 20 mm. Foi feito diagnostico de acromegalia e a doente foi
submetida a cirurgia transesfenoidal com excisdo do macroadenoma hipofisario. A
histopatologia revelou um adenoma hipofisario com predominio de células acidéfilas. Os
exames pos-cirurgicos revelaram normalizacao dos niveis de GH, mas persisténcia do
hipogonadismo hipogonadotroéfico. Aos 29 anos, a doente foi submetida a tratamento de
fertilidade que resultou numa gravidez gemelar. No ultimo acompanhamento, aos 37
anos, os exames de sangue revelaram GH basal 0,42 ng/mL (VR < 8), IGF1 102 ng/mL
(VR 102-231), FSH 1,4 mUI/mL (VR 1,2—9 ), LH 0,16 mUI/mL (VR 1,1-11,6), estradiol
< 5 pg/mL, PRL 14,8 ng/mL (VR 4,7-23,0), ACTH 22,2 pg/mL (VR 7,2-63,3), cortisol
16,1 ug/dL (VR 6,2—18,0), TSH 0,95 mUI/mL (VR 0,3—4,2) e FT4 1,2 ng/dL (VR 0,85—
1,7). Nao havia historia familiar conhecida de adenomas hipofisarios. A analise genética
revelou uma mutagdo heterozigbtica no gene AIP (c.158_165delGCCGGGCT,
p-Ser53Thrfs*36) na doente. Nenhum outro membro da familia estava disponivel para

rastreio genético.

Doente 7879

Um homem de 23 anos apresentou-se no servico de urgéncia com histérico de
cefaleias frequentes e fortes, sem defeitos visuais. A RM mostrou um tumor hipofisario
de 20 x 18 mm com extensao supra-selar em contacto com o quiasma 6tico e evidéncia
de hemorragia no tumor. Registou-se crescimento acral e prognatismo. A sua altura e
peso eram de 189 cm e 97 kg, respetivamente. O nivel sérico de IGF1 era de 704 ng/mL
(VR 115-340), o nivel basal de GH era de 6,40 ng/mL e o de PRL era de 17,40 ng/mL (VR
4,04-15,20), enquanto os niveis de FT4, TSH, cortisol e eletrélitos estavam dentro dos
valores normais. O TOTG demonstrou falha na supressao de GH com um nadir de GH
de 5,82 ng/mL. Foi feito o diagnostico de acromegalia e proposto -cirurgia
transesfenoidal. Entretanto, apresentou-se no servico de urgéncia com cefaleias
refratarias, défice visual e ptose. A RM mostrou um tumor de 24 x 22 x 26 mm com
extensao supra-selar e cavernosa e hemorragia aguda no tumor. O doente foi submetido

a cirurgia transesfenoidal e o exame histopatoldgico revelou um adenoma hipofisario
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com células imunorreativas frequentes para a GH e mais raras para a PRL e com areas
de hemorragia intra-tumoral recente e antiga, sugestivas de apoplexia hipofisaria. Os
exames pos-cirurgicos revelaram deficiéncias de cortisol e tiroxina que foram corrigidas
com hidrocortisona 15 mg/dia e levotiroxina 50 ug/dia. No dltimo acompanhamento,
oito meses apos a cirurgia, os niveis de PRL e testosterona estavam normais, o nivel de
IGF1 era de 127 ng/mL (VR 115-340) e o nivel mais baixo de GH pos-glicose era de 0,1
ng/mL. O doente iniciou reducdo das dosagens da terapia de reposicao. Nao havia
histéria familiar conhecida de adenomas hipofisarios. A analise genética revelou
mutacao heterozigdtica no AIP (c.241C>T, p.Arg81*) no doente e no seu pai

assintomatico, que foi encaminhado para avaliacdo clinica, bioquimica e imagiologica.

Doente 7329

Um menino de 13 anos foi observado devido a alta estatura. Desde os 8 anos de idade
demonstrou aumento da velocidade de estatura e comegou a ultrapassar os percentis de
estatura, permanecendo acima do percentil 97. O doente também relatava cefaleias
frontais ha 2 anos, mas sem manifestacao de defeito visual. A sua altura e peso eram de
180,8 cm (+3,3 DP) e 57 kg, respetivamente. O doente exibia tracos faciais grosseiros
com protuberancias frontais e prognatismo leve, maos e pés grandes. O seu estado
pubertério era compativel com estadio 5 de Tanner (volume testicular 20 mL). O historial
médico anterior nao apresentava alteracoes. A altura média dos pais era de 178,5 cm. A
investigacao hipofisaria basal mostrou niveis aumentados de IGF1 (587,5 ng/mL, VR 74—
450), GH aleatorio 11,3 ng/mL (VR 0,12—8,1), hiperprolactinemia com PRL 35,1 ng/mL
(VR 4,4-19), hipotiroidismo central com TSH 2,3 uUI/mL (VR 0,51—4,30) e FT4 6,96
pmol/L (VR 12,6—21), cortisol matinal de 10,3 pg/dL (VR 6,2—12,5), testosterona total
238 ng/dL (VR 105-545), FSH 3,49 U/L (VR 1,5-8,6), LH 1,64 U/L (VR 1,7-8,6). O
TOTG demonstrou falha na supressao de GH, com um nadir de GH de 8,1 ng/mL. A RM
da regido selar mostrou um adenoma hipofisario, medindo 13 x 12 x 14 mm, sem sinais
de invasao do seio cavernoso, extensao supra-selar ou compressao do quiasma 6tico. Os
exames de campo visual foram normais. A idade 6ssea era coincidente com a idade
cronologica. Foi feito um diagnostico de gigantismo hipofisario devido a um
macroadenoma hipofisario secretor de GH e hipotiroidismo central associado. Foi
iniciado tratamento com levotiroxina e o doente foi submetido a cirurgia transesfenoidal
com excisao do macroadenoma hipofisario, sem intercorréncias. A histopatologia
revelou adenoma mamosomatotrofico com indice Ki-67 <1%. Trés meses apos a cirurgia,

apresentou normalizacdo dos niveis de IGF1, o nadir de GH durante o TOTG foi <1
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ng/mL e nenhum tumor residual foi encontrado na RM. Observou-se também a
recuperacao do hipotiroidismo central apdés a cirurgia, encontrando-se o doente
atualmente em estado eutiroideu sem tratamento com levotiroxina. O doente manteve-
se em remissao sete anos apods a cirurgia com IGF1 sérico de 308 ug/L (VR 93—449),
nivel nadir de GH < 1 ng/mL durante TOTG e altura de 189,5 cm. Nao era conhecida
historia familiar de adenomas hipofisarios. A analise genética revelou uma mutacao
heterozigética no gene AIP (c.343delC, p.Leu115Trpfs*41) no doente. Nenhum outro

membro da familia estava disponivel para rastreio genético.

Doente 7632

Uma mulher de 25 anos apresentava caracteristicas faciais acromegélicas,
crescimento acral e amenorreia secundaria. A sua altura e peso eram de 159 cm e 61 kg,
respetivamente. As analises ao sangue revelaram GH basal 29,8 ng/mL (VR 0,06—5,0),
IGF1 895 ng/mL (VR 117-329), FSH 3,2 mUI/mL (VR 1,2—9), LH 1,69 mUI/mL (VR 1,1—
11,6), estradiol 15 pg/mL (VR 15-160), PRL 42 ng/mL (VR 3,46-19,4), ACTH 30,5
pg/mL (VR 5—46), cortisol 9,8 ug/dL (VR 5-25), TSH 1,95 mUI/mL (VR 0,4—4,0) e FT4
0,8 ng/dL (VR 0,8-1,9). O TOTG nao conseguiu suprimir os niveis de GH. A RM revelou
um adenoma hipofisario de 28 x 25 x 12 mm com invasao do seio cavernoso esquerdo,
extensdo supra-selar e compressao do quiasma 6tico. A doente foi submetida a uma
cirurgia transesfenoidal sem sucesso, seguida de craniotomia pterional, com excisdo
subtotal do tumor. A histopatologia revelou um adenoma hipofisirio com
imunorreatividade para GH e Ki-67 < 2%. Dois meses mais tarde, os niveis de GH
permaneceram inalterados e os niveis de IGF1 foram de 547 ng/mL (VR 117-329). A
anélise de outras hormonas hipofisarias revelou pan-hipopituitarismo, tendo sido
iniciada terapia de substituicio hormonal. O teste de octredtido resultou numa
diminuicao de 63% dos niveis de GH. A doente iniciou tratamento com lanreo6tido 120
mg a cada quatro semanas e cabergolina 2 mg por semana, o que resultou numa resposta
parcial. Seis meses mais tarde, a RM mostrou persisténcia de um grande residuo
tumoral. Dezoito meses depois, a doente foi submetida a radiocirurgia estereotaxica e
manteve tratamento com lanre6tido e cabergolina. Dois anos apo6s a radiocirurgia, a
doente apresentou melhoria clinica, bioquimica e imagiologica, sendo o tratamento
farmacologico reduzido gradualmente para lanre6tido 120 mg a cada nove semanas e
cabergolina 0,5 mg por semana. No ultimo seguimento, nove anos apoés a cirurgia, a
doente interrompeu o tratamento com lanredtido e manteve cabergolina 0,25 mg por

semana e restante terapia de substituicdo hormonal hipofisaria. Os testes subsequentes
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mostraram um nivel de GH poés-glicémia de 2,87 ng/mL, mas com niveis normais de
IGF1. A RM mostrou tumor residual préoximo ao seio cavernoso esquerdo. Nao era
conhecida historia familiar de adenomas hipofisarios. A analise genética revelou uma
mutacao heterozigotica no gene AIP (c.736G>T, p.Glu246*) na doente e na sua mae

assintomatica, que foi encaminhada para avaliacao clinica, bioquimica e imagiologica.
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3.3 Estudo 3 - Identificacao de mutacoes germinativas em
doentes portugueses com macroadenomas hipofisarios
esporadicos de inicio precoce, através da analise de um

painel multigénico

3.3.1 Variantes raras identificadas nos 29 genes analisados

A sequenciacao de exoma completo detetou um total de 154 variantes raras (141
diferentes), com uma frequéncia populacional <0,001, na coorte de 225 doentes, em 25
dos 29 genes analisados. De todas essas variantes, trés foram classificadas como
patogénicas, 13 como provavelmente patogénicas (11 diferentes), 63 como variantes de
significado indeterminado (56), 64 como provavelmente benignas (61 diferentes) e 11
como benignas (10 diferentes) (Anexo 9). Oitenta e quatro (79 diferentes) variantes ainda
ndo foram relatadas na literatura. Todas as variantes foram identificadas em

heterozigotia.

3.3.2 Variantes patogénicas e provavelmente patogénicas

Foram identificadas variantes patogénicas e provavelmente patogénicas (categorias
5 e 4, respetivamente) em 16 (7,1%) doentes portugueses com macroadenomas
hipofisarios esporadicos de inicio jovem. Estas variantes consistiram em quatro
mutacoes no gene AIP (previamente descritas no Estudo 2 - Anexo 2). (p.Ser53Thrfs*36,
p-Arg81*, p.Leu115Trpfs*41, e p.Glu246*), duas mutacoes no gene PMS2 (p.Asn335Ser,
e p.Asp486Glufs*109), duas mutacoes no gene MEN1 (p.Trpi83*, e
p-Arg314_Asp3isdel), duas mutacées no gene VHL (p.Lys196Glu, e p.Glus2*), uma
mutacao no gene MSH2 (p.Arg524His), uma mutac¢io no gene SDHB (p.Ile127Leu), uma
mutacdo no gene TP53 (p.Arg282GIn) e uma mutacao no gene CDH23 (p.Glu2520Lys)
(Tabela 5, Figura 14).
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Tabela 5. Caracteristicas clinicas e genéticas dos doentes com variantes patogénicas e provavelmente patogénicas raras.

Gene (Sequéncia . Idade de X Tamanho do Variante (nivel do Frequéncia Classificacao
. Identificacio . . Tipo de . . Reportado
de Referéncia, diagnéstico adenoma nucleétido, proteina) alélica ACMG
] do doente adenoma . por:
Transcrito) (anos) (mm) @ (gnomAD) (critérios) ™
¢.158_165del GCCGGGCT LP (PVS1,
1(8215) 20 Secretor de GH 20 o) (267)
(p.Ser53Thrfs*36) PM2)
P (PVS1, PP5,
2 (7879) 22 Secretor de GH 26 ¢.241C>T (p.Arg81*) 0 (260)
AIP PM2)
NM .
(NM_003977.3) Secretor de c.343delC LP (PVS:,
3(7329) 13 14 0 (261)
GH/PRL (p.Leu11Trp5fs*41) PM2)
LP (PVSa,
4 (7632) 25 Secretor de GH 28 ¢.736G>T (p.Glu246*) o) PM2) (267)
2
CDH23 ¢.7558G>A LP (PM2, PP3,
5 (7791) 23 Secretor de GH 25 0 (268)
(NM_022124.5) (p.Glu2s20Lys) PP5)
6 (7850) Secretor de P 8G>A (p.Trp183%) P (PVS1, PP5, (142)
7850 32 0 ¢.548G>A (p.Trp183 0 142
MENi GH/PRL PM2)
(NM_130799.2) Secretor de ¢.940_945del CGGGAT LP (PMz2,
7 (7971) 22 40 0 Nao
GH/PRL/TSH (p.Arg314_Asp315del) PM4, PM1)
MSHz 8 (7642) Secretor de PRL G>A (p.Arg524His) LP (PMz, (269)
2 20 ecretor de >10 c.1571G> . 24His 0,0000132 2
(NM_022124.5) 7>4 57 b-Args24 3 PMs5, PP3) 0
PMS2 ¢c.1004A>G LP (PP3, PM2,
9 (8072) 37 Secretor de GH >10 0,0002563 (270)
(NM_000535.7) (p.Asn335Ser) BP6)

sopejnsay "€



Gene (Sequéncia . Idade de X Tamanho do Variante (nivel do Frequéncia Classificacao
. Identificacao . . Tipo de . . Reportado
de Referéncia, Sexo diagnéstico adenoma nucleétido, proteina) alélica ACMG
. do doente adenoma . por:
Transcrito) (anos) (mm) @ (gnomAD) (critérios) ®
c.1004A>G LP (PP3, PM2,
10 (8094) F 40 Secretor de PRL 31 0,0002563 (270)
(p-Asnz3s5Ser) BP6)
Cc.1004A>G LP (PP3, PM2,
11 (8095) F 33 Nao secretor 40 0,0002563 (270)
(p-Asn335Ser) BP6)
c.1458delC LP (PVS:, .
12 (7648) M 25 Secretor de PRL >20 0 Nao
(p.Asp486Glufs*109) PM2)
LP (PM1, PP2,
SDHB
13 (7887) F 21 Secretor de PRL 20 ¢.379A>C (p.Ile127Leu) 0,000004 PM2, PMs5, (192)
(NM_003000.3)
PP3)
LP (PM1,
TF53 (8 ) F 6 Secretor de 845G>A (p.Arg282GlIn) PM2, PM (271)
14 (8079 3 14 c.845G> .Arg282GIn 0,0000132 2, PM5, 271
(NM_000546.6) ACTH P18
PP3, PP5)
LP (PVSa,
15 (6906) F 17 Secretor de PRL >10 ¢.154G>T (p.Glus2*) 0,000018 PM2) (212)
2
VHL
(NM_000551.3) P (PM1, PP2,
16 (7792) M 18 Secretor de TSH 10 ¢.586A>G (p.Lys196Glu) 0 PM2, PP3, (272)
PP5)

~
[y

F, feminino; M, masculino; ACTH, hormona adrenocorticotréfica; FSH, hormona foliculo-estimulante; GH, hormona de crescimento; LH, hormona luteinizante; PRL, prolactina;

TSH, hormona tireoestimulante; mm, milimetros; gnomAD, Genome Aggregation Database.

@ Todas as variantes eram heterozigobticas e a numeracio dos nucleétidos foi baseada na sequéncia de referéncia do transcrito codificante de cada gene (NM). ® A classificacdo

de variantes do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (P, patogénica; LP, provavelmente patogénica) foi baseada na evidéncia de patogenicidade (very

strong (PVS1), moderate (PM1-6), ou supporting (BP1-7)). As classificacoes ACMG foram baseadas na ferramenta de interpretacao de variantes baseada no Franklin (Genoox

Ltd, https://franklin.genoox.com/), acedida em 21 de dezembro de 2023.
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AIP: c.158delGCCGGGCT
p.Ser53Thrfs*36

AlP: ¢.241C>T
p-Arg81*

AIP: c.343delC
p-Leul15Trpfs*41

e ol Nt

ACGACANNNNNNNN

AIP: ¢.736G>T
p-Glu246*

GTCGAGNAGTACT

MENI1: c.940_945delCGGGAT
p.Arg314_Asp315del

TACTATNNNDNNNN

PMS2: c.1458delC
p-Asp486Glufs*109

ACCATGNGARAGAAG

CDHZ23:c.7558G>A
p.Glu2520Lys

AMMMAMM
GTGTATNAGARATSG

MSH2: c.1516G>A
p.Arg524His

QMAAMM
ACTTTCNTGTAABATC

SDHB: ¢.379A>C
pllel27Leu

GACCCCNNNDNNNNN

MEN1: c.548G>A
p.Trpl83*

MMMMM
ATGCCTNGGTAGT

PMS52: c.1004A>G
p.Asn335Ser

s

ATATCANTGTTA AC

VHL: c.154G>T
p.Glu52Ter

TACGGANNNNNNNN

TCAARARAANTCTACC

GCCGAGNRAGGAGA

VHL:c.586A>G TP53; 845G>A
p-Lys196Glu p.Arg282GIn

il i

GTGCAGNARAAGACC GAGACCNGCGCRAC

Figura 14. Variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas identificadas em doentes, nos genes AIP,
CDH23, MEN1, MSH2, PMS2, SDHB, VHL e TP53. As posi¢oes das mutacgdes sdo indicadas por asteriscos.

Todas as mutagdes sdo heterozigoticas.
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3.3.3 Prevaléncia de mutacoes de acordo com a idade do diagnéstico

A prevaléncia de mutacoes foi maior nos doentes com idades mais jovens aquando
do diagnostico. A prevaléncia de mutagoes em doentes diagnosticados até aos 40, 30 e

18 anos foi de 7,1% (16/225), 9,0% (11/122) e 12% (3/25), respetivamente.

3.3.4 Caracteristicas clinicas dos doentes com mutacoes patogénicas

ou provavelmente patogénicas

Doentes 1 (8215), 2 (7879), 3 (7329), 4 (7632)

A caraterizacao clinica e genética destes doentes com mutacoes no gene AIP foi

relatada anteriormente (Ponto 3.2.2).

Doente 5 (7791)

Um homem de 23 anos de idade apresentava caracteristicas faciais acromegalicas,
crescimento acral, hiperidrose, parestesias nas maos e artralgias dos membros
inferiores. A sua altura era de 171 cm. As analises sanguineas revelaram GH basal de 53
ng/mL (intervalo normal (NR) < 8) e IGF1 de 524 ng/mL (NR 122-400). A RM mostrou
um tumor hipofisario de 25 mm com invasdo do seio cavernoso. Foi feito o diagnostico
de acromegalia e o doente foi submetido a tratamento pré-operatdrio com octreétido (10
ug, subcutaneo, tid), que nao normalizou os niveis hormonais, seguido de cirurgia
transesfenoidal com excisao do tumor. A histopatologia revelou um adenoma hipofisario
com imunorreactividade para a GH. Os exames pos-cirargicos revelaram a persisténcia
da hipersecrecdo de GH e o doente foi submetido a radioterapia. No entanto, o doente
continuou a necessitar de tratamento farmacolégico para controlar os niveis de GH,
enquanto desenvolvia deficiéncia das restantes hormonas hipofisarias. No ultimo
seguimento, aos 51 anos de idade, mantinha uma massa selar residual de 15 mm com
extensao ao seio cavernoso direito e apresentava um nivel de IGF1 de 236 ng/mL (NR
48-209). Mantinha-se em tratamento com octreétido de agdo prolongada (30 mg,
intramuscular, uma vez por més), prednisolona, testosterona e levotiroxina. Nao havia
historia familiar conhecida de tumores hipofisarios ou outros tumores enddcrinos. A
analise genética revelou uma mutacao heterozigotica no gene CDH23 (c.7558G>A,

p-Glu2520Lys).

73



3. Resultados

Doente 6 (7850)

Um homem de 32 anos foi trazido ao servico de urgéncia devido a perda de
consciéncia. A RM mostrou uma massa selar e supra-selar de 60 mm de maior diametro,
com hidrocefalia associada. O doente foi submetido a cirurgia com colocacdo de um
shunt ventriculo-peritoneal que resultou na melhoria do seu estado. Apos ter recuperado
a consciéncia, o doente referiu que tinha cefaleias frequentes e perturbacées visuais que
tinham progredido em gravidade ao longo dos ultimos anos. Mais recentemente,
descreveu fraqueza generalizada e episodios frequentes de nauseas e vomitos. Também
referiu hipersudorese, perda de libido e diminui¢do da frequéncia com que se barbeia. O
exame fisico revelou caracteristicas faciais grosseiras, mas sem aumento acral. A sua
altura era de 183 cm. As analises sanguineas revelaram GH basal 287 ng/mL (NR <8),
IGF11932 ng/mL (NR 102-231) e prolactina 4546 ng/mL (NR 4,7-23). Outras avaliacoes
endocrinas revelaram hipogonadismo hipogonadotrofico, hipotiroidismo secundario e
insuficiéncia suprarrenal secundaria. Foi-lhe diagnosticado um macroadenoma
hipofisario misto secretor de GH/prolactina. Iniciou tratamento com cabergolina e
octredtido de acao prolongada, e terapéutica de substituicio com hidrocortisona,
tiroxina e testosterona. Manteve-se controlado com este tratamento durante os seis anos
seguintes. A RM mostrou apenas uma massa residual no seio cavernoso direito. As
analises sanguineas revelaram GH basal < 0,05 ng/mL (NR <8), IGF1 140 ng/mL (NR
102-231) e prolactina 14 ng/mL (NR 4-15). Manteve tratamento com octre6tido de acao
prolongada (20 mg, intramuscular, uma vez por més), cabergolina (0,5 mg, trés vezes
por semana), prednisolona, testosterona e levotiroxina. Nao havia histéria familiar
conhecida de tumores hipofisarios ou outros tumores endoécrinos. A analise genética
revelou uma mutacao no gene MEN1 em heterozigotia (c.548G>A, p.Trp183Ter). Foi
entao efetuado um rastreio bioquimico para MEN1, que revelou calcio sérico 11,7 mg/dL
(NR 8,6-10,2), fosforo 3,0 mg/dL (NR 2,5-4,5) e hormona paratiroideia (PTH) 101
pg/mL (NR 10-65).

Doente 7 (7971)

Uma mulher de 22 anos apresentou-se com amenorreia secundaria e galactorreia.
N3ao tinha historial de cefaleias ou defeitos visuais. As analises ao sangue revelaram
prolactina 3736 ng/mL (NR 4,7-23,0). Os resultados da quimica sanguinea, incluindo o
calcio, eram normais e nao apresentava outras alteracoes hormonais hipofisarias. A RM
mostrou um tumor hipofisario de 30 x 25 mm com extensao para o seio cavernoso

esquerdo. Foi-lhe diagnosticado um macroprolactinoma. Iniciou tratamento com
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bromocriptina (dose maxima de 25 mg por dia), com restabelecimento dos ciclos
menstruais e reducao do diametro do tumor. Foi perdida no seguimento durante quatro
anos e, quando regressou, o volume do adenoma tinha aumentado e os niveis de
prolactina eram tao elevados como na observacao inicial. Parou a medicagdo. A partir
dai, passou a faltar frequentemente as consultas de seguimento e ao cumprimento da
medicacdo. Aos 30 anos, foi submetida a um teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)
que revelou falha na supressao de GH, com um nadir de GH de 5,82 ng/mL. Os seus
niveis de IGF1 eram de 381 ng/mL (NR 96-502). Foi submetida a cirurgia transesfenoidal
com remocao parcial do adenoma. A imunohistopatologia revelou um adenoma pluri-
hormonal positivo para prolactina, GH, FSH e subunidade alfa. Os exames pos-
cirurgicos nao revelaram défices hormonais hipofisarios e havia um pequeno tumor
remanescente junto ao seio cavernoso esquerdo. Aos 33 anos, teve uma gravidez
espontanea e nasceu um bebé normal por cesariana. Nao tomou qualquer medicacao
durante a gravidez. Dois meses ap06s o parto, foi-lhe prescrita bromocriptina, tendo-se
verificado novamente uma adesao irregular e o recrudescimento do tumor. Aos 40 anos
de idade, foi submetida a radioterapia. No altimo seguimento, aos 42 anos, estava sob
cabergolina 0,75 mg duas vezes por semana e terapéutica estroprogestativa. As analises
sanguineas revelaram prolactina 898 ng/mL (NR 4,7-23,0), GH aleatoria 1,38 ng/mL
(NR <8), IGF1 195 ng/mL (NR 43-209) e niveis normais de hormona tiroideia e cortisol.
A RM mostrou que o tumor residual tinha um pequeno aumento de volume que se
estendia ao seio cavernoso direito. Foi planeada uma segunda intervencao cirdrgica. Nao
havia histéria familiar conhecida de tumores hipofisarios ou outros tumores endocrinos.
A analise genética revelou uma mutacdo no gene MEN1 em heterozigotia
(c.940_945delCGGGAT, p.Arg314_Asp3i5del). Enquanto decorriam os estudos
genéticos, o pai foi diagnosticado com hiperparatiroidismo primario na investigacao de
nefrolitiase. Testes subsequentes revelaram hiperparatiroidismo priméario na doente e
no seu irmao assintomatico. A doente foi submetida a uma paratiroidectomia de trés

paratiroides e meia. Até ao momento nao foram encontradas alteracoes pancreéticas.

Doente 8 (7642)

Uma mulher de 20 anos foi diagnosticada com um prolactinoma noutra instituicao,
depois de se ter queixado de amenorreia secundaria desde os 16 anos. Foi tratada com
bromocriptina, mas interrompeu o tratamento ao fim de quatro anos. Os seus resultados
laboratoriais e imagiologicos nao estavam disponiveis. Foi observada mais tarde, aos 27

anos de idade, devido aos mesmos sintomas. As suas analises sanguineas revelaram uma
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prolactina de 861 ng/mL (NR 3,46-19,4). A RM mostrou um macroadenoma hipofisario
(tamanho exato nao disponivel) com extensao ao seio cavernoso esquerdo. Retomou o
tratamento com bromocriptina (dose maxima de 10 mg por dia) com boa resposta. Aos
31 anos, a RM mostrou um adenoma residual com 7 mm. Teve duas gravidezes sem
intercorréncias, durante as quais o tratamento foi suspenso. No altimo seguimento, aos
44 anos, estava sob bromocriptina (1,25 mg por dia) e terapéutica estroprogestativa. As
anéalises sanguineas revelaram uma prolactina de 22,7 ng/mL (NR 3,46-19,4) e a RM nao
revelou qualquer evolucdo do tumor. Nesta altura, a doente nao tinha antecedentes
pessoais de outros tumores. Nao havia histéria familiar conhecida de tumores
hipofisarios ou outros tumores endécrinos. Referiu que o seu pai tinha cancro colorrectal
e da laringe, a sua tia materna tinha cancro da mama e o seu avo materno tinha cancro
gastrico. A analise genética revelou uma mutacao heterozigotica no gene MSH2

(c.1571G>A, p.Arg524His).

Doente 9 (8072)

Um homem de 37 anos apresentou-se com apneia do sono e caracteristicas
acromegalicas. Os testes laboratoriais confirmaram a hipersecrecio de GH e a TAC
mostrou um macroadenoma hipofisario (tamanho exato nao disponivel). O doente foi
submetido a cirurgia transesfenoidal para remocdo do tumor. A histopatologia revelou
um adenoma da hip6fise com expressao de GH. As anélises laboratoriais subsequentes
revelaram uma normalizacdo dos niveis hormonais. No tltimo seguimento, aos 72 anos,
mantinha niveis hormonais normais, com GH aleatéria 0,09 ng/mL (NR < 3) e IGF1 147
ng/mL (NR < 184). Nesta altura, ndo tinha antecedentes pessoais de outros tumores.
Nao havia histéria familiar conhecida de tumores hipofisarios ou outros tumores
endocrinos. Referiu que a sua mae tinha cancro colorrectal e o seu pai cancro da prostata.
A andlise genética revelou uma mutacao heterozigotica no gene PMS2 (c.1004A>G,

p-Asn335Ser).

Doente 10 (8094)

Uma mulher de 40 anos apresentou sintomas de alteracoes da visao, amenorreia e
galactorreia. As analises ao sangue revelaram prolactina 2338 ng/mL (NR 4,8-23,3), sem
outras anomalias hormonais. A RM da regiao selar revelou um tumor hipofisario com 31

mm. Foi feito o diagnostico de macroprolactinoma. Foi submetida a uma cirurgia
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transesfenoidal para descomprimir a via otica. O exame histopatolégico revelou um
adenoma hipofisario com coloracao para prolactina. Iniciou tratamento com agonistas
dopaminérgicos e os niveis de prolactina normalizaram ao fim de trés meses. Contudo,
trés anos mais tarde, os niveis de prolactina aumentaram para 559 ng/mL (NR 4,8-23,3)
e a RM mostrou um crescimento supra-selar do tumor. Foi submetida a uma nova
cirurgia transesfenoidal com remocao parcial do tumor e a histopatologia revelou um
adenoma hipofisario, desta vez com expressao de prolactina e GH. No ano seguinte, foi
também submetida a radioterapia selar fracionada. Manteve tratamento com agonistas
dopaminérgicos e obteve normalizacdo dos niveis de prolactina. Apresentou
manifestacoes bioquimicas e clinicas de hipopituitarismo e foi submetida a reposicao
hormonal com prednisolona e levotiroxina. No ultimo seguimento, aos 56 anos,
mantinha este estado e a RM mostrava um tumor residual da hip6fise com necrose
central. Nessa altura, a doente nao tinha antecedentes pessoais de outros tumores. Nao
havia histéria familiar conhecida de tumores hipofisarios ou outros tumores endécrinos.
Referiu que o seu pai teve um tumor intracraniano nao especificado. A analise genética

revelou uma mutacao heterozigética no gene PMS2 (c.1004A>G, p.Asn335Ser).

Doente 11 (8095)

Uma mulher de 33 anos foi diagnosticada com um adenoma hipofisario gigante
(40 mm), depois de se queixar de defeitos visuais. Foi submetida a cirurgia
transesfenoidal, tendo sido posteriormente reoperada por via transcraniana devido ao
agravamento da visao. Foi também submetida a radioterapia externa fracionada. Os seus
resultados laboratoriais e imagioldgicos nao estavam disponiveis, mas assumiu-se que
tinha um adenoma hipofisario nao funcionante. Foi observada novamente, aos 66 anos
de idade, onde se verificou que tinha hipopituitarismo parcial. Tem sido tratada com
prednisolona e levotiroxina. No dltimo seguimento, aos 71 anos, a RM mostrava um
alargamento da sela turca e restos de tumor com componente quistico-necroético,
estendendo-se para o seio cavernoso direito e provocando desvio da haste hipofisaria.
Nesta altura, a doente nao tinha antecedentes pessoais de outros tumores. Nao havia
historia familiar conhecida de tumores hipofisarios ou outros tumores enddcrinos. A
analise genética revelou uma mutacao heterozigética no gene PMS2 (c.1004A>G,

p-Asn335Ser).

77



3. Resultados

Doente 12 (7648)

Um homem de 25 anos foi diagnosticado com um prolactinoma, apds queixas de
disfuncao erétil. Foi tratado com cabergolina (0,5 mg, uma vez por semana). Os seus
resultados laboratoriais e imagiologicos nao estavam disponiveis, mas referiu niveis de
prolactina >600 ng/mL na altura do diagnéstico. Foi observado, novamente, com 48
anos de idade. Os seus niveis de prolactina eram de 20,4 ng/mL (NR 3,46-19,4) e a RM
mostrava um tumor hipofisario com 24 mm e necrose parcial. Manteve o tratamento com
cabergolina. Nesta altura, nao tinha antecedentes pessoais de outros tumores. Nao havia
histéria familiar conhecida de tumores hipofisarios ou outros tumores enddcrinos.
Referiu que o seu pai tinha cancro colorrectal. A anélise genética revelou uma mutacao

heterozigotica no gene PMS2 (c.1458delC, p.Asp486GlufsTer109).

Doente 13 (7887)

Uma mulher de 21 anos apresenta-se com amenorreia secundaria e galactorreia.
Referiu que, desde a menarca aos 10 anos de idade, os seus ciclos menstruais eram
irregulares, o que a levou a tomar uma pilula contraceptiva oral entre os 14 e os 18 anos
deidade. Ap6s a paragem da pilula, nao voltou a ter ciclos menstruais. Desenvolveu entao
galactorreia bilateral e cefaleias ocasionais. Nao referiu alteracoes visuais ou outras
queixas. O exame fisico ndo apresentava alteragdes. As analises ao sangue revelaram
prolactina 931 ng/mL (NR 4,7-23). Nao apresentava outras alteragoes hormonais
hipofisarias. A TAC revelou um tumor hipofisario de 20 mm com extensao supra-selar.
Foi-lhe diagnosticado um macroprolactinoma. Iniciou tratamento com cabergolina (0,5
mg, duas vezes por semana). Quatro meses mais tarde, enquanto aguardava reavaliacao,
apresentou um quadro agudo sugestivo de apoplexia hipofisaria. A RM confirmou a
presenca de um tumor hipofisario com hemorragia intratumoral. A doente foi tratada de
forma conservadora. Os exames subsequentes revelaram a ocorréncia de
hipopituitarismo. A doente iniciou uma terapéutica de substituicao com hidrocortisona,
tiroxina e desmopressina. No tltimo seguimento, aos 28 anos de idade, a doente
continuava a ser tratada com cabergolina (0,5 mg, duas vezes por semana) e com
terapéutica de substituicao para o hipopituitarismo. A RM nao revelou qualquer sinal de
tumor residual. Nessa altura, a doente nao tinha antecedentes pessoais de outros
tumores. Nao havia historia familiar conhecida de tumores hipofisarios ou outros
tumores enddcrinos. A analise genética revelou uma mutacao heterozigbtica no gene

SDHB (c.379A>C, p.Ile127Leu).
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Doente 14 (8079)

Uma mulher de 36 anos foi diagnosticada com um macroadenoma hipofisario apos
ter apresentado amenorreia secundaria. A RM mostrou um tumor hipofisario com 14
mm e um componente predominantemente cistico. Os seus niveis de prolactina eram de
82 ng/mL (NR 3,46-19,4). Iniciou cabergolina (0,25 mg, uma vez por semana) e retomou
ciclos menstruais normais. Dois anos mais tarde, foi observada devido a defeitos visuais.
Os seus testes laboratoriais eram compativeis com a doenca de Cushing, embora nao
houvesse sinais ou sintomas 6bvios da doenca. A RM revelou um tumor hipofisario com
15 mm e uma 4area central de necrose. Foi submetida a cirurgia transesfenoidal para
remocao do adenoma e a analise imunohistoquimica revelou que este expressava ACTH.
As anélises ao sangue e os exames imagiologicos revelaram que a cirurgia tinha sido
curativa. Dez anos mais tarde, foi readmitida devido a recidiva bioquimica da doenca de
Cushing. A RM mostrou um tumor hipofisario com 9 mm. Foi efetuada uma nova
cirurgia transesfenoidal para remocdo do tumor. No entanto, desta vez, a
imunohistoquimica do tumor foi negativa para ACTH. No tltimo seguimento, aos 50
anos de idade, mantinha-se bem, com analises sanguineas normais e sem evidéncia de
tumor na RM. Nessa altura, a doente nao tinha antecedentes pessoais de outros tumores.
Nao havia historia familiar conhecida de tumores hipofisarios ou outros tumores
endocrinos. A doente referiu que o seu avo paterno tinha tido cancro colorrectal e que o
seu avd materno tinha tido um tumor cerebral. A analise genética revelou uma mutacao

heterozigotica no gene TP53 (NM_000546.6: ¢.845G>A, p.Arg282GIn).

Doente 15 (6906)

Uma rapariga de 17 anos apresentou-se com amenorreia primaria. Os seus niveis
de prolactina eram superiores a 1000 ng/mL. A RM mostrou um macroadenoma
hipofisario (tamanho exato ndo disponivel) que invadiu o seio cavernoso esquerdo.
Iniciou tratamento com bromocriptina e depois cabergolina, com normalizacdo dos
niveis de prolactina. No tltimo seguimento, aos 35 anos, mantinha-se bem, com niveis
normais de prolactina e um tumor hipofisario residual (< 10 mm). Nessa altura, a doente
nao tinha antecedentes pessoais de outros tumores. Nao havia histéria familiar
conhecida de tumores hipofisarios ou outros tumores endocrinos. A analise genética

revelou uma mutacao heterozigética no gene VHL (c.154G>T, p.Glus2Ter).
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Doente 16 (7792)

Uma descrigao clinica completa deste doente foi relatada (273). Em resumo, um
homem de 19 anos apresentou sintomas de alteracoes de humor e perda de peso, tendo-
se verificado que sofria de tirotoxicose com TSH inapropriadamente elevada. As analises
ao sangue revelaram TSH 1,6 mU/L (NR 0,27-4,2), triiodotironina livre (FT3) 7,79
pg/mL (NR 2,0-4,4) e tiroxina livre (FT4) 1,76 ng/dL (NR 0,93-1,7). A RM da regido selar
mostrou um tumor hipofisario com 10 mm. Um teste de estimulacdo com a TRH revelou
uma resposta anormal de TSH reduzida. Um teste genético para o gene THRB nao
revelou quaisquer alteracdes que indicassem resisténcia as hormonas tiroideias. Foi feito
o diagnostico de adenoma hipofisario secretor de TSH. O doente iniciou tratamento com
um analogo de somatostatina de acao prolongada, que normalizou os niveis de hormonas
da tiroide ao fim de dois meses. O doente foi entdo submetido a uma cirurgia
transesfenoidal para remocdo do adenoma, no entanto, a histopatologia nao revelou
evidéncia de neoplasia. Embora o doente tenha permanecido eutiroideu durante os trés
anos seguintes, verificou-se um aumento gradual dos niveis de TSH, FT4 e FT3 ao longo
do tempo. Cinco anos apoés a cirurgia, o doente voltou a apresentar manifestacoes
bioquimicas e clinicas de tirotoxicose e a RM revelou um novo tumor hipofisario de 8
mm. Foi realizada uma segunda cirurgia transesfenoidal e a analise imunohistoquimica
revelou um adenoma hipofisario com expressao do fator de transcricio PIT1 e
positividade para TSH e prolactina. O doente foi considerado cirurgicamente curado e o
ultimo seguimento, aos 25 anos de idade, mostrou que se encontrava clinica e
bioquimicamente eutiroideu, sem necessidade de tratamento adicional. Nessa altura, o
doente nao tinha antecedentes pessoais de outros tumores. Nao havia historia familiar
conhecida de tumores hipofisarios ou outros tumores endocrinos. A analise genética

revelou uma mutacao heterozigética no gene VHL (c.586A>G, p.Lys196Glu).
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3.4 Estudo 4 — Estudo de associacao genética caso-controlo

O genotipo e as frequéncias alélicas de NEBL rs2359536, PCDH15 rs10763170 e
CDK8 rs17083838 observadas nos casos e controlos estao apresentados na Tabela 6. As
frequéncias genotipicas observadas nao se desviaram do equilibrio de Hardy-Weinberg,
o que de outro modo sugeriria viés de selecao, estratificacao populacional ou erros de
genotipagem. O alelo menor CDK8rs17083838 (alelo A) foi significativamente associado
com adenomas hipofisarios esporadicos sob um modelo de hereditariedade aditivo (OR
1,73, IC 95% 1,19—2,50, p = 0,004) e dominante (OR 1,82, 95 % CI 1,24—-2,68, p = 0,002)
(Tabela 6). Essas associacOes permaneceram estatisticamente significativas, mesmo
apoOs a aplicacao da correcao conservadora de Bonferroni (p<0,0167). Para os SNPs
NEBL rs2359536 e PCDH15 rs10763170, nao foram observadas diferencas significativas

entre casos e controlos.

Na anéalise com base no subtipo de tumor, o alelo menor de PCDH15 rs10763170
(alelo T) foi associado a somatotrofinomas sob um modelo de hereditariedade dominante
(OR 1,55, IC 95% 1,02—-2,35, p = 0,035) (Tabela 7); no entanto, essa associacao deixou
de ser significativa ap0s a aplicacdo da correcdo de Bonferroni. Para os restantes subtipos

e tamanhos de tumores, nao foram observadas associacgoes.

O ntimero combinado de alelos menores (de risco) de NEBL, PCDH15 e CDK8 que
cada individuo possuia nao foi significativamente associado ao risco de adenomas

hipofisarios (Tabela 8).

Tabela 6. Distribuicdo dos genétipos e alelos NEBL, PCDHi5 e CDK8 em adenomas hipofisarios

esporadicos e controlos.

NEBL Casos,n Controlos, Valor OR ajustado Valor de p

rs2350536 (%) ne  ORUCM  gep  (cos%)T  ajustado
TT 225(39,5) 213(39,0)
Genotipos TC 271(47,5)  258(47,3)
CC 74(13,0)  75(3,7)  0,94(0,66-1,32)" 071  0,89(0,63-1,27) 0,53
721 (63,2) 684 (62,6)
Alelos
419 (36,8) 408 (37,4)  0,97(0,82-1,16)§ 0,76 0,95 (0,80-1,13) ¢ 0,57
PCDH15
rs10763170
CC 184(32,3) 180(33,0)
Genoétipos CT 276 (48,4) 247 (45,2)
TT 110(19,3) 119 (21,8) 0,86 (0,64-1,15)7 0,30 0,86 (0,64-1,15)1 0,31

Alelos C 644 (56,5) 607 (55,6)
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T 496 (43,5) 485(44,4) 0,97(0,82-1,14) 8 0,67 0,96 (0,81-1,13) ¢ 0,62

CDKS8
rs17083838

GG 487(854) 498 (91,2)
Genoétipos GA 82 (14,4) 46 (8,4)

AA 1(0,2) 2(0,4) 1,77 (1,21—2,58) T 0,003 1,82 (1,24—2,68) T 0,002
1056
1042 (95,
Alelos (92,6) 42 (95,4)

A 84(7,3) 50 (4,6) 1,67 (1,16-2,41)¢ 0,005  1,73(1,19-2,50) 8 0,004

n, nimero; OR, razdo de probabilidades; IC, intervalo de confianca, i ajustado por sexo e idade; T modelo
recessivo; T modelo dominante; § modelo log-aditivo.

Tabela 7. Distribuicdo de genoétipos e alelos PCDH15 em somatotrofinomas e todos os outros tipos de

adenomas.
Todos os Valor de
PCDH15 Somatotrofinoma outros tipos OR (95% IC) Valor OR ajustado
rs10763170 s, n (%) de adenomas, 957 dep (95% IC) * a.usfa do
n (%) J
cc 41(25,5) 138 (34,6)
Genotipos  CT 85 (52,8) 193 (48,4)
1,55 (1,03— 1,55 (1,02-2,
TT 35 (21,7) 68 (17,0) 525 ég)Tg 0,036 "% ¥ 35) 0,085
C 167 (51,9) 469 (58,8)
Alelos 1,32 (1,02—1,72) 1,31 (1,00-1,71)
T 155 (48,1) 329 (41,2) s 0,035 U7y 7 0,046

n, nimero; OR, razdo de probabilidades; IC, intervalo de confianca, T ajustado por sexo e idade; T modelo
dominante; $ modelo log-aditivo.

Tabela 8. Distribui¢do de combinacgdes de alelos menores (de risco).

Nﬁm;t:l)lg:ez;lelos Casos, n (%) Cont(r(;:gos, n OR (95% IC) Valor de p

0o 56 (9,8) 60 (11,0)
1 180 (31,6) 176 (32,2)
2 208 (36,5) 187 (34,2)
3 102 (17,9) 102 (18,7)
4 23 (4,0) 18 (3,3)
5 1(0,2) 3(0,6)
6 0 (0,0) 0 (0,0)

2 ou menos 444 (77,9) 423 (77,5)

3 ou mais 126 (22,1) 123 (22,5) 0,98 (0,74-1,29) 0,866

n, nimero; OR, razio de probabilidades; IC, intervalo de confianga.
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4.1 Estudo 1 - Construcao de uma base de dados de variantes
germinativas no gene AIP, identificadas na literatura, em
doentes com adenomas hipofisarios esporadicos e

familiares

A construcdo de bases de dados de variantes germinativas é crucial em diversas
areas, principalmente na genética e medicina personalizada. Este tipo de base de dados
auxilia a identificacio de variantes associadas a diversas doencas, permitindo
diagnosticos mais precisos e a compreensao dos mecanismos de doencas hereditarias.
Através destes estudos, é possivel estabelecer relagdes entre gendtipos e fenétipos e,
ainda, monitorizar o tipo de variantes em diversas populagoes ao longo do tempo, sendo

importante em contextos epidemiologicos e de satide publica.

Nesta revisdo, foi construida uma base de dados das variantes germinativas
identificadas no gene AIP em doentes com adenomas hipofisarios esporadicos e
familiares. A escolha deste gene deve-se ao facto de ter sido o primeiro associado a
adenomas hipofisarios (61), apresentando uma prevaléncia de mutacoes entre os 3-20%
(262, 265, 274), estando assim disponiveis na literatura um maior nimero de estudos de
coorte, relativamente a outros genes. Os testes genéticos para a detecdo de variantes
germinativas no gene AIP podem ser extremamente Uteis na pratica clinica, uma vez que
a identificacio de uma mutacdo pode reconhecer pessoas em risco de desenvolver
adenomas hipofisarios potencialmente agressivos, permitindo um diagnostico precoce e
subsequente tratamento mais eficaz (275). O aparecimento de abordagens baseadas na
sequenciacao de nova geracao, incluindo a sequenciaciao do exoma completo, facilitou a
detecao precisa de variantes genéticas em grande escala, reduzindo simultaneamente o

custo dos testes genéticos (129, 276).

Apobs uma revisao literaria exaustiva, foram identificados e avaliados 235 artigos nos
quais tinham sido relatadas 158 variantes germinativas diferentes, num total de 562
doentes com adenomas hipofisarios esporadicos ou familiares, nao sendo claro o efeito
patogénico de todas estas variantes. Para além das variantes nonsense e frameshift, que
sao de uma forma geral patogénicas, a classificacao da patogenicidade das variantes
missense e de outras variantes pode ser um desafio, colocando uma questao fundamental

para o aconselhamento genético e a tomada de decisoes (277).
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De acordo com as diretrizes do ACMG, a patogenicidade das 158 variantes
germinativas foi categorizada utilizando todos os dados disponiveis, de modo a atualizar
a sua classificacdo de patogenicidade, de forma uniforme, pois nem todos os artigos
considerados para este estudo demonstraram o efeito patogénico de todas as variantes.
Neste sentido, recorreu-se ao uso da ferramenta de interpretacdo de variantes Franklin
(Genoox). Esta ferramenta, usada atualmente por mais de 1700 organizacoes de
cuidados de satde em mais de 44 paises em todo o mundo (278), fornece uma
classificacao sugerida com base nas diretrizes da ACMG-AMP com uma sensibilidade de
94,5% e uma especificidade de 96,6% (279). Nao sendo uma ferramenta estatica, esta
sujeita a atualizacoes com relativa frequéncia, pois vao sendo realizados diversos estudos
para as variantes identificadas, que vao alterando a classificacio de patogenicidade

periodicamente.

Dos 562 doentes, 35,4% apresentavam variantes patogénicas, 24,0% apresentavam
variantes provavelmente patogénicas, 17,1% apresentavam variantes de significado
indeterminado, 5,7% variantes provavelmente benignas e 17,8% variantes benignas.
Deste modo, foi estabelecida uma causa genética em 59,4% dos 562 doentes
considerados. Os restantes 40,6% dos doentes ndo apresentam uma causa genética
definitiva. Destes, 23,5% apresentam variantes benignas e provavelmente benignas que
nos fazem supor que a verdadeira causa genética podera estar associada a uma mutacao
somatica no mesmo gene ou a mutagdoes em outros genes, ou poderao ser casos
esporadicos sem causa genética. Em 17,1% dos doentes foram identificadas variantes de
significado indeterminado, que nos deixam dtavidas quanto ao seu verdadeiro poder
patogénico. A principal fonte de incerteza no diagnodstico genético reside no grande
numero de variantes de significado indeterminado, que representam uma grande parte

da variabilidade do genoma (280, 281).

Aquando do levantamento das diversas variantes, verificou-se que algumas se
encontravam erradamente classificadas pelos respetivos autores. Ocorreram casos em
que os autores classificaram as variantes identificadas como sendo de significado
indeterminado e que, apos a aplicacao do Franklin, foram classificadas como patogénicas
ou provavelmente patogénicas. Tem-se como exemplo a variante c.250G>A
(p.Glu84Lys) (101) cuja classificacao passou de variante de significado indeterminado
para provavelmente patogénica. O oposto a esta situacao também se verificou, sendo que
variantes classificadas pelos respetivos autores como nefastas, ao serem analisadas pela
ferramenta bioinformatica, passaram a ser classificadas como benignas, provavelmente
benignas ou de significado indeterminado. Por exemplo, a variante c.911G>A

(p.Arg304GIn) (89, 264, 282) descrita pelos autores como patogénica, apos a atualizacao
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da classificacdo pelo Franklin passou a benigna, e a variante c.807C>T (p.Phe269Phe)
(89) classificada pelo autor como patogénica, passou para provavelmente benigna. Para
além destes casos, ap6s a aplicacdo do programa bioinformético Franklin, 16,3% dos
doentes com variantes provavelmente patogénicas teriam permanecido como variantes
de significado indeterminado, se nao tivéssemos incluido manualmente os critérios em
falta na ferramenta, particularmente PP1/BS4 para dados de segregacdo e/ou PS3/BS3
para estudos funcionais. Sao exemplos desta situacdo as variantes c¢.208C>A
(p.LeuyoMet) (283) e ¢.512C>T (p.Thri71lle) (284). Deste modo, as bases de dados de
variantes deverao ser atualizadas, regularmente, bem como a sua patogenicidade, nao s6
do gene AIP mas também de outros genes cujas alteracdes genéticas poderao estar na
base desta ou de outras doencas. Esta base de dados permite, ainda, a consulta rapida
por parte dos investigadores e clinicos, tanto de variantes patogénicas como
polimorficas, auxiliando a interpretacdo de variantes, essencial para a tomada de

decisoes de tratamento.

Varias mutacOes patogénicas e provavelmente patogénicas foram partilhadas por
doentes com adenomas hipofisarios esporadicos e familiares, indicando assim potenciais
hotspots mutacionais ou efeitos fundadores. Nomeadamente, a variante ¢.910C>T
(p.Arg304Ter) tem sido observada em diversas populacoes (61, 81, 101, 260, 262, 274,
275, 285, 286, 287, 288), e nesta revisao representou uma frequéncia de 8,9% em casos
esporadicos e de 14,1% em casos familiares index. Da mesma forma, a variante missense
¢.811C>T (p.Arg271Trp) foi identificada em individuos geograficamente dispersos e nao

relacionados (57, 89, 101, 102, 274, 289).

Foi ainda realizada analise estatistica de forma a comparar o tipo de variante
(truncadoras e nao truncadoras) entre casos index familiares e esporadicos, com o
objetivo de clarificar a relacdo entre o tipo de variante e a expressividade da doenca. As
variantes truncadoras podem conduzir a um c6dao stop prematuro e,
consequentemente, a formagdo de uma proteina mais curta ou ao decaimento mediado
por nonsense (290). Por conseguinte, tratam-se de mutacoes de perda de funcdo que
podem eliminar dominios proteicos importantes para a ligacao da proteina AIP aos seus
parceiros de interacao, sendo consideradas variantes mais disruptivas (291). Tendo em
conta as variantes truncadoras e nao truncadoras (patogénicas e provavelmente
patogénicas), a analise estatistica nao revelou diferencas estatisticamente significativas

entre casos esporadicos e familiares index.

Este estudo apresenta algumas limitagdes. Primeiro, o nimero reduzido de casos

familiares index e o elevado niimero de casos de doentes indeterminados que, por nao
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haver informagao clinica disponivel nao foram considerados para analise estatistica,
diminuiu o poder das anéalises estatisticas realizadas. Analises com coortes de maior
dimensao poderao ajudar a esclarecer a associacao do tipo de mutagao com a forma de
apresentacao do tumor (esporadico ou familiar), idade de diagnéstico, agressividade e
subtipo de tumor. Segundo, a auséncia de estudos funcionais realizados para as variantes
identificadas, comprometem a elucidacao do verdadeiro poder patogénico de um grande
numero de variantes de significado indeterminado. Terceiro, na maioria dos artigos
analisados para esta revisao, nao foi feita a pesquisa de variacdes de nimero de copias
(CNVs, Copy number variations) do gene AIP, e embora alguns estudos indiquem que
estas dele¢oes podem ser pouco frequentes (101, 236), foram recentemente identificadas
algumas delecOes parciais e totais do gene AIP em doentes com adenomas hipofisarios
esporadicos e familiares (275, 288, 292). Por ultimo, a ferramenta de interpretacao de
variantes Franklin, na qual a patogenicidade foi baseada, nao é 100% sensivel nem
especifica (279), podendo ocorrer erros na classificacao de variantes, especialmente na

auséncia de estudos funcionais e de segregacao familiar.
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4.2 Estudo 2 — Estudo da prevaléncia de mutacoes no gene
AIP em doentes portugueses com macroadenomas

hipofisarios esporadicos

A prevaléncia de variantes patogénicas e provavelmente patogénicas identificadas
no gene AIP na nossa coorte de doentes com macroadenomas hipofisarios esporadicos
diagnosticados com idade inferior a 40 anos foi de 1,8% (4/218). Isto representa uma
prevaléncia baixa quando comparada com a de outros estudos realizados em Franca
(16/222, 7,2%) (236), no Brasil (11/132, 8,3%) (265) e na Australia (6/34, 17,6%) (274).
Outros estudos utilizaram limites de idade mais baixos para analisar a prevaléncia de
mutacoes no gene AIP. Por exemplo, uma colaboracao pan-europeia (101) analisou uma
coorte de 163 doentes diagnosticados com macroadenomas hipofisarios esporadicos
antes dos 30 anos de idade e registou uma prevaléncia de 11,7% (19/163) de mutacoes no
gene AIP. Da mesma forma, outros estudos realizados na Turquia (293), México (286) e
Espanha (102), em doentes com menos de 30 anos, relataram prevaléncias de mutagoes
neste gene de 9% (1/11), 7% (5/55) € 6% (9/148), respetivamente. Em contraste, o nosso
estudo mostrou que apenas 3,4% (4/118) dos doentes portugueses diagnosticados com
idade inferior a 30 anos tinham mutac6es no gene AIP. Além disso, apenas 5,0% (1/20)
dos nossos doentes pediatricos apresentavam mutacdes neste gene, o que também
representa uma prevaléncia mais baixa do que noutros estudos (101, 102, 236, 265, 286).
Curiosamente, as prevaléncias registadas no Reino Unido (2/100, 2%, com menos de 40
anos) (282) e na Alemanha (2/82, 2,4%, com menos de 30 anos) (292) mostraram ser
mais proximas das observadas no nosso estudo. Mais recentemente, um estudo realizado
na Polbnia, que incluiu 131 doentes com macroadenomas de todas as idades, nao

conseguiu identificar quaisquer mutacoes patogénicas no gene AIP (294).

Pode haver véarias explicacbes para as diferencas observadas nas populacoes
estudadas. Em primeiro lugar, podem existir diferencas geograficas e étnicas na
composicao genética das populagoes e efeitos fundadores que aumentam a frequéncia de
determinadas mutacoes. Em segundo lugar, as caracteristicas clinicas gerais dos doentes
podem diferir entre as coortes. Por exemplo, como as mutagdes no gene AIP ocorrem
mais frequentemente em tumores secretores de GH (288), as coortes que sao
enriquecidas por doentes com acromegalia podem apresentar uma maior prevaléncia
destas mutacoes. Por tltimo, os critérios para classificar as variantes genéticas como
patogénicas variam frequentemente entre os estudos. Varias variantes genéticas
reportadas como patogénicas ou VUS em estudos anteriores sao agora consideradas

variantes benignas. Por exemplo, as variantes benignas missense (p.Argi6His e
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p-Ala2ggVal) e nao codificantes (c.*14C>A e ¢.*64G>A), que excluimos do nosso estudo,
foram incluidas nos dados de prevaléncia de outros estudos (236, 265). A inclusao de
VUS em estudos de prevaléncia é particularmente probleméatica porque a sua
interpretacgdo é frequentemente dificil e, ao longo do tempo, muitas sdo reclassificadas
como variantes benignas (295). Assim, é possivel que estudos anteriores tenham
sobrestimado a prevaléncia de verdadeiras variantes patogénicas nos macroadenomas

hipofisarios de inicio jovem.

Foram identificadas quatro mutacbes no gene AIP, incluindo duas novas
(c.158_165delGCCGGGCT (p.Ser53Thrfs*36) e ¢.736G>T (p.Glu246*)) e duas que ja
tinham sido descritas anteriormente em doentes de outros paises (c.241C>T (p.Arg81*)
e c.343delC (p.Leu115Trpfs*41)) (260, 261). As mutacoes identificadas neste estudo
foram todas identificadas em doentes com adenomas secretores de GH. Este facto nao é
inesperado, uma vez que se verificou que as mutagoes no gene AIP sdo mais prevalentes
neste tipo de tumor (288). Para além da idade jovem dos doentes, a evolucdo clinica da
doenca nao era particularmente invulgar e a cirurgia hipofisaria foi curativa em todos os
doentes, a excecao de um. Assim, neste grupo limitado de doentes, nao foi possivel
confirmar relatos anteriores que sugeriam um resultado mais desfavoravel em doentes

com mutacdes no gene AIP (99, 296).

Nenhum dos doentes com mutacdes neste gene referiu historia familiar de
adenomas hipofisarios. No entanto, em dois casos, a mutacdo foi também identificada
num progenitor assintomatico que sera agora submetido a uma avaliacdo clinica,
bioquimica e imagiologica. Resta saber se estes portadores da mutacdo tém adenomas
clinicamente silenciosos ou se a penetrancia das mutacoes é incompleta. Estima-se que
mutacoes neste gene estejam associadas a uma penetrancia da doenca de apenas 20-25%
(89) e isto explica porque é que os membros da familia que partilham a mesma mutacao
frequentemente nao expressam a doenca. No entanto, a nossa identificacdo de doentes
com mutagdes no gene AIP permitird o rastreio genético em cascata dos membros da
familia, a identificacdo de portadores de mutacgdes adicionais, o rastreio clinico destes
portadores de mutacoes e um diagnostico e tratamento mais precoces e, possivelmente,

um melhor resultado a longo prazo de quaisquer tumores hipofisarios existentes (275).

Este estudo tem algumas limitacoes. Em primeiro lugar, nao procuramos grandes
delecoes no gene AIP que foram relatadas anteriormente (81, 292, 297). No entanto, os
estudos que utilizam Amplificacao Multiplex de Sondas Dependente de Ligacao (MLPA,
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) em grandes coortes de doentes nao

identificaram quaisquer delec¢Ges genéticas, indicando que é pouco provavel que estas
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sejam frequentes (101, 236). Em segundo lugar, embora tenhamos excluido os doentes
com evidéncia de outros tumores enddcrinos coexistentes ou outras caracteristicas
sugestivas de formas sindréomicas de adenomas hipofisarios, nao podemos excluir a
possibilidade de um adenoma hipofisario ser a primeira manifestacao de uma sindrome

nao diagnosticada.
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4.3 Estudo 3 - Identificacao de mutacoes germinativas em
doentes portugueses com macroadenomas hipofisarios
esporadicos de inicio precoce, através da analise de um

painel multigénico

Nos adenomas da hipofise, tanto nos casos familiares como nos esporadicos, a
ocorréncia e a frequéncia de mutacoes no gene AIP tém sido amplamente estudadas e
tém contribuido para o diagndstico e tratamento da doenca (101, 102, 236, 265, 293). No
entanto, comecam a surgir estudos recentes que relatam mutacdoes noutros genes
associados a adenomas hipofisarios, levando a novos conhecimentos sobre a doenca (60,
98, 157). Um estudo realizado na Australia por De Sousa et al. (274) relatou que 20% dos
doentes recrutados com adenomas hipofisarios apresentavam variantes raras
potencialmente nefastas (categorias 3-5) em 3 genes associados a sindromes de
adenomas hipofisarios familiares (AIP, SDHB e SDHC). No entanto, se apenas forem
consideradas as variantes patogénicas, a prevaléncia diminuiu para 11% (4/36), sendo o

AIP o Gnico gene a apresentar variantes patogénicas.

No presente estudo, descrevemos a utilizagdo de um painel multigénico de 29 genes
associados a adenomas hipofisarios, numa coorte alargada de doentes portugueses com
macroadenomas hipofisarios diagnosticados com idade inferior a 40 anos. A nossa
andlise de 225 doentes com macroadenomas hipofisarios esporadicos de inicio precoce
mostrou que 16 (7,1%) doentes apresentavam mutacoes germinativas em genes que estao
associados a formas familiares de adenomas hipofisarios. Estas mutagoes envolveram os
genes AIP (1,8% dos doentes), PMS2 (1,8%), MEN1 (0,9%), VHL (0,9%), CDH23 (0,4%),
MSH?2 (0,4%), SDHB (0,4%) e TP53 (0,4%).

O gene AIP esté associado a FIPA (61), mas também tem sido amplamente estudado
em doentes com adenomas hipofisarios esporadicos. A prevaléncia de mutacoes
germinativas neste gene em doentes com macroadenomas hipofisarios esporadicos com
idade inferior a 40 anos foi descrita como variando entre 0% e 18% (267), dependendo
do pais de origem, das caracteristicas clinicas da coorte e dos critérios utilizados para a
classificacao de variantes genéticas. Identificamos quatro (1,8%) doentes com mutacoes
no gene AIP, que consistiram em mutacoes frameshift (p.Ser53Thrfs*36, e
p-Leu115Trpfs*41) e nonsense (p.Arg81*%, e p.Glu246*) as quais se espera que conduzam
a um coédao stop prematuro e, consequentemente, a formacao de uma proteina truncada
ou ao decaimento mediado por nonsense (290). Estas mutacoes AIP foram todas

encontradas em doentes com adenomas secretores de GH, em concordancia com a maior
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prevaléncia de mutagoes AIP neste tipo de tumor (288). Estes resultados confirmam os
resultados da nossa anterior sequenciacao Sanger do gene AIP nesta coorte de doentes

(Estudo 2 — Anexo 2).

O gene PMS2 esta associado a Sindrome de Lynch, que se caracteriza pela ocorréncia
de diversos tipos de cancro como colorretal, endometrial, ovarico e gastrico e tumores
cerebrais malignos (168). Embora alguns casos de tumores hipofisarios agressivos,
incluindo corticotrofinomas, macroprolactinomas e NFPA, tenham sido relatados em
doentes com Sindrome de Lynch (70, 72, 169), a prevaléncia de mutacoes no gene PMS2
em adenomas hipofisarios esporadicos nunca foi relatada. IdentificAmos quatro (1,8%)
doentes com mutacoes no gene PMS2, sem outras manifestacoes aparentes desta
Sindrome. Estas mutagOes consistiram numa mutacdo missense (p.Asn335Ser)
previamente descrita (270), identificada simultaneamente em trés doentes,
diagnosticados com somatotrofinoma, prolactinoma e NFPA e uma nova mutacdo
frameshift (p.Asp486Glufs*109) num doente diagnosticado com prolactinoma. O nosso
estudo relata uma mutacdo provavelmente patogénica recorrente no gene PMS2, a qual
foi observada em trés doentes nao relacionados, mostrando que este gene pode

desempenhar um papel importante na tumorigénese hipofisaria.

O gene MEN1 esté associado a Neoplasia Endécrina Multipla do tipo 1 (MEN1), que
se caracteriza pela ocorréncia de tumores da paratiroide, do pancreas e da hipéfise (142,
298). As mutacOes neste gene sdo ocasionalmente encontradas em doentes com
adenomas hipofisarios sem outras manifestacoes de MEN1. Um estudo anterior
identificou mutagdes no gene MEN1 em 3,4% dos doentes com macroadenomas
hipofisarios esporadicos diagnosticados antes dos 30 anos de idade (262). Neste estudo
foram identificados dois (0,9%) doentes com mutagoes neste gene, as quais consistiram
numa mutacao nonsense previamente relatada (142) (p.Trp183*) e uma nova delecao in-
Jrame (p.Arg314_Asp315del). Ambos os doentes foram diagnosticados com adenomas
mistos secretores de GH. E interessante notar que, embora nao houvesse outras
manifestacoes aparentes da sindrome MEN1 na altura do diagnoéstico do adenoma
hipofisario, ambos o0s doentes acabaram por serem diagnosticados com

hiperparatiroidismo durante ou apos a realizacao dos estudos genéticos.

O gene VHL esta associado a Sindrome de Von Hippel-Lindau, que se caracteriza
por tumores em varios 6rgaos, como hemangioblastomas da retina e do sistema nervoso
central, feocromocitomas e carcinoma renal de células claras (299). Também foram
descritos adenomas da hipo6fise em doentes com a sindrome VHL (76). No entanto, a

prevaléncia de mutagoes no gene VHL em adenomas hipofisarios esporadicos nao foi
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relatada. Neste estudo, foram identificados dois (0,0%) doentes com mutagdes neste
gene, sem outras manifestacdes aparentes da sindrome VHL. Estas consistiram numa
mutacdo nonsense (p.Glus52*) previamente descrita (212) num doente com um
prolactinoma e numa mutacao missense (p.Lys196Glu) previamente descrita (30) num
doente com um tirotrofinoma. Esta Gltima mutacdo foi previamente descrita em
homozigotia num doente com eritrocitose congénita autossémica recessiva, mas sem
evidéncia da sindrome VHL (272). Por conseguinte, continua por esclarecer se a
heterozigotia para esta mutacao especifica, tal como encontrada no nosso doente, pode

causar a sindrome VHL.

O gene MSH2 também est4 associado a sindrome de Lynch e, como ja foi referido,
alguns casos de adenomas hipofisarios agressivos tém sido associados a mutagoes neste
gene (70, 72, 169). Neste contexto, identificamos um (0,5%) doente, diagnosticado com
um prolactinoma, com uma mutacdo missense no gene MSH2 (p.Arg524His)

previamente descrita (269).

O gene SDHB estd associado a paragangliomas e feocromocitomas (300).
Ocasionalmente, os adenomas da hip6fise ocorrem em associa¢iao com estes (sindrome
3PA) (77). No entanto, a prevaléncia de mutacoes no gene SDHB em doentes com
adenomas hipofisarios esporadicos é desconhecida. Um estudo francés com uma coorte
de 263 doentes com adenomas hipofisarios esporadicos revelou duas mutagdes no gene
SDHA, uma no gene SDHC, mas nenhuma no SDHB (301). No presente estudo,
identificAmos um doente (0,5%) com uma mutacdo missense no gene SDHB
(p.Ile127Leu) previamente descrita (192), diagnosticado com um prolactinoma sem

quaisquer outras manifestacoes sindromicas.

O gene TP53 é considerado o gene supressor de tumores mais mutado em cancros
humanos (196). As mutacoes germinativas neste gene estao associadas a sindrome de Li-
Fraumeni, uma doenca rara que predispde a cancro e pode manifestar-se em sarcomas
de tecidos moles (197, 198), osteossarcoma (302, 303), cancro da mama (304, 305),
leucemia (306, 307) e carcinoma adrenocortical (308). Neste estudo, identificAmos um
(0,4%) doente com uma mutacao missense (p.Arg282GIn) no gene TP53, previamente
descrita (271), diagnosticado com um corticotrofinoma sem quaisquer outras
manifestacoes sindromicas. Assim, o nosso estudo relata uma mutacdo patogénica

germinativa no gene TP53 num caso de adenoma hipofisario.

Por fim, o gene CDH23 esta associado a Sindrome de Usher, autossémica recessiva,
que se caracteriza por surdez congénita (309). No entanto, um estudo de Zhang et al.

(58) demonstrou a presenca de mutagoes em heterozigotia neste gene em 33% e 12% dos
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adenomas hipofisarios familiares e isolados, respetivamente. Até a data, estes resultados
nao foram confirmados de forma independente. Além disso, nao hé relatos de uma maior
incidéncia de adenomas hipofisarios em doentes com sindrome de Usher ou nos seus
familiares heterozigbticos. Neste estudo, foi identificado um (0,5%) doente
diagnosticado com um adenoma secretor de GH com uma mutacdo missense no gene
CDH23 (p.Glu2520Lys) previamente descrita (268). Assim, 0 nosso estudo representa a
primeira confirmacao independente do papel do gene CDH23 no desenvolvimento de

adenomas hipofisarios.

Nenhum dos doentes incluidos no nosso estudo apresentava historia familiar
conhecida de adenomas hipofisarios ou coexisténcia de outros tumores endocrinos que
levantassem a suspeita de uma mutacdo germinativa. A identificacao inesperada de
mutacOes germinativas num subconjunto de doentes com tumores esporadicos pode ter
varias explicagdes. Em primeiro lugar, a historia familiar foi auto-relatada pelos doentes
e pode ter sido imprecisa ou incompleta. Em segundo lugar, a auséncia de outros
membros da familia afetados pode ter sido devida a uma penetrancia incompleta da
mutacao ou a uma mutacao de novo no doente. Em terceiro lugar, outras manifestacoes
sindrémicas podem ter passado despercebidas no rastreio clinico ou estar ausentes
devido a expressdo variavel da mutacio. E importante salientar que a nossa identificaciio
de doentes com mutagOes germinativas ird melhorar a sua gestao clinica e permitir a
identificacdo de outros membros da familia afetados que podem ser rastreados para a

doenca (254).

Estudos anteriores de adenomas hipofisarios esporadicos centraram-se
principalmente no gene AIP, uma vez que este é o gene mais frequentemente mutado
nestes casos (100). Apenas outros trés estudos realizaram anélises de painéis de genes

em doentes com adenomas hipofisarios esporadicos, mas com um nimero limitado de

genes (< 9) que nao incluiam, por exemplo, os genes VHL, PMS2 ou CDH23 (102, 274,

301). No entanto, estes estudos foram capazes de identificar variantes patogénicas em

3,8% a 10% dos doentes com adenomas hipofisarios esporadicos de inicio jovem.

No nosso estudo, analisaimos o maior painel de genes até a data em doentes com
adenomas hipofisarios esporadicos. Confirmamos que o gene AIP é o gene mais
frequentemente envolvido nestes doentes, mas também descobrimos outras causas
genéticas mais raras de adenomas hipofisarios. No total, as mutacdes germinativas
estavam presentes em 7,1% dos nossos doentes diagnosticados com macroadenomas
esporadicos com idade inferior a 40 anos. No entanto, esta proporcao aumentou para

9,0% e 12% em doentes diagnosticados com idades inferiores a 30 e 18 anos,
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respetivamente. Este facto esti de acordo com a observacao geral de que os tumores que

surgem em idades mais jovens tém maior probabilidade de ter uma causa genética.

A existéncia de subconjuntos de doentes com maior risco de albergar mutacoes
germinativas levou a recomendacoes para o teste de mutacoes para os genes AIP e MEN1
em doentes com macroadenomas hipofisarios diagnosticados com idade inferior a 30
(101, 262) ou 40 anos (236). No entanto, nao existem atualmente recomendacoes para
testes genéticos adicionais em adenomas hipofisarios esporadicos que se tenham
revelado negativos para mutacoes nestes genes. O nosso estudo sugere que testar estes
doentes para um painel genético mais alargado pode revelar mais casos de adenomas

hipofisarios geneticamente determinados.

Este estudo tem algumas limitac6es. Em primeiro lugar, ndo procuramos variantes
no numero de coOpias ou mutagoes em regides gendémicas nao codificantes. Em segundo
lugar, ndo procuramos mutagoes noutros genes para além dos que até agora tém sido
associados a adenomas hipofisarios. Em terceiro lugar, encontramos um grande niimero
de VUS, para as quais nao existem atualmente provas suficientes de uma associacao com
a doenca, mas que podem necessitar de reclassificacdo ao longo do tempo (295). Por
altimo, nao confirmamos as variantes identificadas por estudos funcionais e/ou de

segregacao familiar.
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4.4 Estudo 4 — Estudo de associacao genética caso-controlo

Este estudo de caso-controlo revelou um aumento da frequéncia do alelo menor de
CDKS8 rs17083838 (alelo A) em doentes diagnosticados com adenomas hipofisarios
esporadicos. Os individuos com genétipos que contém pelo menos um alelo menor (A)
foram associados a um risco 1,82 vezes maior de desenvolver adenomas hipofisarios
esporadicos, em comparacao com individuos com o genétipo homozigotico GG (modelo
de hereditariedade dominante, OR 1,82, IC 95% 1,24-2,68, p = 0,002). Estes resultados
sugerem que esta variante genética, que foi identificada como um locus de risco num
GWAS anterior (115), é também uma variante de suscetibilidade para adenomas

hipofisarios esporadicos na popula¢ao portuguesa.

Até a data, ndo existem estudos funcionais do polimorfismo rs17083838, pelo que
continua a nao ser claro o mecanismo pelo qual este polimorfismo influencia a
patogénese dos adenomas hipofisarios. O polimorfismo rs17083838 esta localizado no
primeiro intrao do gene CDKS8, que esta sobreexpresso em véarios tipos de tumores (310).
Este gene codifica a CDKS, pertencente a familia das proteinas dependentes da ciclina, e
que inclui importantes reguladores envolvidos na progressao do ciclo celular (310). A
proteina CDKS8 interage com E2F1, protegendo a B-catenina do efeito inibitério de E2F1,
permitindo a sua interacdo com as proteinas Wnt (311). A via de sinalizacao Wnt/[3-
catenina é importante durante o desenvolvimento, regula varios aspetos da proliferacao
celular, diferenciacao e sobrevivéncia celular (312), e demonstrou estar sobreregulada
nos adenomas hipofisarios (225, 226). Além disso, estudos de modelos animais de
adenomas hipofisarios mostraram que varios genes alvo da CDKS8 sao diferencialmente

expressos nestes tumores, sugerindo um papel desta cinase na tumorigénese hipofisaria

(313).

As variantes do NEBL rs2359536 (T>C) e PCDH15 rs10763170 (C>T) nao foram
associadas a adenomas hipofisarios esporadicos no nosso estudo, apesar da sua
associacdo relatada na populagdo chinesa Han (115). No entanto, o alelo menor do
PCDHi15 rs10763170 (alelo T) apresentou uma associacdo quase significativa com
somatotrofinomas (modelo de hereditariedade dominante, OR 1,55, 95% CI 1,02-2,35, p
= 0,035). O polimorfismo rs10763170 esta localizado a montante do gene PCDH15 que
codifica a proteina PCDH15. Como ja referido anteriormente, esta proteina é um membro
da superfamilia das caderinas que esta envolvida na adesdo celular, morfogénese,
reconhecimento e sinalizacdo celular (314), e no desenvolvimento e progressiao de
diversos tumores (315). A PCDH15 é mais conhecida pelo seu papel na perda auditiva

hereditaria (sindrome de Usher tipo 1F) (316). No entanto, foi demonstrado que a
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expressao reduzida de PCDH15 aumenta a proliferacdo de células progenitoras de
oligodendrocitos e a progressao de gliomas (317). Mais importante ainda, foi
demonstrado que a PCDH15 interage com a CDH23 (318), que foi implicada em formas
esporadicas e familiares de tumores da hipofise (58). Sao necessarios mais estudos para

determinar se a PCDH15 também esta envolvida na tumorigénese da hipofise.

Os mecanismos exatos através dos quais estes SNPs contribuem para a
tumorigénese dos adenomas hipofisarios sdo ainda desconhecidos. Estas variantes
genéticas estdo localizadas em regides nao codificantes, e desconhece-se atualmente se
tém um efeito direto na expressdo genética ou se estdo em desequilibrio de ligacdo com
outras variantes funcionais proximas. Serdo necessarios estudos adicionais para

determinar as consequéncias funcionais destes SNPs.

Os resultados deste estudo validam parcialmente os obtidos pelo GWAS na
populacdo chinesa Han (115). Resta determinar se as associagcoes observadas também
podem ser replicadas noutras populacoes europeias e nao europeias, com diferentes
exposicoes ambientais e perfis genéticos. Para além disso, estudos com amostras de
maior dimensao poderao ajudar a esclarecer se as associagoes sdo mais fortes em

subtipos especificos de tumores.
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No decorrer desta tese, diversas estratégias foram desenvolvidas e implementadas
de forma a determinar quais os fatores de risco genético mais associados a adenomas

hipofisarios esporadicos e familiares.

A descoberta do gene AIP como um gene envolvido em adenomas hipofisarios
esporadicos e familiares trouxe novas informacGes sobre as causas genéticas desta
doenca e, embora as técnicas baseadas em NGS tenham proporcionado avancos
significativos na genética humana, € crucial classificar com precisao a patogenicidade de
novas variantes genéticas identificadas. Em particular, a busca continua de variantes
germinativas no gene AIP e o esclarecimento da patogenicidade das VUS, utilizando
dados atualizados, em casos esporadicos e familiares, podem ajudar a identificar
individuos em risco e conduzir a um diagnéstico pré-clinico, tratamento e
acompanhamento. Neste sentido, foi conduzida a mais alargada e atualizada revisao de
variantes germinativas identificadas no gene AIP, em casos esporadicos e familiares de
adenomas hipofisarios, com o intuito de chamar a atencao para a atualizacao continua
destas variantes, encontradas no contexto desta doenca, e para a importancia da
classificacao de patogenicidade das mesmas. Esta atualizacdo podera ser um ponto de
partida para uma reclassificacao continua da patogenicidade das variantes, de modo a

realizar um diagnostico genético mais preciso.

No seguimento desta ideia, considerdmos relevante determinar a frequéncia de
variantes germinativas no gene AIP em doentes portugueses diagnosticados com
macroadenomas hipofisirios esporadicos de inicio jovem. Assim, através da
sequenciacao de Sanger, foi possivel determinar uma frequéncia de variantes
germinativas no gene AIP de 8,3% da nossa coorte. No entanto, apenas 1,8% dos doentes
apresentavam variantes patogénicas neste gene, sendo que em doentes com idade
inferior a 30 e 18 anos esta frequéncia foi de 3,4% e 5%, respetivamente. E importante
salientar que o presente trabalho permitiu a identificacao de novas variantes patogénicas
no gene AIP, ou seja, ndo descritas na literatura, contribuindo assim para a expansao do
espetro conhecido de causas genéticas desta doenca, e para a compreensao da

tumorigénese hipofisaria.

Nesta tese foi ainda realizada, até a data, a maior analise multigénica de doentes com
macroadenomas hipofisarios esporadicos de inicio jovem. IdentificAmos os genes AIP e
PMS2 como genes predominantes e, pela primeira vez, evidenciamos uma confirmacao
independente da contribuicao do gene CDH23 na tumorigénese hipofisaria. Com 7,1%
dos doentes da nossa coorte a apresentarem mutacoes patogénicas germinativas, este

trabalho sublinha a importancia de um rastreio genético abrangente, especialmente para
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os doentes diagnosticados com menos de 30 e 18 anos (9,0% e 12% de frequéncias de
mutacao, respetivamente). Estes resultados nao s6 melhoram a nossa compreensao do
panorama genético dos adenomas hipofisarios, como também orientam estratégias de
rastreio genético direcionadas, oferecendo conhecimentos fundamentais para a gestao

personalizada dos macroadenomas hipofisarios de inicio jovem.

Os resultados obtidos nesta tese sugerem ainda que o polimorfismo rs17083838,
localizado perto do gene CDKS, e possivelmente o polimorfismo rs10763170, perto do
gene PCDH15, podem aumentar a suscetibilidade a adenomas hipofisarios esporadicos
na populacdo portuguesa. Estas evidéncias contribuem para uma melhor compreensao

acerca da etiologia genética dos adenomas hipofisarios esporadicos.

Embora os objetivos principais desta tese de doutoramento tenham sido alcancados,
os resultados obtidos abrem novas perspetivas futuras. Em primeiro lugar, nos doentes
em que foram identificadas variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas, seria
interessante determinar as suas consequéncias funcionais ao nivel das proteinas
codificadas e a sua co-segregacao com outros membros da familia. Neste sentido, as
ferramentas bioinformaticas serdo tteis para avaliar os aspetos funcionais e estruturais
das variantes e o seu potencial impacto na proteina codificada. Em segundo lugar, o
elevado numero de VUS podera estar a comprometer o verdadeiro diagnostico genético
de alguns doentes. Assim, também o uso de estudos de segregacdo familiar e estudos
funcionais in vitro e in silico poderao ajudar a clarificar a patogenicidade destas
variantes. Em terceiro lugar, seria importante a atualizacdo continua do painel
multigénico com outros genes que possam estar implicados na tumorigénese hipofisaria
e que possam estar na base da doenca nos doentes em que nao foram identificadas
mutacoes causais. A utilizacao das técnicas de NGS para a avaliacao de multiplos genes
em simultaneo pode assim melhorar a compreensao da tumorigénese hipofisaria e,
consequentemente, abrir caminho a novas ofertas diagnosticas e terapéuticas para

doentes com adenomas hipofisarios e seus familiares.
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Abstract

Purpose Mutations in the aryl hydrocarbon receptor interacting protein (AIP) gene cause familial isolated pituitary adenomas
(FIPA). AIP mutations have also been found in patients with apparently sporadic pituitary adenomas, particularly in young
patients with large adenomas. The aim of this study was to determine the frequency of AIP germline mutations in patients
with young-onset sporadic pituitary macroadenomas.

Methods The AIP gene was sequenced in 218 Portuguese patients with sporadic pituitary macroadenomas diagnosed before
the age of 40 years.

Results Heterozygous rare sequence variants in AJ/P were identified in 18 (8.3%) patients. However, only four (1.8%)
patients had pathogenic or likely pathogenic variants. These consisted of two already known mutations (p.Arg81* and
p.Leull5Trpfs*41) and two novel mutations (p.Glu246%*, p.Ser53Thrfs*36). All four patients had GH-secreting adenomas
diagnosed between the ages of 14 and 25 years. The frequency of AIP pathogenic or likely pathogenic variants in patients
under the age of 30 and 18 years was 3.4% and 5.0%, respectively.

Conclusion The frequency of AIP mutations in this cohort was lower than in other studies, Previous reports may have overes-
timated the contribution of AIP mutations due to the inclusion of genetic variants of uncertain significance. The identification
of novel A/P mutations expands the known spectrum of genetic causes of pituitary adenomas and may help understand the
role of AIP mutations in the molecular mechanisms underlying pituitary tumorigenesis.

Keywords Pituitary adenoma - ATP - Aryl hydrocarbon receptor interacting protein - Mutation

Introduction occur as part of syndromic diseases (e.g. multiple endo-

crine neoplasia) or as Familial Isolated Pituitary Adenomas

The vast majority of pituitary adenomas occur in a sporadic
context and are likely to occur due to acquired somatic and
epigenetic mutations [1, 2]. More rarely, pituitary adenomas
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(FIPA), due to inherited germline mutations [3].

Germline mutations in the Aryl Hydrocarbon Recep-
tor-Interacting Protein (AIP) gene have been identified in
cases of FIPA [4]. The AIP gene comprises six exons and
encodes a 330-amino acid co-chaperone protein, which has
arole in the metabolic clearance of dioxin and other toxic
carcinogenic agents and in the regulation of the cyclic
adenosine monophosphate (cAMP) molecular pathway [5,
6]. The expression of AIP in pituitary cells reduces cell
proliferation rate, suggesting that AJP may act as a tumour
suppressor gene [7]. Heterozygous inactivating mutations
in AIP have been reported along the entire coding region
of the gene [8]. Tumours that arise in individuals with AIP
mutations usually present at a younger age, have a larger
size, show increased invasiveness, and are often resist-
ant to standard treatments [1, 9]. Prospective studies have
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shown that the identification of patients with AIP muta-
tions may result in improved clinical outcomes [10].

Due to incomplete penetrance, patients with AIP muta-
tions may not have a recognized family history of pituitary
adenomas and may be classified as sporadic cases. Studies
of patients with apparently sporadic pituitary adenomas
have demonstrated that a variable proportion of these are
due to germline A/P mutations. The prevalence of AIP
mutations has been reported to be around 3.6% in unse-
lected patients with sporadic pituitary adenomas [11].
However, the prevalence of AIP mutations increases to
7.2% in patients diagnosed under the age of 40 years [11],
to 11.7% in patients with macroadenomas diagnosed under
the age of 30 years [12], and to over 20% in paediatric
patients [11, 12]. These findings have led to recommen-
dations for AIP mutation testing in patients with pituitary
macroadenomas diagnosed under the age of 30 [12] or
40 years [11].

The aim of this study was to investigate the prevalence
of AIP mutations in a large Portuguese cohort of young-
onset sporadic pituitary macroadenomas.

Materials and methods
Subjects

This multicentre study involved 218 Portuguese patients
recruited consecutively at the main endocrinology out-
patient clinics in Portugal, from 2018 to 2022, Selec-
tion criteria were patients with sporadic macroadenomas
(tumour greater diameter > 1 cm) diagnosed under the
age of 40 years. Patients with a family history of pituitary
adenomas (i.e. an affected first or second degree family
member) or with evidence of a syndromic form of pituitary
adenomas were excluded. Mean age (+ standard deviation)
at diagnosis was 28.9 +7.5 years, 118 patients were under
30 years at diagnosis, and 20 patients were under 18 years
at diagnosis. Gender distribution was 113 (52%) females
and 105 (48%) males. The type of adenoma was based
on histological examination, or in the case of prolactino-
mas, by clinical, hormonal and radiological examination.
Eighty (36.7%) patients had prolactinomas, 61 (28.0%)
had somatotropinomas, 34 (15.6%) had non-functioning
pituitary adenomas; 14 (6.4%) had corticotropinomas, 15
(6.9%) had mixed-secreting pituitary adenomas; seven
(3.2%) had gonadotropinomas, one had a thyrotropinoma,
and six (2.8%) had adenomas with undetermined histology.
Written informed consent was obtained from all subjects
and the study was approved by the Ethics Committee of
the Faculty of Health Sciences, University of Beira Inte-
rior (Ref. CE-UBI-Pj-2018-027).

@ Springer

Genetic analysis

Genomic deoxyribonucleic acid (DNA) from each patient
was extracted from peripheral blood leukocytes using pre-
viously described methods [13]. Patients were screened for
mutations in AIP by Polymerase Chain Reaction (PCR)
amplification of the six coding exons and exon-intron
boundaries and through bi-directional sequencing using a
semi-automated DNA sequencer (STAB VIDA, Caparica,
Portugal; and ABI 3730XL, Applied Biosystems; Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Primer sequences
were previously described by Cazabat et al. [11]. Genomic
sequence variants were selected according to the follow-
ing cumulative criteria: (1) Located in the AIP exons and
up to 10 nucleotides from the splice site regions; and (2)
Absent or rare (population frequency < 1%) in the Genome
Aggregation Database (gnomAD) [14]. Selected variants
were then classified by the American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) criteria [15], using the
VarSome search engine [16]. Variants classified as patho-
genic or likely pathogenic were considered to be causa-
tive mutations. The heterozygous frameshift mutations
were confirmed by cloning of the PCR product using a
CloneJET PCR Cloning Kit (ThermoScientific, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) followed by DNA
sequencing of each allele. Sequence variant nomenclature
followed standard guidelines [17] and was based on the
cDNA reference sequence for the A/P gene (GenBank
accession NM_003977.4). The frequency of AIP muta-
tions was determined in patients diagnosed under the ages
of 40, 30 and 18 years, respectively.

Results
Genetic findings

Sequence analysis of the entire coding region of AIP,
including the exon—intron boundary regions, revealed
that 18 (8.3%) patients had 12 different heterozygous
rare sequence variants. However, eight of these variants
[c.47G> A (p.Argl6His), ¢.132C>T (p.Asp44Asp),
c.753G > A (p.Leu251Leu), c.891C> A (p.Ala297Ala),
c.8§96C > T (p.Ala299Val), c¢.*14C> A, ¢.*60G > C
and c.*64G > C] were classified as benign according
to ACMG criteria (Table 1). The remaining four vari-
ants [c.158_165delGCCGGGCT (p.Ser53Thrfs*36),
c.241C>T (p.Arg81%), ¢.343delC (p.Leul 15Trpfs*41),
and ¢.736G > T (p.Glu246*)] were classified as patho-
genic or likely pathogenic (Table 1, Fig. 1). Thus,
1.8% (4/218) of the patients with sporadic pituitary
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Table 1 Clinical and genetic characteristics of patients with AIP rare sequence variants

Patient Sex Ageat Type of adenoma Size of Variant (nucleotide, GnomAD ACMBG classification Previously reported
number diagnosis adenoma protein level) (a) allele fre- (criteria) (b)
on) (mm) quency
Pathogenic and likely pathogenic variants
1 F 20 GH-secreting 20 c.158_165delGCC 0 LP (PVSI, PM2) No
GGGCT,
p.Ser53Thrfs*36
2 M 22 GH-secreting 26 c.241C>T, p.Arg81* 0 P (PVSI, PPS, PM2) Yes [7]
3 M 14 GH/PRL-sccreting 14 c.343delC, 0 LP (PVS1, PM2) Yes [28]
p.Leull5Trpfs*41
4 F 25 GH-secreting 28 c.736G>T, 0 LP (PVSI1, PM2) No
p.Glu246%*
Benign variants
5 M 18 PRL-secreting >10 c.47G>A, 0.0020820 B (BS1,BS2, BPI,  Yes [35]
p.Argl6His BP4, BP6)
6 F 20 GH-secreting 34 c.132C>T, 0.0079840 B (BA1, BP4, BP6,  Yes [36]
p.Asp44Asp BP7)
7 M 33 GH/PRL/FSH/LH- >10 c.132C>T, 0.0079840 B (BAL, BP4,BP6, Yes [36]
secreting p.AspddAsp BPT)
8 F 37 PRL-secreting 20 c.132C>T, 0.0079840 B (BA1, BP4, BP6,  Yes [36]
p.-Aspd4Asp BP7)
9 F 40 PRL-secreting 31 c.132C>T, 0.0079840 B (BAI, BP4, BP6,  Yes [36]
p.Aspd4Asp BPT)
10 F 40 GH-secreting 27 c.753G>A, 0.0001757 B (BS1,BS2, BP4,  Yes [37]
p.Leu251Leu BP7)
c.*14C>A 0.0004049 B (BS1, BS2, BP4)
11 F 28 ACTH-secreting 11 c.891C>A, 0.0018130 B (BS1,BS2, BP4,  Yes [18, 38]
p.Ala297Ala BP6, BP7)
c.#*64G>A 0.0054470 B (BS1, BS2, BP4,
BP6)
12 F 17 PRL-secreting >10 ¢.896C>T, 0.0005441 B (BS1,BS2,BP1,  Yes [39]
p.Ala299Val BP4)
13 F 26 PRL-secreting 12 c.896C>T, 0.0005441 B (BS1,BS2,BPI,  Yes [39]
p.Ala299Val BP4)
14 F 30 PRL-secreting 15 c.896C>T, 0.0005441 B (BS1,BS2, BPI,  Yes [39]
p.Ala299val BP4)
15 F 36 ACTH-secreting 14 ¢.896C>T, 0.0005441 B (BS1,BS2,BP1, Yes [39]
p.Ala299Val BP4)
16 M 37 GH-secreting >10 c.896C>T, 0.0005441 B (BS1, BS2, BPI, Yes [39]
p.Ala299Val BP4)
17 M 28 PRL-secreting >40 ¢.*60G>C 0.0078700 B (BS1,BS2, BP4,  Yes [40]
BP6)
18 M 29 PRL-secreting 26 c.#60G>C 0.0078700 B (BS1, BS2, BP4, Yes [40]

BP6)

F, female; M, male; yr, years; ACTH, adrenocorticotropic hormone; FSH, follicle stimulating hormone; GH, growth hormone; LH, luteinizing
hormone; PRL, prolactin; mm, millimeters; GnomAD, Genome Aggregation Database. (a) All variants were heterozygous and nucleotide num-
bering was based on coding reference sequence NM_003977.4. (b) American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) classification
of variants (P, pathogenic; LP, likely pathogenic; B, benign) was based on the evidence for pathogenicity [very strong (PVS1), moderate (PM1-
6), or supporting (PP1-5)] or benign impact [stand-alone (BA), strong (BS1-4), or supporting (BP1-7)]. ACMG classifications were based on the
VarSome search engine (https://varsome.com/), accessed on 27 December 2022

macroadenomas were considered to have causative muta-
tions in AIP. All four patients with A/P mutations had
been diagnosed before the age of 30 years. In patients

diagnosed under the age of 30, the prevalence of AIP

156

mutations in this group was 3.4% (4/118). In the paedi-
atric age group (< 18 years-old), the prevalence of AIP
mutations was 5.0% (1/20).
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A B
ACA[GCCGGGCT|ICGT ACCATGCGAGAAG

ACACGTGGCAAGCC ACCATGNGAGARAG

¢.158_165delGCCGGGCT €.241C>T
p.Ser53Thrfs*36 p.Arg81*
C
GGACC—EGGAGG GTCéA&GAGTACT
* *

GGACCCCTGGAGGG

c.343delC
p.Leull5Trpfs*41

GTCGAGNAGTACT

¢.736G>T
p.Glu246*

Fig. 1 AIP mutations identified in patients. For each mutation (A-D),
the DNA sequences of a normal individual (above) and the patient
(below) are shown. The positions of the mutations are indicated by
asterisks. All mutations were heterozygous. For clarity, the deletion
mutations (A, C) are shown only on the cloned sequences of the
mutated alleles

Clinical characteristics of patients with A/IP
mutations

Patient 1

A 20-years-old woman presented with secondary amenor-
rhea. The amenorrhea had been attributed to anorexia ner-
vosa diagnosed at the age of 15, but did not reverse with the
recovery of body weight. She also complained of frontal
headaches, excessive sweating and coarse facial features.
She denied any visual defects. Her height and weight was
167 cm and 59 kg, respectively. Blood tests revealed basal
growth hormone (GH) 14 ng/mL (normal range (NR) < 8),
insulin-like growth factor 1 (IGF1) 1100 ng/mL (NR
102-231), follicle-stimulating hormone (FSH) 5.4 mUI/mL
(NR 1.2-9), luteinizing hormone (LH) 2.1 mUI/mL (NR
1.1-11.6), estradiol <5 pg/mL, prolactin 45 ng/mL (NR
4.7-23.0), adrenocorticotropic hormone (ACTH) 30 pg/mL
(NR 7.2-63.3), cortisol 15.1 pg/dL (NR 6.2-18.0), thyroid-
stimulating hormone (TSH) 1.6 mUI/mL (NR 0.3-4.2) and

@ Springer

free thyroxine (FT4) 1.1 ng/dL (NR 0.85-1.7). An oral
glucose tolerance test (OGTT) demonstrated failure of GH
suppression, with a GH nadir of 1.4 ng/mL. A magnetic
resonance imaging (MRI) showed a 20 mm pituitary tumour.
A diagnosis of acromegaly was made and the patient under-
went transsphenoidal surgery with excision of the pituitary
macroadenoma. The histopathology showed a pituitary ade-
noma with a predominance of acidophilic cells. Post-surgical
testing revealed normalization of GH levels, but persistence
of the hypogonadotropic hypogonadism. At the age of 29,
she underwent fertility treatment and had a twin pregnancy.
At the last follow-up, at the age of 37, blood tests revealed
basal GH 0.42 ng/mL (NR <8), IGF1 102 ng/mL (NR
102-231), FSH 1.4 mUI/mL (NR 1.2-9), LH 0.16 mUI/mL
(NR 1.1-11.6), estradiol <5 pg/mL, prolactin 14.8 ng/mL
(NR 4.7-23.0), ACTH 22.2 pg/mL (NR 7.2-63.3), cortisol
16.1 pg/dL (NR 6.2-18.0), TSH 0.95 mUI/mL (NR 0.3-4.2)
and FT4 1.2 ng/dL (NR 0.85-1.7). There was no known fam-
ily history of pituitary adenomas. Genetic analysis revealed
an AIP heterozygous mutation (c.158_165delGCCGGGCT,
p-Ser53Thrfs*36) in the patient. No other family members
were available for genetic screening.

Patient 2

A 23-year-old man presented to the emergency department
with a history of frequent and severe headaches, without
visual defects. An MRI showed a 20 x 18 mm pituitary
tumour with suprasellar extension contacting the optic
chiasm and evidence of bleeding into the tumour. Acral
growth and prognathism were noted. His height and weight
were 189 cm and 97 kg, respectively. Serum IGF1 level was
704 ng/mL (NR 115-340), basal GH level was 6.40 ng/mL
and prolactin was 17.40 ng/mL (NR 4.04-15.20), whereas
FT4, TSH, cortisol and electrolyte levels were within the
normal range. An OGTT demonstrated failure of GH sup-
pression with a GH nadir of 5.82 ng/mL. A diagnosis of
acromegaly was made and he was proposed for transs-
phenoidal surgery. In the meantime, he presented to the
emergency department with refractory headaches, visual
deficit and ptosis. MRI showed a 24 X22 X 26 mm tumor
with suprasellar and cavernous extension and acute bleed-
ing in the tumour. The patient underwent transsphenoidal
surgery and histopathology showed a pituitary adenoma
with frequent immunoreactive cells for GH and rarer for
prolactin and with areas of recent and old intratumoral
haemecrrhage, suggestive of pituitary apoplexy. Post-sur-
gical testing revealed cortisol and thyroxine deficiencies
that were corrected with hydrocortisone 15 mg/day and
levothyroxine 50 ug/day. At the last follow-up, 8 months
after surgery, prolactin and testosterone levels were nor-
mal, IGF1 level was 127 ng/mL (NR 115-340) and the
nadir postglucose GH level was 0.1 ng/mL. The patient
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began reducing the dosages of the replacement therapy.
There was no known family history of pituitary adenomas.
Genetic analysis revealed an AIP heterozygous mutation
(c.241C> T, p.Arg81*) in the patient and in his asympto-
matic father, who was referred for clinical, biochemical
and MRIT assessment.

Patient 3

A 13-year-old boy presented with tall stature. Since the age
of 8 years, he demonstrated increased height velocity and
started to cross height percentiles and remained above the
97th percentile. The patient also complained of frontal head-
aches for 2 years. He denied any visual defects. His height
and weight was 180.8 cm (4 3.3 SDS) and 57 kg, respec-
tively. He displayed coarse facial features with frontal boss-
ing and mild prognathism, large hands and feet. His pubertal
status was compatible with Tanner stage 5 (testicular volume
20 mL). Past medical history was unremarkable. The mid-
parental height was 178.5 cm. Baseline pituitary investiga-
tion showed increased levels of IGF1 (587.5 ng/mL, NR
74-450), random GH 11.3 ng/mL (NR 0.12-8.1), hyperprol-
actinaemia with PRL 35.1 ng/mL (NR 4.4-19), central hypo-
thyroidism with TSH 2.3 pUI/mL (NR 0.51-4.30) and FT4
6.96 pmol/L (NR 12.6-21), morning cortisol of 10.3 pg/dL.
(NR 6.2-12.5), total testosterone 238 ng/dL (NR 105-545),
FSH 3.49 U/L (NR 1.5-8.6), LH 1.64 U/L (NR 1.7-8.6).
An OGTT demonstrated failure of GH suppression, with a
GH nadir of 8.1 ng/mL. MRI of the sellar region showed a
pituitary tumour, measuring 13 x 12x 14 mm, without signs
of cavernous sinus invasion, suprasellar extension or optic
chiasm compression. Visual field tests were normal. Bone
age was coincident with his chronological age. A diagno-
sis of pituitary gigantism due to a GH-secreting pituitary
macroadenoma and associated central hypothyroidism was
made. Treatment with levothyroxine was initiated and the
patient underwent transsphenoidal surgery with excision
of the pituitary macroadenoma, without complications.
Histopathology revealed a mammosomatotroph adenoma
with a Ki-67 index of < 1%. Three months after surgery, he
presented normalisation of IGF1 levels, GH nadir during
OGTT was < 1 ng/mL and no residual tumour was found
on the MRI. Recovery of central hypothyroidism was also
observed after surgery, and the patient is currently euthy-
roid without levothyroxine supplementation. He remains in
remission 7 years after surgery with serum IGF1 of 308 pg/L
(NR 93—449), nadir GH level < 1 ng/mL during OGTT, and
a height of 189.5 cm. There was no known family history of
pituitary adenomas. Genetic analysis revealed an AIP het-
erozygous mutation (c.343delC, p.Leul15Trpfs*41) in the
patient. No other family members were available for genetic
screening.
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Patient 4

A 25-year-old woman presented with acromegalic facial fea-
tures, acral growth and secondary amenorrhea. Her height
and weight were 159 cm and 61 kg, respectively. Blood
tests revealed basal GH 29.8 ng/mL (NR 0.06-5.0), IGF1
895 ng/mL (NR 117-329), FSH 3.2 mUL/mL (NR 1.2-9),
LH 1.69 mUI/mL (NR 1.1-11.6), estradiol 15 pg/mL (NR
15-160), prolactin 42 ng/ml. (NR 3.46-19.4), ACTH
30.5 pg/mL (NR 5-46), cortisol 9.8 pg/dL (NR 5-25),
TSH 1.95 mUI/mL (NR 0.4—4.0) and FT4 0.8 ng/dL (NR
0.8-1.9). An OGTT failed to suppress the levels of GH.
An MRI showed a 28 X 25X 12 mm pituitary tumour with
invasion of the left cavernous sinus, suprasellar extension,
and compression of the optic chiasma. She underwent an
unsuccessful transsphenoidal surgery followed by a pterional
craniotomy, with subtotal excision of the tumour. Histopa-
thology showed a pituitary adenoma with immunoreactiv-
ity for GH and Ki-67 < 2%. Two months later, GH levels
remained unsuppressed and IGF1 levels were 547 ng/mL
(NR 117-329). Testing for other pituitary hormones revealed
panhypopituitarism and hormone replacement therapy was
initiated. An octreotide test trial resulted in a 63% decrease
in GH levels. The patient began treatment with lanreotide
120 mg every 4 weeks and cabergoline 2 mg per week,
which resulted in a partial response. Six months later, an
MRI showed persistence of a large tumour residue. Eighteen
months later, the patient underwent stereotactic radiosurgery
and maintained treatment with lanreotide and cabergoline.
Two years after radiosurgery, the patient showed clinical,
biochemical and imaging improvement, and pharmacologi-
cal treatment was gradually reduced to lanreotide 120 mg
every 9 weeks and cabergoline 0.5 mg per week. At the last
follow-up, 9 years after surgery, the patient stopped the treat-
ment with lanreotide and maintained cabergoline 0.25 mg
per week and remaining pituitary hormone replacement
therapy. Subsequent testing showed a nadir postglucose GH
level of 2.87 ng/mL, but with normal IGF1 levels. A head
MRI showed residual tumour near the left cavernous sinus.
There was no known family history of pituitary adenomas.
Genetic analysis revealed an AIP heterozygous mutation
(c.736G> T, p.Glu246*) in the patient and in her asymp-
tomatic mother, who was referred for clinical, biochemical
and MRI assessment.

Discussion

The prevalence of pathogenic and likely pathogenic AIP
variants in our cohort of patients with sporadic pituitary
macroadenomas diagnosed under the age of 40 years was
1.8% (4/218). This represents a low prevalence when com-
pared to that of other studies carried out in France (16/222,
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7.2%) [11], Brazil (11/132, 8.3%) [18] and Australia (6/34,
17.6%) [19]. Other studies have used lower age cut-offs to
analyse the prevalence of A/P mutations. A pan-European
collaboration [12] analysed a cohort of 163 patients diag-
nosed with sporadic pituitary macroadenomas before the
age of 30 years and reported an 11.7% (19/163) preva-
lence of AIP mutations. Likewise, other studies carried out
in Turkey [20], Mexico [21], and Spain [22], in patients
under 30 years, reported prevalences of AIP mutations
of 9% (1/11), 7% (5/55), and 6% (9/148), respectively. In
contrast, our study showed that only 3.4% (4/118) of Por-
tuguese patients diagnosed under the age of 30 years had
AIP mutations. Furthermore, only 5.0% (1/20) of our pae-
diatric patients presented A/P mutations, which is also a
prevalence lower than in other studies [11, 12, 18, 21, 22].
Interestingly, the reported prevalences in the UK (2/100,
2%, under 40 years) [23] and in Germany (2/82, 2.4%,
under 30 years) [24] were closer to those observed in our
study. More recently, a study in Poland comprising 131
patients with macroadenomas of all ages failed to identify
any clearly pathogenic AIP mutations [25].

There may be several explanations for the observed dif-
ferences across studied populations. First, there may be
geographical and ethnic differences in the genetic makeup
of the populations and founder effects that increase the fre-
quency of certain mutations. Second, the overall clinical
characteristics of the patients may differ between cohorts.
For example, as AIP mutations occur more commonly in
GH-secreting tumours [26], cohorts that are enriched for
patients with acromegaly may present a higher preva-
lence of these mutations. Lastly, the criteria for classifying
genetic variants as pathogenic often vary between studies.
Several genetic variants reported as pathogenic or variants
of uncertain significance (VUS) in earlier studies are now
considered to be benign variants. For example, the benign
missense (p.Argl6His and p.Ala299Val) and non-coding
(c.*14C> A and ¢.¥64G > A) variants, which we excluded
from our study, were included in the prevalence data of other
studies [11, 18]. The inclusion of VUS in prevalence stud-
ies is particularly problematic because their interpretation is
often difficult and, over time, many are reclassified as benign
variants [27]. Thus, it is possible that earlier studies have
overestimated the prevalence of true pathogenic variants in
young-onset pituitary macroadenomas.

We identified four AIP mutations, including two novel
[c.158_165delGCCGGGCT (p.Ser53Thrfs*36) and
c.736G>T (p.Glu246*)] and two that have been reported
before in patients from other countries [c.241C>T
(p.Arg81*) and ¢.343delC (p.Leul15Trpfs*41)] [7, 28].
All of these are frameshift or nonsense mutations that are
expected to lead to a premature stop codon and consequently
to the formation of a shorter protein or to nonsense-mediated
decay [29]. Therefore, these are loss-of-function mutations
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that abolish protein domains that are important for the bind-
ing of AIP to its interaction partners [30].

The mutations identified in this study were all found in
patients with GH-secreting adenomas. This is not unex-
pected, as AIP mutations have been found to be more preva-
lent in this tumour type [26]. Apart from the young age of
the patients, the clinical course of the disease was not par-
ticularly unusual and the pituitary surgery was curative in
all but one patient. Thus, in this limited group of patients,
we were unable to confirm previous reports that suggested
a more unfavourable outcome in patients with AIP muta-
tions [1, 9].

None of the patients with A/P mutations reported a family
history of pituitary adenomas. However, in two cases, the
mutation was also identified in an asymptomatic parent who
will now undergo clinical, biochemical and MRI assessment.
It remains to be determined if these mutation carriers have
clinically silent adenomas or incomplete penetrance of the
AIP mutations. It has been estimated that A/P mutations are
associated with a disease penetrance of only 20-25% [31]
and this explains why family members who share the same
mutation often do not express the disease. Nevertheless, our
identification of patients with A/P mutations will allow for
cascade genetic screening of family members, the identifica-
tion of additional mutation carriers, the clinical screening
of these mutation carriers, and an earlier diagnosis, treat-
ment and, possibly, better long-term outcome of any existing
pituitary tumours [10].

Our study has some limitations. First, we did not look for
AIP gross deletions that have been reported before [24, 32,
33]. However, studies using Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA) in large cohorts of patients
have not identified any gross gene deletions, indicating that
these are unlikely to be frequent [11, 12]. Second, we did
not look for mutations in other genes that may be associ-
ated with syndromic forms of pituitary adenomas, such
as the multiple endocrine neoplasia type 1 (MEN1) gene
[34]. Although we excluded patients with evidence of other
coexisting endocrine tumours or other features suggestive of
syndromic forms of pituitary adenomas, we cannot rule out
the possibility of a pituitary adenoma being the first mani-
festation of an undiagnosed syndrome.

In conclusion, the prevalence of AIP mutations in our
cohort is lower than that in previous reports, possibly
because we used more stringent criteria to classify variants
as pathogenic. No AIP mutations were found in patients
diagnosed after the age of 30 years and this suggests that
this age cutoff may be the most appropriate for A/P genetic
testing in patients with apparently sporadic large pituitary
adenomas. Finally, our identification of novel AP mutations
expands the known spectrum of A/P mutations and may con-
tribute to the understanding of the pathogenesis of pituitary
adenomas.
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Anexo 3 — Descricao clinica dos doentes

Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

6905 M 17 GH/PRL >10 v v v
6906 F 17 PRL >10 v v v
6907 M 13 GH/TSH >10 v v v
6908 M 41 GH >10 - - v
7006 F 14 PRL 18 v - v
7007 M 14 PRL 20 v - -
7029 F 18 PRL <10 - - v
7111 M 65 N3io secretor 15 - - v
7329 M 14 GH/PRL 14 v v v
7630 M 25 GH 24 v v v
7631 M 30 GH 30 v v v
7632 F 25 GH 25 v v v
7633 F 28 GH >10 v v v
7634 F 24 GH >10 v v v
7635 M 28 PRL 52 v v v
7636 M 29 Nao secretor 33 v v v
7637 F 20 GH 34 v v v
7641 F 29 GH >10 v v v
7642 F 20 PRL >10 v v v
7643 M 26 Nao secretor >10 v v v
7644 M 29 GH 34 v v v
7648 M 25 PRL >20 v v v
7656 M 26 GH >10 v v v
7663 M 20 GH/PRL 18 v v v
7667 F 25 PRL >40 v v v
7674 F 31 GH >10 v v v
7675 M 29 N3ao secretor 40 v v v
7676 M 28 PRL >40 v v v
7678 F 25 PRL 12 v v v
7680 F 17 PRL 12,4 v v v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

7681 M 27 GH 15 v v v
7682 F 25 N3o secretor >10 v v v
7684 F 24 PRL 12 v v v
7685 F 32 GH >10 v v v
7686 M 27 Nao secretor >10 v v v
7687 F 32 ACTH 23 v v v
7688 F 22 PRL 12 v v v
7689 F 17 GH >10 v v v
7694 F 23 PRL >10 v v v
7695 M 41 PRL 23 - - v
7696 M 41 GH 17 - - v
7697 F 66 GH 15 - - v
7698 F 25 PRL 4,9 - - v
7699 F 61 GH 13 - - v
7700 M 45 PRL >10 - - v
7701 F 74 Nao secretor 24,7 - - v
7702 F 65 N3ao secretor 15 - - v
7703 M 37 Nio secretor 30 v v v
7704 F 63 PRL 42 - - v
7705 M 57 N3ao secretor >10 - - v
7706 F 52 Nao secretor 20 - - v
7707 F 62 FSH/LH 34 - - v
7708 F 51 N3ao secretor 13 - - v
7712 M 33 PRL 20 v v v
7713 F 44 N3ao secretor >10 - - v
7714 M 58 Nao secretor 30 - - v
7715 F 17 PRL <10 - - v
7716 M 41 GH/PRL 32 - - v
7717 F 59 GH 15 - - v
7718 M 67 PRL 20 - - v
7719 M 49 GH 18 - - v
7720 M 72 PRL 15 - - v
7722 F 34 ACTH 10 v v v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

7723 M 53 GH 14 - - v
7724 M 58 GH 19 - - v
7725 F 68 Nao secretor 22 - - v
7726 M 44 Nao secretor >10 - - v
7727 M 59 GH 16 - - v
7728 F 40 PRL 12 v v v
7729 F 28 N3o secretor >18 v v v
7730 M 54 PRL 28 - - v
7731 M 84 Nao secretor 29,5 - - v
7732 M 56 Nao secretor 29 - - v
7733 M 62 FSH/LH 35 - - v
7734 M 66 N3io secretor 19 - - v
7735 M 71 Nao secretor 13 - - v
7736 F 40 GH >10 v v v
7742 M 37 GH 37 v v v
7743 M 38 GH >10 v v v
7744 F 17 ACTH Indeterminado - v v
7745 F 40 Nio secretor 22 v v v
7753 F 30 PRL <10 . - v
7754 M 47 PRL >16 - - v
7755 M 42 N3o secretor >10 - - v
7756 M 51 FSH/LH 29 - - v
7757 F 66 Nao secretor >10 - - v
7763 F 39 Nao secretor 23 v v v
7764 F 33 PRL 30 v v v
7765 M 42 FSH/LH 25 - - v
7766 F 52 GH 30 - - v
7767 F 56 GH >10 - - v
7768 F 56 Nao secretor >10 - - v
7769 M 26 Indefenido >10 v v v
7770 M 33 GH >10 v v v
7771 M 53 PRL 23,6 - - v
7772 F 45 GH >10 - - v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

7773 M 52 PRL 17 - - v
7774 F 35 PRL 9 - - v
7775 M 73 FSH/LH 26 - - v
7776 M 53 ACTH 8.4 - - v
7777 F 45 Indefinido 27 - - v
7778 M 36 GH >10 v v v
7787 F 43 N3io secretor 28 - - v
7788 F 60 N4ao secretor 41 - - v
7789 M 27 PRL 18 v v v
7790 M 46 Indefinido 35 - - v
7791 M 23 GH 25 v v v
7792 M 18 TSH 10 v v v
7793 F 22 GH 40 v v v
7798 M 57 Nao secretor 20 - - v
7799 M 33 GH 8 - - v
7800 F 50 Nao secretor 225 - - v
7801 F 62 GH 10 - - v
7802 M 59 FSH/LH 27 - - v
7803 F 37 GH 5,3 - - v
7804 M 33 GH 17 v v v
7805 F 23 Nio secretor 35 v v v
7806 M 37 PRL 15 v v v
7807 F 49 PRL 27 - - v
7808 M 49 FSH/LH >10 - - v
7809 F 77 Nao secretor 30,3 - - v
7810 F 55 GH >10 - - v
7811 F 34 ACTH <10 - - v
7812 M 68 GH 12 - - v
7813 F 37 GH 40 v v v
7814 F 14 PRL 12 v v v
7815 M 56 Indefinido 33 - - v
7816 M 46 GH 11 - - v
7817 F 45 GH ? - - v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

7818 F 42 GH 13 - - v
7819 F 46 GH 41,6 - - v
7820 F 37 PRL 20,1 v v v
7821 M 33 GH 23 N v v
7822 M 38 GH <10 - - v
7823 F 50 GH <10 - - v
7824 M 69 N3io secretor 25 - - v
7825 F 55 GH 3,5 - - v
7826 M 18 PRL >10 v v v
7827 M 28 GH/PRL 11 v v v
7828 M 39 PRL 37 v v v
7829 M 57 PRL >10 - - v
7830 M 53 PRL 23 - - v
7831 F 70 Nao secretor 25 - - v
7832 M 66 Nao secretor 24 - - v
7833 M 29 PRL 24 v v v
7835 F 30 GH 15 v v v
7836 F 40 GH >10 v v v
7837 M 33 PRL 40 v v v
7838 F 28 ACTH <10 - - v
7839 M 20 Nio secretor 17 v v v
7840 M 34 GH 28 v v v
7841 M 41 GH 31 - - v
7842 F 58 Nao secretor 30 - - v
7843 F 60 GH >10 - - v
7844 M 39 PRL 30 v v v
7845 F 40 GH >10 v v v
7846 F 29 PRL <10 - - v
7847 M 50 PRL 50,5 - - v
7848 F 41 PRL 6,3 - - v
7849 M 53 N3ao secretor >30 - - v
7850 M 32 GH/PRL 60 v
7851 F 35 ACTH 14 v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

7852 M 22 GH >10 v
7853 F 24 PRL 10 v
7854 M 59 PRL 30 - - v
7855 F 60 GH >10 - - v
7856 F 63 Nao secretor 13 - - v
7858 M 62 Nao secretor 37 - - v
7859 F 68 N3io secretor 24 - - v
7860 M 12 GH 28,9 v v v
7861 M 67 Indefinido 24 - - v
7862 F 16 PRL 10 v v v
7863 F 2 PRL 8 - - v
7864 F 71 FSH/LH 17 - - v
7865 F 47 GH 20 - - v
7866 F 47 TSH - - - v
7867 F 43 ACTH <10 - - v
7868 F 39 GH 18 v v v
7869 F 62 GH 20 - - v
7870 M 29 PRL 26 v v v
7871 F 49 TSH 17 - - v
7872 M 63 N3ao secretor 29 - - v
7873 F 19 PRL 13 v v v
7874 F 30 ACTH <10 - - v
7875 F 66 PRL 13 - - v
7876 F 56 Nao secretor 20 - - v
7877 F 60 GH 13 - - v
7878 M 32 Indefinido 16 v v v
7879 M 22 GH 26 v v v
7880 F 37 Indefinido 35 v v v
7881 M 61 Indefinido 20 - - v
7882 F 51 Indefinido >10 - - v
7883 F 30 PRL 10 v v v
7884 F 24 GH 18 v v v
7885 F 30 GH >10 v v v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

7886 M 57 FSH/LH 31 - - v
7887 F 21 PRL 20 v v v
7888 F 45 ACTH >10 - - v
7889 M 32 PRL >40 v v v
7890 M 50 Nao secretor 23 - v
7801 F 74 Nao secretor 27 - - v
7892 M 28 N3o secretor 50 v v v
7893 F 40 Nio secretor 22 v v v
7894 F 36 ACTH >10 v v v
7895 M 33 FSH/LH 14 v v v
7896 F 40 GH 20 v v v
7897 M 54 GH 13 - - v
7899 M 44 PRL 11 - - v
7900 M 57 Nao secretor 28,5 - - v
7901 F 50 GH >10 - - v
7902 F 43 GH 15 - - v
7903 F 41 ACTH <10 - - v
7904 F 27 PRL >10 v v v
7905 F 52 Nao secretor >10 - - v
7906 M 33 ACTH 40 v v v
7907 F 51 GH/PRL 25 - - v
7908 M 56 Nao secretor 41,2 - - v
7909 F 50 N3ao secretor >10 - - v
7911 M 35 Indefinido >10 v v v
7912 F 56 PRL 14 - - v
7914 M 14 PRL >10 v v v
7915 M 70 FSH/LH - - - v
7916 M 25 N3ao secretor >10 v v v
7917 M 50 Nao secretor - - - v
7918 M 30 Nao secretor - - - v
7919 M 28 GH/PRL 6 - - v
7920 M 18 ACTH 41 v v v
7921 F 59 PRL 16 - - v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

7922 F 25 ACTH 8 - - v
7923 F 29 GH 26 v v v
7924 F 40 Indefinido 24 v v v
7925 M 41 GH/PRL >10 - - v
7926 F 56 GH >10 - - v
7927 F 50 ACTH <10 - - v
7929 M 31 GH 24 v v v
7930 F 27 ACTH - - - v
7931 F 69 N4o secretor 23 - - v
7932 M 65 Nao secretor - - - v
7933 F 60 Nao secretor 19 - - v
7934 F 36 PRL >10 v N v
7935 M 24 GH 31 v v v
7936 M 62 Néo secretor 23 - - v
7937 F 53 GH <10 - - v
7938 F 29 PRL - - - v
7939 F 44 GH - - - v
7940 F 30 GH - - - v
7941 F 26 GH - - - v
7942 F 42 GH - - - v
7943 M 29 PRL 30 v v v
7944 M 45 GH 8 - - v
7945 F 31 PRL >10 v v v
7946 F 39 GH - - - v
7947 M 28 GH - - - v
7948 M 45 GH 4 - - v
7949 M 37 GH 25 v v v
7950 M 48 PRL >10 - ; v
7951 F 42 GH - - - v
7952 F 24 ACTH - - - v
7953 M 62 N3ao secretor >10 - - v
7954 F 26 PRL 7,1 - - v
7955 M 70 FSH/LH 40,3 - - v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

7956 F 17 PRL 12 - - v
7957 F 67 GH 20 - - v
7958 M 38 GH >40 v v v
7959 M 36 FSH/LH 22,8 v v v
7960 M 22 PRL 20 - - v
7961 F 43 Nao secretor >40 - - v
7962 M 56 Indefinido 26 - - v
7963 F 48 GH/TSH 18 - - v
7964 M 17 PRL 25 v v v
7965 M 51 PRL 12 - - v
7966 M 31 PRL <10 - - v
7967 M 47 ACTH >10 - - v
7968 M 37 PRL 18 v v v
7969 F 27 PRL 5.5 - - v
7970 F 35 GH 25 v J v
7971 F 22 GH/PRL/FSH 40 v v v
7972 M 44 FSH/LH 30 - - v
7973 F 44 GH 40 - - v
7974 F 49 GH/FSH/PRL 40 - i v
7975 M 69 Nio secretor 50 - - v
7976 M 81 Nio secretor 34 - - v
7977 M 64 Nio secretor 45 - - v
7978 M 76 Nio secretor 17 - - v
7980 M 60 PRL >10 - - v
7981 M 45 GH - - - v
7982 F 36 GH - - - v
7983 M 66 Nao secretor >10 - - v
7984 M 52 GH 7 - - v
7985 M 19 PRL 65 v v v
7986 M 26 PRL 40 v v v
7987 F 41 GH 14 - - v
7988 F 62 PRL 23 - - v
7989 M 45 PRL 18 - - v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

7990 F 61 GH 12 - _ v
7991 M 51 GH/FSH/PRL 14 - - v
7992 M 22 PRL 28 v v v
7993 F 35 PRL 12 v v v
7994 M 44 FSH/LH <40 - - v
7995 F 26 PRL 12 v v v
7996 M 53 Misto 20 - - v
7997 F 46 GH 12 - - v
7998 F 42 PRL 18 - - v
7999 M 51 ACTH 13 - - v
8000 F 59 Nao secretor 16 - - v
8001 F 41 GH 20 - - v
8002 M 25 PRL 20 v v v
8003 M 31 GH/FSH/PRL 37 v v v
8004 M 47 Nao secretor 15 - - v
8005 F 29 PRL 18 v v v
8006 F 56 N3io secretor - - - v
8007 F 64 FSH/LH 24 - - v
8008 M 69 GH 7 - - v
8009 M 43 GH 8 - - v
8010 F 71 N3ao secretor 18 - - v
8o11 M 47 N3ao secretor 33 - - v
8012 F 60 GH 8 - - v
8013 M 42 FSH/LH 18 - - v
8014 F 21 PRL 14 v v v
8015 F 75 N3o secretor >40 - - v
8016 F 57 GH/TSH/FSH >10 - - v
8017 F 19 GH <10 - - v
8018 F 29 FSH/LH 38 v v v
8019 M 41 PRL 13,6 - - v
8020 F 48 ACTH 13 - - v
8021 M 17 PRL >10 v
8022 M 30 GH 33 v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

8023 M 37 FSH/LH 31 v v v
8024 F 22 PRL 10 v v v
8025 F 27 GH >10 v v v
8026 M 15 GH >10 v v v
8027 M 63 PRL >10 - - v
8028 M 69 PRL 6 - - v
8029 M 44 GH <10 - - v
8030 F 36 GH/PRL 26 v v v
8031 M 58 PRL >10 - - v
8032 F 45 GH >10 - - v
8033 F 70 GH >10 - - v
8036 F 52 FSH/LH >10 - - v
8037 F 55 GH 39 - - v
8038 M 70 Nao secretor 15 - - v
8039 F 48 Nao secretor 13 - - v
8040 F 44 FSH/LH 17 - - v
8041 F 28 FSH/LH 22 v v v
8042 F 19 PRL 9 - - v
8043 M 49 GH 21 - - v
8044 F 35 PRL 11 v v v
8045 F 20 PRL 18 v v v
8046 M 61 Nao secretor >10 - - v
8047 F 5 Nio secretor 26 v v v
8048 M 46 ACTH 39 - - v
8049 F 50 Nao secretor 29 - - v
8050 F 40 GH 8 - - v
8051 M 18 PRL 47 v v v
8052 M 64 ACTH 23 - - v
8054 F 36 PRL 29 v v v
8057 F 32 Nao secretor 20 v v v
8058 M 48 Nao secretor 32 - - v
8059 F 65 Nao secretor 26 - - v
8060 M 43 PRL >10 - - v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

8061 M 42 PRL <10 - - v
8062 F 76 Nio secretor 21 - - v
8066 F 19 ACTH 6 - - v
8067 M 58 FSH/LH 35 - - v
8068 M 50 Nao secretor 23 - - v
8069 M 46 PRL 40 - - v
8070 M 68 N3io secretor 21 - - v
8071 F 41 FSH/LH 33 - - v
8072 M 37 GH >10 v v v
8073 F 55 GH 11 - - v
8074 F 50 GH >10 - - v
8075 F 17 PRL >10 v v v
8076 F 44 PRL 31 - - v
8077 F 51 GH/PRL 16 - - v
8078 M 33 PRL 20 v v v
8079 F 36 ACTH 14 v v v
8080 M 46 PRL 32 - - v
8081 M 67 Nao secretor 17 - - v
8084 M 52 GH 7 - - v
8085 F 58 GH >10 - - v
8086 M 46 GH >10 - - v
8087 M 51 ACTH <10 - - v
8088 M 56 GH 9 - - v
8089 M 41 Nao secretor 31 - - v
8090 F 79 Nao secretor 10,5 - - v
8001 M 46 PRL >10 - - v
8092 F 40 GH 27 v v v
8093 F 34 GH 22 v v v
8094 F 40 PRL 31 v v v
8095 F 33 Nao secretor 40 v v v
8096 F 58 GH 21 - - v
8097 F 35 GH 20 v v v
8098 M 60 PRL >10 - - v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

8099 M 61 PRL >40 - - v
8100 F 75 GH 15 - - v
8101 M 64 Nao secretor 40 - - v
8102 M 51 FSH/LH 41 - - v
8103 M 63 Nao secretor 29 - - v
8104 F 46 Nao secretor 39 - - v
8105 M 47 GH <10 - - v
8106 F 59 GH 17 - - v
8107 F 54 GH 7 - - v
8108 M 52 Nao secretor 56 - - v
8111 F 30 PRL 6,5 - - v
8112 F 18 PRL <10 - - v
8113 M 83 PRL >10 - - v
8114 M 72 PRL >10 - - v
8115 F 25 Nao secretor 13 v v v
8116 M 42 ACTH, FSH, PRL 2 - - v
8117 M 55 FSH/LH 54 - - v
8118 F 24 PRL 14 v v v
8119 F 48 PRL 19 - - v
8120 M 44 GH 25 - - v
8121 M 32 PRL 12 v v v
8122 F 43 GH 28 - - v
8123 F 52 PRL 50 - - v
8124 M 78 Nao secretor 58 - - v
8125 M 70 FSH/LH 38 - - v
8126 F 32 GH 22 v v v
8127 F 77 GH 26 - - v
8128 M 38 ACTH 10 v v v
8129 F 66 PRL 16,5 - - v
8130 F 39 ACTH 14 v v v
8131 F 24 Nao secretor 22 v v v
8132 F 43 ACTH 10 - - v
8133 F 42 GH 24 - - v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

8134 F 55 GH <10 - - v
8135 F 63 FSH/LH 36 - - v
8136 M 50 PRL 34 - - v
8137 M 46 FSH/LH >10 - - v
8138 F 47 PRL <10 - - v
8140 M 45 TSH 26 - - v
8141 F 33 N3o secretor >10 v v v
8142 F 52 GH <10 - - v
8143 F 51 GH 24 - - v
8144 M 60 PRL >10 - - v
8145 F 59 Nao secretor >10 - - v
8146 M 43 N3ao secretor >10 - - v
8147 F 30 GH <10 - - v
8148 M 51 N3o secretor >10 - - v
8149 F 26 ACTH >10 v v v
8150 F 73 GH 14 - - v
8151 F 50 PRL 9 - - v
8152 F 27 GH >10 v v v
8153 F 57 Nao secretor >10 - - v
8154 F 48 GH >10 - - v
8156 M 62 FSH/LH 23 - - v
8157 F 64 ACTH >40 - - v
8158 M 37 GH >10 v v v
8159 M 56 GH 15 - - v
8160 F 33 PRL <10 - - v
8161 F 49 GH >10 - - v
8162 F 48 Nao secretor 21 - - v
8163 M 24 GH 29 v v v
8164 F 37 PRL >10 v v v
8165 F 74 Nao secretor 30 - - v
8166 M 64 Nao secretor 14 - - v
8167 F 29 Nao secretor 28 v
8168 F 39 Nao secretor 21 v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

8170 F 38 ACTH >10 v - -
8174 F 14 N3io secretor 8 - - v
8175 M 70 PRL 30 - - v
8176 F 87 N4ao secretor >20 - - v
8177 M 31 PRL 14 v v v
8178 F 27 PRL 18 v v v
8179 M 28 PRL >40 v v v
8180 F 40 PRL 11 v v v
8181 F 15 N3ao secretor 16 v v v
8182 F 30 PRL 15 v v v
8183 F 40 GH 8 - - v
8184 F 54 N3io secretor >10 - - v
8185 F 58 N3ao secretor 16 - - v
8186 F 28 PRL <10 - - v
8187 M 60 ACTH >10 - - v
8189 M 33 GH/FSH/LH >10 v v v
8190 M 31 GH <10 - - v
8191 M 52 N3ao secretor 50 - - v
8193 F 30 GH >10 v v v
8194 F 70 N3ao secretor >10 - - v
8195 F 36 GH >10 v v v
8196 F 50 Nao secretor 25 - - v
8197 M 77 N3ao secretor 26 - - v
8198 M 36 PRL 39 v v v
8199 F 37 PRL >10 v v v
8200 M 68 Nao secretor 21 - - v
8201 F 48 Nao secretor >10 - - v
8202 F 48 GH >10 - - v
8203 F 31 GH/PRL 30 v v v
8204 M 38 GH >10 v v v
8205 M 76 Nao secretor 30 - - v
8206 M 35 GH/PRL 18 v v v
8207 F 76 Nao secretor 30 - - v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

8208 M 17 GH >10 v v v
8209 M 30 PRL 7 - - v
8210 M 76 PRL 16 - - v
8211 F 72 FSH/LH 40 - - v
8212 F 29 PRL 20 v v v
8213 M 20 Misto >10 v v v
8215 F 20 GH 20 v v v
8216 F 33 Nio secretor 20 v v v
8217 M 67 PRL 8 - - v
8218 M 37 Nao secretor 25 v v v
8219 M 65 GH 12 - - v
8220 F 61 GH 19 - - v
8221 M 39 Nio secretor 28 v v v
8222 M 53 GH 17 - - v
8223 M 44 PRL 20 - - v
8224 F 45 GH >10 - - v
8225 M 69 ACTH 39 - - v
8226 M 28 PRL 14 v v v
8227 M 32 N3ao secretor >10 v v v
8232 F 40 GH - - - v
8233 M 37 Nio secretor 29 v v v
8234 F 36 Misto 38 v v v
8235 F 36 Nio secretor 22 v v v
8236 F 44 GH >10 - - v
8237 M 25 PRL >30 v v v
8238 F 22 PRL 30 v v v
8239 M 29 GH 26 v v v
8240 F 45 Indefinido 10 - - v
8241 M 37 N3ao secretor 12 v v v
8242 M 48 PRL >10 - - v
8243 F 34 ACTH 10 v v v
8244 F 51 Nao secretor 8 - - v
8245 F 18 PRL 15 v v v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

8246 F 49 Nao secretor 27 - - v
8248 F 44 N3io secretor 4 - - v
8249 F 41 GH 21 - - v
8250 M 39 N4ao secretor >10 v v v
8251 F 62 Nao secretor >10 - - v
8253 M 16 PRL 26 v v v
8258 F 58 FSH/LH >10 - - v
8259 F 19 GH >10 v v v
8260 M 61 PRL 19 - - v
8261 M 33 N4ao secretor >10 v v v
8262 F 33 PRL >10 v v v
8264 M 68 FSH/LH 56 - - v
8265 M 34 Indefinido >10 v v v
8266 M 33 PRL >10 v v v
8267 M 55 Nao secretor 32 - - v
8268 M 63 FSH/LH 24 - - v
8269 M 64 PRL 22 - - v
8270 M 52 PRL 31 - - v
8271 M 62 FSH/LH 18 - - v
8272 M 63 FSH/LH >10 - - v
8273 M 54 FSH/LH 44 - - v
8274 F 67 FSH/LH 27 - - v
8275 F 47 N3ao secretor >10 - - v
8278 M 36 FSH/LH 41 v v v
8282 M 39 GH >10 v v v
8294 F 26 Nio secretor 20 v v v
8205 M 43 PRL 28 - - v
8296 M 27 GH 18 v v v
8298 M 36 N3ao secretor 20 v v v
8304 M 28 FSH/LH 30 v v v
8306 F 28 GH/PRL 20 v v v
8307 F 42 GH/PRL 12 - - v
8308 M 54 GH 12 - - v
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Idade de Tipo de
Doente Sexo diagnéstico adenoma Tamanho de Estudo2 Estudo3 Estudo 4
(ap) (anos) (horm?nas tumor (mm)
produzidas)

8309 F 19 PRL >10 v v -
8310 F 25 PRL 33 v v v
8313 M 18 PRL >10 v v v
8315 M 34 PRL 59 v v -
8317 M 73 Nao secretor 26 - - v
8319 F 24 GH >10 v v v
8320 F 22 PRL 12 v v v
8321 M 31 GH/PRL 9 - - v
8323 M 43 GH 25 - - v
8324 F 56 GH 13 - - v
8327 F 46 ACTH 11 - - v
8329 M 8o PRL 15 - - v
8330 F 28 ACTH 11 v v -
8331 M 34 PRL 69 v v -
8332 F 29 PRL 7 - - v
8333 M 76 Nao secretor 12 - - v
8338 M 50 PRL 20 - - v
8339 F 38 PRL 4 - - v
8340 F 38 ACTH >10 - v -
8342 F 36 ACTH 15 v v -
8343 F 27 GH >10 - v -
8360 F 29 PRL 15 - v -
8430 M 35 PRL 45 - v -
8458 M 27 Misto 22 - v -
8461 F 37 N3ao secretor 27 - v -
8462 M 27 Nao secretor >10 - v -
8467 M 25 Nao secretor 18 - v -
8471 M 38 PRL 39 - v -

id, identificacdo; F, mulher; M, homem; ACTH, hormona adrenocorticotrépica; FSH, hormona foliculo-
estimulante; GH, hormona do crescimento; LH, hormona luteinizante; NFPA, adenomas hipofisarios nao
funcionais; PRL, prolactina; TSH, hormona estimulante da tiroide; mm, milimetros
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Anexo 4— Primers usados para PCR e Sequenciacao de

Sanger

Os primers usados na amplificacao do gene AIP foram publicados por Cazabat et al, (236).

Nome do Condicoes otimizadas Tamanho
Primer Primer 5’ para 3’ com temperatura de Exao do produto
AIP annealing (pb)
1F AACCAATCACCATCCGTTTC .
R GTCGAGTTCTGCATGTGAGC 1,5mM Mg + 56°C 1 397
oF GGAGGATGAAGCCAGGTGTA M Mo 5 60C ) )
oR CCCTGGGGATAGGGAATAGG S g+5 39
3F AACGGAGTAGGGTCCCAGTT .
3R GGTCCTGCACAGGTTTTCTT 1,5mM Mg + 56°C 3 472
4F CTCTGCTGCTGGTGTGTGAT .
4R AGCGGGGAGAAGCTGTAGAC 1,5mM Mg + 56°C 4 397
5F GCTGCTGCCAAGTACTACGA .
R GGGGTTGTGAAAGGCTAGGT 1,5mM Mg + 56°C 5 282
6F ATGGTGCCAGGAGACATGA
6R AACAGCCACCCAAGTACCAG 1,5mM Mg + 56°C 6 477

Primers usados para confirmacao de variantes patogénicas e provavelmente patogénicas, por

Sequenciacio de Sanger.

Condicoes T h
. . otimizadas com amanto
Variante Primer 5’ para 3’ do produto
temperatura de
annealin; (pb)
g
CDH23:
F: CACTGTGCCAAGGATCTAGGA LM Me + 560C 06
p.Glu2520Lys R: GCAGTGGGAGCAGGAGAG & §+5 5
, F: AAAGGGAGTGGGAGGGAGT o
MENT1: p.Trp183Ter R: GTGGCCCAAGAAAATGGAGT 1,5mM Mg + 55°C 388
MENT1: F: CTTCCTGTGGCCCCTTCT LM Me 4 610C
p.Arg314_Asp3isdel  R: ACTGCTGGATGATGGTGGTT & & 499
~ F: TATCAAGGCTTGGACCCTGG
MSH2: p.Arg524His R: 1,5mM Mg + 56°C 402
ACAAAAGAATGGTGAGACGAGGT
. F: CTAGGCGACAGAGTGAGACG o
PMS2: p.Asn3358er . CTTCAACATCCAGCAGTGGC 1L,5mM Mg + 56°C 253
PMS2: F: TGCAGCGGATTTGGAAAAGC M Mo 4 60C )
p.Asp486GlufsTer109  R: GAGTCCACATGTTCCTGCGA 5 §+5 44
SDHB: p.lleio7Len  F: TGATTCCGGATATGGGTGAG L5mM Mg + 559C -

R: AACAAATCCTGCCCTGAAAA
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F:TGGGAGTAGATGGAGCCTGG

TP53: p.Arg282GIn
53: P-Arg R:TGTCCTGCTTGCTTACCTCG 1,5mM Mg + 56°C 243
VHL: p.GlussTer  F: GAGTACGGCCCTGAAGAAGA .
b5 R: CCGTCGAAGTTGAGCCATAC 1,5mM Mg + 55°C 215
VHL: pLysio6Glu  F: GTTGTCCGGAGCCTAGTCAA LM Mg + 55°C 28

R: AAGGAAGGAACCAGTCCTGT
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Anexo 5 — Vetor de clonagem pJET1.2/blunt
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Abstract: The majority of pituitary adenomas occur in a sporadic context, and in the absence of
known genetic predisposition. Three common variants at the NEBL (rs2359536), PCDH15 (rs10763170)
and CDK8 (rs17083838) loci were previously associated with sporadic pituitary adenomas in the
Han Chinese population, but these findings have not yet been replicated in any other population.
The aim of this case-control study was to assess if these variants are associated with susceptibility
to sporadic pituitary adenomas in the Portuguese population. Genotype and allele frequencies
were determined in 570 cases and in 546 controls. The CDK8 rs17083838 minor allele (A allele) was
significantly associated with sporadic pituitary adenomas, under an additive (odds ratio (OR) 1.73,
95% confidence interval (CI) 1.19-2.50, p = 0.004) and dominant (OR 1.82, 95% CI 1.24-2.68, p = 0.002)
inheritance model. The NEBL 152359536 and PCDH15 rs10763170 variants were not associated with
the overall risk for the disease, although a borderline significant association was observed between
the PCDH15 rs10763170 minor allele (T allele) and somatotrophinomas (dominant model, OR 1.55,
95% CI 1.02-2.35, p = 0.035). These findings suggest that the CDK8 rs17083838 variant, and possibly
the PCDH15 rs10763170 variant, may increase susceptibility to speradic pituitary adenemas in the
Portuguese population.

Keywords: pituitary adenoma; NEBL; nebulette; PCDH15; protocadherin-related 15; CDKS; cyclin
dependent kinase §; SNP; single nucleotide polymorphism; genetic susceptibility

1. Introduction

Pituitary adenomas, also referred to as pituitary neuroendocrine tumors (PitNETs),
are the most common intracranial neoplasias [1]. Although usually benign, pituitary
adenomas are associated with increased morbidity and mortality via hormone overproduc-
tion and mass effects resulting from compression of structures adjacent to the tumor [2].
Depending on the hormone expressed by the tumor cells, pituitary adenomas can be
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divided into non-functioning adenomas, prolactinomas, somatotrophinomas, corticotrophi-
nomas, gonadotrophinomas and thyrotrophinomas [2].

The mechanisms underlying pituitary tumorigenesis are still largely unknown. A small
proportion of tumors (~5%) are due to germline mutations, as part of syndromic diseases
or as familial isolated pituitary adenomas [3,4]. These tumors are usually more aggressive,
may present at a younger age, have a larger tumor size, show increased invasiveness,
and are often resistant to standard treatments [5]. However, the vast majority of pituitary
adenomas (~95%) occur in a sporadic context, in the absence of known genetic predisposi-
tion, and are likely to occur due to acquired somatic and epigenetic mutations [6].

A genome-wide association study (GWAS) in the Han Chinese population [7] iden-
tified single nucleotide polymorphisms (SNPs) at three independent loci (rs2359536 at
10p12.31, rs10763170 at 10q21.1 and rs17083838 at 13q12.13) that were significantly associ-
ated with sporadic pituitary adenomas. The genes around these susceptibility loci, namely
the nebulette (NEBL), protocadherin-related 15 (PCDH15) and cyclin dependent kinase
8 (CDKS8), are involved in cell—cell adhesion and regulation of cell cycle progression [7].
However, it is still uncertain if and how these loci are involved in pituitary tumorigenesis.
Although the association with these variants was highly significant in the Han Chinese
population, these results have not yet been confirmed in any other population.

The aim of this study was to investigate whether the NEBL rs2359536, PCDH15
1510763170 and CDK8 rs17083838 SNPs are associated with the susceptibility to sporadic
pituitary adenomas in the Portuguese population.

2. Results

The NEBL rs2359536, PCDH15 rs10763170 and CDK8 rs17083838 genotype and allele
frequencies observed in the cases and controls are presented in Table 1. The observed
genotype frequencies did not deviate from the Hardy-Weinberg equilibrium (data not
shown), which would otherwise suggest selection bias, population stratification or geno-
typing errors. The CDKS 1517083838 minor allele (A allele) was significantly associated
with overall sporadic pituitary adenomas under an additive (odds ratio (OR) 1.73, 95%
confidence interval (CI) 1.19-2.50, p = 0.004) and dominant (OR 1.82, 95% CI 1.24-2.68,
p = 0.002) inheritance model (Table 1). These associations remained statistically significant,
even after applying the conservative Bonferroni correction (p < 0.0167). For the NEBL
152359536 and PCDHI15 rs10763170 SNDPs, no significant differences between cases and
controls were observed.

In the analysis based on tumor subtype, the PCDH15 rs10763170 minor allele (T allele}
was associated with somatotrophinomas under a dominant inheritance model (OR 1.55,
95% CI1.02-2.35, p = 0.035) (Table 2); however, this association was no longer significant
after applying the Bonferroni correction. For the remaining tumor subtypes and sizes,
no associations were observed (data not shown).

Table 1. Distribution of NEBL, PCDH15 and CDK$ genotypes and alleles in sporadic pituitary
adenomas and controls.

NEBL rs2359536 Cases, n (%) Controls, n (%) OR (95% CI) p Value Adjusted OR (95% CI) Adjusted p Value t
TT 225(39.5) 213 (39.0)
Genotypes TC 271 (47.5) 258 (47.3)
CC 74 (13.0) 75(13.7) 0.94 (0.66-1.32) 1 0.71 0.89 (0.63-1.27) 1 0.33
Allel T 721 (63.2) 684 (62.6)
eles C 419 (36.8) 408 (37.4) 0.97 (0.82-1.16)§ 0.76 095 (0.80-1.13) § 0.57
PCDH15 rs10763170 Cases, n (%) Controls, n (%) OR (95% CI) p Value Adjusted OR (95% CD*'  Adjusted p Value*
cC 184 (32.3) 180 (33.0)
Genotypes CT 276 (48.4) 247 (45.2)
TT 110(19.3) 119 (21.8) 0.86 (0.64-1.15 T 0.30 0.86 (0.64-1.15) T 031
Allel C 644 (56.5) 607 (55.6)
eles T 496 (43.5) 485 (44.4) 097 (0.82-1.14) 0.67 096 (0.81-1.13) § 062
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Table 1. Cont.
CDKS8 rs17083838 Cases, n (%) Controls, n (%) OR (95% CI) p Value Adjusted OR (95% CD * Adjusted p Value *
GG 487 (85.4) 498 (91.2)
Genotypes GA 82(14.4) 46 (8.4)
AA 1(0.2) 2(0.4) 177 (1.21-258) F 0.003 1.82(1.24-2.68) 0.002
Allel G 1056 (92.6) 1042 (95.4)
eles A 84(7.3) 50 (4.6) 1.67 (1.16-241)§ 0.005 1.73 (1.19-2.50) § 0.004
n, number; OR, odds ratio; CI, confidence interval, T adjusted for sex and age; T recessive model; T dominant
model; § log-additive model.
Table 2. Distribution of PCDH15 genotypes and alleles in somatotrophinomas and all other tumors.
Somatotrophinomas, All Other Tumors, o Adjusted OR Adjusted p
PCDH15 rs10763170 1 (%) 0 (%) OR (95% CI)  p Value ©5% CI) t Value t
cC 41 (25.5) 138 (34.6)
Genotypes CT 85 (52.8) 193 (48.4)
155
TT 35 (21.7) 68 (17.0) (B2syr 006 155(102-235)F 0.035
C 167 (51.9 469 (58.8
Alleles (619) (58.8) 132 s
T 155 (48.1) 329 (41.2) oz17ys 005 131(100-171) 0.046

188

n, number; OR, odds ratio; CI, confidence interval. t adjusted for sex and age; T dominant model; § log-additive model.

The combined number of NEBL, PCDHI15 and CDK8 minor (risk) alleles that each
individual harbored was not significantly associated with the risk of pituitary adenomas
(Table 3).

Table 3. Distribution of combinations of minor (risk) alleles.

Number of Minor Alleles Cases, n (%) Controls, n (%) OR (95% CI) p Value

0 56 (9.8) 60 (11.0)
1 180 (31.6) 176 (32.2)
2 208 (36.5) 187 (34.2)
3 102 (17.9) 102 (18.7)
4 23 (4.0 18 (3.3)
5 1(0.2) 3(0.6)
6 00.0) 0(0.0)

2 or less 444 (77.9) 423 (77.5)

3 or more 126 (22.1) 123 (22.5) 0.98 (0.74-1.29) 0.866

n, number; OR, odds ratio; CI, confidence interval.

3. Discussion

This case-contrel study revealed an increased frequency of the CDK8 rs17083838 mi-
nor allele (A allele) in patients diagnosed with sporadic pituitary adenomas. Individuals
with genotypes containing at least one minor (A) allele were associated with 1.82 times
greater risk for sporadic pituitary adenomas, compared to individuals with the homozy-
gous GG genotype (dominant inheritance model, OR 1.82, 95% CI 1.24-2.68, p = 0.002).
These results suggest that this genetic variant, which was identified as a risk locus in a
previous GWAS [7], is also a susceptibility variant for sporadic pituitary adenomas in the
Portuguese population.

To date, there are no functional studies of the rs17083838 polymorphism, so it remains
unclear by which mechanism this polymorphism influences the pathogenesis of pituitary
adenomas. The rs17083838 polymorphism is located in the first intron of the CDKS8 gene,
which is overexpressed in several cancers [8]. This gene encodes cyclin-dependent kinase
8 (CDKB), which belongs to the cyclin-dependent protein family that includes important
regulators involved in cell cycle progression [8]. The CDKS protein interacts with E2F1,
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protecting -catenin from the inhibitory effect of E2F1, enabling its interaction with Wnt
proteins [9]. The Wnt/B-catenin signaling pathway is important during development, regu-
lates several aspects of cell proliferation, differentiation, and cell survival [10], and has been
shown to be up-regulated in pituitary adenomas [11,12]. Furthermore, studies of animal
models of pituitary tumors have shown that several target genes of CDKS8 are differentially
expressed in these tumors, suggesting a role of this kinase in pituitary tumorigenesis [13].

The NEBL rs2359536 (T > C) and PCDH15rs10763170 (C > T) variants were not found to
be associated with overall sporadic pituitary adenomas in our study, despite their reported
association in the Han Chinese population [7]. However, the PCDH15 1510763170 minor
allele (T allele) presented a near-significant association with somatotrophinomas (dominant
inheritance model, OR 1.55, 95% CI 1.02-2.35, p = 0.035). The rs10763170 polymorphism is
located upstream of the PCDHI15 gene that encodes protocadherin-related 15. This protein
is a member of the cadherin superfamily that is involved in cellcell adhesion, morphogen-
esis, cell recognition and signaling [14], and in the development and progression of many
cancers [15]. PCDHI5 is best known for its role in hereditary hearing loss (Usher syndrome
type 1F) [16]. However, reduced expression of PCDHI15 has been shown to enhance oligo-
dendrocyte progenitor cell proliferation and progression of gliomas [17]. Most importantly,
PCDH15 has been shown to interact with cadherin-related 23 (CDH23) [18], which has
been implicated in sporadic and familial forms of pituitary tumors [19]. Further studies are
needed to determine whether PCDHI5 is also involved in pituitary tumorigenesis.

The exact mechanisms through which these SNPs contribute to the tumorigenesis of
pituitary adenomas are still unknown. These genetic variants are located in non-coding
regions, and it is presently unknown if they have a direct effect on gene expression or
if they are in linkage disequilibrium with other nearby functional variants. Additional
studies will be needed, to determine the functional consequences of these SNPs.

Our results partially validate those obtained by the GWAS in the Han Chinese popula-
tion [7]. It remains to be determined if the observed associations can also be replicated in
other European and non-European populations, with different environmental exposures
and genetic profiles. In addition, studies with larger sample sizes may help to clarify if the
associations are stronger with specific tumor subtypes.

In conclusion, our data suggest that the CDK8 rs17083838 variant, and possibly the
PCDHI5 rs10763170 variant, may increase susceptibility to sporadic pituitary adenomas in
the Portuguese population. These findings may contribute to a better understanding of the
genetic etiology of sporadic pituitary adenomas.

4. Materials and Methods
4.1. Subjects

The study was designed as a retrospective case-control association study. Cases com-
prised 570 patients with sporadic pituitary adenomas (275 males and 295 females; mean
age at diagnosis & standard deviation (SD) = 43.5 4 16.3 years), recruited consecutively at
endocrinclogy outpatient clinics in Portugal. Tumor classification was based on histolog-
ical examination or, in the case of prolactinomas, by clinical, hormonal and radiclogical
examination. Tumor subtypes were somatotrophinoma (n = 161), prolactinoma (n = 154),
non-functioning (n = 138), gonadotrophinoma (n = 40), corticotrophinoma (n = 35), thy-
rotrophinoma (n = 4), mixed (n = 28) and undetermined (n = 10). Tumor size was based on
the largest diameter, and was classified as macroadenoma (>1 cm, n = 483), microadenoma
(<1 cm, n = 65) and undetermined (n = 22). The control group comprised 546 unrelated
healthy blood donors (264 males and 282 females; mean age + SD = 38.1 = 12.1 years),
recruited at blood donation centers, with no known clinical history of pituitary disease,
and originating from the same geographical regions as the patients. All the subjects were
Caucasian Portuguese. Written informed consent was obtained from all the subjects, and the
study was approved by the Ethics Committee of the Faculty of Health Sciences, University
of Beira Interior (Ref: CE-UBI-Pj-2018-027).

189



7.6. Anexos

Int. . Mol. Sci. 2022, 23, 11749

Sof7

190

4.2. Genetic Studies

The NEBL rs2359536, PCDH15 rs10763170 and CDKS rs17083838 were selected for this
study, as they had been demonstrated to be among those variants most strongly associated
with sporadic pituitary adenomas in a previous GWAS [7]. Minor allele frequencies (MAFs)
reported in the Genome Aggregation Database (gnomAD) [20] for Non-Finnish Europeans
were (.337 (rs2359536 allele C), 0.409 (rs10763170 allele T) and 0.059 (rs17083838 allele A),
respectively. Venous blood samples were collected from each subject, and genomic deoxyri-
bonucleic acid (DNA) was extracted from peripheral blood leukocytes, using the previously
described methods [21]. Genotyping of the rs2359536, rs10763170 and rs17083838 SNPs
was performed by a SNP genotyping assay with commercially available TagMan probes
(Assay ID: C-1974242-10 for rs2359536; Assay ID: C-411660-10 for rs10763170 and Assay ID:
C-34697393-10 for rs17083838; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), according
to the manufacturer’s instructions. The genotyping methods were validated by DNA
sequencing of representative samples for each genotype (STAB VIDA, Caparica, Portugal;
and ABI 3730XL, Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

4.3. Statistical Analysis

The genotype and allele frequencies in the cases and controls were compared by chi-
square tests and logistic regression analysis, to obtain odds ratios (ORs), 95% confidence
intervals (Cls) and two-tailed p-values, using the SNP association tool SNPStats [22].
The analysis was adjusted for sex and age, to account for any effect of these variables on
genotype and allele frequencies. The Hardy-Weinberg equilibrium of cases and controls
was assessed by comparing the observed and allele-based expected genotype frequencies
using SNPStats [22]. The best model of inheritance for each SNP (dominant, recessive,
codominant or additive) was selected using Akaike’s Information Criterion (AIC) [22].
Subgroup analysis was carried out to assess the effect of the three polymorphisms on tumor
subtype (each subtype vs. all others) and size (<1 vs. >1 cm of diameter). To determine
the cumulative effect of minor (risk) alleles, each individual was classified as having zero,
one or two minor alleles for each of the three SNDs. The total number of minor alleles per
individual (ranging from a minimum of zero to a maximum of six) was then compared
between cases and controls using a two-tailed chi-square test. A Bonferroni correction for
multiple comparisons was used to correct statistical significance, which was set at p <0.0167
(p < 0.05, divided by the number of analyzed SNPs). Power calculation was carried out
using the software Power and Sample Size Calculations (version 3.1.6, Vanderbilt University,
Nashville, TN, USA) [23]. Assuming minor allele frequencies of 34%, 41% and 6% it was
estimated that the study sample was sufficient to detect ORs of 1.279 (rs2359536), 1.270
(rs10763170) and 1.576 (rs17083838), respectively, under an additive model of inheritance,
with an estimated power of 0.8 and a type 1 error probability of 0.05.
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Anexo 7 — Sequéncia das sondas TagMan

Nome da
sonda Polimorfismo Sequéncia [VIC/FAM]
TaqMan
) ) CACCGTAGAACTCAACAGTGAAATA[C/TITGGGGTAGAGGTAAT
C-1974242-10 rs2359536 GCTATTAGTA
C-411660-10 rs10763170 ACC[C/TJAAATTAATTATGCCTCCTTCTACTT
C-34697393-10 rs17083838 GCCI[A/G]GTAGACACAGAAAACTCTCTAAAAG
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Anexo 8— Base de dados de variantes identificadas no gene AIP em doentes com adenomas

hipofisarios, principais caracteristicas clinicas/demograficas associadas e classificacaio ACMG

Frequén Classifica
. . Fendétipo (idade cia . ~ cao
Mutacao (a) %(:)d Efeltorl())lti;’;ito na de diagnéstico, alélica Origem Dziligr.l::;}f o Publicacao ACMG
P anos) (c¢) (gnomA 8t (Franklin
D) ) (d)
Regido promotora
. Leontiou (2008) LP (PP1,
¢.-270_-269delCGinsAA - Intrénica Gigantismo (14) - Japdo €.-270_-269CG>AA  r'opo o docrinol PS3, PM2,
e c.-200G>A and c.-200G>A
Metab 93, 2390 BP7)
Acromegalia (35) Reino Leontiou (2008)
and Giga r%tism03(51 0) Unido e c.1-?_993+?del- J Clin Endocrinol
5 Sérvia Metab 93, 2390
Hernandez-
Ramirez (2015) J
n/a n/a c.1-?_993+?del- Clin Endocrinol
Delecdo completa do Metab 100,
c.1-?_993+2del gene - E1242 P
Caimari (2018) J
n/a n/a c.1-?_993+?del- Med Genet 55,
254
Marques (2020)
J Clin Endocrinol
-2 2del-
n/a n/a c.1-?_993+?del Metab 105,
e2247

soxauy ‘gL



961

c.(? -50)_(99+1_100-1)del

Delecdo de exdo 1

Acromegalia (19)

n/a Dael

c.(?-50)_(99+1_100-

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,
€2247

Lp

C.1104_-109_279+578

Delecao exao 1 e 2

Adenoma secretor de
GH (46)

NFPA (17)

c.1104_-

Alemanha 109, 279+578

Georgitsi (2008)
J Clin Endocrinol
Metab 93, 10

Acromegalia (19)

Reino C.1104_-
Unido 109_279+578

Igreja (2010)
Hum Mutat 31,
950

Alemanha del exon 1-2

Schofl (2014) J
Clin Endocrinol
Metab 99, E2789

LpP

Exao 1

c.2T>C

ms, p.Met1Thr

Adenoma secretor de
GH (n/a)

Adenoma secretor de
GH/PRL (42)

Franca p-Met1?

Personnier
(2011) Horm Res
Paediatr 75, 392

Franca p-?

Lecoq (2016) Eur
J Endocrinol 174,
523

VUS (PVSa,
PS1, PM2)

c.3G>A

ms, p.Metille

n/a

n/a

n/a p.?

Hernandez-
Ramirez (2015) J
Clin Endocrinol
Metab 100,
E1242

n/a

n/a p.?

Caimari (2018) J
Med Genet 55,
254

n/a p.?

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,

e2247

VUS (PVSt,
PM2, PP5)

c.4delG

fs, p.Ala2ArgfsTer16

Gigantismo (12)

Grécia p-Ala2ArgfsTer16

Xekouki (2013)
Endocr Relat
Cancer 20, L11

LP (PVS1,
PM2)

soxauy ‘gL



L6T

Adenoma secretor de

Cazabat (2012) J

PRL (14) e ACTH Franga p-ArgoGln Clin Endocrinol
(39) Metab 97, E663
Oriola (2012)
Acromegalia (21) Espanha p.ArgoGln Eur J Endocrinol
168, 9
c.26G>A 9 ms, p.ArgoGln 0,000244 LaPiscina (2021) VUS (BP6)
Adenoma secretor de Espanha/ AreoGln Eur J Endocrinol
PRL (23) Chile P-Arg9 u
185, 4
Lecoq (2016) Eur
Adenoma secretor de .
ACTH (40) Franga p.ArgoGln J Endo;:gl?r)lol 174,
Cazabat (2007) LB (BP6
c.36G>A 12 sp, p.Gly12Gly Acromegalia (n/a) 0,000486 Franca p-Gly12Gly Eur J Endocrinol BP7) ’
157, 1
Salvatori (2014)
Endocrinol
c.38T>A 13 ms, p.Ile13Asn Adenoma secretor de 0,000004 n/a p-Ile13Asn Diabetes Metab P (PS3,
GH (19) C PP3, PM2)
ase Rep 2014,
140048
c.40C>T . -
Acromegalia/ . Vierimaa (2006)
Gigantismo (11-62) Finlanda p-Gln14Ter Science 312, 1228
Georgitsi (2007)
Acromegalia (36 + . Proc Natl Acad
41) Finlanda p-Glni4Ter Sci USA 104,
4101
Hernéndez-
Ramirez (2015)J P (PVSa,
14 ns, p.Glni4Ter n/a 0,000028 n/a p-Glni4Ter Clin Endocrinol ~ PM2, PP1,
Metab 100, PP5)
E1242
Caimari (2018) J
n/a n/a p-Glni4Ter Med Genet 55,
254
Marques (2020)
J Clin Endocrinol
n/a n/a p-Glni4Ter Metab 105,
2247

SoXauy ‘Q'L



|61

c.47G>A

Acromegalia (46)

Acromegalia e
Doenca de Cushing
(n/a)

Acromegalia (n/a)

NFPA (48 + 55)

Acromegalia (37)

Acromegalia (29) +

16 ms, p.Arg16His Prolactinoma (20)

Adenoma secretor de
ACTH (14)

NFPA (38)

NFPA (22)

Acromegalia (29)

Acromegalia (26 +
50)

n/a

0,001885

Daly (2007) J
n/a p-Arg16His Clin Endocrinol
Metab 92, 1891
Georgitsi (2007)
Italia, EUA . Proc Natl Acad
e Polonia p-Arg16His Sci USA 104,
4101
Cazabat (2007)
Franca p-Arg16His Eur J Endocrinol
157, 1
Buchbinder
. (2008) Exp Clin
Alemanha p.Arg16His Endocrinol
Diabetes 116, 10
. Guaraldi (2011)
EUA p-Arg16His Clin Transl 4, 1
Tichomirowa
. (2011) Eur J
n/a p-Arg16His Endocrinol 165,
509
Cazabat (2012) J
Franca p-Arg16His Clin Endocrinol
Metab 97, E663
. Baciu (2013) Act
n/a p-Arg16His Endo o, 1
£1s . Zatelli (2013)
Italia p-Arg16His Pituitary 16, 2
. Preda (2014) Eur
Reino . X
Unido p-Arg16His J Endocrinol 171,
5
- . Ferraa (2016)
Italia p-Arg16His Endocrine 54, 3
Hernandez-
n/a p-Arg16His Ramirez (2015) J

Clin Endocrinol

B (PP3,
BS1, BP6)

SoXauy ‘Q°L



661

Acromegalia (33)

Metab 100,
E1242

Acromegalia (41) +
Doenca de Cushing
(74)

Brasil

p-Arg16His

Araujo (2017)
Endocr Connect
Nov 6(8)
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p-Arg16His

Trofimiuk-
Muldner (2023)
Fron Endocrinol

(Lausanne) 14,
1098367
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Mougel (2020)
Eur J Endocrinol
184, 369
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PP1, PM2)
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Cuny (2013) Eur
J Endocrinol

168, 533
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ns, p.Arg22Ter

n/a

p-Arg22Ter

Barlier (2007) J
Clin Endocrinol
Metab 92, 1952

Acromegalia (23)

n/a

p-Arg22Ter

Tichomirowa
(2011) Eur J
Endocrinol 165,
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Adenoma secretor de
GH (17)
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Cuny (2013) Eur
J Endocrinol

168, 533

Espanha/
Chile
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LaPiscina (2021)
Eur J Endocrinol

185, 4
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PM2, PP5)

¢.66_71de]AGGAGA

23

if, p.Gly23_Glu24del Acromegalia (20)
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Proc Natl Acad
Sci USA 104,
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J Clin Endocrinol
Metab 93, 2390
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PM2, PP1,
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n/a
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Hernandez-
Ramirez (2015) J
Clin Endocrinol
Metab 100,
E1242

n/a

n/a
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Caimari (2018) J
Med Genet 55,
254

n/a

n/a

p-Gluz24Ter

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,
e2247
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Australia

p-Leu2sProfsTer130

Igreja (2010)
Hum Mutat 31,
950

n/a
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Hernandez-
Ramirez (2015) J
Clin Endocrinol
Metab 100,
E1242

n/a

n/a
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Caimari (2018) J
Med Genet 55,
254

n/a
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Med Genet 55,
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Oriola (2012)
Eur J Endocrinol
168, 9
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Preda (2014) Eur
J Endocrinol 171,
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Hernandez-
Ramirez (2015) J
Clin Endocrinol
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Lecoq (2016) Eur
J Endocrinol 174,
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Clin Endocrinol
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Caimari (2018) J

n/a n/a p-Gly47_Argsadel Med Genet 55,
254
Joshi (2018)
Adenoma secretor de Austréalia p-Gly47_Args4del8 Horm Res
GH (10) .
Paediatr 90, 196
Gummadavelli (2
Gigantismo (11) EUA p-Gly47_Args4del 020) J Clin
Neurosci 78
Marques (2020)
J Clin Endocrinol
n/a n/a p-Gly47_Args4del8 Metab 105,
€2247
Occhi (2010) Eur
Acromegalia (74) Ttalia p-Thr48Thr J Endocrinol 163,
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867
Iwata (2007)
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Endocr Rev 34,
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Aflorei (2018) J
Med Genet 55,
522

LP (PP3,
PM2)

¢.240_241delGCinsTG

80

Gigantismo (8)
if,

n/a

p-Met8o_Arg8idelins
IleGly

Caimari (2018) J
Med Genet 55,
254

p-Met80o_Arg8idelins

IleGly n/a

n/a

p-Met80o_Arg8idelins
IleGly

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,
2247

VUS (PM2)

c.241C>T

81

Acromegalia (32)

EUA

p-Arg81Ter

Leontiou (2008)
J Clin Endocrinol
Metab 93, 2390

n/a

n/a

p-Arg8iTer

Hernandez-
Ramirez (2015) J
Clin Endocrinol
Metab 100,
E1242

Gigantismo (7)
ns, p.Arg81iTer

Japao

p-Arg8iTer

Matsumoto
(2016) Endocr J
63, 11

n/a

n/a

p-Arg81Ter

Caimari (2018) J
Med Genet 55,
254

n/a

n/a

p-Arg8iTer

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,

e2247

Adenoma secretor de
GH (22)

Portugal

p.-Arg8iTer

Gaspar (2023) J
Endocrinol
Invest May, 7

P
(PVS1,PS3,
PM2, PPs)

soxauy ‘gL



Yoz

c.245_249delAAGGG

82

Gigantismo (15)

fs, p.Glu82GlyfsTer8

Acromegalia (15)

Bulgéaria

p-Glu82GlyfsTery

Jaffrain-Rea
(2009) Endocr
Relat Cancer 16,
1029

n/a

p.Glu82fsTery

Tichomirowa
(2011) Eur J
Endocrinol 165,
509

LP (PVS1,
PM2)

¢.249G>T

83

Adenoma secretor de
PRL (14)

n/a

sp, p.Gly83AlafsTer1s

n/a

n/a

Reino
Unido

p-Gly83Gly

Igreja (2010)
Hum Mutat 31,
950

n/a

p-Gly83AlafsTer15

Herndndez-
Ramirez (2015) J
Clin Endocrinol
Metab 100,
E1242

n/a

p-Gly83AlafsTer15

Caimari (2018) J
Med Genet 55,
254

n/a

p-Gly83AlafsTer15

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,

e2247

VUS (PS3,
PM2)

¢.250G>A

84

ms, p.Glu84Lys Acromegalia (20)

n/a

p-Glu84Lys

Tichomirowa
(2011) Eur J
Endocrinol 165,
509

LP (PP3,
PM2)

Intrao 2

¢.279+23C>T

intronic n/a

0,000057

Italia

¢.279+3C>T

Jaffrain-Rea
(2009) Endocr
Relat Cancer 16,
1029

VUS (PM2,
BP7)

c.280-1G>C

intronic Acromegalia (20)

EUA

IVS2-1G>C

Georgitsi (2007)
Proc Natl Acad
Sci USA 104,
4101

LP (PVS1,
PM2)

SoxXauy Q'L



Gozc

Exao 3

Iwata (2007)

¢.286_287delGT 96 fs, p.Valg6ProfsTer33 Acromegalia/Giganti Japao p.Valg6ProfsTer32  Clin Endocrinol LP (PVSy,
smo (n/a) PM2)
(Oxt) 66, 499
Stratakis (2010)
Adenoma secretor de : LP (PP3,
¢.308A>G 103 ms, p.Lys103Arg ACTH (6) 0,000004 EUA p-Lys103Arg Clin (ie;;et 78, PM2)
De Sousa (2017)
¢.316C>T 106 ms, p.Arg106Cys Adenoma secretor de 0,000040 Australia p-Arg106Cys Eur J Endocrinol VUS (PM2,
PRL (31) PP3)
176, 635
Caimari (2018) J
Gigantismo (9) n/a p-Lys112ArgfsTer44 Med Genet 55,
254
fs, P (PVS1,
¢.333delC U2 b Lysti2ArgfsTerqq ) Marques (2020) PM2, PP5)
n/a n/a p-Lys112ArgfsTer44 J Clin Endocrinol
’ Metab 105,
€2247
Stratakis (2010)
Adenoma secretor de n/a p-Proi14fsTer Clin Genet 78,
GH (14)
457
Herndndez-
Ramirez (2015) J
n/a n/a p-Leu115ProfsTer16  Clin Endocrinol
Metab 100,
¢.338_341dupACCC 115 fs, p.Leu115ProTer16 - Ei1242 LPP(1\17[\2])S L
Caimari (2018) J
n/a n/a p-Leut15ProfsTer16 Med Genet 55,
254
Marques (2020)
J Clin Endocrinol
n/a n/a p-Leu115ProfsTer16 Metab 105,
2247
¢343delC 115 fs, Adenoma secretor de n/a p-Leui15fsTer41 En%?)lgr(gg;?l)ect LP (PVS1,
p.Leu115TrpfsTer41 GH/PRL (16) ’ 8,4 PM2)

SOXoUYy QL



90gT

Gaspar (2023) J
Adenorgla}Isecretor de Portugal p.Leu115fsTer41 Endocrinol
(14) I
nvest May, 7
Marques (2020)
c.344delT 115 p.Leut 15§}gfsTer 41 Prolactinoma (16) - n/a p.Leut15fsTer41 J C{\I/}legédfggnd LPPE\E)IZ)S L
e2247
. Tichomirowa
Acromegalia (18)
and Prolactinoma n/a p-Gly117AlafsTer39 (2011? Eur J
(16) ’ Endocrinol 165,
509
Cazabat (2012) J
Adenoma secretor de Franga p.Gly117AlafsTer3g  Clin Endocrinol
¢.350delG 17 Gly117AlafsTer . etad 97, 3 PM2)
p.Gly1l7 39 Acromegalia (18-20) Cuny (2013) Eur
e Adenoma secretor Franga p-Gly117AlafsTer3g J Endocrinol
de PRL (13 + 15) 168, 533
Mougel (2020)
NFPA (19) Franca p.Gly117AlafsTer39  Eur J Endocrinol
184, 369
Cai (2013) Eur J
¢.355C>T 119 ms, p.Arg119Trp Adenoma secretor de 0,000016 China p-Arg119Trp Endocrinol 169, VUS (PM2,
GH (32) 867 PP3)
Caimari (2018) J
Gigantismo (13) n/a p-GIn126AspfsTers Med Genet 55,
254
¢.376_377delCA 126 fs, p.Gln126AspfsTer3 - Marques (2020) LPP(I\I/)IZ)S L
n/a n/a p-GIn126AspfsTers J Clin Endocrinol
) Metab 105,
e2247
Adenoma secretor de Lecoq (2016) Eur
PRL (23 +37) e Franca p-Arg128Cys J Endocrinol 174,
NFPA (26) 523
¢.382C>T 128 ms, p.Arg128Cys 0,000171 Araujo (2017) VUS (BS1)
n/a(34) Brasil p-Arg128Cys Endocr Connect
Nov 6(8)
c.383G>A 128 ms, p.Arg128His Acromegalia (27)  0,000016 Alemanha p.Arg128His (ggggﬁlg;ﬁiir VUISﬂgg\/Iz,

SOXoUY QL



L0gT

Relat Cancer 16,

1029
c.404delA 135 fs, Gigantismo (15) - Franca p.His135LeufsTer21 E?lizl? kg;(%(?r(i)r?)l LP (PVS3,
: p.His135LeufsTer21 : 157,1 PM2)
Daly (2007) J LP (PVS1
c.424C>T 142 ns, p.Glni42Ter Gigantismo (17) - n/a p-Gln142Ter Clin Endocrinol ’
PM2)
Metab 92, 1891
Hernéndez-
Ramirez (2015) J
n/a n/a p.Gln143Ter Clin Endocrinol
Metab 100,
E1242
Caimari (2018)J LP (PVS1,
c.427C>T 143 ns, p.Gln143Ter n/a B n/a p.Gln143Ter Med Genet 55, PM2)
254
Marques (2020)
J Clin Endocrinol
n/a n/a p-Glni43Ter Metab 105,
2247
Cazabat (2007) VUS (PM2
c.429G>A 143 sy, p-Gln143GIn Acromegalia (n/a) - Franca p-GIn143GIn Eur J Endocrinol BP7) ’
157,1
Coopmans
c.433C>T 145 ms, p.Proi45Ser Adenoma secretor de - Holanda p.Proi45Ser (2020) Endocr J VUS (PM2,
ACTH (68) 68,3 PP3)
. . ) Mangupli (2016) VUS (PM2,
c.455T>G 152 ms, p.Met152Arg Gigantismo (13) Venezuela p-Met152Arg Pituitary 19, 5 PP3)
De Sousa (2017) VUS (PM2
c.468G>A 156 sp, p-Lys156Lys NFPA (26) 0,00001  Australia p-Lys156Lys Eur J Endocrinol PP3) ’
176, 635 3
Intron 3
Occhi (2010) Eur LP (PVS1
c.468+1G>A - Intrénica Acromegalia (62) - Ttalia IVS3+1G>A J Endocrinol 163, PM2) ’
396

soxauy ‘gL



80¢T

Acromegalia (28)

Ttalia

Cannavo (2016)
J Clin endocrinol
Metab 101, 4

IVS3+1G>A

c.468+15C>T

- Intrénica

Acromegalia (17)

0,000055 Espanha

Jaffrain-Rea
(2009) Endocr
Relat Cancer 16,
1029

c.468+15C>T

LB (PM2,
BP7, BP6)

¢.468+16G>T

- Intrénica

Oligomenorreia (15)

- Ttalia

Jaffrain-Rea
(2009) Endocr
Relat Cancer 16,
1029

¢.468+16G>T

LB (PM2,
BP7, BP6)

c.469-2A>G

- Intrénica

Acromegalia (40)

Adenoma secretor de
PRL (16) e GH/PRL
(40)

n/a

n/a

n/a

Franca

Cazabat (2007)
Eur J Endocrinol

157, 1

c.469-2A>G

Franca

Cazabat (2012) J
Clin Endocrinol
Metab 97, E663

€.469-2A>G

n/a

p-Glu158_GIni184del

Hernandez-
Ramirez (2015) J
Clin Endocrinol
Metab 100,
E1242

n/a

p-Glu158_GIn184del

Caimari (2018) J
Med Genet 55,
254

n/a

p-Glu158_GIn184del

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,
2247

LP (PVS1,
PM2)

c.469-1G>A

- Intrénica

Acromegalia (26)

- Finlanda

IVS3-1G>A Vierimaa (2006)

LP (PVS1,

Science 312, 1228 PM2, PP5)

Exao 4

¢.490C>T

164 ns, p.Gln164Ter

Gigantismo (23)

- Alemanha

Igreja (2010)
Hum Mutat 31,
950

p-Gln164Ter

P (PVSy,

PS3, PM2,

PP5)

SoXauy ‘Q°L



60¢c

Acromegalia (18)

n/a

Alemanha

p-Gln164Ter

Schofl (2014) J
Clin Endocrinol
Metab 99, E2789

n/a

n/a

p-GIn164Ter

Hernandez-
Ramirez (2015) J
Clin Endocrinol
Metab 100,
E1242

n/a

n/a

p-GIn164Ter

Caimari (2018) J
Med Genet 55,
254

n/a

p-Gln164Ter

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,
€2247

c.491A>G

164

ms, p.Gln164Arg Acromegalia (34)

Romania

p-GIn164Arg

Aflorei (2018) J
Med Genet 55,
522

VUS (PM2,
BS3)

c.500delC

167

fs, p.Pro167HisfsTer4  Acromegalia (n/a)

Malasia

p.Pro167HisfsTer3

Khoo (2009)
Endocr Relat
Cancer 16, 1057

LP (PVS1,
PP1, PM2)

¢c.504G>A

168

Gigantismo (12)

ns, p.Trp168Ter

n/a

Colémbia

p-Trp168Ter

Garcia (2019)
Arch Endocrinol
Metab 63, 385

n/a

p-Trp168Ter

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,
2247

P (PVS1,
PMz2, PP1,
PP5)

¢.509T>C

170

ms, p.Met170Thr Acromegalia (32)

Franca

p-Met170Thr

Cazabat (2012) J
Clin Endocrinol
Metab 97, E663

VUS (PM2,
PP3)

c.512C>T

171

Adenoma secretor de

ms, p.Thri71lle GH/PRL (6)

China

p.Thri7ille

Cai (2018) World
Neurosurg 123,
€45

LP (PSs,
PP1, PM2)

c.521_525delAGAAG

174

fs,

p-Glu174GlyfsTer47 Gigantismo (17)

Brasil

p-Gluiy4fs

Naves (2007)
Eur J Endocrinol
157, 4

LP (PVS1,
PM2)

SOXoUYy QL



(0) X4

Acromegalia (17)

n/a

p-Gluiy4fs;

c.517_521delGAAGA

Daly (2007) J
Clin Endocrinol
Metab 92, 1891

c.543delT

182

Acromegalia (18)

fs, p.Ile182SerfsTer14

Adenoma secretor de
GH (16)

Espanha

c.542delT

Georgitsi (2007)
Proc Natl Acad
Sci USA 104,
4101

n/a

c.542delT

Garay (2020) J
Clin Med 9, 6

P (PVSy,
PMz2, PP,
PP5)

c.550C>T

184

ns, p.GIn184Ter Acromegalia (21)

- n/a

p.-GIn184Ter

Tichomirowa
(2011) Eur J
Endocrinol 165,
509

LP (PVS1,
PM2)

c.562C>T

188

n/a (12)

ms, p.Arg188Trp n/a

n/a

n/a

p-Argi88Trp

Hernandez-
Ramirez (2016) J
Clin Endocrinol
Metab 101, 3144

0,00003 n/a

p-Argi88Trp

Caimari (2018) J
Med Genet 55,
254

n/a

p-Argi88Trp

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,
2247

LP (PS3,
PM2, BP6)

c.562delC

188

Adenoma secretor de

fs, p.Arg188GlyfsTer8 GH (13)

- Austrélia

p.Arg188GlyfsTer8

Joshi (2018)
Horm Res
Paediatr 90, 196

LP (PVS1,
PM2)

c.563G>A

188

Adenoma secretor de

ms, p.Arg188GIn PRI (24)

- Franca

p-Arg188GIn

Cazabat (2012) J
Clin Endocrinol
Metab 97, E663

VUS (PM2)

c.570C>G

190

n/a

ns, p.TyrigoTer

n/a

n/a

p.-Tyri9oTer

Hernandez-
Ramirez (2015) J
Clin Endocrinol
Metab 100,
E1242

n/a

p.-TyrigoTer

Caimari (2018) J
Med Genet 55,
254

LP (PVS1,
PM2)

soxXauy Q'L



T1C

n/a

n/a

p-TyrigoTer

Marques (2020)
J Clin Endocrinol

Metab 105,
€2247

c.571C>T

191

ms, p.-Arg191Cys

Hiperparatiroidismo
primario (n/a)

0,000040

Coreia do
Sul

p-Arg191Cys

Park (2022)

28; 13

Front Endocrinol VUS (PM2,
(Lausanne) Apr

BP6)

¢.584T>C

195

ms, p.Valig5Ala

n/a

Adenoma secretor de
PRL (12)

Prolactinoma (12)

0,000018

Brasil

p-ValigsAla

Jaffrain-Rea

(2009) Endocr
Relat Cancer 16,

1029

n/a

p.ValigsAla

Naves (2010)
Arq Bras
Endocriol

Metabol 54, 8

n/a

p-ValigsAla

Tichomirowa
(2011) Eur J

Endocrinol 165,

509

VUS (PM2,
BP6)

¢c.591G>A

197

sy, p.Glu197Glu

Acromegalia (23)

Adenoma secretor de
PRL (26)

0,000071

n/a

p-Glu197Glu

Tichomirowa
(2011) Eur J

Endocrinol 165,

509

Franca

p-Glu197Glu

Lecoq (2016) Eur
J Endocrinol 174,

523

LB (PM2,
BP7, BP6)

c.601A>T

201

ns, p.Lys201Ter

Acromegalia (27 +
24)

Adenoma secretor de
GH (23)

Franca

p-Lys201Ter

Cazabat (2007)
Eur J Endocrinol

157, 1

Franca

p-Lys201Ter

Mougel (2020)
Eur J Endocrinol

184, 369

LP (PVS1,
PM2)

c.605A>G

202

ms, p.Tyr202Cys

Gigantismo (10)

n/a

n/a

p.Tyr202Cys

Caimari (2018) J

Med Genet 55,
254

n/a

p.Tyr202Cys

Marques (2020)
J Clin Endocrinol

Metab 105,
2247

VUS (PM2,
PP3)

soxauy ‘gL



clc

c.630delG

211

fs, p.Asn211ThrfsTer4 NFPA (15)

Franca

p.Asn211ThrfsTer4

Cuny (2013) Eur
J Endocrinol
168, 533

LP (PVS1,
PM2)

Intrao 4

¢.645+1G>C

Acromegalia (33)

n/a

c.645+1G>C

Caimari (2018) J
Med Genet 55,
254

Intronica

n/a

n/a

c.645+1G>C

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,
2247

LP (PVS1,
PM2)

Exao 5

c.646G>T

216

NFPA (17)

Morrocos

p.Glu216Ter

Villa (2011)
Endocr Relat
Cancer 18, 347

ns, p.Glu216Ter
Adenoma secretor de
GH/PRL (16)

Franca

p-Glu216Ter

Lecoq (2016) Eur
J Endocrinol 174,

523

LP (PVS1,
PM2)

c.649C>T

217

Acromegalia (29)

n/a

p-Gln217Ter

Daly (2007) J
Clin Endocrinol
Metab 92, 1891

Adenoma secretor de

ns, p.Gln217Ter GH (43)

China

p.GIn217Ter

Cai (2013) Eur J
Endocrinol 169,
867

Adenoma secretor de
GH/PRL (29)

n/a

p-Gln217Ter

Daly (2019)
Endocr Connect
8, 4

P (PVSs,
PP1, PM2)

¢.662dupC

222

Acromegalia (24)

Reino
Unido

p-Glu222Ter

Igreja (2010)
Hum Mutat 31,
950

ns, p.Glu222Ter

n/a

n/a

p-Glu222Ter

Hernandez-
Ramirez (2015) J
Clin Endocrinol
Metab 100,
E1242

LP (PVS1,
PM2)

soxauy ‘gL



¢1ec

n/a

n/a

n/a

p.Glu222Ter

Caimari (2018) J
Med Genet 55,

254

n/a

p.Gluz222Ter

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,
e2247

c.685C>T

229

ns, p.Gln229Ter

Gigantismo (18)

Ttalia

p.Gln229Ter

Urbani (2014) J
Endocrinol

Invest 37, 949

P (PVSs,
PMz2, PP5)

c.687G>A

229

sy, p-Gln229GIn

Adenoma secretor de

GH (28)

China

p-GIn229GIn

Cai (2013) Eur J
Endocrinol 169,
867

VUS (PM2,
BP7)

¢.707_716delinsGGC

236

fs,
p-Asn236ArgfsTer6s

Gigantismo (14)

Venezuela

p-Asn236ArgfsTer6s

Mangupli (2016) LP (PVS1,
Pituitary 19, 5 PM2)

c.713G>A

238

ms, p.Cys238Tyr

Acromegalia (23)

n/a

n/a

n/a

0,000004

México

p-Cys238Tyr

Leontiou (2008)
J Clin Endocrinol
Metab 93, 2390

n/a

p-Cys238Tyr

Hernandez-
Ramirez (2015) J
Clin Endocrinol
Metab 100, P (PS3,
E1242 PM2, PP3,

n/a

p-Cys238Tyr

Caimari (2018) J PP5)
Med Genet 55,

254

n/a

p-Cys238Tyr

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,

e2247

¢.715C>T

239

ns, p.Gln239Ter

Gigantismo (14)

n/a

p-Gln239Ter

Daly (2007) J
Clin Endocrinol
Metab 92, 1891

P (PVSa1,
PP1, PM2)

c.715_721delinsTCAACTAC

239

fs,
p-Gln239SerfsTer49

Gigantismo (15)

Venezuela

p-Gln239SerfsTer49

Mangupli (2016) LPPE\EZ)S b

Pituitary 19, 5

SOXoUY QL



14t

Beckers (2013)

¢.718T>C 240 ms, p.Cys240Arg Adenoma secretor de - Franga p-Cys240Arg Endocr Rev 34, VUS (PM2,
GH(13) 239 PP3)
Daly (2007) J LP (PS3,
c.721A>G 241 ms, p.Lys241Glu Adenoll)?&secretor de 0,000036 Alemanha p.Lys241Glu Clin Endocrinol  PMz2, PP1,
(40)
Metab 92, 1891 PP3)
Beckers 2008
Proc of the goth
Adenoma secretor de n/a p-Lys241Ter Annual Meet of
PRL (n/a) .
the Endocrine LP (PVS1
c.721A>T 241 ns, p.Lys241Ter - Soc PM2) ’
Stratakis (2010)
Prolactinoma (18) n/a p-Lys241Ter Clin Genet 78,
457
Cai (2013) Eur J
Adenoma secretor de . . LB (BS3,
¢.733G>A 245 ms, p.Glu245Lys PRL (24) 0,000047 China p-Gluz245Lys Endoc§16n701 169, PM2, BP6)
Gaspar (2023) J
¢.736G>T 246 ns, p.Glu246Ter Adenor(r}lla_ll secretor de - Portugal p.Glu246Ter Endocrinol LP (PVSy,
(25) PM2)
Invest May, 7
Cuny (2013) Eur VUS (PM2
¢.736_738delGAG 246 if, p.Glu246del NFPA (20) - Franca p-Glu246del J Endocrinol PMa4) ’
168, 533 4
Georgitsi (2008) LP (PS
c.742_744delTAC 248 if, .Tyr248del Gigantismo (19) - Ttalia p-Tyr248del Clin Endocrinol PMa PI\% )
(Oxf) 69, 621 » T M4
Cazabat (2012) J
fs Adenoma secretor de . . LP (PVS1
c.752delT 251 ’ - Franga p.Leu2s1ArgfsTer52  Clin Endocrinol ’
p.Leu2s1ArgfsTer52 ACTH (25) Metab 97, E663 PM2)
Lecoq (2016) Eur
Adeno;;&sg:g)etor de Franca p-Leu2s1Leu J Endocrinol 174,
c.753G>A 251 sy, p-Leu251Leu 0,000176 523 LB (BP7,
’ ’ Gaspar (2023) J BP6)
Adenoma secretor de P ] L L Endocerinol
GH (40) ortuga p.Leu2s1Leu ndocrino
Invest May, 7
Hernandez-
_ Ramirez (2016) J  LP (PS3,
c.760T>C 254 ms, p.Cys254Arg n/a (17) n/a p-Cys254Arg Clin Endocrinol  PMz2, PP3)

Metab 101, 3144

soxauy ‘gL



C1g

n/a

n/a

n/a

p.Cys254Arg

Caimari (2018) J
Med Genet 55,

254

n/a

p-Cys254Arg

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,
e2247

c.762C>G

254

ms, p.Cys254Trp

n/a

n/a

p-Cys254Trp

Hernandez-
Ramirez (2016) J
Clin Endocrinol
Metab 101, 3144

n/a

n/a

p-Cys254Trp

Caimari (2018) J
Med Genet 55,
254

n/a

p-Cys254Trp

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,

e2247

LP (PS3,
PM2, PP3)

c.760A>G

257
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p-Tyr261Ter

Cazabat (2012) J
Clin Endocrinol
Metab 97, E663

Franca

p-Tyr261Ter

Cuny (2013) Eur
J Endocrinol

168, 533

n/a
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p-Arg3o4Ter

Ramirez-
Renteria (2016)
Endocrine 53, 2
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p-Arg3o4Ter

Caimari (2018) J
Med Genet 55,
254

n/a n/a

p-Arg3o4Ter

Marques (2020)
J Clin Endocrinol
Metab 105,
2247

c.911G>A
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c.*64G>A UTR UTR 0,005447 G 7 BS2, BP7,
Adenoma secretor de Portugal c.*64G>A alfllr)lilro(ci?fo?i) BP6)
ACTH (28) & 04

Invest May, 7

(a) As mutacGes sao numeradas em relacdo a sequéncia de referéncia do cDNA do gene AIP (NM_003977.4), sendo que o nucleétido +1 corresponde ao A do c6dao de iniciacio
da traducdo ATG. A numeracao e a nomenclatura de cada mutacdo foram alteradas sempre que necessario, a fim de seguir as recomendacées padrao (den Dunnen, J.T. 2016.
Sequence variant descriptions: HGVS nomenclature and mutalyzer Curr. Protoc. Hum. Genet).

(b) Tipo de mutacao: fs, mutagao frameshift; ns, mutacao nonsense; ms, mutagao missense; if, delecao ou insercao in-frame; sp, mutacéo no local de splice; sy, mutagao sinénima
(c)Fendtipo: NFPA, adenoma hipofisario nao funcional.

(d) Critérios de evidéncia para a classificacio ACMG: PVS1, (Patogénico Muito Forte) Variante nula (nonsense, frameshift, canénica +1 ou 2 locais de splice, c6dao de iniciagao,
delecao de um ou véarios exdes) num gene em que a LOF é um mecanismo conhecido de doenca; PS3, (Patogénico Forte) Estudos funcionais in vitro ou in vivo bem estabelecidos
que apoiam um efeito prejudicial no gene ou no produto do gene; PM2, (Patogénico Moderado) Auséncia nos controlos (ou frequéncia extremamente baixa se for recessivo) na
Base de Dados de Agregacdo Genomica; PM4, (Patogénico Moderado) Altera¢cdes do comprimento da proteina em resultado de ele¢des/insercdes in-frame numa regido nao
repetitiva ou de variantes stop-loss; PM5, (Patogénica Moderada) Nova alteracdo missense num residuo de aminoacido onde ji foi observada anteriormente uma alteracao
missense diferente determinada como patogénica; PP1, (Patogénica de Suporte) Cosegregacao com doenca em multiplos membros da familia afectados num gene cuja causa da
doenca é definitivamente conhecida; PP2, (Patogénico Apoiante) Variante missense num gene que tem uma baixa taxa de variacdo missense benigna e no qual as variantes
missense sao um mecanismo comum de doenca; PP3, (Patogénico Apoiante) Multiplas linhas de evidéncia computacional apoiam um efeito deletério no gene ou no produto do
gene (conservacao, evolugio, impacto do splicing, etc.); PP5, (Patogénico Apoiante) PP5, (Patogénica de Apoio) Uma fonte respeitavel comunicou recentemente uma variante
como patogénica, mas o laboratdrio no dispoe de provas para efetuar uma avalia¢io independente; BA1, (Benigno Auténomo) A frequéncia alélica é >5% no Exome Sequencing
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Project, 1000 Genomes Project ou Exome Aggregation Consortium; BS1, (Benigno Forte) A frequéncia alélica é superior a esperada para a doenca; BS2, (Benigno Forte) Observada
num individuo adulto saudavel para uma doenca recessiva (homozigética), dominante (heterozigobtica) ou ligada ao X (hemizigética), com penetrancia total esperada numa idade
precoce; BS3, (Benigno Forte) Estudos funcionais bem estabelecidos ndo mostram qualquer efeito prejudicial na fun¢ao ou no splicing da proteina; BP3, (Benigno Apoiante)
Delecdes/insercdes in-frame numa regiao repetitiva sem func¢io conhecida; BP4, (Benigno com suporte) Multiplas linhas de evidéncia computacional sugerem nao haver impacto
no gene ou no produto do gene (conservagao, evolugao, impacto no splicing, etc.); BP6, (Benigna com suporte) Uma fonte respeitavel comunicou recentemente que a variante é
benigna, mas o laboratério ndo dispoe de provas para efetuar uma avaliacao independente; BP7, (Benigna com suporte) Uma variante sindnima (silenciosa) para a qual os
algoritmos de previsdo de splicing ndo prevéem qualquer impacto na sequéncia de consenso de splicing nem a criagdo de um novo local de splicing E o nucle6tido nao esta
altamente conservado.

6cc
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Anexo 9 — Variantes raras identificadas em doentes com macroadenomas hipofisarios esporadicos

de inicio jovem

Tipo de Frequénci
Nuamer Idade de adenoma Tamanh Variante (alteraciio ao nivel do Frequénc aalélica Classificac Estudo
Gene odo Sex . , .. (hormona odo P cac . . ia alélica em 40 ACMG anterio
. diagnésti nucleétido, alteracio ao nivel da Efeito P

(transcrito) doente o co (anos) s adenom roteina) @ (GnomA controlos (critérios) r

(ID) produzida a(mm) p D) Portugues (b) (PMID)
s) es

AIP ¢.158_165delGCCGGGCT, Delecédo LP (PVS1, 3714954

(NM_003977.3) 8215 F 20 GH 20 p-Ser53ThrfsTer36 frameshift 0.000000 0.0000 PM2) 3%
1838157

8 M 22 GH 26 241C>T, p.Arg81Ter N 0.000000 0.0000 P (PVS1, 2
7879 c.24 , p-Arg81Te onsense . . PMa2, PP3) 3714954

3%
3085116

Delegao LP (PVS1 0

7329 M 14 GH/PRL 14 c.343delC, p.Leu115TrpfsTer41 hi 0.000000 0.0000 ’ i

PM2 1

JSrameshift ) 37 ;354

8458 M 27 GH/PRL 22 ¢.695C>T, Pro232Leu Missense  0.000025 0.0000 VUS (PM2) -
7632 F 25 GH 25 ¢.736G>T, p.Glu246Ter Nonsense  0.000000 0.0000 LPP(I\I/)IZ)S L 371;? 54
8092 F 27 GH >10 ¢.753G>A, p.Leu2s1Leu Sinénima  0.000171 0.0034 ]];Il? 6(Pé\g,§’) 2673293
8343 F 27 GH >10 ¢.753G>A, p.Leu2s1Leu Sin6bnima  0.000171 0.0034 ]];Il? 6(Pé\g,§’) 2673293
. 1736048

7995 F 26 PRL 12 ¢.896C>T, p.Ala2ggVal Missense  0.000651 0.0000 VUS (BP6) 4
8079 F 36 ACTH 14 ¢.896C>T, p.Ala2ggVal Missense  0.000651 0.0000 VUS (BP6) 1733048
8158 F 36 ACTH 14 ¢.896C>T, p.Ala2ggVal Missense  0.000651 0.0000 VUS (BP6) 1733048
8182 F 30 PRL 15 ¢.896C>T, p.Ala2ggVal Missense  0.000651 0.0000 VUS (BP6) 1733048

CABLES!1 VUS (PMz2
(NM_001100619 8462 M 27 NFPA >10 ¢.17C>G, p.Ala6Gly Missense  0.000000 0.0000 BP4) ’
.2)
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Tipo de Frequénci
Numer Idade de adenoma Tamanh Variante (alteraciio ao nivel do Frequénc aalélica Classifica¢ Estudo
Gene odo Sex . , .. (hormona odo L ae cag . . ia alélica em 40 ACMG anterio
. diagnoésti nucleétido, alteracio ao nivel da Efeito P

(transcrito) doente o co (anos) s adenom proteina) ® (GnomA controlos (critérios) r

(ID) produzida a (mm) D) Portugues () (PMID)
s) es

7637 F 20 GH 34 ¢.19G>C, p.AlayPro Missense  0.000000 0.0000 VU}SgI(%\/Iz, -

8163 M 24 GH 29 ¢.19G>C, p.AlayPro Missense  0.000000 0.0000 VUlSn()Z%VIz, -

7813 F 37 GH 40 ¢.440C>T, p.Pro147Leu Missense 0.000165 0.0017 VU]SBI(,‘PSVIZ’ -

7703 M 37 NFPA 30 ¢.1050A>G, p.Ille350Met Missense  0.000007 0.0000 VUISH(,Z%VQ’ -

8215 F 20 GH 20 ¢.1260C>T, p.Ser420Ser Sin6nima  0.000407 0.0034 VUS (PM2) -

8054 F 36 PRL 29 ¢.1262C>G, p.Ser421Cys Missense  0.000000 0.0000 VUS (PM2) -
CDH23 . 2441628

(NM._ 022124.5) 7820 F 37 PRL 20 c.415G>A, p.Val139lle Missense  0.000082 0.0034 VUS (PM2) 3
7804 M 33 GH 17 ¢.535G>A, p.Ala179Thr Missense  0.000033 0.0000 113‘1],34(?;[,2’) 3005’321

o LB (BS1,
6905 M 17 GH/PRL >10 ¢.1122G>T, p.Val3g74Val Sinénima  0.000118 0.0000 BP6, BP7) -
o LB (BS1,

7686 M 27 NFPA >10 ¢.1122G>T, p.Val3g74Val Sin6énima  0.000118 0.0000 BP6, BP7) -

7826 M 18 PRL >10 ¢.1450-10G>A Intrénica  0.000039 0.0000 113‘11,34(?;[,2’) -

7631 M 30 GH 30 ¢.1672G>A, p.Vals58Met Missense  0.000145 0.0000 VUS (BP4) -

7833 M 29 PRL 24 ¢.1963G>A, p.Val6sslle Missense  0.000085 0.0017 VUS (PM2) -

7959 M 36 FsH/LH 23 ¢.2836G>A, p.Valgg6Met Missense  0.000016 0.0000 VUS (PM2) -

8215 F 20 GH 20 ¢.2836G>A, p.Valgg6Met Missense  0.000016 0.0000 VUS (PM2) -
7827 M 28 GH/PRL 11 ¢.3231T>G, p.Pro1077Pro Sinénima  0.000145 0.0000 LBB(PI?;;(” 120;550

7853 F 24 PRL 10 ¢.3739C>T, p.Arg1247Cys Missense 0.000125 0.0000 VUS (PM2) -

8259 F 19 GH >10 ¢.3852G>A, p.Ser1284Ser Sin6bnima  0.000143 0.0000 BIiDBé(%%;) -

7878 M 32 Undefined 16 ¢.3986G>A, p.Gly1329Asp Missense  0.000269 0.0000 VUS (PM2,

PP3)
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Tipo de Frequénci
Numer Idade de adenoma Tamanh Variante (alteraciio ao nivel do Frequénc aalélica Classifica¢ Estudo
Gene odo Sex . , .. (hormona odo L ae cag . . ia alélica em 40 ACMG anterio
. diagnoésti nucleétido, alteracio ao nivel da Efeito P
(transcrito) doente o co (anos) s adenom roteina) @ (GnomA controlos (critérios) r
(ID) produzida a (mm) P D) Portugues () (PMID)
s) es
8130 F 39 ACTH 14 ¢.4359+9C>A Intrénica  0.000026 0.0000 VU}SgI()l;\/Iz, -
7986 M 26 PRL 40 ¢.4582G>A, p.Glu1528Lys Missense  0.000072 0.0000 VUlSn()Z%VIz, -
8130 F 39 ACTH 14 ¢.4621G>A, p.Vali541Met Missense  0.000243 0.0000 VUS 252§799
8204 M 38 GH >10 ¢.4780C>T, p.Arg1594Cys Missense  0.000092 0.0000 VU%;’%VI 2 -
7889 M 32 PRL >40 ¢.5050C>T, p.Arg1684Cys Missense  0.000434 0.0000 VUS (BP4) -
7745 F 40 NFPA 22 ¢.5277G>A, p.Pro1759Pro Sin6bnima  0.000026 0.0000 LB (PM2, -
BP6, BP7)
7868 F 39 GH 18 ¢.5626A>G, p.Ser1876Gly Missense  0.000000 0.0000 VUISH(,Z%VQ’ -
7986 M 26 PRL 40 ¢.5685C>T, p.Arg1895Arg Sin6nima  0.000026 0.0000 LB (PM2, 1937552
BP6, BP7) 8
o LB (PM2,
8204 M 38 GH >10 ¢.6168C>T, p.Leu2056Leu Sin6nima  0.000059 0.0000 BP6, BP7) -
. LB (PMz2, i
7893 F 40 NFPA 22 €.6264C>A, p.Val2088Val Sin6nima  0.000013 0.0000
BP6, BP7)
o LB (PM2,
8152 F 27 GH >10 ¢.6678C>T, p.Asn2226Asn Sin6nima 0.000112 0.0000 BP6, BP7) -
) L. LB (BS1, 2891296
7837 M 40 PRL 33 c.6713-8G>A Introénica 0.000517 0.0000 BP4, BP6) 5
7791 M 23 GH 25 ¢.7558G>A, p.Glu2520Lys Missense  0.000000 0.0000 LP (PM2, 3246758
PP3, PP5) 9
LB (BSt, 2260798
7792 M 18 TSH 10 ¢.8167G>C, p.Val2723Leu Missense  0.000987 0.0000 BS2, BP4, 679
BP6)
7632 F 25 GH 25 ¢.8328C>T, p.Asn2776Asn Sinénima  0.000000 0.0000 VUS (PM2) -
7884 F 24 GH 18 ¢.8407G>A, p.Val28031le Missense  0.000217 0.0000 VUISSISB\M’ -
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Tipo de Frequénci
Numer Idade de adenoma Tamanh Variante (alteracio ao nivel do Frequénc aalélica Classifica¢ Estudo
t Gene. t do dot Sex diagnoésti (hormona do do nucleétido, alteracio ao nivel da Efeito u:}ale::an iml ao.zt&’C MG anterio
(transcrito) oente o ¢o (anos) s adenom proteina) ® (Gno controlos (critérios) r
(ID) produzida a (mm) D) Portugues () (PMID)
s) es
Synonymo LB (PM2,
7904 F 27 PRL >10 ¢.8577C>T, p.Ala2859Ala us 0.000019 0.0000 BP6, BP7) -
8023 M 37 FSH/LH 31 ¢.8914G>A, p.Glu2972Lys Missense  0.000039 0.0000 VU]SSI(,‘PS/IZ’ -
8471 M 27 PRL 47 ¢.9012T>G, p.Phe3o04Leu Missense  0.000000 0.0000 VUS (PM2) -
8014 F 21 PRL 14 ¢.9076C>T, p.Arg3026Trp Missense  0.000013 0.0000 VUS (PM2) -
7688 F 22 PRL 12 ¢.9078G>C, p.Arg3026Arg Sin6nima  0.000026 0.0000 VUS (PM2) 290‘1‘842
7791 M 23 GH 25 ¢.9750T>C, p.Thr3250Thr Sin6nima  0.000007 0.0000 LB (PM2, -
BP6, BP7)
7634 F 24 GH >10 ¢.9775C>T, p.His3259Tyr Missense  0.000013 0.0000 VU]SBI(,‘PSVIZ’ -
LB (PM2,
8331 M 34 PRL 69 c.9983G>A, p.Arg3328His Missense 0.000105 0.0000 BS2, PP3, -
BP6)
7837 M 40 PRL 33 ¢.10026C>T, p.Asp3342Asp Sinénima  0.000549 0.0000 LB (BS1, 2891296
BP6, BP7) 2
CDKN1B . LB (PM2,
(NM.__004064.4) 7636 M 29 NFPA 33 c.471C>A, p.Thr157Thr Sin6nima  0.000033 0.0000 BP6, BP7) -
. LB (PM2,
8044 F 35 PRL 11 ¢.492C>T, p.Asn164Asn Sin6bnima  0.000007 0.0017 BP6, BP7) -
7689 F 17 GH >10 ¢.589C>A, p.GIn197Lys Missense  0.000007 0.0000 VUSBI(%VI 2 -
7641 F 29 GH >10 c.*9-64A>G Intrénica  0.000892 0.0000 L%g?l’ -
8168 F 39 NFPA 21 c.¥9-64A>G Intrénica  0.000892 0.0000 L%ggl’ -
8227 F 39 NFPA 21 c.¥9-64A>G Intrénica  0.000892 0.0000 L]%g;?l’ -
CDKN2B . LB (PM2,
(NM_004936.4) 7689 F 17 GH >10 ¢.115G>A, p.Asp39Asn Missense  0.000085 0.0000 BS2, BP4) -
DICER1 . LB (PM2,
(NM._177438.3) 7911 M 35 Undefined >10 ¢.21A>G, p.Gln7GIn Sin6bnima  0.000008 0.0000 BP6, BP7) -
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Tipo de Frequénci
Numer Idade de adenoma Tamanh Variante (alteraciio ao nivel do Frequénc aalélica Classifica¢ Estudo
Gene odo Sex di , .. (hormona odo L ae cag . . ia alélica em 40 ACMG anterio
. iagnoésti nucleétido, alteracio ao nivel da Efeito P
(transcrito) doente o co (anos) s adenom roteina) @ (GnomA controlos (critérios) r
(ID) produzida a (mm) P D) Portugues () (PMID)
s) es
8243 F 34 ACTH 10 ¢.179C>T, p.Thr6olle Missense  0.000050 0.0000 VU}SgI()l;\/Iz, 2932997
7889 M 32 PRL >40 ¢.1124C>G, p.Pro375Arg Missense 0.000013 0.0017 VUSP((I:)PQ’ 2941464
8177 M 31 PRL 14 ¢.1124C>G, p.Pro375Arg Missense 0.000013 0.0017 VUSP(EI:)P2’ 2942464
7680 F 17 PRL 12 ¢.1293G>A, p.Glug31Glu Sinénima  0.000007 0.0000 113‘1],3 6(P]¥,§’) -
7992 M 22 PRL 28 ¢.2337A>G, p.Thr779Thr Sinénima  0.000046 0.0000 113‘1],3 6(P]¥,§’) 2932997
7971 F 22 GH/ PI_II{ L/FS 40 ¢.5184C>A, p.Ser1728Ser Sin6bnima  0.000000 0.0000 113‘1],3 6(P]¥,§’) -
VUS (PM2,
7678 F 25 PRL 12 ¢.5504A>G, p.Tyr1835Cys Missense  0.000066 0.0017 PP2, PP3, -
BP6)
c . LB (PM2,
8342 F 36 ACTH 15 ¢.5550C>G, p.Pro1850Pro Sin6bnima  0.000004 0.0000 BP4, BP6) -
(NM Gé\g(l)il 6.7) 7675 M 29 NFPA 40 ¢.18C>T, p.Asn6Asn Sin6nima  0.000103 0.0000 15‘113 6(P}¥’§’) -
7685 F 32 GH >10 ¢.136C>T, p.Leuq6Leu Sin6nima  0.000014 0.0000 15‘113 6(P}¥’§’) -
GPRi101 ) LB (PM2,
8195 F 36 GH >10 ¢.892G>A, p.Val2g8Ile Missense  0.000638 0.0000 BS2, BP4, -
(NM_o054021.1) BP6)
8195 F 36 GH >10 ¢.1170C>G, p.Pro390Pro Sin6nima  0.000000 0.0000 VUSBI(,%VI > -
(NM 1\0432)‘; 82.5) 8115 F 25 NFPA 13 c.*7C>T 5" UTR 0.000375 0.0000 LBB(PI?;;(” -
(NMﬂfgf)v;gg.z) 7850 M 32 GH/PRL 60 ¢.548G>A, p.Trp183Ter Nonsense  0.000000 0.0000 Pgépgl\sdlé) 9215690
GH/PRL/TS ¢.940_945del CGGGAT, Delecdo in- LP (PM1, -
7971 F 22 H 40 p.Arg314 Asp3isdel frame 0.000000 0.0000 PMa2, PM4)
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Tipo de Frequénci
Numer Idade de adenoma Tamanh Variante (alteraciio ao nivel do Frequénc aalélica Classifica¢ Estudo
Gene odo Sex . , .. (hormona odo L ae cag . . ia alélica em 40 ACMG anterio
. diagnoésti nucleétido, alteracio ao nivel da Efeito P
(transcrito) doente o co (anos) s adenom roteina) @ (GnomA controlos (critérios) r
(ID) produzida a (mm) P D) Portugues () (PMID)
s) es
s LB (PM2,
8330 F 28 ACTH 11 ¢.1080C>T, p.Ileg60Ile Sin6nima  0.000145 0.0000 BP6, BP7) -
8126 F 32 GH 22 ¢.1608G>A, p.GIn536GIn Sin6nima  0.000013 0.0000 ]%}l? 6{?%;’) -
MLH1 e LB (BP6,
(NM._000249.4) 7968 M 37 PRL 18 ¢.198C>T, p.Thr66Thr Sin6énima  0.000368 0.0000 BP) 9833759
B (PMs5,
7920 M 18 ACTH 41 ¢.977T>C, p.Val326Ala Missense  0.000440 0.0000 PP3, BS1, 8592341
BS2, BP6)
8095 F 33 NFPA 40 ¢.1217G>A, p.Ser406Asn Missense  0.000843 0.0017 B (BS1, BP6) 9087566
. VUS (PM2, 1172630
7873 F 19 PRL 13 ¢.1808C>G, p.Pro603Arg Missense  0.000092 0.0000 PP3, BP6) 6
MSH2 . VUS (PM2,
(NM_000251.3) 7764 F 33 PRL 30 ¢.725A>C, p.Asn242Thr Missense  0.000000 0.0000 PP3) -
. LB (PM2,
8218 M 37 NFPA 25 ¢.843A>T, p.Ser281Ser Sin6bnima  0.000040 0.0000 BP6, BP7) -
7949 M 37 GH 25 ¢.972G>A, p.GIn324GIn Sin6bnima  0.000053 0.0017 LBB(PB;))E” 10777691
. . LP (PM2, 2965956
7642 F 20 PRL >10 ¢.1571G>A, p.Args524His Missense 0.000013 0.0000 PMs, PP3) 9
MSH6 . VUS (PM2, 3382746
(NM_000179.3) 7728 F 40 PRL 12 ¢.818G>T, p.Gly273Val Missense  0.000007 0.0017 BP6) 9
. LB (PM2,
7814 F 14 PRL 12 ¢.840T>C, p.Ser280Ser Sin6bnima  0.000000 0.0000 BP6, BP7) -
7934 F 36 PRL >10 ¢.3015A>G, p.Arg1005Arg Sinénima  0.000013 0.0000 LB (PM2, -
BP6, BP7)
8128 M 38 ACTH 10 ¢.3024C>T, p.Thr1008Thr Sinénima  0.000085 0.0000 LB (PM2, -
BP6, BP7)
7805 F 23 NFPA 35 ¢.3260C>A, p.Pro1087His Missense  0.000099 0.0000 VUS (PM2, 2739899
PP3, BP6) 5
7684 F 24 PRL 12 ¢.3283C>T, p.Arg1095Cys Missense  0.000059 0.0000 \17,%2 (113)11;%2)’ 2852121
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Tipo de Frequénci
Numer Idade de adenoma Tamanh Variante (alteraciio ao nivel do Frequénc aalélica Classifica¢ Estudo
Gene odo Sex . , .. (hormona odo L ae cag . . ia alélica em 40 ACMG anterio
. diagnoésti nucleétido, alteracio ao nivel da Efeito P
(transcrito) doente o co (anos) s adenom roteina) @ (GnomA controlos (critérios) r
(ID) produzida a (mm) P D) Portugues () (PMID)
s) es
Synonymo LB (PM2, 1457400
7845 F 40 GH >10 ¢.3852G>A, p.Thr1284Thr us 0.000046 0.0034 BP6, BP7) 4
8340 F 38 ACTH >10 ¢.3961A>G, p.Arg1321Gly Missense 0.000171 0.0000 VUS (PM2, 1694098
PP3, BP6) 3
7703 M 37 NFPA 30 ¢.3994T>C, p.Leu1332Leu Sin6bnima  0.000000 0.0000 VUEI(,SVI % -
_ . LB (BS1, 2105669
8278 M 36 FSH/LH 41 ¢.4002-10T>A Intrénica  0.000296 0.0000 BP4, BP6) "
o LB (PM2,
8342 F 36 ACTH 15 ¢.4062G>T, p.Leui3s54Leu Sinénima  0.000000 0.0000 BP6. BP -
, BP7)
(NM é\gg 267.3) 7827 M 28 GH/PRL 11 ¢.1176A>G, p.GIn392GIn Sin6énima  0.000019 0.0000 113‘1],3 6(P]¥,§’) -
7637 F 20 GH 34 c.1186-4A>G Intrébnica  0.000014 0.0000 113‘1],34(?;[,2’) -
o LB (BP6,
8093 F 34 GH 22 ¢.1599C>G, p.Val533Val Sin6nima 0.000118 0.0017 BP7) -
8195 F 36 GH >10 ¢.1599C>G, p.Val533Val Sin6nima  0.000118 0.0017 LBB(PB;(” -
7770 M 33 GH >10 ¢.3468C>T, p.Asn1156Asn Sin6bnima  0.000700 0.0050 B (BS1, BP6) 2342039
8199 F 37 PRL >10 ¢.3468C>T, p.Asn1156Asn Sin6nima  0.000700 0.0050 B (BS1, BP6) 2342039
g LB (PM2, 2135404
7632 F 25 GH 25 €.4686A>G, p.Glu1562Glu Sinénima  0.000184 0.0000 BP6, BP7) 4
8115 F 25 NFPA 13 ¢.5694G>A, p.Glu1898Glu Sin6bnima  0.000085 0.0000 113‘113 6(?{[,2’ 3367368
, BP7) 1
8319 F 24 GH >10 ¢.7347T>C, p.Asn2449Asn Sin6bnima  0.000519 0.0000 B (lei;;g%’ -
LB (PP2, 1694427
7958 M 38 GH >40 ¢.7978A>G, p.Ile2660Val Missense  0.000283 0.0000 BS2, B}’4, 2
BP6
. LB (PM2,
7675 M 29 NFPA 40 ¢.8044C>T, p.Leu2682Leu Sinénima  0.000000 0.0000 BP6, BP7) -
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Tipo de Frequénci
Numer adenoma Tamanh . ~ . Frequénc aalélica Classifica¢ Estudo
Gene odo Sex Idade de (hormona odo Variante (alteracfio ao nivel do ia alélica em 20 ACMG anterio
(transcrito) doente o diagnésti s adenom nuclestido, alteracfio ao nivel da Efeito (GnomA controlos (critérios) r
co (anos) . proteina) @
(ID) produzida a (mm) D) Portugues () (PMID)
s) es
PMS2 . LB (PM2,
(NM_000535.7) 8131 F 24 NFPA 22 ¢.255G>A, p.Leu8s5Leu Sin6énima  0.000112 0.0000 BP6, BP7) -
7850 M 32 GH/PRL 60 ¢.383C>T, p.Ser128Leu Missense  0.000673 0.0000 B (B}?}}g 52, 2022526
7850 M 32 GH/PRL 60 ¢.830C>A, p.Thr277Lys Missense  0.000417 0.0000 B (BS1, BP6) 17417778
7835 F 30 GH 15 ¢.831G>A, p.Thr2y77Thr Sin6bnima  0.000066 0.0000 LBB(PB;)’()’ -
. LP (PP3, 2454905
8072 M 37 GH >10 ¢.1004A>G, p.Asn335Ser Missense  0.000256 0.0000 PM2, BP6) 5
8094 F 40 PRL 31 ¢.1004A>G, p.Asn335Ser Missense  0.000256 0.0000 LP (PP, 2454905
. » P : : PM2, BP6) 5
8095 F 33 NFPA 40 ¢.1004A>G, p.Asn335Ser Missense  0.000256 0.0000 LP (PP, 2454905
. » P : : PM2, BP6) 5
Delecédo LP (PVS1, )
7648 M 25 PRL >20 ¢.1458delC, p.Asp486GlufsTer109 frameshift 0.000000 0.0000 PMa)
7833 M 29 PRL 24 ¢.1533G>A, p.Thr511Thr Sinénima  0.000112 0.0000 LBB(PB;()’ 31159747
7633 F 28 GH >10 ¢.1560G>C, p.Alas20Ala Sinénima  0.000000 0.0000 113‘113 6(?;[,;’) -
PRKARIA L. VUS (PM2, i
(NM_002734.5) 7820 F 37 PRL 20 c.-6-29A>G Intrénica  0.000000 0.0000 BPY)
8198 M 36 PRL 39 ¢.101C>G, p.Ser34Cys Missense  0.000007 0.0000 VUls,I(,SVI 2 -
o LB (PM2,
7868 F 39 GH 18 ¢.156A>G, p.Glu52Glu Sin6énima  0.000118 0.0000 BP6, BP7) -
BOPMS, 906445
7827 M 28 GH/PRL 11 c.221G>A, p.Argy74His Missense 0.000414 0.0084 PP2, BS1, 6
BS2, BP6)
7839 M 20 NFPA 17 ¢.662T>A, p.Val221Glu Missense  0.000000 0.0000 VUS (PMz, -
PP2, PP3)
RET . LB (PM2, 2217493
(NM_020975.4) 8014 F 21 PRL 14 ¢c.96G>A, p.Ser32Ser Sinénima  0.000033 0.0000 BP6, BP7) 9
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Tipo de Frequénci
Numer Idade de adenoma Tamanh Variante (alteraciio ao nivel do Frequénc aalélica Classifica¢ Estudo
Gene odo Sex . , .. (hormona odo L ae cag . . ia alélica em 40 ACMG anterio
. diagnoésti nucleétido, alteracio ao nivel da Efeito P
(transcrito) doente o co (anos) s adenom roteina) @ (GnomA controlos (critérios) r
(ID) produzida a (mm) P D) Portugues () (PMID)
s) es
8078 M 33 PRL 20 ¢.785T>C, p.Val262Ala Missense  0.000263 0.0000 ‘{,‘I{g (BPIIXI;)’ 11955539
8253 M 16 PRL 26 €.1063+9G>A Intrénica  0.000132 0.0000 VU]SSI(%VIZ’ 7704557
8051 M 18 PRL 47 ¢.1462A>T, p.Thr488Ser Missense  0.000007 0.0017 VUS (PM2) 2542558
8208 M 36 NFPA 20 ¢.1529C>T, p.AlasioVal Missense  0.000184 0.0017 B (BS1, BP6) 2012360
7850 M 32 GH/PRL 60 ¢.1942G>A, p.Val648Ile Missense  0.000072 0.0050 VUISH(%’%VIz, 1242636
7643 M 26 NFPA >10 ¢.2052G>A, p.Pro684Pro Sin6nima  0.000241 0.0017 LBB(PB;(” 2893681
8057 F 32 NFPA 20 ¢.3139C>T, p.Pro1047Ser Missense  0.000007 0.0000 VUS (PM2) -
SDHA s LB (PM2,
(NM_004168.3) 8215 F 20 GH 20 ¢.1242C>T, p.Pro414Pro Sin6bnima  0.000013 0.0000 BP6, BP7) -
7862 F 16 PRL 10 ¢.1409G>A, p.Ser470Asn Missense  0.000000 0.0000 VUEI(,‘PSVIZ’ -
g LB (PM2, 1737623
7934 F 36 PRL >10 ¢.1569T>C, p.Ala523Ala Sin6nima  0.000171 0.0000 BP6, BP7) 4
o LB (PM2,
7685 F 32 GH >10 ¢.1929C>T, p.Pro643Pro Sinénima  0.000033 0.0000 BP6, BP7) -
SDHAF2 . .
(NM._017841.2) 8130 F 39 ACTH 14 ¢.424G>C, p.Asp142His Missense  0.000000 0.0000 VUS (PM2) -
8092 F 40 GH 27 ¢.496C>T, p.Arg166Cys Missense  0.000039 0.0000 VUS (PM2) -
SDHB o LB (PM2,
(NM_003000.3) 7839 M 20 NFPA 17 ¢.138A>G, p.Arg46Arg Sinénima  0.000000 0.0000 BP6, BP7) -
. LP (PM, 2308387
7887 F 21 PRL 20 ¢.379A>C, p.Ile127Leu Missense  0.000000 0.0000 PM2, PM5, 6
PP2, PP3)
SDHC L. B (BS1, BS2, -
(NM_003001.5) 8430 M 35 PRL 45 c.179+10G>A Intrénica  0.000346 0.0000 BP6)
SDHD o LB (PM2, 3268834
(NM_003002.3) 8259 F 19 GH >10 ¢.282C>G, p.Serg4Ser Sinénima  0.000036 0.0000 BP6, BP7) o
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Tipo de Frequénci
Numer Idade de adenoma Tamanh Variante (alteraciio ao nivel do Frequénc aalélica Classifica¢ Estudo
Gene odo Sex . , .. (hormona odo L ae cag . . ia alélica em 40 ACMG anterio
. diagnoésti nucleétido, alteracio ao nivel da Efeito P
(transcrito) doente o co (anos) s adenom roteina) @ (GnomA controlos (critérios) r
(ID) produzida a (mm) P D) Portugues () (PMID)
s) es
TP53 . LB (BS3, 3035213
(NM_000546.6) 8164 F 37 PRL >10 ¢.31G>A, p.Glu1iLys Missense  0.000007 0.0000 PM2, BP6) 4
7674 F 31 GH >10 ¢.319T>C, p.Tyr107His Missense  0.000269 0.0000 B (Bg;,;Sg, 2583651
VUS (PS4,
6907 M 13 GH/TSH >10 c.467G>A, p.Argi56His Missense  0.000026 0.0000 ggg’ gl\l\jlé’ 9667734
PM1)
6907 M 13 GH/TSH >10 ¢.582T>C, p.Leu1g4Leu Sinénima  0.000020 0.0000 113‘1],3 6(P]¥,§’) 11454518
. . VUS (PM2, 2325950
8245 F 18 PRL 15 ¢.642T>G, p.His214GIn Missense  0.000033 0.0000 PMs, BP6) "
LP (PM1, 1760670
8079 F 36 ACTH 14 ¢.845G>A, p.Arg282GIn Missense  0.000013 0.0000 PM2, PMs5,
PP3, PP5) 9
B (BS3,
8360 F 29 PRL 15 ¢.869G>A, p.Arg290His Missense  0.000152 0.0000 PM2, PM5, 8829653
BP6)
USP8 L.
(NM._005154.5) 7868 F 39 GH 18 ¢c.498+9A>G Intrénica  0.000033 0.0000 VUS (PM2) -
7889 M 32 PRL >40 ¢c.498+9A>G Intrénica  0.000033 0.0000 VUS (PM2) -
7656 M 26 GH >10 c.1972-7A>G Intrénica 0.000014 0.0000 VUEI(,‘PSVIZ’ -
VHL g LB (PM2, 1153605
(NM_000551.3) 7943 M 29 PRL 30 ¢.114C>T, p.Ser38Ser Sinénima  0.000039 0.0017 BP6, BP7) >
6906 F 17 PRL >10 ¢.154G>T, p.Glus2Ter Nonsense  0.000026 0.0000 LPP(I\I;IZ)S L 2142326
. B (BS1, BS2, 1040877
8226 M 28 PRL 14 ¢.183C>G, p.Pro61Pro Sinénima  0.000762 0.0000 BP6, BP7) 6
P (PM1, 228
7792 M 18 TSH 10 ¢.586A>G, p.Lys196Glu Missense 0.0000 0.0000 PM2, PP2, 365944
PP3, PP5) 3

id, identificagdo; F, mulher; M, homem; ACTH, hormona adrenocorticotropica; FSH, hormona foliculo-estimulante; GH, hormona do crescimento; LH, hormona luteinizante;
NFPA, adenomas hipofisarios nao funcionais; PRL, prolactina; TSH, hormona estimulante da tiroide; mm, milimetros; GnomAD, Base de dados de agregacdo de genomas (v3.1.2).
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(a) Todas as variantes eram heterozigoticas. (b) A classificacao de variantes do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (P, patogénica; LP, provavelmente
patogénica; B, benigna) baseou-se na evidéncia de patogenicidade [muito forte (PVS1), moderada (PM1-6) ou de apoio (PP1-5)] ou de impacto benigno [independente (BA), forte
(BS1-4) ou de apoio (BP1-7)]. As classificacbes ACMG foram baseadas na ferramenta de interpretacdo de variantes baseada na Web Franklin (Genoox Ltd,
https://franklin.genoox.com/), acedida em 21 de dezembro de 2023. PMID, identificador PubMed. * Publica¢do dos autores que incluiu o mesmo doente.
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Anexo 10 — Breve Curriculum vitae

Leonor Isabel Mesquita Gaspar, 32 anos, licenciada em Biotecnologia pela Universidade
da Beira Interior (Julho 2013 — 13 valores). Mestre em Biotecnologia pela mesma
Universidade com a dissertacao “Proteomic analysis of the human vitreous humor in
Retinal Detachment” sob orientacdo da Professor Doutora Candida Ascensao Teixeira
Tomaz (Universidade da Beira Interior). Aprovada com Muito Bom (17 valores) em

Novembro de 2015. Da dissertacao de mestrado foi publicado o artigo:

Proteome analysis of vitreous humor in retinal detachment using two

different flow-charts for protein fractionation.

Leonor M. Gaspar*, Fatima M. Santos*, Tania Albuquerque, Jodo P. Castro-de Sousa, Luis
A. Passarinha, Candida T. Tomaz
Journal Chromatography B 1061-1062, 334-341 (2017). DOLI:

10.1016/j.jchromb.2017.07.049

Investigadora (Janeiro a Dezembro de 2016) no Centro de Investigacdo em Ciéncia da
Saude da Universidade da Beira Inteiror, no projeto “Study in the area of vitreous
proteomics of patients with different eye pathologies”. Neste projeto foram produzidas

as seguintes publicacoes:

iTRAQ Quantitative Proteomic Analysis of Vitreous from Patients with
Retinal Detachment.

Fatima M. Santos, Leonor M.Gaspar, Sergio Ciordia, Ana S. Rocha, Jodo Paulo Castro e

Sousa, Alberto Paradela, Luis A. Passarinha, Candida Teixeira Tomaz

International Journal of Molecular Sciences 19, 1—22 (2018). DOI: 10.3390/ijms19041157

Refinement of two-dimensional electrophoresis for vitreous proteome
profiling using an artificial neural network.

Fatima M. Santos, Tania Albuquerque, Leonor M. Gaspar, Jodo M. L. Dias, Joao P. Castro

e Sousa, Alberto Paradela, Candida T. Tomaz, Luis A. Passarinha
Analytical and Bioanalytical Chemistry 411, 5115-5126 (2015). DOI: 10.1007/s00216-019-
01887-y
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Investigadora bolseira (Janeiro de 2017 — Novembro de 2018) no Biocant — Centro de

Inovacdo em Biotecnologia, em Cantanhede, no projeto “BioClarVino II:

Desenvolvimento de extratos proteicos de levedura desidratados para estabilizacdo e

clarificacao de vinhos” sob orientacdo do Dr. Joao Simoes. Deste projeto foi publicado o

artigo:

Development of Potential Yeast Protein Extracts for Red Wine
Clarification and Stabilization

Leonor M. Gaspar, Amadeu Machado, Rute Coutinho, Susana Saraiva, Raquel Santos,

Adriana Xavier, Manuel Figueiredo, Victor Freitas, Maria de Fatima Teixeira, Filipe
Centeno, Joao Simoes

Frontiers in Microbiology 10, 2310 (2019). DOI: 10.3389/fmicb.2019.02310

Comunicacoes orais cientificas efetuadas no decorrer do percurso académico e

profissional:

244

Proteomic analysis of the human vitreous humor in Retinal
Detachment

Leonor M. Gaspar, Fatima M. Santos, Luis A. Passarinha, Candida T. Tomaz; X Annual

CICS-UBI Symposium, Universidade da Beira Interior, Covilha, Portugal, Julho 2015.

iTRAQ quantitative proteomics in analysis of vitreous humor from
patients with Retinal Detachment.

Leonor M. Gaspar, Fatima M. Santos, Sergio Ciordia, Ana S. Rocha, Jodao P. Castro-de-
Sousa, Alberto Paradela, Luis A. Passarinha, Candida T. Tomaz; XI Annual CICS-UBI

Symposium, Universidade da Beira Interior, Covilha, Portugal, Julho 2016.

Improvement of bidimensional electrophoretic experimental
conditions for vitreous humor protein analysis using an artificial

neural network.

Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, Tania Albuquerque, Joao P. Castro-de Sousa, Alberto
Paradela, Candida T. Tomaz, Luis A. Passarinha; II Congress in Health Sciences Research:
Towards Innovation and Entrepreneurship (UBI-HSR): Trends in Biotecnhnology for

Biomedical Applications, Universidade da Beira Interior, Covilha, Portugal, Maio 2017.
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Enhancement of bidimensional electrophoretic operation conditions
by an artificial neural network for vitreous humor protein analysis.

Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, Tania Albuquerque, Joao M. L. Dias, Joao P. Castro-

de-Sousa, Alberto Paradela, Ciandida T. Tomaz, Luis A. Passarinha; V International

Conference on Analytical Proteomics (ICAP), Costa da Caparica, Portugal, Julho 2017.

Quantitative analysis of vitreous from patients with retinal detachment
using iTRAQ-based proteomics.

Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, Sergio Ciordia, Ana S. Rocha, Jodo Paulo Castro e
Sousa, Alberto Paradela, Luis A. Passarinha, Candida Teixeira Tomaz; XIII Annual CICS-
UBI Symposium, Covilha, Portugal, Julho 2018.

Development of potential yeast protein extracts for wine clarification
and stabilization

Leonor M. Gaspar, Amadeu Machado, Rute Coutinho, Adriana Xavier, Manuel Figueiredo,

Victor Freitas, Maria de Fatima Teixeira, Filipe Centeno, Jodo Simoes; XXI Jornadas de
Biologia de Leveduras - Professor Nicolau van Uden, Universidade do Minho, Braga, Julho

2018.

Development of an artificial neural network for vitreous protein
profiling by bidimensional electrophoresis.

Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, Tania Albuquerque, Jodo M.L. Dias, Jodo P. Castro-

de-Sousa, Alberto Paradela, Candida T. Tomaz, Luis A. Passarinha; 38th International
Symposium on the Purification of Proteins, Peptides and Polynucleotides (ISPPP), Berlim,

Alemanha, Novembro 2018.

Comunicacoes cientificas, em poster, efetuadas no decorrer do percurso académico e

profissional:

iTRAQ quantitative proteomics in analysis of vitreous humor from
patients with retinal detachment.

Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, Ana S. Rocha, Sergio Ciordia, Jodo P. Castro-de-

Sousa, Alberto Paradela, Luis A. Passarinha, Candida T. Tomaz; IV International

Conference on Analytical Proteomics (ICAP), Costa da Caparica, Portugal, Setembro 2015.
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Proteomic analysis of the human vitreous humor in retinal
detachment.

Leonor M. Gaspar, Fatima M. Santos, Joao P. Castro e Sousa, Luis A. Passarinha, Candida

T. Tomaz; International Conference on Analytical Proteomics (ICAP) 2015, Costa da

Caparica, Portugal, Setembro 2015.

Improvement of two-dimensional gel electrophoresis data for
proteomic profiling of Escherichia coli cells.

Andreia G. Amaral, Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, Mafalda Espirito Santo, Jodo A.

Queiroz, Luis A. Passarinha; XI Annual CICS-UBI Symposium, Universidade da Beira
Interior, Covilha, Portugal, Julho 2016.

Analise protedmica de amostras de humor vitreo no descolamento de
retina.

Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, Tania Albuquerque, Jodo P. Castro-de Sousa, Luis A.

Passarinha, Cindida T. Tomaz; V Ciclo de Conferéncias da Faculdade de Ciéncias,

Universidade da Beira Interior, Covilha, Portugal, Janeiro 2017.

Proteomic and metabolomic characterization of pcDNA-FLAG-p53
biosynthesis in Escherichia coli using agro-food nutritive extracts.

Andreia G. Amaral, Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, José A. Teixeira, Jodo A. Queiroz,

Luis A. Passarinha; II Congress in Health Sciences Research: Towards Innovation and
Entrepreneurship (UBI-HSR): Trends in Biotecnhnology for Biomedical Applications,

Universidade da Beira Interior, Covilha, Portugal, Maio 2017.

ITRAQ quantitative analysis of vitreous in Proliferative Diabetic
Retinopathy.

Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, Sergio Ciordia, Jodo P. Castro-de-Sousa, Alberto

Paradela, Luis A. Passarinha, Candida T. Tomaz; Dia da Ciéncia, Centro de congressos de

Lisboa, Lisboa, Portugal, Julho 2017.

Proteomic and metabolomic classification of pcDNA-FLAG-p53
biosynthesis in Escherichia coli using agro-food nutritive extracts.

Andreia G. Amaral, Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, José A. Teixeira, Jodo A. Queiroz,

Luis A. Passarinha; V International Conference on Analytical Proteomics (ICAP), Costa da

Caparica, Portugal, Julho 2017.
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Proteome of vitreous humor in retinal detachment.
Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, Sergio Ciordia, Jodo P. Castro-de-Sousa, Alberto
Paradela, Luis A. Passarinha, Candida T. Tomaz; XII Annual CICS-UBI Symposium,

Universidade da Beira Interior, Covilha, Portugal, Julho 2017.

Enhancement of bidimensional electrophoretic operation conditions
by an artificial neural network for vitreous humor protein analysis.

Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, Tania Albuquerque, Jodo M.L. Dias, Jodo P. Castro-

de-Sousa, Alberto Paradela, Candida T. Tomaz, Luis A. Passarinha; V International

Conference on Analytical Proteomics (ICAP), Costa da Caparica, Portugal, Julho 2017.

Characterization of proteome of vitreous humor in retinal detachment
using different experimental setups.

Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, Sergio Ciordia, Jodo P. Castro-de-Sousa, Alberto

Paradela, Luis A. Passarinha, Candida T. Tomaz; 16th Human Proteome Organisation
World Congress (HUPO), Dublin, Irlanda, Setembro 2017.

Development and evaluation of potential yeast protein extracts for red
wines clarification and stabilization

Leonor M. Gaspar, Rute Coutinho, Adriana Xavier, Manuel Figueiredo, Victor Freitas,

Maria de Fatima Teixeira, Filipe Centeno, Joao Simées; MICROBIOTEC'17: Congress of
Microbiology and Biotechnology, Universidade Catoélica Portuguesa, Porto, Portugal,

Dezembro 2017.

Improvement of bidimensional electrophoretic conditions for vitreous
protein analysis using an artificial neural network.

Fatima M. Santos, Leonor M. Gaspar, Tania Albuquerque, Jodo M.L. Dias, Jodo P. Castro-

de-Sousa, Alberto Paradela, Candida T. Tomaz, Luis A. Passarinha; 12th European
Symposium on Biochemical Engineering Sciences (ESBES), Lisboa, Portugal, Setembro

2018.

Como aluna de doutoramento do terceiro ciclo de Biomedicina na Universidade da Beira
Interior (iniciado no ano letivo de 2019/2020 e a finalizar no ano letivo de 2023/2024),

com bolsa da FCT: SFRH/BD/147160/2019, foram publicados os seguintes artigos:

Low frequency of AIP mutations in patients with young-onset sporadic
pituitary macroadenomas

Leonor M. Gaspar, Catarina I. Gongalves, Catarina Saraiva, Luisa Cortez, Claudia Amaral,

Ema Nobre, Manuel C. Lemos
Journal of Endocrinological Investigation 46, 2299-2307 (2023). DOI: 10.1007/s40618-
023-02083-7
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A Common Variant in the CDK8 Gene Is Associated with Sporadic
Pituitary Adenomas in the Portuguese Population: A Case-Control
Study

Leonor M. Gaspar, Catarina I. Goncgalves, Fernando Fonseca, Davide Carvalho, Ana Palha,

Inés F. Barros, Ema Nobre, Joao S. Duarte, Claudia Amaral, Olinda Marques, Bernardo D.

Pereira, Manuel C. Lemos

No decorrer do projeto de doutoramento foram apresentadas as seguintes comunicacoes:

248

Mutacoes no gene AIP em doentes portugueses jovens com
macroadenomas hipofisarios esporadicos

Leonor M. Gaspar, Catarina I. Goncgalves, Catarina Saraiva, Luisa Cortez, Claudia Amaral,

Ema Nobre, Manuel C. Lemos; Congresso Portugués de Endocrinologia, Vilamoura,

Portugal, Fevereiro 2023. Vencedor de Prémio de Casuistica

AIP mutations in Portuguese patients with young-onset isolated

pituitary adenomas (poster)

Leonor M. Gaspar, Catarina I. Gongalves, Catarina Saraiva, Luisa Cortez, Claudia Amaral,
Ema Nobre, Manuel C. Lemos; European Human Genetics Conference Hybrid Conference

Glasgow, Escocia, Reino Unido, Junho 2023.

AIP mutations in young portuguese patients with sporadic pituitary
macroadenomas

Leonor M. Gaspar, Catarina I. Goncalves, Catarina Saraiva, Luisa Cortez, Claudia Amaral,

Ema Nobre, Manuel C. Lemos; XVIII International CICS-UBI Symposion, Universidade da

Beira Interior, Covilha, Portugal, Julho 2023.



