Sindvome de von Hippel-Lindan

caso especial

OOBJETIVO DESSA APRESENTAGAO € a discuss&o do caso de uma paciente
com a Sindrome de von Hippel-Lindau, sob os seus diferentes aspec-
tos clinicos, laboratoriais, radiolégicos e terapéuticos. A seguir serd apre-
sentado o estudo genético redlizado na paciente e ser@o discutidas a
principais alteragcdes génicas envolvidas no aparecimento dessa sin-
drome clinica.

Unitermos: Von Hippel-Lindau; Feocromocitoma; Tumor de pdncreas;
Angioma de retina; Hemangioblastoma SNC; Tumor de rim

APRESENTACAO DO CASO

Paciente 33 anos, feminina, branca com quadro de cefaléia holocrani-
ana, intensa e constante ha 3 anos. A investigagio detectou tumor de cerebe-
lo que foi operado ¢ 0 exame anidtomo-patologico revelou se tratar de heman-
gioblastoma de cerebelo. Com esse diagnéstico, a paciente foi encaminhada
para o nosso servi¢o para investigacio de sindrome de von Hippel-Lindau.
Negava hipertensdo arterial e paroxismos adrenérgicos sugestivos de feocro-
mocitoma. Negava diabetes, distGrbios gastrointestinais, alteracdes visuais,
auditivas e neurolégicas. Tabagista de 3 cigarros por dia e etilista social. Nega-
va uso regular de qualquer medicagdo. Antecedentes familiares: irma de 31
anos, operada de feocromocitoma unilateral aos 18 anos, com quadro atual
de hipertensio arterial; pai diabético, falecido aos 42 anos apds quadro sabito
de vomitos seguido de coma (provavel acidente vascular cerebral); tios pater-
nos cardiopatas, um deles teve morte sibita aos 40 anos durante jogo de fute-
bol e o outro, vivo, teve infarto do miocirdio; mae com 63 anos é hiperten-
sa leve, controlada com Higroton®.

Exame fisico: bom estado geral, corada, hidratada, eupnéica, acianoti-
ca, anictérica, afebril, peso=59kg, altura=1,60m, IMC=23, P (su-
pina)=72bat/min, PA (supina)=120/90mmHg, P (ortostatica)=80bat/min,
PA (ortostatica)=130/90mmHg. Auscultas cardfaca e pulmonar normais.
Tiredide ndo palpavel. Auséncia de adenomegalias. Abdome sem massas ou
visceromegalias. Membros sem edema com pulsos presentes ¢ simétricos. Pele
sem alteracGes. Auséncia de déficits motores ou sensitivos. Fundo de olho
normal. Mapeamento de 24 horas da pressdo arterial revelou auséncia do
descenso noturno ¢ pressio diurna no limite superior da normalidade.

Avaliagio Laboratorial: Determinag¢des em urina de 24horas: VMA=4 4
¢ 10,2mg/24h (N=2 a 12 mg/24h); Metanefrinas=0,61 ¢ 0,14 ng/mg crea-
tinina (0,05 a 1,2 pg/mgcr); Noradrenalina=233 ¢ 333pg/24h (14 a
80pg/24h); Adrenalina=14pg/24h (0,5 a 20pg/24h); Dopamina=213 e

Renata Gatti
Maria Adelaide A. Pereiva
Daniel Giannella Neto

Hospiral das Clinicas,
Faculdade de Medicina da
Universidade de Sio Panlo,

Sao Paunlo, SP.

Recebido em 02/03/99
Revisado em 28/04/99
Acesto em 16/07/99

Responsivel pela Apresentacio do Caso: Renata Gatti
Responsdveis pela Discussdo: Renata Gatti ¢ Daniel Giannella Neto
Responsdvel pela Edicao: Maria Adelaide Albergarin Peveiva

Local e Data da Reuniio: Sevvigo de Endocrinologia ¢ Metabologia do Hospiral das Clinicas da
Facuidade de Medicing da Universidade de Sdo Panlo - 02/07/1998

Arq Bras Endocrinol Metab vol 43 n2 5 Outubro 1999

Esta seiio ¢ pavte de wm projeto de educagio con-
tinuada em Endocrinologin ¢ Metabologin ¢ estd
sendo publicadn gragas ao patvocinio ¢ a colabo-
ragho da

bioBrRAS

377



Sindrome de von Hippel-Lindan
Gatti, Pereira & Giannella Neto

263pg,/24h (65 a 400ug,/24h); Cortisol=96pg,/24h (50
a 230mg,/24h). Determinagdes plasmaticas: Noradrenali-
na=2734 ¢ 3596pg/mL (40 a 268pg/mL); Adrenali-
na=16 e 283pg/mL (0 a 75pg/mL); Dopamina=49 e
51pg/ml (0 a 83pg/mlL); ACTH=54pg/ml (<
82pg,/mL); Cortisol=7,5pg/dl (5 a 23pg/dl); Aldos-
terona=24ng/dl. (5 a 30ng/dL); Gastrina=53pg,/mL
(<115pg,/mL); Glicemia=103mg/dL (70 a 110mg/dL);
Insulina=35mUI/mL (<20mUI/mL); Rela¢io 1/G
=0,33; o feto-proteina=3,1ng/mL (<10ng/mL);
BHCG=4,3 UI/L (<5UI/L); CEA=09ng/mL
(<10ng/mL); calcitonina=13ng/L. (<30ng/L).

Avalia¢do radioldgica: 1- Tomografia computa-
dorizada (TC) de abdome: massas solidas com éreas
centrais de necrose ¢ calcificagdes puntiformes de per-
meio, medindo 4 X 3,8 cm em supra-renal direita ¢ 4 X
3,5 cm em supra-renal esquerda; processo uncinado do
pancreas aumentado com atenua¢do homogénea; rins,
figado, baco, aorta e cava inferior normais. 2- Ressonin-
cia Nuclear Magnética (RNM) de abdome: lesdes nodu-
lares hipointensas em T1 e hiperintensas em T2, de con-
tornos bem definidos, em ambas as adrenais medindo,
4,5 X 3,6 cm a direita e 3,6 X 3,2 cm a esquerda; realce
intenso e heterogéneo apds contraste com centro
hipoatenuante podendo representar necrose central.
Lesdo semelhante de 4 X 4 X 1 ¢m entre a porta e a cava
inferior em intima relagdo com o processo uncinado do
pancreas; rins, figado e bago normais. Diagnéstico:
Feocromocitoma bilateral e tumor pancredtico (figura
1). 3- Mapeamento de corpo inteiro com meta-iodo-
benzilguanidina: area focal de concentragdo anormal do
radio firmaco em proje¢io de supra-renal direita: estu-
do compativel com feocromocitoma de adrenal direita,
ndo havia captagio a esquerda (figura 2). 4- RNM de
crinio e coluna ndo revelou anormalidades. 5-An-
giografia ocular com fluoresceina mostrou lesdo hiper-
fluorescente, peri papilar, na margem temporal superior
da papila direita, com importante vazamento de con-
traste na fase tardia do angiograma: angioma retiniano
peri papilar (figura 3).

Portanto, o diagnostico de Sindrome de von Hip-
pel-Lindau foi confirmado pois a paciente era portadora
de hemangioblastoma de cerebelo, angioma de retina,
feocromocitoma bilateral e tumor de pancreas. A investi-
gacdo familiar esti sendo iniciada na irma e na mie.

Paciente foi submetida a adrenalectomia
bilateral, com retirada dos rumores adrenais. Anito-
mo-patoldgico: tumor adrenal direito de 3,5 cm ¢
esquerdo de 3 cm. Feocromocitoma bilateral, com
extensas areas hemorragicas sem invasio vascular ou
capsular. Durante o ato cirrgico, foi realizada ultra-
sonografia pancreética e solicitada avaliagio de um
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Figura 1. Ressondncia Nuclear Magnética de Abdome: A:
T1: Lesdes nodulares adrenais bilaterais. Lesdo semelhante
em cabeca do pdncreas. B: T2: Lesdes adrenais apresen-
tando aspecto hiperintenso. Leséo pancredtica apresenta
aspecto discretamente mais intenso

Figura 2: Mapeamento com MIBG (metaiodobenzilguanidi-
na): drea focal de concentragcdo anormal do rddio farma-
co em projecdo de supra-renal direita. Ndo hd captacdo &
esquerda

Arg Bras Endocrinol Metab vol 43 n® § Outubro 1999
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Figura 3: Angiografia com Fluoresceina do olho direito lesdo
hiperfluorescente peri papilar.

cirurgido de pancreas. A conclusio foi de que se tra-
tava, provavelmente, de um cisto, sendo recomenda-
do apenas seguimento clinico ¢ observa¢do com ima-
gens de 6 em 6 meses.

Os exames pos-operatdrios mostraram norma-
lizagdo dos niveis de noradrenalina plasmatica ¢ urinéria.
A paciente foi mantida com doses substitutivas de aceta-
to de cortisona ¢ alfa-fluor-cortisona. Deverd refazer
novas determinagdes de glicemia e insulina e exames
radiologicos para acompanhar crescimento do tumor
pancredtico. A oftalmologia também recomendou
acompanhamento clinico do angioma de retina.

DISCUSSAO CLINICA (Dra. Renata Gatti)

A Sindrome de Von Hippel-Lindau ¢ patologia com
heranga autossdémica dominante de alta penetrincia
(cerca de 100% aos 65 anos) (1). Trata-se de entidade
rara, com prevaléncia de 1,/36.000 pessoas, sendo que
a razdo entre casos familiares/esporadicos ¢ de 11 a
14/1 (2). As principais manifesta¢des sio: heman-
gioblastomas de sistema nervoso central (SNC) e reti-
na, carcinoma renal, cistos renais, feocromocitoma,
tumores cisticos ¢ solidos de pancreas, cistoadenoma
de epididimo e tumores de saco endolinfatico.

Os critérios diagndsticos para casos isolados sio:
existéncia de 2 hemangioblastomas (de sistema nervoso
central ou retina) ou de 1 hemangioblastoma somado a
uma manifestagio visceral (3). Nos casos familiares s6
uma manifestagio ja é suficiente para o diagnostico.

Newmann em 1991 (4), a partir da andlise de
16 familias com um total de 224 pacientes, classificou
a sindrome em 3 tipos, de acordo com a natureza do
tumor encontrado: Tipo I: hemangioblastomas de
SNC e retina, cistos e carcinomas renais ¢ doenga cis-
tica pancredtica; esses pacientes ndo apresentam
feocromocitoma. E a forma clinica mais comum. Tipo
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ITA: hemangioblastomas de SNC e retina, feocromo-
citoma e tumores de ilhotas pancreaticas; esses
pacientes nio sio portadores de carcinoma de rim e
tém melhor prognéstico. Tipo IIB: hemangioblas-
tomas de SNC e retina, feocromocitoma, tumores
renais e pancreaticos; esses pacientes tém todas as ma-
nifesta¢Ges da sindrome e constituem a forma mais rara
de sua apresentagio (tabela 1).

O quadro clinico da Sindrome de von Hippel-
Lindau é variavel ¢, raramente, os pacientes tém todas
as manifestagdes da doenca. Aproximadamente 50%
dos pacientes s6 terdo uma manifestacio (3). Nio
existe diferen¢a entre homens ¢ mulheres na apresen-
tagdo clinica. As manifesta¢Ges iniciais mais freqiientes
sao hemangioblastomas de retina e cerebelo, seguidos
do carcinoma de rim (2). A expectativa média de vida
¢ de 49 anos (1), sendo as principais causas de morte
o carcinoma renal e os tumores de sistema nervoso
central (3). No6s vamos discorrer agora sobre as diver-
sas manifestagdes da sindrome.

Hemangiblastomas de sistema nervoso central
Esses tumores correspondem a 2% dos tumores cere-
brais ¢ a 7 a 12% daqueles de fossa posterior. S3o asso-
ciados a Sindrome de von Hippel-Lindau em 20% e
esporadicos em 80% dos casos (5). Ocorrem em 44%
dos casos de von Hippel-Lindau. Os tumores sio
maltiplos em 42% dos casos ¢, em todas essas ocasides,
sempre estao associados a von Hippel-Lindau. A idade
média de diagnéstico ¢ de 39 anos, podendo variar de
12 a 73 anos (6). Esses tumores sdo freqiientemente
cisticos com componente sblido mural; os puramente
solidos ocorrem em 30% dos casos € tém maior taxa de
recorréncia local que os cisticos (3). Nio sdo tumores
malignos e, histologicamente, sio formados por uma
rede de canais vasculares revestidos por endotélio e
células intervasculares estromais claras, de origem
ainda n3o conhecida. O diagnéstico radiolégico é feito
por TC ¢ RNM. Na TC os tumores captam contraste
¢ na RNM o componente sélido tem isossinal em T1
¢ hipersinal em T2 ¢ o cistico tem hipossinal em T1 e
hipersinal em T2 (7).

Tabela 1. Classificagdo da Sindrome de von Hippel-Lindau.

Tipo I:  Hemangioblastomas de sistema nervoso e retina,
cistos e/ou carcinomas renais e cistos de pdan-

creds.

Tipo lIA: Hemangioblastomas de sistema nervoso e retfing,
feocromocitoma e tumores de ilhota do pén-
creas.

Tipo lIB: Hernangioblastomas de sistema nervoso e retina,
feocromocitoma e doencd renal e pancredtica.
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O hemangioblastomas cerebelares s3o os heman-
gioblastomas mais freqiientes do sistema nervoso. Estdo
presentes em 44 a 72% dos casos de von Hippel-Lindau,
e junto com os hemangioblastomas de retina sdo as
manifestagdes mais comuns dessa patologia. A idade
média de aparecimento € de 29 anos (11 a 78 anos) e os
sintomas e sinais clinicos mais comuns sdo: cefaléia, ver-
tigem, distGrbios da marcha e da fala, nistagmo, ptose,
dismetria, paralisia do 92 par, hipertensio paroxistica
(sem feocromocitoma), eritrocitose (em 5 a 20% dos
casos, por provavel producio de eritropoietina por mas-
tocitos tumorais) (3).

Os hemangioblastomas de medula espinal sdo
menos freqiientes que os cerebelares. Ocorrem em ape-
nas 13% dos casos de von Hippel-Lindau. Entretanto, a
maioria deles (80%) estd associada a essa sindrome. A
idade média de diagnéstico ¢ de 34 anos (11 a 60 anos).
O quadro clinico é decorrente de comprometimento
medular: dor, déficits sensitivos, altera¢des propiocepti-
vas, paraparesia, hipotrofia muscular ¢ hipertonia (3).

Mais raramente, observamos hemangiblastomas
supratentorias (1% dos casos) (6) intraselares (3 casos
descritos até 1996) (5) e de nervo o6ptico (7 casos
descritos até 1997) (8,9).

O tratamento desses tumores, em casos sin-
tomaticos ou de crescimento progressivo, ¢ cirlirgico ou
radioterapico. A cirurgia leva a remog¢io completa do
tumor, com melhora dos sintomas, em 88% dos casos,
sendo que recidiva no mesmo local ocorre em 22% dos
pacientes. A radioterapia convencional com aplicagdo de
4.000 a 5.500 rads é benéfica apos extragio cirGrgica
parcial do tumor. A radiocirurgia esterotaxica, com apli-
ca¢io de 1.000 a 3.500 rads, ¢ indicada nos tumores
solitarios pequenos ou multiplos e, em geral, poupa o
parénquima normal adjacente de irradia¢io [10].

Hemangioblastomas de retina

Estdo presentes em 45 a 59% dos casos de von Hippel-
Lindau (3). Esses tumores sdo esporadicos em 65% dos
casos e em 35% estdo associados a essa sindrome. S3o
multiplos em 1/3 dos pacientes, e em todos os casos
de multiplicidade eles fazem parte da sindrome de von
Hippel-Lindau [11]. A idade média de inicio ¢é de 25
anos (1 a 67 anos), sendo raros em criangas menores
de 10 anos, mas podendo ocorrer em 5% dos casos (3).
Sio tumores bilaterais em 30 a 50% dos casos (1,3)
localizados, na maioria dos pacientes, na periferia da

retina, podendo, entretanto, envolver o disco 6ptico.

No exame de fundo de olho s3o tumores escuros ¢, na
histologia, verifica-se que sdo idénticos aos heman-
gioblastomas de sistema nervoso. Os sintomas mais
freqiientes sdo: déficit visual, descolamento de retina,
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edema de macula, catarata, glaucoma, uveite, oftalmite
(todos esses sintomas sio decorrentes de hemorragia).
A maioria dos pacientes ¢ assintomatica. O diagnosti-
co ¢ feito pelo fundo de olho e pela angiografia com
fluoresceina, que deve ser sempre realizada quando o
exame fundoscopico é normal.

O tratamento se baseia na fotocoagulagio a laser,
crioterapia ou enuclea¢io, nos estagios mais avangados.
Nos casos assintomaticos ou com doenga ocular menor
deve-se fazer apenas acompanhamento clinico da lesio.

Doenca renal
As lesdes cisticas correspondem a 60 a 75% dos
tumores e as mistas ¢ sélidas constituem o restante dos
casos (12). Os cistos sio considerados lesGes benignas
enquanto os tumores sblidos s3o, potencialmente,
malignos. A grande d(vida é se os cistos evoluem para
carcinoma; tem sido relatado que as lesGes cisticas
originarias do epitélio de tibulo proximal podem con-
ter células carcinomatosas enquanto aquelas que se
originam do tGbulo distal nio apresentam transfor-
mag3do maligna (13). Portanto, parece existir dois tipos
de cistos, um com e outro sem potencial maligno. A
possibilidade de transformagdo de lesdo cistica em
lesdo totalmente sélida é muito baixa, sendo de 1,2%,
no maximo (12). E importante chamar a atengdo para
o fato de que as lesdes solidas e as cisticas com com-
ponentes sélidos sio sempre carcinoma renal. A idade
de aparecimento dos tumores de rim é de 37 anos (15
a 67 anos) (3). As lesoes renais podem ser isoladas,
mas freqiientemente sio maltiplas ¢ podem acometer
todo o parénquima renal.

O carcinoma renal aparece em torno dos 35 aos
41 anos de idade ¢ é mais precoce que o carcinoma renal
esporadico, que se apresenta entre 55 e¢ 60 anos. Sdo
unilaterais em 43% ¢ bilaterais em 56% dos casos, em
oposi¢do ao carcinoma renal esporadico que ¢é bilateral
em apenas 1,8% dos casos (14). O diagndstico radi-
ologico ¢é feito pela ultra-sonogratia e TC de abdome. O
primeiro exame-¢ superior na diferenciagio entre lesdes
solidas e cisticas ¢ o segundo é mais sensivel, detectan-
do tumores com didmetros menores que 2cm (3). A
RNM nio tem oferecido vantagens em relagio a TC. O
principal diagnéstico diferencial é com a doenga renal
policistica, que tem maior incidéncia de insuficiéncia
renal crénica, hipertensdo secundaria e estd associada a
cistos hepaticos e, mais raramente, a cistos pancreaticos.

O tratamento dos tumores de rim pode ser
expectante em lesdes suspeitas menores que 2 ¢cm (14),
na tentativa de poupar os pacientes de varias explo-
ragdces cirGirgicas. As lesdes renais tém, em geral, cresci-
mento lento (12), e como as metastases de carcinoma

Arg Bras Endocrinol Metab vol 43 n? 5 Outubro 1999
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s6 sdo reportadas com tumores maiores que 4,5 cm
(15), recomenda-se que sejam abordadas apenas lesdes
maiores que 3 cm (1). A enucleagio simples é indica-
da em lesdes totalmente cisticas (14) e a nefrectomia
parcial pode ser feita em tumores solitarios de até 5cm
ou em casos de doenga maltipla pouco extensa (15). A
nefrectomia total estd indicada nos casos de tumores
grandes ¢ em doenga difusa que acomete todo o
parénquima. Quando a nefrectomia é bilateral o
paciente é colocado em programa de didlise e o trans-
plante renal pode ser realizado 1 ano apés a nefrecto-
mia, quando o risco de metastases ¢ menor. Para
seguimento, recomenda-se tomografia a cada 6 meses
durante dois anos ¢ anual, posteriormente (3). As
metastases do carcinoma sdo para linfonodos, pulmio,
figado, osso ¢ sistema nervoso central.

Feocromocitomas

Ocorrem em 7 a 18% dos casos de von Hippel-Lindau.
A idade de infcio é de 27 £ 19 anos, mais precoce que
nos casos de tumores esporadicos. Em oposi¢do a esses
Gltimos, eles sdo mais freqlientemente bilaterais (50 a
80% dos casos), multifocais ¢ extra-adrenais, sendo rara-
mente malignos. Os pacientes, com relativa freqiiéncia,
sao assintomaticos ¢ possuem catecolaminas normais
(16). A avaliagdo radiologica € feita por ultra-sonografia,
TC ¢ RNM de abdome e mapeamento de corpo inteiro
com meta-iodobenzilguanidina (MIBG). O tratamento
do feocromocitoma é sempre cirairgico, com adrenalec-
tomia uni ou bilateral, na maioria das vezes.

Tumores pancredticos

Ocorrem em 32% dos casos de von Hippel-Lindau. S3o,
na maioria das vezes (76%), tumores cisticos e mais rara-
mente cistoadenoma seroso ot adenoma microcistico
(4%). Em cerca de 15% dos pacientes ocorrem tumores
da ilhota pancreatica (17). Os cistos ¢ cistadenomas
ocorrem entre 20 e 40 anos (3) ¢ sdo lesdes benignas,
em geral assintomaticas; raramente podem causar dores
abdominais, sintomas de obstrugio de vias biliares e
pancreatite (18). Os tumores constituidos por células da
ilhota, embora também sejam assintomaticos na maioria
das vezes, podem produzir uma série de substincias
como insulina, gastrina e glucagon e causar sindrome
clinica correspondente (3). A idade de aparecimento ¢
em torno dos 40 anos (23 a 56 anos) (1). Sio malignos
em 42% dos casos ¢ as metastases sio para figado e osso
(17). O diagnéstico radiologico desses tumores € feito
por ultra-sonografia, TC ¢ RNM de abdome. O trata-
mento é expectante nos pacientes assintomaticos e cir@ir-
gico nos casos de tumores solidos, com sintomas com-
pressivos ou sindrome funcional.

Arq Bras Endocrinol Metab vol 43 n® 5 Outubro 1999

Outras Lesdes

Cistoadenoma papilar de epididimo ocorre em 10 a 60%
dos homens portadores da sindrome de von Hippel-
Lindau. Sio lesdes benignas e, na maioria das vezes,
bilaterais, palpdveis ¢ assintomaticas. Raramente,
podem causar dor ou infertilidade. O diagndstico ¢é
feito por ultra-sonografia ¢ o tratamento é expectante
ou cirtrgico (19).

Tumores do saco endolinfitico sdo tumores
raros localizados nesta estrutura, que fica no ouvido
interno. Estdo associados a von Hippel-Lindau em
15% dos casos ¢ nesta sindrome ocorrem em 9% dos
pacientes. Embora ndo sejam tumores malignos eles
s30 localmente invasivos ¢ podem provocar déficit
auditivo, vertigens, desequilibrio da marcha ¢ paresia
facial. O - diagnostico radiolégico é feito por TC e
RNM. O tratamento ¢ cirirgico (20).

Outra lesdes que, mais raramente, podem se
associar a sindrome de von Hippel-Lindau sio: cis-
toadenoma de ligamento largo, hemangiomas caver-
nosos ¢ hemangioblastomas hepaticos, hemangioblas-
tomas pulmonares, cistos de omento, hemangiomas de
esqueleto, cistos ¢ hemangiomas de ovério, carcinoma
medular ¢ papilar de tiredide, hemangiomas de derme,
nevus pigmentares, cistos e angiomas esplénicos,
angioma e adenoma da cortex adrenal, adenocarcino-
ma ¢ hemangioblastoma de pancreas (3).

Concluindo, a Sindrome de von Hippel-Lindau
deve ser investigada nos parentes proéximos de
pacientes portadores da sindrome ¢ em todos os casos
de hemangioblastoma de SNC e retina, de feocromo-
citoma, de carcinoma de rim em paciente jovem, de
carcinoma renal maltiplo ou bilateral, de cistos pan-
credticos mltiplos, de cistos de epididimo bitaterais ¢
de tumores de saco endolinfatico. Existem varios pro-
tocolos propostos para screening da sindrome. Os mais
utilizados sdo aqueles recomendados pelo NIH e pela
Universidade de Cambridge ¢ estdo na tabela 2 (3).

ESTUDO GENETICO
(Prof. Dr. Daniel Giannella Neto)

A doenga de von Hippel-Lindau (VHL) é herdada de
maneira autossdmica dominante e sua mortalidade esta
relacionada, principalmente, ao desenvolvimento de
carcinoma de-rim e tumores do SNC.

Quando nio se tem um gene determinado,
envolvido em uma doenga genética, é possivel langar-se
mio dos marcadores genéticos com o objetivo de iden-
tificar os provaveis genes candidatos. Existem 3 tipos de
marcadores de DNA que segregam de acordo com as leis
de Mendel, se forem suficientemente polimoérficos. Estes
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Tabela 2. Protocolos para investigagdo da Sindrome de von Hippel-Lindau.

Teste NIH

~Cambridge

Catecolaminas urinarias
Fundo de Olho
Fluoresceina

RNM SNC e Medula

Nio é rotina

TC ou USG de abdome

A partir dos 2 anos, a cada 1 a 2 anos
Anualmente, desde a infincia

Desde os 11 anos, a cada 2 anos
Apds o0s 60 anos, a cada 3 a 5 anos
Dos 11 aos 20 anos, USG anual
Apos os 20 anos, TC anual

Anualmente

Anualmente, desde os 5 anos
Anualmente, desde os 10 anos
Desde a adolescéncia, a cada 3 anos
Apbs os 50 anos, a cada 5 anos
Desde a adolescéncia USG anual e
TC a cada 3 anos.

Apbs os 60 anos, a cada 2 anos

marcadores podem ser utilizados nos estudos de
prospecgdo génica, na elaboracio de mapas genéticos
utilizados no isolamento de genes e na identificagio de
perda de heterozigosidade (LLOH: loss of heterozigosity).

Os primeiros marcadores desenvolvidos foram
os RELP (vestriction fragment lenght polymorphisms). A
cada 200 bp, ao longo do comprimento dos cromos-
somos, a seqiiéncia de DNA varia de individuo para
individuo sendo essa alteragdo, geralmente, de uma s6
base. Se estas alteragdes forem coincidentes a sitios de
restrigdo (locais passiveis de serem clivados por enzi-
mas especificas para determinada seqtiéncia de DNA),
elas poderdo ser detectadas por enzimas de restrigio. A
presenca ou auséncia de um determinado sitio varia na
populagio, daf o termo polimorfismo e pode ser detec-
tada pela analise dos RFLPs. Estas variagdes ndo con-
ferem, em geral, um determinado efeito fenotipico, ja
que s3o normalmente encontradas em introns e ndo
em regioes codificadoras de proteinas (exons). Apro-
ximadamente, 100.000 RFLDs estdo distribuidos por
todo genoma humano.

O segundo grupo de marcadores compreende
um conjunto de pequenas seqiiéncias repetidas arran-
jadas uma apds a outra ou em tandem, em que cada
alelo contem um namero diferente destas seqiiéncias
repetidas. Estes marcadores sao denominados minis-
satélites ou VNTRs (variable number os tandem
repeats) e cerca de 10.000 deles podem ser identifica-
dos em todo genoma.

O terceiro tipo compreende aqueles que, atual-
mente, s3o os mais utilizados em andlises genéticas.
Denominados de microssatélites, os mais comuns sdo
as repeti¢des de dinucleotideos CA (citosina ¢ adeni-
na). Outros microssatélites, marcadores tri - ou
tetranucleotidicos, podem ser utilizados com alguma
vantagem técnica sobre os dinucleotideos repetitivos.
Sio encontrados no genoma humano com a mesma
freqiiéncia que os VNTRs.

Os dois Gltimos grupos de marcadores sio mais
informativos e, em funcdo disso, sio mais Gteis que os
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RFELPs. Os microssatélites podem ser analisados por
técnicas de PCR e os primeiros dois grupos sio estu-
dados por Southern biot, uma técnica mais trabalhosa ¢
demorada.

A prospecgdo génica é um método pelo qual os
cromossomos podem ser rastreados em membros de
uma familia na qual um ou dois destes cromossomos
segregam com o gene da doenga. Sua execugdo
depende de se conhecer o cromossomo envolvido na
génese da doenga, o local aproximado do gene neste
cromossomo e, também, se algum marcador polimér-
fico, situado na mesma regido, poderd ser empregado
como identificador ou etiqueta da regido que contem
o gene candidato. Tradicionalmente, vinha-se utilizan-
do a analise dos RFLPs mas, atualmente, o método
mais empregado ¢ a analise dos marcadores polimérfi-
cos de microssatélites.

 Esta técnica tém sido empregada no diagnosti-
co de varias doengas monogénicas, como a distrofia
muscular de Duchenne, fibrose cistica e, nas pesquisa
do cncer, em genes defeituosos em familias com neo-
plasias hereditarias, von Hippel-Lindau, canceres de
mama e colo.

No exemplo mostrado na figura 4A, se 0 DNA
dos individuos com diferentes polimorfismos for
digerido com uma enzima de restri¢do ¢ submetido ao
Southern blot, verifica-se que os individuos que her-
daram o cromossomo A apresentam um fragmento de
5 kb detectado pela sonda ¢ os individuos com o cro-
mossomo B apresentam um fragmento de 3 kb detec-
tado pela mesma sonda. O fragmento de 5 kb pode ser
arbitrariamente denominado de alelo 1 e o fragmento
de 3 kb de alelo 2. Na detecgdo de doengas here-
ditirias, o teste se baseia na identificagio do gendtipo
correspondente ao alelo presente em um ou outro cro-
mossomo em cada individuo da familia. A figura 4B
mostra o resultado para 3 individuos usando a sonda
da figura 4A. O individuo 1 é homozigoto para o alelo
1, isto é apresenta 2 copias do cromossomo A. O indi-
viduo 3 ¢, também, homozigoto, mas desta vez, para
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o cromossomo B. O individuo ao centro ¢é heterozi-
goto, isto é, apresenta uma copia do cromossomo A e
uma copia do cromossomo B. Inserindo estes resulta-
dos nos diferentes membros do pedigree da familia ¢
possivel determinar-se qual o alelo que corresponde a
um particular comprimento dos fragmentos de
restrigio que segrega com o alelo doente (figura 4C).
Neste pedigree, de uma dada doenga autossdmica
dominante, os resultados sugerem que o alelo 2 segre-
ga com a doenga, pois o individuo afetado (I1-3) her-
dou o cromossomo com o alelo 2 de sua mie afetada,
enquanto seu irmdo e irmd normais herdaram o cro-
mossomo normal que carrega o alelo 1 de sua mde.
Assim, a auséncia ou presenga de um alelo particular
ndo significa, por si s6, que um individuo é normal ou
afetado. O individuo I-3 apresenta duas copias do
alelo 2 e é normal. O RFLP é considerado, mera-
mente, um marcador que pode ser usado para a carac-
terizagdo de um padrio de heran¢a de um dado cro-
mossomo em uma familia. Ademais, muitos RFLDPs
estdo localizados préximos ao gene doente e nido
exatamente albergado nele.

CROMOSSOMO A A
= SiTIO DE
5 kb RESTRICAO
———— )
SONDA
CROMOSSOMO B
3 kb 2 kb
—/—————
SONDA
INDIVIDUOS B
1 2 3
S5kb —»
3 kb —»
1 2 3 c
| -
1.1 1,2 2,2
1 2 3
h
1,2 1,2 2,2

Figura 4. A: Exemplo da técnica de RFLP mostrando cro-
mossomos (A e B) com fragmentos de 5 e 3 kb, respectiva-
mente, reconhecidos por uma mesma sonda B: Padrdo das
bandas no Southern biot apds hibridizagdo com a sonda
do painel A nos 3 individuos (I:1; 1:2 e 1:.3) do pedigree do
painel C: (-1 e I-3: homozigotos e |-2: heterozigoto).
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Inicialmente, a analise com marcadores genéti-
cos de familias de pacientes com a doenga de VHL
permitiu verificar perda de heterozigosidade (LOH:
Loss of hererozygosity) de regides associadas ao brago
curto do cromossomo 3. Os estudos em feocromoci-
toma esporadico revelaram LOH do brago curto do
cromossomo 3 em 45% dos casos informativos.

Estudos posteriores revelaram que o gene VHL
desempenha sua fungdo como um gene supressor,
semelhante ao gene do retinoblastoma (Rbl) e situa-
se, telomericamente, na regiio mapeada como 3p26-
p25. A variabilidade no tamanho e seqiiéncia do
teldbmero pode, também, ser observada em pacientes
susceptiveis ou acometidos por outros tumores medi-
ante a aumento da atividade da telomerase.

O mecanismo oncogénico da doenga de VHL ¢
semelhante ao que se observa no retinoblastoma e neu-
rofibromatose onde existe a perda alélica de um gene
supressor de neoplasia. Knudson (21) propds a hipétese
dos dois eventos, onde os individuos predipostos a
desenvolver uma destas neoplasias herdariam, primeira-
mente, o gene de um alelo advindo da mie ou do pai e
eventos genéticos posteriores levariam a perda de parte

_do outro alelo ndo herdado nos tecidos acometidos pela

neoplasia. A falta dos dois alelos de um gene supressor
leva ao desenvolvimento neoplasico. Nos casos esporadi-
cos, um dos alelos sofre, primeiramente, uma mutagio e,
em seguida, outra mutagio no outro alelo, facilitada ou
ndo pela primeira mutagio (figura 5).

Acredita-se que o gene VHL codifica uma pro-
teina, elongina, envolvida nos mecanismos de repli-
cagio de DNA. Existem, entretanto, algumas evidén-
cias que demonstram o papel do gene VHL nos
mecanismos de transdu¢io de sinal. Outros estudos
advogam que o produto do gene VHL poderia estar
envolvido na regulagio da produgio de componentes
da matriz extracelular ou, também, na liga¢do das célu-
las a matriz.

E possivel evidenciar a perda do alelo do gene
VHL mediante técnicas de hibridiza¢io i» sitw com
marcadores fluorescentes (FISH: Fluorescent in situ
bybridization). A figura 6 mostra a localizagdo do gene
na regiio telomérica do cromossomo 3 (3p26-p25),
regiio de baixa densidade génica demonstrada pelo
histograma a esquerda. A figura 7 exemplifica outra
aplicagio desta técnica, onde ¢ possivel identificar
tanto a presenga dos dois alelos como auséncia de um
deles, no nicleo de células isoladas.

As mutag¢des no gene VHL foram identificadas
por vérios autores. O estudo realizado por Zbar ¢ cols.
(22) em 496 familias advindas da América, Europa ¢
Asia revelou mutagdes em 300 (63%) destas familias.
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PREDISPOSICAO
HEREDITARIA

SANGUE

1° EVENTO

DELEGAO
CROMOSSOMICA
JUNTAMENTE COM
O MARCADOR (B)

CASOS ESPORADICOS
(SEM PREDISPOSICAO
HEREDITARIA)

1° EVENTO 2° EVENTO )
: ﬁ X ﬁ b o
MUTAGAO SEGUNDA
SOMATICA MUTAGAO

? NO GENE VHL SOMATICA

Figura 5: Hipdtese de Kundson {21) ou dois eventos onde os
individuos predispostos a desenvolver uma das neoplasias
associadas & perda de genes supressores, herdariam,
primeiramente, o gene de um alelo advindo da mée ou do
pai e eventos genéticos posteriores levariam a perda do
outro alelo ndo herdado nos tecidos acometidos pela neo-
plasia. A falta dos dois alelos de um gene supressor leva ao
desenvolvimento neopldsico. Nos casos esporddicos, um
dos dlelos sofre, primeiramente, uma mutagdo e, em segui-
da, outra mutagdo no outro alelo, facilitada ou ndo pela
primeira mutagdo.

Foram detectadas 137 mutagdes germinativas distintas
em regides codificadoras. A maioria das mutagoes (124-
137) ocorreu em 1 ou 2 familias e outras poucas em 4
ou mais familias. Foi possivel, através deste estudo, com-
parar os efeitos de mutagdes germinativas idénticas em
diferentes populagoes. Assim, mutagdes germinativas no
gene VHL produzem neoplasias fenotipicamente seme-
lhantes em familias caucasianas e japonesas.

As mutagbes germinativas no gene VHL pro-
duzem 3 fendtipos diferentes: (1) carcinoma renal sem
feocromocitoma; (2) carcinoma renal com feocromo-
citoma e (3) feocromocitoma somente (figura 8). O
banco de dados (Universai VHL-Mutation Database)
com as mutagdes no gene VHL refine informagdes re-
ferentes 3 freqiiéncia de 507 casos registrados. Alteragoes
nos residuos 167, 161 e 98 ocorrem em cerca de 19% dos
casos. As familias portadoras, apenas, de feocromocitoma
apresentam, em 96% dos casos, um sé tipo mutagio.

O gene VHL compreende, ao todo, 14.500
pares de bases (bp). A regido codificadora, relacionada
com a proteina, tem 3 exons. O primeiro exon, com-
preendendo 553 bp, é seguido pelo curto exon 2 de
123 bp ¢ pelo exon 3 de 176 bp. Assim, das 14.500
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bp, somente, 852 bp codificam a proteina. A maioria
das mutagdes foi identificada no exon 3.

O gene VHL da paciente em estudo foi, inicial-
mente, rastreado pela técnica do SSCP (single-serand
conformational polymorphism) com o emprego de
amplimeros intronicos que limitaram cada um dos 3
exons. Essa técnica revelou alteragio na migragao de
banda dos fragmentos amplificados do exon 3 do
DNA isolado do sangue e tumor da paciente em com-
paragdo ao controle.

O seqiienciamento de 650-700 bases das 852
bases de todo gene foi realizado em nosso laboratério
e iniciado a partir do exon 3. Primeiramente, toda
regido codificadora do gene foi seqtienciada com
exce¢do de uma pequena parte inicial do exon 3. Pos-
teriormente, foi possivel evidenciar muta¢io em
ponto, heterozigodtica, missense na posi¢io 167 onde
o aminoacido arginina foi substituido por triptofano
(figura 9). Esta mutagio, denominada R167W, ¢
encontrada em 8,9% de todos os pacientes com VHL,
sendo a mais frequiente dentre os 125 tipos j4 identifi-
cados neste gene. Seria, entretanto, de se esperar a pre-
senga de uma mutagdo em heterozigose no sangue da
paciente ¢ em homozigose no tumor. Muito provavel-
mente a amostra de tumor analisado apresentou-se
contaminado com células periféricas ou restos de teci-
do normal ndo acometido.

DISCUSSAO ABERTA

Prof. Dr. Alfredo Halpern (Professor Livre
Docente do Servigo de Endocrinologia e Meta-
bologia do Hospital das Clinicas da FMUSP):

Homorzigosidade no tumor ¢ heterozigosidade
no sangue seria o que esperariamos encontrar, nesta
paciente?

Prof. Dr. Daniel Giannella Neto (Professor
Livre Docente do Servigo de Endocrinologia e
Metabologia do Hospital das Clinicas da FMUSP):

Sim. Como preconizado por Knudson, nos indi-
viduos com predisposi¢do familiar 3 doenga, a primeira
mutagio é germinativa e ocorre em todas as células do
organismo. O individuo acometido apresenta, no tecido
tumoral, o segundo evento oncogénico que é a perda
do outro alelo do gene supressor do tumor.

Prof. Dr. Bernardo Léo Wajchenberg (Pro-
fessor Emérito da Disciplina de Endocrinologia e
Metabologia da FMUSP):

Que porcentagem dos feocromocitomas ndo
tem mutagio génica?
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B: centrémero

Figura 6: Mostra a localizagdo do gene na regido telomérica do cromossomo 3 (3p26-p25) pela técnica de FISH. Esta regido
é de baixa densidade génica como demonstrado pelo histograma & esquerda.

Prof. Dr. Daniel Giannella Neto:

Cerca de 20%. Portanto, o encontro de uma
mutacio nio ¢ obrigatério. E provavel que haja outras
mutagdes que nio puderam ser identificadas por este
estudo ou em outros genes que pudessem estar
envolvidos no processo neoplasico.

Prof. Dr. Bernardo Léo Wajchenberg:
Vocé s6 poderd afirmar que ndo ocorreu
mutagio ap6s seqlienciar todo o gene?

Prof. Dr. Daniel Giannella Neto:

Certamente. J4 foram descritas mutagdes em
regides intrénicas associadas ao VHL, porém com fre-
qiiéncia menor que 0,2%. As técnicas de rastreamento
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por SSCP ou DGGE pode facilitar o estudo molecular
nestes casos.

Prof. Dr. Bernardo Liberman (Professor
Associado da Disciplina de Endocrinologia e
Metabologia do Hospital das Clinicas da FMUSP):

Essa é uma doenga associada a cistos em diver-
sos 6rgidos. Existe alguma proteina que faz isso?

Prof. Dr. Daniel Giannella Neto:

A proteina VHL parece estar envolvida em me-
canismos que regulam a relagdo célula-matriz extracelu-
lar. Se assim for, o aparecimento de um grande namero
de cistos poderia estar relacionado a algum defeito na
formacio da matriz extracelular ou na regulagio da sin-
tese de proteinas componentes da matriz.
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VHL +/-
VHL +/+

Figura 7: Perda alélica do gene VHL. Esta figura exemplifica
outra técnica de FISH, onde é possivel identificar tanto o
presenca dos dois alelos como auséncia de um deles no
nicleo de células isoladas

Microdel!
Insertion

Microclel!
Insertiors

Nonsense Norzense

Families
Without Pheos

All Families Families

With Pheos

Figura 8: Mutacdes no gene VHL de acordo com Zbar e
cols. (2). As mutacdes germinativas no gene VHL produzem
3 fendtipos diferentes: (1) carcinoma renal sem feocromo-
citoma; (20 carcinoma renal com feocromocitoma e (3)
feocromocitoma somente.,

1 2
S T S
ACGT ACGT ACGT

5%

% 3 C
18ger G [ TG x Gt G
x A
- G
167Arg G
TP o1 c
C e
166val T T
G [P G
5‘/ 5’
1: VLC T: Tumor
2: Controle S: Sangue

Figura 9: Mutacdo R167W no exon 3 do gene VHL identifi-
cada em amosira do tumor e sangue da paciente VLC
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Prof. Dr. Bernardo Liberman:
Essa proteina ¢ vista em outras patologias cisticas?

Prof. Dr. Daniel Giannella Neto:
Nio tenho conhecimento do envolvimento
desta proteina em outras patologias.

Prof. Dr. Bernardo Liberman:

A aspecto do tumor na RNM, nas imagens em
T2, sugere a possibilidade de feocromocitoma. Entre-
tanto, nio poderia ser apenas um cisto, com hipossinal
em T1 e hipersinal em T2?

Dra. Maria Adelaide Albergaria Pereira
(Médica Assistente Doutora do Servico de
Endocrinologia ¢ Metabologia do Hospital das
Clinicas da FMUSP):

Esta paciente ndo apresentava cistos nas
adrenais. A TC e a RNM mostravam tumores solidos,
com componente cistico decorrente, provavelmente,
de necrose tumoral, muito comum no feocromocito-
ma. O anitomo-patologico do tumor foi de feocro-
mocitoma ¢ nio de cisto. Gostaria de lembrar, tam-
bém, que na sindrome de von Hippel-Lindau n3o sio
descritos cistos adrenais e sim feocromocitoma.,

Prof. Dr. Bernardo Liberman:
A paciente era hipertensa?

Dra. Maria Adelaide Albergaria Pereira:

Nas medidas rotineiras ela ndo apresentava
hipertensio. O mapeamento de 24 horas da pressio
arterial revelou perda do descenso noturno, sugerindo
alguma anormalidade hemodinimica que ndo se
exprimia clinicamente.

Prof. Dr. Alfredo Halpern:

Essa doenga é, relativamente, freqiiente ji que
ocorre em 1 para cada 36.000 pessoas. O que preocupa
¢ o diagnéstico nos outros membros da familia. Todos
podem ser identificados do ponto de vista genético? Se
for assim, podemos propor investiga¢gdo dos tumores,
apenas nos familiares portadores do gene?

Prof. Dr. Daniel Giannella Neto:

A necessidade de seguimento de individuos pre-
dispostos a desenvolver doengas genéticas de expressdo
tardia deve ser bascada em aspectos clinicos ¢ éticos,
que permitam qualidade de vida compativel com a
normalidade. Muitos individuos com predisposi¢do
genética para doengas até mais fatais que o VHL,
negam-se¢ a qualquer acompanhamento ou qualquer
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outro método de rastreamento genético ou ndo. Na
NEM tipo 2, associada a tumores medulares da tiréide,
a identifica¢io de heterozigotos pode ser feita medi-
ante testes dindmicos com pentagastrina, por exemplo,
muito mais econdmicos ¢, ainda, mais eficientes que 0s
métodos moleculares.

Prof. Dr. Bernardo Léo Wajchenberg:
Existe alguma relagio genética entre o NEM do
tipo 2 ¢ von Hippel-Lindau?

Prof. Dr. Daniel Giannella Neto:

Na literatura, ha descrigoes de estudos molecu-
lares em pacientes com feocromocitoma, tanto
esporadicos como associados a NEM ou von Hippel-
Lindau. Em um estudo prospectivo, 38% dos casos de
feocromocitoma estavam associados ao VHL ¢ 24% ao
NEM do tipo 2. No VHL com feocromocitoma
somente, foi possivel observar, aproximadamente, 96%
de pacientes com mutagdes no gene VHL. A freqiién-
cla de mutacdo nos casos de feocromocitoma associa-
do a outras sindrome ndo ¢ tdo alta.

Dra. Karla Fabiana Fagundes (Médica Pos-
Graduanda da Disciplina de Endocrinologia ¢
Metabologia do Hospital das Clinicas da FMUSP):

Vocé ndo poderia comparar, apenas, o padriao
do sangue que é heterozigoto com o padrio do tumor
que seria homozigoto para a mutagao?

Prof. Dr. Daniel Giannella Neto:

E isso que se faz normalmente. Nosso controle
foi, na verdade, o sangue de um individuo normal.

Dra. Karla Fabiana Fagundes:

No SSCP é necessario um controle normal no
mesmo gel ou nao?

Prof. Dr. Daniel Giannella Neto:

Nio ¢ tdo necessario assim. Coloca-se sempre o
controle normal para se evitar que polimorfismos,
exibindo padroes eletroforéticos alterados, possam ser
considerados mutagoes.

Dra. Sandra Mara Villares (Médica Assis-
tente Doutora do Servico de Endocrinologia €
Metabologia do Hospital das Clinicas da FMUSP):

Se voct fizer um linkage analysis, usando
microssatélites na regido que vocé imagina no cromos-
somo 3, vocé nio teria um estudo de associagio dessa
alteragdo no cromossomo que iria segregar com a
familia?
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Prof. Dr. Daniel Giannella Neto:

A andlise de associagdo ou linkage analysis ¢ uti-
lizada na identificagdo de genes candidatos. No VHL
o gene ja foi identificado, ndo havendo necessidade de
se achar qualquer associagio entre o fendtipo da
doenga nos membros da familia e a segrega¢io de mar-
cadores genéticos especificos, tais como os
microssatélites.

Prof. Dr. Sergio Toledo (Professor Associa-
do da Disciplina de Endocrinologia e Metabologia
do Hospital das Clinicas da FMUSP):

Apesar de sabermos que o feocromocitoma
ocorre em pequena porcentagem dos pacientes com von
Hippel-Lindau, eu considero que a investigagdo clinica,
bioquimica e radiologica dessa patologia é obrigatoria
nesta sindrome. Tivemos a oportunidade de acompanhar
de acompanhar pacientes de uma familia com von Hip-
pel-Lindau nos quais o diagndstico clinico ¢ bioquimico
eram duvidosos mas a RNM mostrava a presenca do
tumor. Portanto, nessas sindromes genéticas a investi-
gagdo radioldgica estd indicada mesmo nos casos com
avaliagdo clinica ¢ laboratorial negativas.
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