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LISTA DE ABREVIATURAS

CgA — Cromogranina A

DA — Dopamina

DOPA - Dihidroxifenilalanina
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Hsp90 — Heat shock protein 90

MAX — MYC-associated factor-X
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MTOR — Mammalian target of rapamycin
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RESUMO

Os feocromocitomas e paranganliomas malignos sdo tumores muito raros com mau
prognostico. A malignidade caracteriza-se pela presenca de metastases em locais que ndo tém
células cromafins. No entanto, o potencial maligno destes tumores € muito dificil de prever.

Visto que grande parte dos tumores malignos apresenta metastizacdo apenas anos mais
tarde do diagnostico inicial, ttm sido estudados varios marcadores a nivel bioquimico,
histologico, imunohistoquimico e imagiologico que possam indicar o potencial maligno. Até
hoje, nenhum destes mostrou ser totalmente eficaz na identificacdo do caracter maligno do
tumor. Aqueles que mostraram ter maior relacdo com o risco potencial de disseminacdo a
distancia foram tumor de grandes dimensdes, localizacdo extra-adrenal e secrecdo de
dopamina. Novos marcadores moleculares como a telomerase, a Hsp90 e o0 SNAIL parecem
Ser promissores.

Nos altimos anos, foram descobertos novos genes relacionados com o aparecimento de
feocromocitomas e paragangliomas e concluiu-se que cerca dum terco destes tumores estdo
associados a presenca de mutacdes genéticas herdadas. O estudo dos genes e das suas funcdes
a nivel celular permitiu decifrar as principais vias moleculares de oncogénese, identificando
possiveis alvos moleculares para terapéuticas personalizadas que estdo actualmente sob
estudo. Esta investigacdo tem grande importancia dado que o tratamento dos casos malignos
continua sem apresentar resultados favoraveis.

A anélise genética permitiu estabelecer uma relagcdo entre as alteracGes genéticas e o
fenotipo dos individuos afectados. As mutacdes que conferem maior risco de malignidade sdo
principalmente aquelas localizadas no gene SDHB, embora a mutacdo NF1 tenha também

alguma predisposicdo para essa evolucao.
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O teste genético tem um papel importante no futuro da abordagem a estes individuos,
dando indicacbes quanto ao prognostico da doenca, a possibilidade da realizacdo de

terapéuticas personalizadas e a necessidade de investigar os seus familiares.

Palavras-chave: feocromocitoma maligno, paraganglioma maligno, genética,

marcadores de potencial maligno, terapéutica personalizada
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ABSTRACT

Malignant pheochromocytomas and paragangliomas are very rare tumours with a poor
prognosis. Malignancy is characterized by the presence of metastases in sites devoid of
chromaffin tissue. However, the malignant potential of these tumours is very difficult to
predict.

As a large part of the malignant tumours may present metastization just several years
after  diagnosis, there have been studied many biochemical, histological,
immunohistochemical and imagiological markers that possibly indicate malignant potential.
Until now, none of these has shown to be totally efficient in identifying the malignant
tumour’s nature. Large size, extraadrenal location and dopamine secretion are the ones that
have demonstrated to be more related to distance dissemination. New molecular markers like
telomerase, Hsp90 or SNAIL are under investigation, promising good results in the near
future.

During the last years, new genes related to pheochromocytomas and paragangliomas
have been identified and it has been concluded that around one third of these tumours are
associated with the presence of mutations genetically inherited. The study of the genes and
their cellular functions has permitted to uncover the major pathways involved in the
oncogenesis, identifying possible targets for targeted therapy. This kind of treatment is being
studied before its validation, due to the inefficacy shown by the current therapeutic methods.

Genetic analysis has permitted to establish a relationship between genotype and
phenotype in the affected individuals. Considering the malignancy risk, the mutations that
confer greater predisposition to this development are those localized in the SDHB, although

NF1 mutations and the recently described MAX seem to have some risk too.
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Genetic testing has a major role in the future approach to these patients, as it gives
information about the disease prognostic, the possibility of administration of targeted

therapies and the need to investigate other family members.

Keywords: malignant pheochromocytoma, malignant paraganglioma, genetics,

malignant potential markers, targeted therapy
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INTRODUCAO

Os feocromocitomas (FEOs) e paragangliomas (PGLs) sdo tumores neuroenddcrinos
raros com origem nas células cromafins, Estas células tém origem embriolégica na crista
neural. Os FEOs localizam-se na medula adrenal, enquanto que os PGLs tém localizacdo
extra-adrenal, ao longo das cadeias ganglionares, desde a regido cervical até a cavidade
pélvica (Fig.1). Podemos ainda destacar um grupo especifico de paragangliomas que tém
localizagdo na cabeca e pescoco (HNPGLS), cujas caracteristicas sdo mais especificas, por
derivarem de tecido parassimpatico.

Os FEO/PGLs produzem quantidades excessivas de catecolaminas, nomeadamente,
epinefrina e norepinefrina (Fig.2), que tém efeitos a nivel cardiovascular, muscular e
metabdlico. Tanto estas como o0s seus metabolitos metanefrina, normetanefrina ou &cido
vanilmandélico podem ser detectados no sangue e na urina (Fig. 3).

Embora a grande maioria destes tumores ocorra de forma esporadica, sabe-se hoje que
a percentagem de formas hereditarias é superior a 30%, 0 gue 0s torna um dos tumores mais
ligados & hereditariedade genética.® Os genes que conferem susceptibilidade ao aparecimento
de FEO/PGL’s sdo o gene supressor tumoral vHL (von Hippel-Lindau), o proto-oncogene
RET (Rearranged During Transfection), os genes codificadores das quatro subunidades do
complexo enzimatico succinato desidrogenase (SDHA, SDHB, SDHC e SDHD) e um gene
responsavel pela flavinizacdo da subunidade proteica SDHA (SDHAF2). Mais recentemente,
foi evidenciada a relacdo com outros dois genes, 0 TMEM127 e 0 MAX. Estdo actualmente a
decorrer estudos com vista a pesquisar outras mutacdes genéticas. Prevé-se que o peso da
hereditariedade seja ainda mais significativo do que o hoje estimado e que a percentagem de
formas chamadas de “esporadicas” tenda a diminuir.?

Aproximadamente, 10% dos FEOs e 20% dos PGLs abdominais sé@o de natureza

maligna, enquanto que os HNPGLs sdo normalmente benignos.> A malignidade é definida
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pela presenca de metastases em locais onde ndo existe tecido de células cromafins, tais como,
ganglios linfaticos, figado, pulmdes e esqueleto 0sseo. Cerca de 50% das metastizacBes sdo
reconhecidas a apresentacgdo inicial da doenca, enquanto as outras 50% podem desenvolver-se
e manifestar-se até 20 anos depois do diagndstico inicial. O tempo médio deste intervalo de
tempo é de 5,6 anos.”

Visto ainda ndo existirem marcadores que traduzam natureza maligna dos FEOs e
PGLs nem tratamento curativo para estes, o estudo genético pode revelar-se como um
importante instrumento na avaliagdo dos pacientes com esta patologia. Através da
identificacdo das mutacbes pode ser estabelecido o progndstico e o seguimento da doenca de
forma mais precisa. O estudo molecular também permitiu reconhecer as principais alteracdes
intracelulares que levam a formacdo tumoral, 0 que pode ter extrema importancia no

desenvolvimento de tratamentos individualizados, que atinjam alvos moleculares especificos.

Figura 1. Esquerda: distribuicdo do tecido cromafim extra-adrenal no recém-nascido.
Direita: localiza¢Ges dos paragangliomas
(Adaptado de Gardner DG, Shoback D. Greenspan’s Basic and Clinical Endocrinology. 9th

edition.)’
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(1) presenca da enzima na medula adrenal/feocromocitoma, (2) nervos simpéticos, (3) figado e

rins, (4) tubo digestivo, plaguetas e pulmdes.

(Adaptado de Gardner DG, Shoback D. Greenspan’s Basic and Clinical Endocrinology. 9th

edition.)’
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MARCADORES DE POTENCIAL MALIGNO

Como ja referido, grande parte dos pacientes portadores de FEO ou PGL malignos
podem ndo apresentar ao diagnostico inicial evidéncia de metastizacdo. No entanto, eles
podem vir a desenvolver metéastases metacronas anos mais tarde. E por isso de extrema
importancia que seja feita uma caracterizacdo precoce do potencial maligno do tumor de
modo a que seja estabelecida uma estratégia de seguimento do doente adequada e que se evite
a identificacdo da evolucdo maligna da doenca tarde demais, quando ja existe metastizacdo

multifocal e incuravel.

CLINICOS

As manifestacdes clinicas dos FEO/PGL’s malignos sdo geralmente semelhantes as
dos benignos, incluindo hipertensdo, cefaleias, palpitacbes e sudorese. Forma também
relatados sintomas como dispneia, astenia, arritmias, perturbagdes visuais e distlrbios
metabdlicos, como por exemplo, intolerancia & glicose.® Porém, os tumores malignos menos
diferenciados, por segregarem menos catecolaminas e mais dopamina, podem n&o provocar
hipertensdo e sintomas relacionados, dificultando o diagndstico inicial da patologia. Na
malignidade os sintomas por efeito de massa podem ser mais acentuados, enquanto que
aqueles por invasdo de outras estruturas, como dor 6ssea, ou sistémicos, como anorexia, perda

de peso e astenia podem estar presentes.®

BIOQUIMICOS

O fenotipo bioquimico ndo permite normalmente diferenciar entre tumores benignos e
malignos.

Apos a avaliagdo inicial por medigdo das metanefrinas livres plasmaticas e das

urinarias, ndo existem diferengas significativas entre as duas formas. No entanto, os FEOs

12



Feocromocitoma e Paraganglioma Malignos: A importancia do estudo genético

malignos segregam maioritariamente noradrenalina e, quando existe uma menor
diferenciacéo, podem segregar parcial ou unicamente dopamina. Assim, a presenca de PGLs
com valores plasmaticos muito elevados de noradrenalina, dopamina ou do seu metabolito
metoxitiramina podem sugerir malignidade.>’

A cromogranina A (CgA) é uma proteina co-armazenada e co-secretada com as
catecolaminas especifica dos tumores neuroenddcrinos. Apesar de estar elevada tanto nos
PGLs funcionais ou ndo funcionais, esta pode ajudar a diferenciar a doenga benigna ou
maligna. Valores muito elevados desta proteina séo sugestivos de malignidade, existindo uma
relacdo positiva entre a CgA e o volume tumoral.®

Outros biomarcadores que parecem estar mais relacionados com o caracter maligno
sdo a enolase neuro-especifica e a adrenocorticotrofina. Por outro lado, a expressdo de
secretogranina Il e das pré-hormona convertases | e Il estdo mais relacionadas com o0s

tumores benignos.

HISTOLOGICOS/IMUNOHISTOQUIMICOS

Ao contrario de muitos tipos de neoplasias, os FEO/PGLs raramente apresentam
histologia caracteristica de malignidade. Visto isto, foram ja apresentadas varias escalas que
permitiriam, através da microscopia, histologia e imunohistoquimica, obter um score
indicador de maior ou menor probabilidade de malignidade.

A primeira, apresentada por Linnoila et al., indica quatro parametros como preditores
de malignidade: localizacdo extra-adrenal, nodularidade grosseira, necrose confluente e
auséncia de glébulos de hialina. Os tumores malignos teriam dois ou mais critérios positivos,
enquanto os benignos teriam apenas um ou nenhum.® No entanto, chegou-se & concluséo que
este método ndo era viavel e que apenas 70% dos tumores poderiam ser classificados desta

forma.

13
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Outro sistema utilizado, o mais conhecido, foi o PASS (Pheochromocytoma of the
Adrenal gland Scaled Score) que usa 12 critérios histomorfolégicos para distinguir entre
FEOs benignos e malignos, nomeadamente, padrédo de crescimento difuso, mitoses atipicas,
necrose confluente ou central, invasdo extra-adrenal, elevada celularidade, invaséo vascular,
monotonia celular, invasdo da céapsula, células fusiformes, pleomorfismo nuclear,
hipercromasia nuclear e indice mitético >3/campo de grande aumento.’* Um PASS>4
indicaria tumor maligno, enquanto que se <3 seria a favor de benigno. No entanto, ensaios
recentes vieram por em causa a validade deste modelo, tendo sido relatada também grande
variabilidade intra e inter-observador na sua aplicacdo.*"*?

Por fim, um estudo realizado por Kimura et al., apresenta um sistema que usa
caracteristicas imunohistoquimicas. A imunorreactividade ao marcador de proliferacdo Ki-67,
em conjunto com bioquimica e o fendtipo, sdo usados num score maximo de 10 para
classificar os tumores como bem, mal ou parcialmente diferenciados. Com um score de 7-10,
0s pacientes estudados teriam 100% de probabilidade de ter tumores malignos. Porém, 13%
do grupo dos “bem diferenciados” mostraram ter doenca metastatica, tendo sido este score
afastado do uso clinico.*®

Outros marcadores moleculares foram propostos, como por exemplo, o factor de
crescimento endotelial vascular (VEGF), o factor-la induzido pela hipéxia (HIF-1a), 0s
receptores da endotelina tipo A e B (ETA e ETB), a telomerase e o factor de transcri¢éo
SNAIL. O VEGF e o HIF-1a estdo directamente relacionados com um grupo especifico de
genes, como veremos mais a frente.

A telomerase € um complexo de ribonucleoproteinas que conjuga o componente de
RNA da telomerase, a proteina associada a telomerase (TP1), a subunidade catalitica da
telomerase (hNTERT) e a heat shock protein 90 (Hsp90), e parece ter alguma relagdo com o

potencial maligno destes tumores. De facto, um estudo evidenciou que em células malignas

14
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de FEO as hTERT, Hsp90 e telomerase pareciam estar sobrerreguladas e, por isso, expressas
em valores superiores aos normais.’

O SNAIL é um factor de transcricdo regulador de genes que promovem a
disseminacdo sistémica dos tumores e a carcinogénese. E actualmente estudado como um
marcador maligno promissor, tendo sido descrita uma reactividade imunoldgica
significativamente superior em PGLs metastaticos.***> Contudo, mais estudos s30 necessarios

para comprovar se existe uma verdadeira relacdo com doenga metastatica.

IMAGIOLOGICOS

A primeira abordagem radiolégica de um paciente com FEO/PGL deve ser a
realizacdo de uma tomografia computorizada (TC) (Fig.4) ou ressonancia magnética (RM). A
RM é preferivel por apresentar maiores sensibilidade (90-100%) e especificidade (50-100%)
que a TC e pela menor exposicao a radiacbes. A RM tem também maior taxa de deteccdo dos
tumores extra-adrenais.’® Normalmente, os PGLs apresentam sinal hiperintenso na fase T2 da
RM por serem tumores altamente irrigados. Contudo, nos PGLs malignos, devido a areas
tumorais necroticas e hemorragicas este sinal pode ndo se apresentar hiperintenso. A utilidade
destas técnicas passa maioritariamente pela determinacdo da localizacdo e do tamanho do

tumor.

15
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Figura 4. TC abdominal mostra feocromocitoma direito de grandes dimens@es, com

trombo na veia cava inferior.
(Adaptado de Park K-S et al. Sunitinib, a novel therapy for anthracycline- and cisplatin-

refractory malignant pheochromocytoma)*’

Especialmente quando estamos perante tumores de localizagdo extra-adrenal,
maltiplos, de didmetro superior a 5cm ou mutacdo no gene SDHB, que sera descrita mais
adiante, € indicada a realizacdo de exames de imagem funcionais através de tomografia de
emissdo de positrées (PET) ou tomografia por emissao de fotdo tnico (SPECT).

As células cromafins possuem transportadores de norepinefrina humana (hNETS)
através dos quais a metaiodobenzilguanidina (MIBG) ¢ transportada para o interior destas
células e armazenada em granulos citoplasmaticos. Assim, a cintigrafia através da MIBG
marcada com iodo-123 (1231-MIBG) é a primeira técnica de aquisi¢do de imagem funcional
utilizada, permitindo um exame de “corpo inteiro” (Fig.5). Possibilita uma avaliacéo inicial
quanto a presenca de tumores extra-adrenais, multiplos ou metastaticos e ainda apresenta
como vantagem o facto de analisar simultaneamente a possibilidade de tratamento com 1311-

MIBG. Contudo, o relativamente baixo uptake em tumores extra-adrenais e o consideravel

16
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numero de falsos negativos quanto a deteccdo de tumores metastaticos sdo limitagdes a
considerar neste método.*® A sensibilidade desta técnica é especialmente baixa na deteccéo de
PGLs secretores de dopamina e, sobretudo, aos associados a mutagdo SDHB, situacdes estas
altamente associadas a malignidade.’® Assim é necesséria a realizacdo de outros estudos

quando este se apresenta negativo.

ANTERIOR POSTERIOR

Figura 5. Cintigrafia com 123I-MIBG num paciente com paranganglioma maligno.
Sédo visualizadas metastases nos membros, térax e pélvis.
(Adaptado de Andersen KF et al. Malignant pheochromocytomas and paragangliomas - the

importance of a multidisciplinary approach) ®

Tal como a MIBG, os precursores de catecolaminas, dopamina (DA) e
dihidroxifenilanina (DOPA), sdo transportados para o interior das células cromafins pelos
hNETSs. Assim, quando radiomarcadas com flGor-18 (18F) estas sdo utilizadas em tomografia
por emissdo de positrées (PET), como alternativa a MIBG. A 18F-DA PET (Fig.6) apresenta

boa especificidade para FEOs metastaticos,® enquanto que a 18F-DOPA PET detecta com

17
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grande qualidade PGLs, incluindo HNPGLs.?® No entanto, tal como na 1231-MIBG, a PET
com estes marcadores tem baixa sensibilidade para tumores ligados a mutagdes SDHB.
Nestes casos, pode-se usar como marcador a 18F-flurodesoxiglicose (18F-FDG), que

apresenta uma sensibilidade de 97-100%.%

o, il

Figura 6. Imagem de uma 18F-DA PET num paciente do sexo masculino de 25 anos
com um paraganglioma primario pélvico (P) e multiplas metastases no umero direito, pélvis,
abdémen, mediastino e térax (setas). Os calices renais e ureteres estdo proeminentes.
(Adaptado de: llias I, Pacak K. Current approaches and recommended algorithm for the

diagnostic localization of pheochromocytoma) 16

Adicionalmente, outras técnicas de medicina nuclear podem ser utilizadas,
especialmente em caso de alta suspeita de malignidade, através de substancias analogas da
somatostatina. Os FEO/PGLs possuem receptores de somatostatina (SSTRs) nas células

cromafins, e, sobretudo os SSTR 2, 3 e 5, servem de base a utilizagdo de radiomarcadores
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analogos da somatostatina para pesquisa de tumores extra-adrenais ou metastases, tais como,
0 indio-111-DTPA-ocredtido (111InDTPAOC, Octreoscan). Esta técnica obteve, segundo
alguns ensaios, uma sensibilidade aproximadamente de 90% para localizacdo de PGLs
abdominais, HNPGLs ou FEOs malignos.*® Pode usar-se também o gélio-68 para marcar
substancias na PET (68Ga-DOTATOC), que mostrou maior sensibilidade que o Octreoscan,
sobretudo na deteccdo de pequenas lesdes e de tumores cujas células apresentavam baixa
densidade de SSTRs. Permite também uma melhor identificacdo de metastases pulmonares e
Osseas. Além disso, este exame apresenta uma superior taxa de deteccdo de FEOs e PGLs
malignos quando comparada com a 18F-FDG PET. %22

E de referir que as técnicas que tém por base o uso de substancias transportadas pelos
hNETSs ou que se ligam aos SSTRs tém como desvantagem o facto de se irem tornando menos
sensiveis em caso de progressiva indiferenciacdo do tumor.

Concluindo, o papel das técnicas de imagiologia e medicina nuclear ainda é limitado
relativamente a determinacdo do potencial maligno dos tumores, visto que permitem apenas
confirmar a metastizacdo. Porém, novos métodos em estudo que detectam a ocorréncia de

apoptose, stress oxidativo e angiogénese no préprio tumor poderdo dar as técnicas de

obtencdo de imagem um papel preditivo mais importante.
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GENETICA

A maioria dos FEOs e PGLs ocorrem de forma esporadica e historicamente, até 2000,
pensava-se que apenas cerca de 10% destes tumores estariam associados a sindromes
genéticos, tais como, a neoplasia endocrina maltipla tipo 2 (NEM2), a doenca de von Hippel-
Lindau e a neurofibromatose tipo 1 (NF1).

No entanto, a descoberta de novos genes associados ao aparecimento de FEOs e PGLs
fez com que hoje se saiba que pelo menos cerca de 30% destes tumores anteriormente
classificados como esporadicos estejam ligados a mutagdes num desses genes. A adicionar
aos genes acima mencionados, foram identificados os genes codificadores das quatro
subunidades do complexo succinato-desidrogenase (SDHA, SDHB, SDHC, SDHD), o gene
SDHAF2 responsavel pela flavinizacdo da subunidade A do mesmo complexo e, ainda, 0s
mais recentes TMEM127 e MAX. Prevé-se ainda gque esta percentagem aumente, visto que ha
ainda muitos casos de individuos atingidos em idades jovens classificados como esporadicos e
outros em que ha historia familiar positiva mas ndo foi encontrada nenhuma mutagdo pelos
métodos actuais.?*

Para além da vantagem de se poder decifrar agora com mais eficacia a etiologia destes
tumores, o estudo genético permite que se faca hoje uma correlacdo genotipo-fendtipo bem
definida (Tabela 1). Este facto facilita o estudo genético mais personalizado, bem como uma
maior previsibilidade quanto as caracteristicas do tumor. Por exemplo, o potencial maligno
varia conforme a mutacdo genética subjacente, havendo gendtipos que proverdo maior risco
de aparecimento de metastases e um pior prognéstico, como veremos mais adiante.

A anélise dos genes associados aos FEOs e PGLs e dos perfis de transcri¢do
correspondentes através de analise cromossdmica por microarray enrigueceu muito o
conhecimento sobre a sua génese tumoral. Do ponto de vista biomolecular sdo hoje

conhecidas as principais vias de sinaliza¢do intracelular oncogénicas, por sua vez dependentes
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da mutacdo em causa. Os genes mutados e os sindromes correspondentes foram, entéo,
organizados em dois grupos diferentes (clusters), consoante a via de génese tumoral que lhes
estd associada. Um dos grupos € aquele com tumores associados a mutagdes nos genes vHL e
SDHX, que esta associado a um estado de pseudo-hipdxia e a regulacédo pelo HIF-a, enquanto
0 outro grupo diz respeito aos tumores associados as mutacdes nos genes RET e NF1,°?® em
que a via de sinalizacdo por activacdo de cinases, conduzida por oncogenes é responsavel pela
formacao tumoral. As mutacdes TMEM127%" e MAX?® também se podem incluir neste Gltimo
grupo. Curiosamente, 0s tumores esporadicos, que ndo estdo associados a alteracdes genéticas

conhecidas, estdo representados em ambos variando de caso para caso.

Tabela 1. Correlacédo entre mutac@es genéticas e o fenotipo clinico

Gene (Sindrome)  Locus Localizacao Tumor Taxa de Bioquimica
priméria (mais  bilateral/  Malignida

comum) multifocal de
VvHL (Doenca de 3p25-26 Adrenal + 5% NMN, NE
von Hippel-Lindau)
SDHD (PGL1) NMN, MN, DA,
11g23.1 HNPGL + <5%
MT, nenhum
SDHAF2 (PGL2) 11q12.2 HNPGL + Baixa ?
SDHC (PGL3) _ NMN, MN, DA,
1923.3 HNPGL - Baixa
MT, nenhum
SDHB (PGL4) DA, MT, MN,
1p36.1 Extra-adrenal + 31-71%
NMN
SDHA 5915 Variavel ? ? ?
RET (NEM2) 10g11.2 Adrenal + <5% E, MN
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NF1 (Neurofibromatose

tipo 1) 17911.2 Adrenal - 12% MN, NMN
TMEM127 2q11.2 Variavel + Baixa ?

MAX 14923 Adrenal + ? ?
HNPGL: paranglanglioma da cabeca e do pescoco; +: presente; -: ausente; MN: metanefrina; NMN:

normetanefrina; E: epinefrina; NE: norepinefrina; DA: dopamina; MT: metoxitiramina; ?: desconhecida
(Adaptado de Fishbein et Nathanson. Pheochromocytoma and paraganglioma : understanding the complexities of

the genetic background)®

CLUSTER 1 — vHL/SDHXx

No passado foi observada uma associa¢do curiosa entre individuos expostos de forma
cronica a condigdes de hipdxia e uma maior prevaléncia de paragangliomas e hiperplasia dos
corpos carotideos comparada com individuos que viviam ao nivel da dgua do mar. Este facto
fez os investigadores acreditar que esta diferente sensibilidade ao oxigénio poderia estar na
origem do aparecimento de PGLs.? De facto, esta é a base para a hipdtese da pseudo-hipdxia
que explica os mecanismos que levam a formacao dos tumores ligados aos genes VHL/SDHX.
As suas mutacbes tém em comum o facto de levarem ao aumento e estabilizagdo da
subunidade « do factor induzivel pela hipoxia (HIF-a) em condicdes de norméxia (Fig.7).2

O factor induzivel pela hipéxia (HIF) é um factor de transcricdo que se liga a uma
sequéncia especifica de DNA responsavel pela activacdo de varios genes que promovem a
adaptacao celular a baixos niveis de oxigénio. Mecanismos como a angiogénese, alteracdes do
metabolismo energético, sobrevivéncia e crescimentos celulares, sdo activados por factores
como o factor de crescimento endotelial vascular (VEGF) e factor-p de crescimento derivado
das plaquetas (PDGF-B). O HIF é composto por duas subunidades, uma a € uma 3, sendo que

para a o existem trés genes humanos, o HIF-1a, 0 HIF-2a e 0 HIF-3a. Os dois primeiros
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destes genes sdo 0s mais bem caracterizados e 0os com maior importancia em caso de
FEO/PGL. A subunidade B é expressa de forma estavel e é regulada pelos niveis de HIF-o.%*

O HIF-a € hidroxilado principalmente pela EGLN1, que é uma prolil hidroxilase,
quando os niveis de oxigenio sdo normais. O produto hidroxilado é reconhecido pela proteina
VHL, que faz parte do complexo ubiquitina ligase E3, que o marca para degradacdo no
proteassoma 26S. Assim, no caso de mutacdo do gene VHL e consequentemente na presenca
de uma proteina vHL disfuncional ou na sua auséncia, bem como em caso de hipoxia, o HIF-a
ndo é sinalizado para degradacdo e acumula-se, provocando as adaptacGes celulares ja acima
descritas.

Por outro lado, o complexo succinato desidrogenase (SDH) é responsavel pela
oxidacdo do succinato em fumarato, no ambito do ciclo de Krebs, e quando ha mutacao
nalguma das suas subunidades a sua funcdo ndo é realizada. Acumula-se, deste modo,
succinato, que se difunde do interior da mitocondria para o citosol e inibe competitivamente a
EGLNZ1, impedindo a hidroxilacdo e degradacio da HIF-a. E sugerido ainda que o actumulo
de HIF-1a possa diminuir a transcricdo do gene SDHB, visto que foi descoberto em casos de
mutacdo VHL baixos niveis da proteina SDHB, 0 que pode explicar algumas semelhancas dos

perfis transcripcionais entre os tumores vHL e SDHx.*
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MUTACAO
SDHXx FUMARATO
INIBE SDH
2-OXOGLUTARATO nopuoxia — UCCINAT OT \
02 PHD Cco2 MUTACAO vHL
(EGLNT1) INIBE
HIF - a
HIF -a HIDROXILADO pvHL
(ESTAVEL) Fe2+, ASCORBATO
CITOPLASMA
HIPOXIA
NUCLEO
HIF -a

HETERODIMEROS HIF-a HIF-1B8
(FACTOR DE TRANSCRICAO ACTIVO)

|

UBIQUITINADO

v

DEGRADACAO
EXPRESSAO DE GENES ENVOLVIDOS NA NO
ADAPTACAO CELULAR A HIPOXIA PROTEASSOMA
‘l' O SUCCINATO AUMENTADO E

UM INIBIDOR COMPETITIVO DA
PROLIL-HIDROXILASE (PHD)

ONCOGENESE

Figura 7. Hipétese da pseudo-hipoxia.
(Adaptado de Shah et al. Pheochromocytoma: implications in tumorigenesis and actual

Management)?

GENE VHL/DOENCA DE VON HIPPEL-LINDAU

O vHL é um gene supressor tumoral classico localizado no cromossoma 3p25-26,
constituido por 639 nucleétidos, que codifica duas proteinas vHL, uma com todos o0s
213aminoacidos e outra mais pequena em cuja composicdo ndo entram os primeiros 53
aminoéacidos. Como ja foi acima descrito, a funcdo da proteina VHL é regular a degradacéo do
HIF-a, marcando-0 para degradacdo proteassomica.® Os tumores relacionados com esta
mutacdo germinal apresentam normalmente perda da heterozigotia em segundo tempo, de

acordo com o modelo apresentado por Knudson.®*
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A doenca de von Hippel-Lindau € um sindrome tumoral herdado de forma
autossomica dominante que afecta 1 em cada 36000 individuos e € caracterizado por uma
variedade de tumores que pode incluir hemangioblastomas do SNC, quistos renais, carcinoma
renal de células claras, quistos e tumores neuroenddcrinos pancreaticos, tumores do saco
endolinfatico e cistoadenomas do epididimo.

O risco de formacdo de FEO varia entre 10-20%, tendo sido descrita variacdo do risco
entre familias e pode ser uma das manifestacGes mais precoces da doenca. A idade média de
aparecimento de FEOs associados a doencga VHL é de 30 anos, sendo que estes tém tendéncia
a se localizar na glandula adrenal e ser frequentemente bilaterais, bem como, a ter um
fendtipo noradrenérgico. A taxa de malignidade apurada para estes FEOs é de cerca de 5%. *

Dentro desta doenga, existem ainda dois tipos, consoante o tipo de mutacdo associada,
podendo-se assim fazer uma relacdo genotipo-fendtipo. Os pacientes com o tipo 1 de doenca
VHL tém baixo risco de aparecimento de FEO, porém, tém maior prevaléncia de formacéao de
outros tumores associados a vVHL, nomeadamente, carcinoma renal de células claras. O tipo 2
ja estéa fortemente relacionado com a formacéo de FEO, podendo este ainda ser subdividido
em 3 subgrupos, em que o tipo 2A e 2B tém baixo e alto risco de desenvolver carcinoma renal
de células claras, respectivamente, enquanto que o subtipo 2C esta reservado para familias
apenas com FEO. Segundo estudos, que analisaram especificamente os varios tipos de
mutacdes no gene VHL, concluiu-se que as mutacdes que afectam a interaccdo entre as
proteinas VHL e HIF tém maior tendéncia a provocar carcinoma renal enquanto as mutagdes
de outras partes do gene VHL, que ndo a que codifica a parte que se liga a HIF, estdo mais
ligadas ao desenvolvimento de FEO.**3 Este facto parece sugerir que a formacéo de FEO é

independente da regulacdo HIF, curiosamente.
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GENES SDHX/SINDROMES DE PARAGANGLIOMAS FAMILIARES

A associacdo entre a formacdo de FEO/PGLs e mutacGes nos genes das varias
subunidades do complexo SDH foi provada nos ultimos anos. Este complexo é também
conhecido como o complexo Il da cadeia respiratoria mitocondrial, promovendo a
transferéncia de electrBes para o receptor terminal da cadeia, a ubiquinona, e estd também
envolvido no ciclo de Krebs, catalisando a oxidacdo do succinato em fumarato.

Mutac6es em qualquer uma destas subunidades causam perda completa da actividade
enzimatica do complexo levando a sobrerregulacdo dos genes de resposta pré-angiogénica,
associados a oncogénese. Os FEO/PGLs representam excelentes exemplos da ligacdo entre a
funcdo mitocondrial e proteinas oncogénicas na adaptacdo metabolica das células tumorais,
combinando o aumento da glicolise com uma cadeia respiratoria deficiente.

Foram descritos quatro sindromes diferentes, dependendo de qual a subunidade

mutada.

GENE SDHD/PGL1

A primeira ligacdo descrita entre o complexo SDH e estes tumores foi feito em 2000,
num estudo em que foram descobertas mutacdes no gene SDHD em familias atingidas por
paragangliomas em varias geracoes.>* Este gene localiza-se no cromossoma 1123 e codifica
uma proteina de 103 aminoéacidos. As mutacBes no gene SDHD sdo herdadas de forma
autossémica dominante. Anteriormente, pensava-se que a manifestacdo da doenca s6
acontecia quando a mutacdo era herdada do pai. No entanto, todos os testes moleculares
realizados ndo demonstraram nenhum indicio de imprinting materno em nenhum tecido,
concluindo-se que a expressao deste gene é feita de forma bi-alélica. Para além disso, Pigny et
al., em 2008 e Yeap et al., em 2011 descreveram casos de transmissdo materna da mutacao

SDHD, tendo o segundo demonstrado que séo necessarios dois fendmenos de recombinacao
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diferentes e independentes, nomeadamente, perda de fungdo de ambas as cdpias de SDHD e
perda de funcéo do alelo materno 11p.**® Assim, deve ser posta como hipétese a transmisséo
materna de SDHD no ambito de aconselhamento genético. No entanto, as transmissdes
maternas continuam a ser consideradas muito mais raras, como foi corroborado por um estudo
alargado francés que mostrou nao haver transmissao materna em 78 casos de PGL com
mutacdo SDHD.*’

As mutacdes SDHD séo responsaveis por, pelo menos, 50% dos casos familiares de
PGLs sendo que a probabilidade de ocorréncia de FEO/PGL aos 70 anos é maior que 90%. A
maioria dos tumores associados é do tipo parassimpatico, nomeadamente, HNPGLs, que tém
tendéncia a ser multifocais. Aos 60 anos, ha ainda um risco relativamente alto (29%) de
desenvolver PGLs simpaticos, sendo que o risco para a mesma idade de aparecimento de
HNPGLs é de 71%. O FEO ocorre maioritariamente como um dos mdltiplos tumores ja
existentes no organismo. A taxa de malignizacdo apurada para estes tumores é muito baixa,

<5%.1

GENE SDHAF2/PGL2

O gene SDHAF2 ndo codifica nenhuma subunidade especifica do complexo SDH, mas
sim uma proteina responsavel pela flavinizacdo da SDHA, processo esse necessario para o
correcto funcionamento desta. O gene localiza-se no cromossoma 11g12.2. E um sindrome
com hereditariedade autossomica dominante muito semelhante a do gene SDHD, sendo que a
susceptibilidade para a formacéo destes tumores esta associada a transmissdo paterna.

Este sindrome foi encontrado e descrito em duas familias, uma holandesa e outra
espanhola. Todos os tumores descritos foram HNPGLs, nenhum deles maligno, com idade
média de apresentago aos 32 anos.*®*® Em 2011 foi realizado um estudo mais alargado numa

familia em que 24 elementos apresentavam a mutacdo SDHAF2. 91% destes individuos
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apresentavam mais do que um HNPGL, sendo a média de idades correspondente a
apresentacdo clinica da doenca 33 anos. Todos 0s pacientes com mutacdo e com 50 anos ou
mais tinham um ou mais HNPGL.* Novamente, nenhum dos tumores tinha caracteristicas
malignas, fazendo pensar que o risco de malignidade de um PGL associado a mutacédo

SDHAF2 ¢ muito baixo.

GENE SDHC/ PGL3

O gene SDHC localiza-se no cromossoma 1g23.3 e codifica uma proteina de 140
aminoacidos. A mutacdo € transmitida de forma autossomica dominante simples e é mais rara
do que aquelas nos genes SDHD e SDHB.

Esta pode ser encontrada até 4% dos pacientes com PGL, sendo que estes sofrem mais
comummente de HNPGL. No entanto, ja foram encontrados PGLs extra-adrenais associados,
bem como, FEO, mas em muito poucos casos. Segundo 3 estudos que estudaram no total 42
pacientes com tumores associados a mutacdo SDHC, obteve-se uma idade média de 43 anos
guanto a apresentacdo clinica da doenca e apenas 20-25% dos doentes tinham historia familiar
positiva, o que leva a suspeita de uma penetrancia incompleta.?* O risco de malignizacéo dos

tumores neste sindrome é classificado como muito baixo.

GENE SDHB/PGL4

O gene SDHB tem a sua localizacdo no cromossoma 1p36.1-p35 e actua como um
gene supressor tumoral, com perda de heterozigotia quando um dos alelos se encontra
mutado. Este codifica a subunidade de ferro-enxofre do complexo SDH. A nivel celular estes
tumores parecem produzir niveis elevados de HIF-a e de outros produtos relacionados com a

resposta a pseudo-hipéxia, tais como, o VEGF.
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Este sindrome é o que predispde a maior morbilidade e mortalidade dentro dos
sindromes de paragangliomas familiares e esta associado sobretudo a PGLs abdominais e
pélvicos. E responsavel por mais de 50% dos casos de PGLs malignos,** porém também ja
foram descritos FEOs benignos e HNPGLs. A apresentacdo clinica da-se em média entre os
29 e 0s 36 anos de idade, sendo que aos 70 anos 80-100% dos individuos com mutacdo SDHB
apresentara a doenca. Esta mutacdo é considerada um dos principais marcadores de potencial
maligno, variando este de 31 a 71%.! Deve proceder-se a um seguimento muito regular dos
pacientes com esta mutacgéo, pois o desenvolvimento da doenca pode acontecer em qualquer
idade. Por outro lado, perante um paciente que ja apresente metastases é importante realizar a
pesquisa genética desta mutacdo, que sera muito importante para o planeamento do follow-up

do doente e para o rastreio de outros elementos da familia.

GENE SDHA

O gene SDHA localiza-se no cromossoma 5p15 e é responsavel pela codificacdo de
uma flavoproteina que € uma das subunidades cataliticas do complexo SDH.

Até hoje s6 foram encontrados 6 pacientes que associavam FEO/PGL com mutagédo
SDHA, cinco deles com PGL e um com FEO.?* Visto o baixo nimero de mutacdes
encontradas em pacientes com FEO/PGL a prevaléncia desta associacdo nao pode ser definida

e, por isso, ndo é considerado um sindrome de paraganglioma familiar.

CLUSTER 2 - RET/NF1

Este segundo grupo de expressdo genética tem em comum o facto de as alteracOes

celulares se darem por activacdo de vias oncogenicas de sinalizagcdo por cinases. Tanto as
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mutacdes RET como as NF1 causam activacdo das vias de sinalizacdo RAS/RAF/MAPK e
PISBK/AKT/mTOR promovendo fendbmenos como proliferacdo, crescimento e sobrevivéncia
celulares. Os genes TMEM127 e MAX, também foram incluidos neste cluster. As mutacoes
no TMEM127 activam directamente 0 mTOR independentemente da activacdo das cascatas
de fosforilagdo a montante, enquanto que as mutacbes MAX levam a desregulacdo da rede
MYC-MAX-MXD1. Esta rede é composta por um grupo de factores de transcricdo cuja
interaccdo tem um papel importante a nivel da proliferacédo, diferenciacdo e morte celulares, e

que esté intimamente relacionada com a via mTOR (Fig.8).?

FACTOR DE CRESCIMENTO

N

RECEPTOR TIROSINA CINASE (RTK)

NF1 RET
INIBE pag ACTIVA
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/ N

MAPK MAX N\
~Na INIBE TMEM127
MYC 4 MXD F— mTOR INIBE
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PROLIFERACAO CELULAR
E SOBREVIVENCIA

¥

ONCOGENESE

Figura 8. Vias oncogénicas celulares de sinaliza¢do por cinases
(Adaptado de Shah et al. Pheochromocytoma: implications in tumorigenesis and actual

Management)?
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GENE RET/NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLA TIPO 2 (NEM2)

O RET (Rearranged during Transfection) € um proto-oncogene localizado na regido
pericentromérica do cromossoma 10ql11.2, com expressdo embrioldgica primariamente em
células derivadas da crista neural e urogenitais. E essencial para o correcto desenvolvimento
do sistema nervoso auténomo e também dos rins.** Curiosamente, foi descoberto em 1985
durante a transfeccdo de células NIH-3T3 da linha fibroblastica com DNA de celulas de
linfoma humano. **

O produto da transcricdo do gene RET é um receptor do tipo tirosina cinase
transmembranar para membros da familia de factores neurotroficos da linhagem da célula
glial (GDNF). As proteinas incluidas nesta familia estdo intimamente relacionadas com a
regulacdo da proliferacdo celular e apoptose. A subsequente fosforilacdo de residuos de
tirosina especificos € o primeiro passo para a activacdo de vias de sinalizacdo intracelular
envolvidas no crescimento e diferenciacdo celular, nomeadamente, a PISBK/AKT/mTOR, a
Ras/ERK e a JNK. E importante ainda referir que estes residuos de fosfotirosina tém como
alvo, entre outros, a proteina Src que activando a cinase de adesdo focal (FAK), tem grande
importancia para fenémenos de migracao celular e, por isso, formacéo de metastases.?

Tendo em conta as células onde embriologicamente o gene RET esté activo, faz todo o
sentido que as muta¢es com ganho de funcéo do gene RET estejam na origem dum sindrome
de neoplasia enddcrina multipla, neste caso tipo 2 (NEMZ2). Mutac6es com perda de funcéo
sdo responsaveis pela doenca de Hirschsprung, que se caracteriza por auséncia de células
ganglionares nos plexos mioentéricos e submucosos do célon.

A NEM2 é um sindrome tumoral herdado de forma autossomica dominante com uma
prevaléncia de cerca 1/40000 na populacdo.** Uma forte correlacdo genétipo-fenétipo foi
demonstrada para este sindrome que pode ser subdividido em trés subtipos. O subtipo 2A € 0

mais comum e apresenta carcinoma medular da tiroide, FEO e hiperparatiroidismo primario
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em 95%, 50% e 15-30% dos casos, respectivamente. O sindrome NEM2B é o0 menos comum,
mas considerado 0 mais agressivo, apresentando-se em pacientes tendencialmente mais
jovens e é caracterizado pela presenca em todos os individuos de carcinoma medular da
tirdide, em 50% dos casos por FEO, e os doentes podem ainda apresentar habito marfandide e
multiplos ganglioneuromas mucosos.! O fenétipo mais agressivo deste subgrupo fez com que
se levantasse a questdo de as mutacOes ligadas ao NEM2B poderem activar outras vias de
sinalizacdo intracelular adicionais. O terceiro subtipo deste sindrome é chamado de carcinoma
medular da tiréide familiar e os pacientes apresentam apenas este tumor.

Os FEO associados sdo normalmente bilaterais e recorrentes, secretando
predominantemente epinefrina.** Os PGLs sdo muito raros, embora ja tenham sido descritos
HNPGLs na presenca de NEM2. A idade de apresentacdo do FEO € normalmente entre os 30
e 0s 40 anos. Vista a elevada probabilidade de FEO em pacientes com NEM2 A e B, o
rastreio bioguimico para FEO deve comecar aos 8 anos para o NEM B e para algumas
mutacdes mais agressivas do NEM2 A, enquanto que para a maioria dos NEM2 A so é
recomendado comecar aos 20 anos.* O risco de malignidade é inferior a 5%, embora em

criancas com NEM2 B seja superior. *°

GENE NF1/NEUROFIBROMATOSE TIPO 1

O gene NF1 é um gene supressor tumoral, localizado no cromossoma 17q11.2. E
responsavel pela codificacdo da neurofibrina, que é uma proteina que funciona como uma
GTPase inactivando a proteina RAS e controla o crescimento e diferenciacio celulares.*® As
mutacdes ao nivel do gene NF1 causam a Neurofibromatose tipo 1 ou doenca de von
Recklinghausen e s&o herdadas de forma autossomica dominante, sendo todos os doentes
heterozigoticos. Estas mutacdes levam assim a activacao das vias RAS/RAF/MAPK e mTOR

provocando um crescimento celular descontrolado. No entanto, em cerca de 50% dos casos de
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doenca as mutagdes sdo esporadicas e se ocorrerem num tempo pds-zigotico podem dar
origem ao aparecimento de mosaicos.**

Este sindrome é habitualmente diagnosticado durante a infancia e pode incluir
alteracdes como manchas café com leite, neurofibromas cutaneos, sardas inguinais ou
axilares, nddulos de Lisch (hamartomas benignos da iris), glioma do nervo dptico e displasia
dos ossos longos. De forma mais grave, ha pacientes que sdo afectados por tumores da bainha
de nervos periféricos, leucemia mieldide crénica e deficiéncia cognitiva. O diagndstico €
essencialmente clinico.

Apesar da percentagem estimada de casos de FEO/PGL em doentes com
Neurofibromatose tipo 1 ser de 5-7%, um estudo recente em autdpsias revelou que 13%
apresentavam FEO apesar de ndo diagnosticado. Estes tumores sdo maioritariamente
unilaterais e tem uma idade média de apresentacéo clinica de 42 anos. A taxa de malignizacdo

estimada é de 12%.!

GENE TMEM127

A ligacdo entre mutacGes no gene TMEM127 (Transmembrane protein 127) e o
aparecimento de FEO foi feita pela primeira vez em 2010, depois de um estudo de Qin et al.,
em que foram descritos 7 pacientes com estas duas caracterfsticas.?’ Este gene tem localizagao
no cromossoma 2911 e codifica uma proteina com trés regides transmembranares mas com
nenhum dominio funcional conhecido. O seu papel na sinalizacdo intracelular parece ter
relacdo com a sua associacdo dindmica com o0s endossomas, participando no trafico de
proteinas entre a membrana celular, o complexo de Golgi e os lisossomas. Na mutacao
TMEM127 ndo foram encontradas activacdo da RAS nem fosforilagdo da AKT da cascata
PIBK/AKT/mTOR e verificou-se que a proteina TMEM127, quando ndo ha mutacdo, é um

regulador negativo directo da mTOR, mais especificamente da mTOR1. O gene TMEM127
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pode ser considerado assim um novo gene supressor tumoral e as mutagfes sao transmitidas
de forma autossémica dominante, com perda de heterozigotia como segundo evento, de
acordo com o0 modelo de Knudson.

A incidéncia estimada desta mutacdo em pacientes com FEO/PGL é de 2% para todos
0S casos negativos para mutacfes nos outros genes RET, vHL e SDHx. Nestes casos 0s
pacientes tendem a apresentar tumores adrenais, uni ou bilaterais e valores elevados de
metanefrinas. No entanto, também j& foram descritos casos de aparecimento de PGLs,
incluindo HNPGLs. A idade média de apresentacdo clinica é de aproximadamente 42 anos,
curiosamente proxima daquela dos casos esporadicos e claramente mais alta do que aquela
dos pacientes com mutacdo nos outros genes envolvidos. O risco de malignidade calculado

até hoje é muito baixo, tendo estes casos sido classificados como muito raros.*

GENE MAX

Em 2011, o MAX (MYC-Associated Factor X) foi identificado como um gene
supressor tumoral ligado ao aparecimento de FEO/PGL, quando foi evidenciada a sua
mutacdo em trés pacientes com FEO e com histdria familiar da doenca.?® Entretanto, apds um
largo estudo internacional realizado por Burnichon et al., confirmou-se que as mutagdes
MAX podem ser responséaveis pelo aparecimento de FEO/PGL em 1,12% dos casos.*” O gene
MAX esta localizado no cromossoma 14923 e codifica uma proteina membro da familia de
factores de transcricdo bHLHZ (Basic helix-loop-helix leucine zipper), expressa
constitutivamente, que tem um papel fundamental na rede MYC/MAX/MXD1. A quase
totalidade das mutacBes encontradas leva a formacgéo de proteinas truncadas e as mutagdes
parecem ser transmitidas apenas por via paterna. A patogenese dos FEO/PGLs por mutac6es
MAX permanece um pouco indefinida, mas segundo Cascon et Roblédo, a proteina MAX

parece ter um papel maioritariamente repressivo em relagdo a rede MYC.*
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Os tumores associados a mutacdo MAX, tendem a ter localizacdo adrenal e a ser
bilaterais, embora também j& tenham sido encontrados PGLs téraco-abdominais.*® O risco de
doenca maligna pode ir até 25% dos casos,*® mas mais investigacdo é necessaria para

clarificar o risco de malignizacdo tumoral e a penetrancia para a doenca.

TEORIA DA VIA COMUM

Apesar da divisdo acima descrita em dois clusters foi proposta outra teoria que
defende que as mutagdes nos varios genes associados a FEO/PGLs convergem numa Unica
via comum de oncogénese. Segundo este modelo, as mutacdes germinais RET, NF1, vHL e
SDHx causam todas a prevencdo da apoptose (c-Jun/EGLN3-dependente) das células
progenitoras neurais, que normalmente ocorre durante a embriogénese, neste caso limitada
pela expressdo do factor de crescimento neural (NGF).2* Porém, esta teoria ndo re(ine muito

consenso.

35



Feocromocitoma e Paraganglioma Malignos: A importancia do estudo genético

TESTE GENETICO

Devido a constatacdo da presenca de mutacGes germinais numa porcao significativa
de doentes “esporadicos”, ¢ defendido por alguns autores que todos os pacientes com esta
patologia devem ser submetidos a teste genético. No entanto, através do uso racional da
correlacdo gendtipo-fendtipo pode ser feita uma abordagem sequenciada segundo as
probabilidades que limitara os gastos inapropriados (Fig.9).

O estudo genético € muito importante em caso de tumores multiplos ou metastaticos,
localizagdo extra-adrenal, idade inferior a 45 anos de idade, historia familiar positiva ou
secrecdo de dopamina aumentada.”

Nos pacientes com sindrome familiar ou suspeita, as principais razGes para realizacéo
do estudo genético sdo o facto de estes casos estarem mais relacionados com malignidade e de
apresentarem formas recorrentes e multifocais da doenca frequentemente. Deste modo, 0
prognostico € mais facilmente estabelecido e pode-se realizar um seguimento adequado de

maneira a que o tratamento seja instaurado 0 mais precocemente possivel.*>
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Feocromocitoma ou
Paraganglioma

Sim l

Um ou mais de: histéria
familiar positiva, tumores
multiplos, localizagfo extra-
adrenal, malignidade, idade
inferior a 46 anos

h 4

Nio realizar teste genético

Sim
v
Teste genético para RET, SDHB, SDHD e vHL
Sim Usar critérios clinicos para priorizar o teste genético?
A 4 »
Evidéncia de vHL ou NEM2? - > Testar vHL ou RET
Sim
v
Histéria pessoal ou familiar de Nio o| Testar SDHD, SDHB e depois
HNPGL? vHL
Sim l
: Nio ;
Loaclizagfo extra-adrenal ou » Testar SDHB, vHL e depois
malignidade? SDHD
Sim l
Nio

Tumor adrenal?

A 4

Testar vHL, RET, SDHB e
depois SDHD

Figura 9. Exemplo de protocolo de analise

principais (vHL, RET, SDHB e SDHD) para pacientes com feocromocitoma ou

paraganglioma.

(Adaptado de Jafri M, Maher ER. The genetics of phaeochromocytoma: using clinical features

to guide genetic testing)*

Uma série de novas estratégias de identificacdo dos genes envolvidos no aparecimento

de mutacBes genéticas para 0s genes

de FEO/PGLs estdo sob estudo e espera-se que em curto prazo irdo permitir a identificagéo
das mutagdes na maioria dos pacientes. Uma das técnicas muito promissoras é o teste

genético baseado em Sequenciamento de Nova Geragdo (SNG) que mostra melhor capacidade
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e maior velocidade de detec¢cdo com um custo reduzido, comparativamente as outras técnicas.
Este método promete alterar as estratégias quanto ao uso do screening genético,
nomeadamente em pacientes com FEO/PGL, visto que através do uso de “codigos de barra”
moleculares permite que o estudo ndo seja apenas dirigido ao gene mais provavel, mas que
estude, de modo simultaneo, véarios genes possivelmente envolvidos na etiologia da doenca.
Num estudo de Julho de 2013, que incluiu a analise genética de 205 pacientes com FEO/PGL
realizado por Ratenberry et al., a implementacao desta técnica, que possibilita o estudo de 9
genes simultaneamente (SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2, vHL, RET, TMEM127 e
MAX) foi conseguida com sucesso. Destes 205 doentes foram isoladas 85 amostras de DNA
de pacientes com mutacdo genética previamente conhecida, tendo o SNG mostrado uma
sensibilidade de 98,7% para a deteccéo destas mutacdes.*® Contudo, certamente serdo precisos
mais estudos para comprovarem este méetodo, de modo a prevenir sobretudo o aparecimento

de resultados falsos positivos.
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TRATAMENTO

CIRURGIA

O unico tratamento curativo e ideal para FEO/PGLs € a ressecdo cirdrgica. No entanto,
na maioria dos pacientes com patologia maligna esta abordagem n&o é curativa, a ndo ser que
0s pacientes apresentem apenas metéastases loco-regionais ou isoladas a distancia e
ressecaveis.

Assim, na doenca maligna a cirurgia pode oferecer alguns beneficios, tais como,
reducdo da secrecdo hormonal para alivio dos sintomas, prevencdo de complicagdes
relacionadas com localizagdo anatémica da metastase, por exemplo, compressao de estruturas
como o tracto urinario, e ainda pode aumentar a eficcia de outras terapéuticas.® As
metastases 0sseas necessitam frequentemente de ser excisadas ou, pelo menos, reduzidas quer
cirurgicamente quer por radioterapia, visto provocarem dor intensa. As hepéaticas podem ser
tratadas por resseccdo cirargica, embolizacdo ou ablagdo por radiofrequéncia.

Em caso de alto risco de malignidade, como por exemplo, por mutacdo SDHB, deve
ser realizada uma excisdo total do tumor por via aberta ou, no caso de FEO, adrenalectomia

total **

RADIOFARMACOS

Para os pacientes com doenca metastatica e lesGes irresecaveis pode ser considerado o
tratamento com radionuclideos, como a MIBG e os analogos da somatostatina.

Como ja foi referido, as células tumorais dos FEO/PGLs apresentam 0s receptores
hNET que promovem a absor¢édo de MIBG. A MIBG conjuga, assim, varias caracteristicas
muito interessantes para o tratamento desta doenca, apresentando grande afinidade pelo
tumor, baixa absorcdo por outros tecidos e capacidade de causar dano local quando

radiomarcada. Deste modo, esta substancia marcada com iodo-131 (1311-MIBG), que tem
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maior tempo de semi-vida que o 123I, pode ser usada para tratamento de FEO/PGLs malignos
quando a cintigrafia com 123I-MIBG é positiva. As quantidades e a radioactividade utilizada
com fins terapéuticos sdo muito maiores do que aquelas para efeitos diagnosticos. Uma
analise a 116 pacientes por Loh et al. demonstrou regressdo tumoral em 30%, resposta
bioquimica em 45% e alivio sintomatico em 76% dos pacientes.®> O tratamento é
normalmente bem tolerado e os efeitos secundarios principais sdo leucopenia e
trombocitopenia. A toxicidade medular aumenta quanto mais radiacdo é utilizada. A principal
limitacdo deste método é o facto de muitos tumores de caracter maligno terem um uptake
baixo ou nulo de MIBG, especialmente aqueles associados a mutacdes SDHB.

Tambeém ja foi descrita a presenca de SSTRs em tumores neuroenddcrinos e, por isso,
a utilizacdo de analogos de somatostatina no seu tratamento também pode ser usada de forma
racional quando o estudo cintigrafico confirma a sua absorcdo. Agentes péptidos como o
ocredtido ou o DOTA podem ser associados aos radioisotopos itrio-90 ou ao lutécio-177
(90YDOTA-TOC; 177Lu-DOTA-TATE), apresentando baixa toxicidade e produzindo
reducdo da secrecdo hormonal e do tamanho do tumor em alguns casos. A sua eficacia ainda
ndo esta definida devido, sobretudo a falta de estudos comparativos que permitam perceber
quais as doses mais eficazes.2 No futuro, o desenvolvimento de anélogos da somatostatina
mais especificos pode dar mais garantias no tratamento de FEO/PGL metastaticos
irressecaveis.

Visto que tém uma biodistribuicdo e um mecanismo de localizagdo diferentes o uso
combinado dos anédlogos da somatostatina com a MIBG pode ter um efeito sinergético,
permitindo talvez o uso de menores quantidades de radionuclideos e, assim, menor

aparecimento de efeitos secundarios.
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QUIMIOTERAPIA

A quimioterapia ¢ uma forma de terapéutica a ter em conta para 0s pacientes com
doenca metastatica ou localmente avancada, cujas lesdes ndo sdo ressecaveis, apdés a
utilizacdo de radiofarmacos ter sido posta de parte por ineficacia. A combinacdo mais
utilizada até hoje associa ciclofosfamida, vincristina e dacarbazina. Esta modalidade nao
aumenta a sobrevida dos pacientes, mas pode ser til para o alivio de sintomas, reducéo do
tamanho tumoral e como método neo-adjuvante da cirurgia.>>>* O tumor normalmente sofre
recorréncia ap0s paragem do tratamento e quando volta a crescer tende a ndo responder mais
ao tratamento. Visto isto, a quimioterapia deveria ser administrada por longos periodos de

tempo, o que indica que a sua utilizacio deve ser criteriosamente julgada caso a caso.>*

TERAPEUTICA PERSONALIZADA

A elevada mortalidade constatada em doentes com FEO/PGLs malignos com 0s
tratamentos até agora utilizados revela a necessidade da investigacdo de novos métodos e
substancias que possam melhorar este estado de ciéncia. Assim, a descoberta de genes e a
interpretacdo das vias de génese tumoral permitiu a identificacdo de novos alvos terapéuticos
moleculares. No entanto, é preciso ter em conta que por serem tumores raros a evidéncia para
cada modalidade terapéutica, sobretudo para as mais recentes, é ainda limitada.

A eficacia destes novos possiveis tratamentos baseia-se no seu efeito citostatico por
intervencdo directa nas cascatas moleculares responsaveis pela carcinogénese e crescimento
celular, devendo ser enquadrados no ambito do tratamento paliativo e ndo curativo.

Para além da evidéncia que os FEO/PGLs sdo tumores muito vascularizados, ja foi
demonstrada a relacdo da sua existéncia com a angiogénese, nomeadamente através do
aumento da expressao de VEGFs e dos seus receptores, tal como revela a teoria da pseudo-

hipoxia, através da estabilizagdo do HIF-a. Assim, os produtos celulares dependentes deste
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ultimo factor podem ser interessantes alvos para terapéutica personalizada. A sobre-expressao
de outras moléculas angiogénicas, como a angiopoietina-2, e os receptores de endotelina ETA
e ETB reforcam ainda mais esta relagio.™

O sunitinib ¢ um inibidor do receptor da tirosina cinase que inibe o0s receptores
VEGFR e PDGFR, o c¢-KIT e o FLT3, demonstrando actividade anti-angiogénica e anti-
tumoral. A sua eficacia ja foi validada para tratamento de tumores como o cancro de células
renais, tumores neuroenddcrinos do pancreas e GISTs (gastrointestinal stromal tumors). Em
estudos recentes sobre o seu uso nos FEO/PGLs malignos, foram observadas respostas

115657 Foj entdo constatado nestes doentes

positivas num ndmero significativo de individuos.
estabilizacdo prolongada da doenca, reducdo dos marcadores tumorais, diminui¢do do uptake
de glicose pelas células tumorais e normalizacdo da tensdo arterial, tendo sido referidos até
casos de descontinuacdo de medicacdo anti-hipertensiva. E importante referir que a maioria
dos pacientes que revelou responder ao sunitinib apresentaria mutacdo no gene SDHB e os
tumores refractarios ao tratamento seriam sobretudo aqueles classificados como esporadicos.
O principal efeito secundario desta medicacdo é o facto de causar na fase inicial uma
exacerbacdo da hipertensdo arterial que deve ser controlada com o aumento temporario da
medicacdo hipertensiva. Contudo, este efeito positivo atingido pelo sunitinib parece causar
também alguma resisténcia, dado que a grande maioria dos doentes desenvolveram mais tarde
progressao tumoral e reaparecimento de sintomas. Pensa-se que esta suposta resisténcia tera
relacdo com uma activacdo compensatéria de vias moleculares ndo inibidas por este farmaco,
tal como a via do mTOR.* A eficacia do sunitinib est4 neste momento a ser avaliada num
estudo randomizado e duplamente cego a nivel internacional com o apoio de varios centros,
iniciado por membros da PRESSOR (Pheochromocytoma and paraganglioma Research

Support Organization), pretendendo-se determinar a capacidade do sunitinib em proporcionar

auséncia de progressdo da doengca em 12 meses.
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O imatinib, outro inibidor da tirosina cinase, ja utilizado para tumores hematoldgicos e
GISTs ndo demonstrou qualquer efeito no tratamento de feocromocitomas malignos.® O
pazopanib, um inibidor da VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, c-Kit e PDGFR esta a ser
actualmente avaliado.

A ja descrita via do mTOR, esta também relacionada com o aparecimento destes
tumores malignos neuroendodcrinos. Assim, foi ponderado o uso de substancias como o
everolimus e a rapamicina que se ligam directamente ao complexo mTOR1, inibindo assim a
sua via de carcinogénese e crescimento tumoral.

O everolimus apresentou inicialmente resultados muito desencorajadores quando
testado num pequeno nimero de pacientes com FEO/PGLs metastaticos.”® Pensa-se que este
fracasso seja devido a uma activacdo compensatéria da PISBK/AKT e ERK em resposta a
inibicdo directa do mTOR. No entanto, para além de num estudo recente de fase Il ter
sugerido que este agente pode ter alguma eficacia,® o seu interesse passard mais por
associacOes a outros agentes terapéuticos, estando em curso investigacdes que 0 associam a
outros farmacos com alvos moleculares especificos, tal como, o ertolonib, o ocreétido e o
cixutumumab.®*

A combinacdo dos inibidores do mTOR com o sunitinib pode levar a efeitos
sinergéticos anti-neoplasicos. Esta ideia suporta-se no relato de um paciente com doenca
metastatica 6ssea e mutagdo SDHB que, ap6s uma resposta parcial inicial ao sunitinib isolado,
desenvolveu de novo doenca progressiva e sintomatica passados 18 meses do tratamento.
Nessa altura adicionou-se rapamicina ao tratamento. Houve, entdo, estabilizacdo da doenca
sem progressao verificada durante 3 anos. Assim, este caso especifico sugere que a utilizagdo
de terapéuticas combinadas personalizadas pode ser uma das solugdes viaveis para estes

casos. E preciso, contudo, ter muita atencéo e reforcar a vigilancia dos pacientes, visto que
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inevitavelmente a utilizacdo de varios farmacos vai multiplicar também a probabilidade de
ocorréncia de eventos adversos toxicos.*

Adicionalmente, sabe-se hoje que as células tumorais dos FEO/PGLs malignos
expressam a proteina Hsp90 (Heat shock protein 90), que é um chaperon molecular
responsavel por funcbes de housekeeping, como a estabilizacdo e manutencdo da
conformagcdo de varias oncoproteinas.®? Deste modo, a Hsp90 pode ser um importante alvo na
futura terapéutica destes tumores. Desenvolveram-se varios inibidores desta proteina na
ultima década, como a geldanamicina e analogos, que estdo agora em fase de estudo e
validacao.

O agente anti-angiogénico talidomida, ja utilizado na investigacdo do tratamento de
carcinoma de células renais, mieloma mdaltiplo e carcinoma do pulmdo de células néo-
pequenas, foi também usado numa série de pacientes com tumores neuroenddcrinos,
associado a temozolomida. Foram obtidas respostas a nivel da bioquimica em 40% dos casos
e de 33% a nivel imagiologico, tendo sido contemplados neste estudo apenas 3 pacientes com
FEO, dos quais apenas um respondeu.®! Sera provavelmente de grande importancia a seleccdo
de pacientes através do estudo genético, sendo, obviamente, os pacientes do cluster 1 aqueles
gue mais probabilidade terdo de responder a estes tipos de abordagem, que podera também

envolver combinacdo com outros farmacos.
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CONCLUSAO

Actualmente, ainda nédo foi descoberto nenhum marcador bioquimico, histopatoldgico
ou imagioldgicos que diferencie com absoluta certeza os feocromocitomas e paragangliomas
malignos dos benignos, excepto a evidéncia de metastases. Todos 0s scores propostos até
hoje, que englobavam caracteristicas clinicas, bioquimicas imunohistoquimicas e
imagioldgicas, demonstraram ter fraca precisdao quanto a predicdo do comportamento dos
tumores estudados. Tumores de grandes dimensdes e de localizacdo extra-adrenal tém alguma
relacdo com o potencial maligno, mas sdo indicadores de baixa sensibilidade e especificidade.
A elevacdo da dopamina é rara, mas quando presente é indicadora de mau progndstico,
denunciando baixo grau de diferenciacdo do tumor. Outros marcadores, sobretudo a nivel
biomolecular, como o Hsp90 e o SNAIL, estdo a ser estudados com resultados promissores.

A imagiologia em conjunto com a medicina nuclear, atraves da utilizacdo de
radionuclideos cada vez mais especificos, tem um papel importante sobretudo no que toca ao
diagnostico e ao estadiamento da doenca.

As descobertas genéticas feitas no ambito dos feocromocitomas e paragangliomas nos
ultimos anos vieram dar um grande contributo no conhecimento da fisiopatologia destes
tumores. Para além disso, a identificacdo do perfil genético do doente permite determinar o
risco de situaces como desenvolvimento de lesdes multifocais, malignizacdo e de outros
tumores caracteristicos de determinados sindromes. O gene SDHB é aquele que confere maior
predisposicdo ao desenvolvimento de metastases, sendo que o NF1 também tem algum risco
significativo.

Visto que foi provado que cerca de um terco destes tumores se desenvolvem devido a
transmissdo de mutacOes genéticas, o estudo genético de todos os pacientes com esta
patologia parece ser de grande interesse. Pelo menos, em todos os casos de presenca de

historia familiar da doenca, desenvolvimento da patologia em idade jovem, localizacdo
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tumoral extra-adrenal, tumores multiplos ou de grandes dimensdes e elevacdo dos valores de
dopamina deve-se tentar tracar o perfil genético do doente. Por haver uma correlacdo
gendtipo-fendtipo comprovada, a pesquisa das mutacGes pode ser feita dum modo dirigido,
permitindo, assim, a poupanca de recursos. No entanto, o desenvolvimento de técnicas como
0 Sequenciamento de Nova Geracgdo, permitira em breve trecho fazer um estudo de multiplos
genes simultaneamente, de forma répida e eficaz, prometendo assim revolucionar muitos
conceitos e dar um passo importante quanto a caracterizacdo cada vez mais personalizada da
doenca.

Quanto ao tratamento da patologia maligna, ndo existem terapéuticas curativas para
estes casos. Tém sido varias as areas em que se tem investido neste ambito, incluindo
qguimioterapia, radioterapia ou medicina nuclear. Ha respostas positivas em alguns casos mas
ndo de um modo satisfatorio. A avaliacdo genética permitiu a identificacdo das principais vias
de sinalizacédo celulares que levam ao desenvolvimento tumoral associadas a cada mutacdo. A
divisdo destas em dois clusters distintos, possibilitou a investigacdo de novas terapéuticas que
atinjam alvos moleculares especificos. Estas estdo hoje em estudo com resultados
promissores, pensando-se ser este o futuro caminho no tratamento dos feocromocitomas e
paragangliomas malignos. Assim, por ultimo, prevé-se que a influéncia da genética nesta
patologia continue a ter um impacto preponderante, tanto pela prevista identificacdo de mais
mutacdes, como pela cada vez mais importante personalizacdo da medicina. Este pode ser dos

principais casos mais exemplificativos nesse sentido.
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