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INTRODUCAO



I. Consideracoées Iniciais

O carcinoma medular de tiredide (CMT) € um tumor maligno raro, com
origem nas células parafoliculares da tiredide, e por isso, tem a calcitonina como
principal produto secretério. Foi primeiramente descrito por Hazard et al. (1959) e
apresenta como uma caracteristica morfolégica a presenca de amildide no estroma.
Representa de 3 a 10% de todos os tumores tiroidianos, sendo responsavel por
grande numero de mortes em portadores de cancer de tiredide (1, 2). Em 65-75%
dos pacientes, o CMT ocorre na forma esporadica (2). Nos demais casos ocorre de
forma hereditaria autossémica dominante com alto grau de penetrancia e
variabilidade de expressao, podendo fazer parte de trés sindromes clinicas distintas
dependendo dos érgédos envolvidos: neoplasia enddcrina multipla (NEM) 2A, NEM
2B e CMT familiar (CMTF). A NEM 1 n&o esta relacionada ao CMT; esta entidade se
caracteriza pela ocorréncia associada de adenoma hipofisario, hiperparatireoidismo
e tumor em pancreas/duodeno (3).

As associacbes descritas nas sindromes NEM do tipo 2 estdo
relacionadas a origem embriolégica comum das células C da tiredide, da medula
adrenal, da paratiredide e do plexo mioentérico, todos estes elementos derivados da
crista neural (1, 2). Das formas hereditarias do CMT, a NEM 2A é a mais comum,
representando mais de 75% dos casos de NEM do tipo 2 (2). Ela é caracterizada
pela presenca de carcinoma medular de tiredide (100%), feocromocitoma (30-50%)
e hiperparatireoidismo (10-20%). O CMT é, de longe, a apresentagéo clinica mais
comum da NEM 2A (4).

A NEM 2B é menos freqliente que a NEM 2A, ocorrendo em 5% dos
casos de NEM do tipo 2, porém é clinicamente mais distinta. O CMT é mais
agressivo e ocorre em 90-100% dos pacientes, estando associado ao
feocromocitoma em 45% dos casos, habito marfandide em 65% dos individuos, e a
ganglioneuromatose multipla em 100% dos pacientes. O hiperparatireoidismo néo
ocorre na NEM 2B (4). Nesta condi¢do, a manifestagcéo inicial consiste em diarréia
intermitente e constipacdo. A grande maioria dos casos de NEM 2B resulta de
mutacdes novas do proto-oncoegene RET e por isso a maioria dos pacientes nao
apresenta historia familiar positiva, nem necessita de rastreamento ou tratamento
profildtico. Seu diagnéstico é tardio, quando j& existem neuromas cutaneos ou

massa tireoidiana palpavel (1, 2, 4).



Ja o CMTF é caracterizado pela ocorréncia de CMT isolado, sem
qualquer outra manifestagdo sindrébmica de NEM. Para ser caracterizado como
familiar, o CMT deve estar presente em quatro ou mais individuos da mesma familia
(2, 5, 6). A Tabela 1 resume a freqiéncia do CMT nas diversas situagdes

nosolégicas em que ocorre (1-4).

Tabela 1: Freqiéncia do carcinoma medular da tiredide em
diferentes situacoes nosologicas.

Frequéncia (%)

CMT' nao hereditario 75%

(isolado, esporadico)

CMT hereditario: 25%
e NEM 2A 75%
e NEM2B 5%
e CMTF 5-15%

'CMT - carcinoma medular ; NEM 2A - neoplasia enddcrina mdltipla tipo 2A;
NEM 2B — neoplasia endécrina mdltipla tipo 2B; CMTF — carcinoma medular de
tiredide familiar.

A hiperplasia das células C (HCC) é reconhecidamente o estadio
precursor do CMT hereditario, sendo que a transformacédo neoplasica pode levar
anos para ocorrer (6, 7). Os varios estagios da carcinogénese, desde o padrédo
normal de distribuicdo de células C até o carcinoma, coexistem dentro de uma
mesma tiredide. Por outro lado, o CMT na forma esporadica se origina de uma unica
célula C, evoluindo para um tumor solitario (8). A hiperplasia das células C é um
diagnéstico histolégico, definido pela presengca de mais de 50 células por campo
histolégico com aumento de 300 vezes, ou mais de 40 células C por cm® Na
populacao geral a hiperplasia de células C é mais comum em homens e pode estar
associada a varias doencas tiroidianas (tireoidite de Hashimoto, doenca de Graves e
tumores foliculares de origem folicular) (2, 7).

Os casos com CMT devem ser seguidos com exames laboratoriais e
de imagem, procurando avaliar se ha recidiva tumoral ou metdstase. Os exames de
laboratério utilizados para o diagnéstico e ou seguimento do CMT sdo as
determinagdes séricas da calcitonina e do antigeno carcinoembrionario (CEA). Os
estudos genético-moleculares séo uteis para a identificagdo dos familiares em risco
de desenvolverem o CMT.



Il. Calcitonina (CT)

A calcitonina (CT) é um peptideo de 32 aminoacidos que existe sob
diversas formas moleculares no plasma. Seu nivel plasmatico tem sido utilizado
como marcador bioquimico para diagnostico e seguimento pés—operatério dos
pacientes com CMT (1, 7).

Diversas formas de calcitonina imunorreativas estao presentes na
circulacdo de individuos normais e portadores de CMT (9). Os primeiros ensaios
para dosagem de calcitonina ocorriam por radioimunoensaio (RIE) que, além da
calcitonina monomérica circulante, reconhecem suas moléculas precursoras e seus
metabdlitos. Métodos radioimunométricos (IRMA) sdo especificos para a afericdo da
CT monomérica com concentragdes normais abaixo de 7 ng/mL (10,11). Na
dependéncia de fatores como diferenciacdo tumoral, as formas n&do monoméricas
podem elevar-se anormalmente e mais precocemente que a forma monomérica.
Assim, em alguns pacientes portadores de CMT, a dosagem de CT por RIE pode
estar elevada antes que qualquer alteracdo seja observada nos ensaios
imunomeétricos (9). Nos ensaios imunométricos para CT, o cutoff € menor ou igual a
10 pg/mL, independente do uso de anticorpos monoclonais ou policlonais (9). Em
casos de elevacao discreta, recomenda-se teste de estimulo e/ou repeticdo da
dosagem utilizando-se outro método (9). Outro método de dosagem de CT, por
quimiluminescéncia, possui sensibilidade analitica de 1 pg/mL (12), onde o cutoff
ainda é 10 pg/mL.

A principal vantagem dos testes de estimulo com secretagogos da
calcitonina sao o diagndéstico precoce do CMT e o acompanhamento dos pacientes
tratados. Os testes séo realizados com infusdo de célcio, pentagastrina ou ambos.
Existe também o teste com infusdo de omeprazol, poréem com resultados dubios (9,
13, 14). A hip6tese diagndstica de CMT deve ser considerada em pacientes com
valores de calcitonina basal maiores que 10 pg/mL  (método
imunoquimioluminometrico). Os valores normais de CT para qualquer teste de
estimulo ndo devem ultrapassar 30 a 40 pg/mL. Valores entre 40—-100 pg/mL séo
compativeis com uma zona de incerteza e indica-se a repeticdo deste teste apds um
ano. Valores acima de 100 pg/mL sao altamente sugestivos de CMT (9, 12).

Embora o teste do estimulo com pentagastrina tenha sido o mais

referido em artigos dessa area, essa droga € de aquisi¢cao dificil no Brasil e, além



disso, ndo é mais utilizada nos EUA. Em nosso pais, o teste mais utilizado € o de
estimulo com gluconato de calcio. Este teste pode apresentar efeitos colateriais
como bradicardia, assistolia reversivel com atropina e aumento da presséo arterial.
Deste modo, é contra indicado em pessoas com freqiéncia cardiaca inferior a 50

batimentos por minuto e hipertensao arterial descompensada (12).

lll. Antigeno Carcinoembrionario (CEA)

O CEA é produzido pelas células C neoplasicas. Esta integrado na
membrana celular (15), sendo mais estavel que a calcitonina, e pode ficar ligado a
anticorpos anti-CEA durante o exame de imunocintilografia (16). Diferente da
calcitonina, ele nao responde a estimulos e, portanto, nao serve para diagnéstico de
doenca oculta. Sua afericdo é util durante o seguimento de pacientes com CMT
devido a elevagéo de seus niveis séricos quando ha progressao da doencga (10).

IV. Outros peptideos

As células tumorais do CMT produzem ainda varias outras substancias,
entre elas: CGRP (calcitonin gene-related peptide), amildide, somatostatina,
hormonio adrenocorticotréfico (ACTH), peptideo intestinal vasoativo, peptideo
liberador de gastrina, prostaglandina, serotonina, catecolamina, substancia P,
histaminase, cromogranina A, B-endorfina, melanina, fator de crescimento nervoso,
neurotensina, endolase neurdnio-especifica, sinaptofisina, calicreina e cininas (9,
17). Estas substancias podem produzir sintomas clinicos como sindrome de
Cushing, flushing ou diarréia.

A cromogranina A é uma proteina que € estocada e liberada
juntamente com as catecolaminas pela medula adrenal e vesiculas neuronais
simpaticas. Tumores neuro-enddcrinos elevam os niveis de cromogranina A,
principalmente o feocromocitoma. No CMT os niveis de cromogranina A podem estar
elevados quando em presengca de grandes metastases (18). A elevagcdo de
cromogranina A em pacientes com aumento moderado de CT sugerem
feocromocitoma ou tumor neuro-endécrino de outra origem. No momento, a

cromogranina A nao deve ser usada para diagnéstico e seguimento do CMT (18,



58). Nenhum destes peptideos é comparavel a CT com relacdo a sensibilidade
diagnéstica e para seguimento do CMT (18).

V. Estudos Genéticos

Estudos genético-moleculares tém demonstrado o envolvimento do
proto-oncogene RET (Rearranged during Transfection) na maioria das formas
hereditarias de CMT e, em menor freqiiéncia, em sua forma esporadica (1, 2, 5, 6).

O proto-oncogene RET esta localizado perto do centrébmero no braco
longo do cromossomo 10, possui 21 éxons e codifica um receptor tirosino-kinase
expresso nas células derivadas da crista neural e seio urogenital, inclusive em
tumores neuro-enddcrinos originados dessas células. Estudos com ratos knockout
mostraram que o gene RET é essencial para o desenvolvimento do sistema nervoso
entérico e rins (1, 2, 5, 6, 19, 20). Dai, € possivel entender a associagdo do CMT nas
sindromes NEM 2A e NEM 2B, pois os tumores que ocorrem nestas situagdes séao

de mesma origem embriolégica.

VI. Proteina RET

A proteina RET é um receptor transmembrana constituido por trés
dominios: um dominio extracelular que contém o peptideo sinalizador com quatro
regidbes cadherin-like repetidas e uma regido rica em cisteina, um dominio
transmembrana e uma porcao intracelular contendo dois dominios tirosino-kinase
(TK1 e TK2) (17, 19, 20) (Figura 1). A regiao extracelular é importante para a
dimerizacao do receptor, enquanto que a regido intracelular esta envolvida com a
transducéo de sinais. O receptor RET pertence a superfamilia dos receptores de
tirosino-kinase (RTK), que sdo muito importantes na génese de tumores (4, 21). Em
condigdes normais, a atividade RTK € fortemente controlada. Quando desregulado,
o RTK pode desencadear a oncogene. As transformacdes conseqlientes a quatro
possibilidades de alteragcbes do proto-oncogene RET: transducao retroviral,
rearranjos genémicos, mutacdes em ponto e superexpressao. No caso, 0 RET é um
paradigma, onde um uUnico gene RTK induz a diferentes tipos de céanceres em
humanos, dependendo da mutacgéo (19-23).



PROTEINA RET

REGIAO CADERINA - LIKE

REGIAO RICA EM CISTEINA

MEMBRANA CELULAR

DOMINIO DA TIROSINO KINASE — TK1

DOMINIO DA TIROSINO KINASE — TK2

RET9
RET43
RET51

Figura 1: Receptor de tirosino-kinase RET. A regido extracelular & constituida por
regides caderine-like e cisteinas. Apresenta uma regido transmembrana
e 2 dominios tirosino-kinase intracelulares (TK1 e TK2). As 3 isoformas
do RET estao indicadas. Adaptado de De Groot (2006) (20).

Em condi¢des normais, o RET pode ser ativado por um complexo de
co-receptor e ligantes. O ligante do RET é um peptideo que pertence a superfamilia
do TGF-B (transforming growth factor) denominada glial neurotrophic derived factor
family (GNDF), os quais se ligam ao RET via seus co-receptores a—GNDF (4, 20,
21). Quatro membros desta familia sdo ligantes para o RET (GFLs): GNDF,
neurturin, artemin e persephin. A ativagdo do RET por cada um destes ligantes é
mediada por co-receptores especificos GFRa1-4, formando o complexo GFRa/GFL
e levando a autofosforilizagdo dos residuos de tirosina. Os co-receptores estédo
preferencialmente ligados a superficie da membrana celular, mas podem estar
solutos no plasma. Desta forma, a ativacdo do RET pode ocorrer de duas formas: a
cis e a trans (20-22). Na forma cis, o GFL se liga ao GFRa da membrana e este

complexo une duas moléculas RET, resultando na ativacdo das mesmas. No modelo



trans, o GFL se liga a um co-receptor soluvel (sGFRa) e este complexo ativa o RET
via dimerizagao (Figura 2).

Os GFRa da membrana estdo em locais ricos em lipideos chamados
lipid rafts. Estes sitios contém proteinas sinalizadoras (20, 21) e s&o responsaveis
pela adeséo celular e interagdo com o RET. A interacdo de um dos ligantes com seu
co-receptor GRFa une duas moléculas de proteina RET e induz a dimerizacao,
resultando em autofosforilizacdo de um dos residuos especificos de tirosina
intracelulares. Estes residuos fosforilados servem de locais de ligacdo de varias

moléculas envolvidas na transducgéao de sinais (4, 20, 21, 23) (Figura2).
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Figura 2: Mecanismos de ativacdo do RET. A: RET € ativado via cis quando o
GNDF se liga ao GFRa localizado na membrana celular. B: ativagdo via
trans, quando o GNDF se liga ao co-receptor soluvel e depois recruta os
receptores RET. Adaptado de De Groot (2006) (20).




O RET pode sofrer splicing alternativo gerando trés isoformas: a curta
(RET9), a intermediaria (RET43) e a longa (RET51), que diferem na sequéncia de
aminoacidos da cauda C-terminal. Os RET9 e RET51 sdo os principais produtos in
vivo, sendo o RET9 essencial para a morfogénese renal e desenvolvimento de
sistema nervoso entérico, enquanto o RET51 € essencial para a diferenciacéo tardia
renal (14, 19, 20). Os RET9 e RET43 contém seis residuos de tirosina, enquanto
que o RET51 contém dois residuos a mais na cauda C-terminal.

Entre estes residuos de tirosina, 0 Y1062 é o sitio de ligacao de pelo
menos 7 proteinas diferentes, incluindo enigma, ShcC, IRS V2 dok 4/5, dok1 , FRS2,
shc (4, 19, 20), envolvidas na proliferacao, diferenciacdo e transporte intracelular
(21). A ativacdo do RAS/ERK (rat sarcoma oncogene/extracelular signal-regulated
kinase), p38MAPK (proteina kinase p38 mitogen-activated) e JNK (c-jun N-terminal
kinase) ocorrem principalmente via Y1062 (4, 20, 15) (Figura 3). A formacédo de
complexos protéicos neste nivel ativa o RAS/ERK e AKT, possibiltando a
transformacao neoplasica (4).
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Figura 3: Esquema da proteina RET com seus quatro dominios extracelulares ricos
em caderinas-like, a regido rica em cisteina e duas isoformas alternativas,
RET9 e RET51. O RET é estimulado pelos ligantes da superfamiia GNDF
(GFL), o qual, juntamente com seu co-receptor GRFa, une duas moléculas
de proteina RET e ativam a autofosforilizagdo e sinalizagédo intracelular.
Os pontos em vermelho s&o os locais onde a tirosino-kinase foi fosforilada,
expondo os residuos para acoplamento de proteinas diferentes, levando a
cascata de ativacdo. Adaptado de Santoro et al. (2006) (4).



As mutagbes observadas na NEM 2A e no CMTF podem ocorrer ao
longo de todo RET, mas principalmente na regido extracelular rica em cisteina,
correspondendo aos éxons 10 e 11. As mutacdes nas regides cisteinas identificadas
no NEM 2A e CMTF ativam o RET induzindo a homodimerizacao independente do
ligante (19, 20, 21) (Figura 4).

Mutagbes somaticas e germinativas do RET s&o responsaveis por
varias doencas humanas. Mutagdes inativadoras resultam na Doenca de
Hirschprung, enquanto que mutagdes ativadoras germinativas em ponto sao
responsaveis pelo desenvolvimento da NEM 2A, NEM 2B e CMTF. Ja que o RET é
um proto-oncogene, uma Unica mutacdo ativadora de um dos alelos € suficiente
para a transformacao neoplasica (4, 19, 21, 23, 25, 26). Imagina-se que a troca da
cisteina por outro aminoacido permita a cisteina adjacente, que normalmente estaria
envolvida na formacdo de uma ponte de dissulfeto intramolecular, a ficar livre e
induzir pontes de dissulfetos aberrantes entre dois receptores mutantes vizinhos.
Mutagbes no dominio tirosino-kinase induzem alteracdo conformacional do sitio
catalitico, permitindo ativacdo do RET sem a dimerizacao do receptor (19, 21).

Nos ultimos anos, foram realizados diferentes estudos com o objetivo
de avaliar possiveis correlagdes entre mutagdes especificas e as diferentes
apresentacdes clinicas do CMT (27, 28). Os diferentes fenétipos resultantes das
mutagbes nas diferentes cisteinas podem ser teoricamente explicados por
diferencas na intensidade da inducdo da dimerizacao do receptor (20, 21). As
mutagbes do tipo missense, originarias da linhagem germinativa, sdo as principais
responsaveis pelo CMT hereditario. Em pequeno numero de casos ha mutacoes
duplas, pequenas insercoes, delecdes e pequenas inser¢cdes-delecoes. Os éxons
mais comumente afetados sdo os éxons 10, 11, 13, 15 e 16 (29). As mutacdes mais
frequentemente encontradas no CMTF e NEM 2A ocorrem nos residuos de cisteina
do éxon 10 (c6don 609, 611, 618, 620) e do éxon 11 (cédon 634) (10, 21, 28, 30).
Estas mutacdes sdo responsaveis por 98% de todas as mutagcdes da NEM 2A.
Nestes pacientes, 80% de todas as mutacdes estao localizadas no cédon 634. Uma
mutag&o em ponto no cédon 634 com substituicdo de uma cisteina por uma arginina
(TGC > CGC) é responsavel por 50% de todas das mutagées na NEM 2A (10, 20)
(Figura 4).
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Figura 4: Receptor de tirosino-kinase RET e a localizagcdo das mutacdes no gene
RET, no cédon, e fenétipo correspondentes. CMTF = carcinoma medular
de tiredide familiar; NEM 2A = neoplasia enddcrina multipla tipo 2A; NEM
2B = neoplasia enddcrina multipla tipo 2B. Adaptado de De Groot (2006)
(20).
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Nos pacientes com CMTF, 50% das mutagdées ocorrem no éxon 10
(cbédons 618 e 620), e em um numero menor de familiares ocorre mutagdo no éxon
11 (cdédons 630, 631, 634, 635). Também sao descritas mutacbes nos éxons 5
(cédon 312), 8 (cédons 532, 533) 13 (cdédons 768, 777, 778, 781, 790 e 791), 14
(cbédons 804, 844 e 852), 15 (cédons 883, 891) e 16 (codons 912, 918), localizados
no dominio intracelular do gene, interferindo com a ligagdo do ATP ao dominio
tirosino-kinase (30, 31, 32). Algumas destas mutacdes sao descritas em familias
especificas com CMTF: mutacées R321G, R600Q, K603E, Y606C, S649L, N777S,
V7781, Q781R, 1852M e R912P. Esta dltima é uma mutacdo missense com
substituicdo da arginina pela prolina no dominio tirosino-kinase intracelular. Neste
caso, a paciente apresentou sobrevida maior que 30 anos (4, 24).

Por outro lado, as mutagdes da NEM 2B ocorrem em 95% dos casos
no codon 918 (M918T) do éxon 16 (17, 33). Esta mutacdo causa alteragcdo no
substrato de reconhecimento catalitico. Outras mutacdes mais raras reconhecidas
na NEM 2B ocorrem no éxon 15, cédons 883 e 891, ou, mais raramente, nos codons
804, 904 e 922 (1, 32, 34).

A Tabela 2 mostra os diversos aspectos clinicos e genéticos do CMT.



Tabela 2: Aspectos clinicos e genéticos do CMT*.

CMTF NEM2A NEM2B CMT
Esporadico
Mutagcbes RET germinativa germinativa germinativa somatica
S5,
Exons 8101113, 10 115 15,16 13, 15, 16
14,15, 16 7
CMT 100% 100% 100% 100%
ldade ao diagnostico 5, 5 <20 <10 30 - 60
clinico (anos)

Multicentricidade 100% 100% 100% <30%
Bilateralidade 100% 100% 100% <30%
Hiperplasia de 100% 100% 100% Raro

células C
Feocromocitoma 0% 10- 60% 50 % 0%
Hiperparatireoidismo 0% 5-20% 0% 0%
AmiIoido§e liquen- 0% 0% 100% 0%

cutanea
Ganglioneuromatose 0% 0% 100% 0%
Dismorfia 0% 0% 100% 0%

*Adaptado de Schlumberger M., Pacini F (2003). Medullary Thyroid Carcinoma. In: Thyroid
Tumors. 2° ed. 2003. Editora Nucleon, Paris p. 316 (2).

A aplicacao de testes genéticos € de fundamental importancia para o
manejo adequado do CMT hereditario, ja que possibilita seu diagndstico precoce,
determina a conduta terapéutica e indica o prognéstico da doenca no individuo
afetado e em seus familiares. Além disto, é de baixo custo e ndo apresenta efeitos
colaterais como os observados com testes de estimulo da calcitonina, que também
tém elevados indices de falsos positivo e falsos negativo.

O teste genético deve ser indicado em individuos com a neoplasia
independente da sua idade ao diagnéstico. Massoll et al.(2004) sugerem rastrear os
hot spots, éxons 10, 11, 13, 14, 15 e 16. Em caso de auséncia de mutacao nestes
exons, os outros 15 éxons devem ser sequenciados devido a possibilidade, ainda
que pequena, de se encontrar um CMT hereditario (29). Encontrando-se uma
mutacdo no caso index, deve ser realizado o rastreamento genético em todos os
familiares de primeiro grau, pois eles tém 50% de probabilidade de carregar a
mutacao e, portanto, de desenvolver CMT (19). Os familiares RET negativos estéao

dispensados do acompanhamento médico, pois o risco de desenvolverem a doenca



€ igual ao da populagdo geral. Nestes familiares ndo é necessario realizar
rastreamento para feocromocitoma e ou hiperparatireoidismo (19, 29).

Por outro lado, caso o rastreamento do caso index venha a ser
negativo, realiza-se teste de estimulo de liberacdo da calcitonina nos parentes de
primeiro grau (1, 26, 29, 35, 36). Em familias com NEM 2A, um teste positivo indica
que a crianga tem 90% ou mais de probabilidade de desenvolver CMT em algum
momento de sua vida (10, 26). O algoritmo 1, abaixo, resume a investigacao frente a

Caso index

| Pesquisa de Mutacao no Proto-oncogene RET |

L]
RET Mutado RET Normal

Avaliagéo de Mutag&o em todos Teste de estimulo nos parentes de
familiares de 1°grau primeiro grau, se histéria sugestiva
; [ de doenca hereditaria

v
RET Normal RET Mutado

l \4
Sem necessidade
de seguimento

Cirurgia Recusa v

cirdrgica - — ) N
Risco dos familiares igual a
populacéao geral

um individuo com CMT.

A4

| Teste de estimulo |

L—‘—‘L

| Positivo | | Neéativo |

|

| Teste de estimulo anual |

Algoritmo 1: Investigacdo diante de um paciente com CMT. Adaptado de Schlumberger &
Pacini (2003) (2). RET= Proto-oncogene RET.

Ha consenso de que a decisdo de submeter o individuo a
tireoidectomia total profildtica deva ser baseada predominantemente no resultado
positivo do teste genético, em detrimento dos testes bioquimicos (1, 17, 25) (Tabela
3).

A Tabela 3 apresenta a estratificacdo do risco e a conduta cirdrgica
baseado nas mutacdes descritas acima. Criancas com NEM 2B e ou portadoras de



mutacdes nos cédons 883, 918 ou 922 devem ser classificadas dentro do nivel 3
(altissimo risco) e submetidas a tireoidectomia total antes dos 6 meses de idade, ou,
de preferéncia, no primeiro més de vida, ja que existem relatos de metéstases no
primeiro ano de vida. A cirurgia indicada é a tireoidectomia total com esvaziamento
ganglionar central estendido (29). Individuos portadores de mutagées nos cddons
611, 618, 620, 630, ou 634 séo classificados dentro do nivel 2 (alto risco), devendo
ser submetidos a tireoidectomia profilatica antes dos 5 anos de idade, ou até mesmo
antes dos 2 anos, dependendo da historia familiar (2, 3, 5, 6, 13, 14, 25, 29, 37).
Especificamente em relacdo as mutagdes no codon 634, o risco acumulativo para
CMT aumenta com a idade, entre 2-20 anos, sendo a idade média de diagnostico
por volta dos 10 anos. Uma vez que ocorra transformacdo maligna, metastases
ganglionares ocorrem 6,6 anos depois (38). Nestes casos de risco nivel 2 deve-se
realizar tireoidectomia total com retirada da cépsula posterior e disseccao dos
linfonodos centrais. Na eventualidade de se operar antes dos 2 anos de idade, ndo
existe consenso quanto a necessidade de disseccado ganglionar. Os portadores de
mutacdes nos codons 533, 649, 666, 768, 790, 791, 804 ou 891 devem ser
classificados dentro do nivel 1, ou risco intermediario para CMT. O comportamento
bioldgico do CMT no risco intermediario é varidvel, mas, em geral, o tumor cresce
mais lentamente e aparece em idades mais tardias. No entanto, tém sido descritas
metastases ganglionares e mortes causadas pelo CMT em individuos portadores de
algumas dessas mutagdées. Embora alguns autores indiquem tireoidectomia total
antes do 5 anos de idade, tal como para individuos com risco 2, e outros sugiram
cirurgia aos 10 anos de idade, alguns recomendam esperar resultados elevados da
CT no teste de estimulo da CT para indicar a cirurgia.

Diante disso, ndo existe consenso quanto ao manuseio de pacientes
com mutagdes nos éxons 13, 14 e 15 (20, 29, 32). Nestes pacientes, a idade média
do diagnéstico € por volta de 16 anos. Em individuos com mutagéo no éxon 10, o
CMT pode se desenvolver mais tardiamente (38).



Tabela 3: Estratificacdo do risco e conduta cirurgica segundo as mutagdes

do gene RET
e = Idade mais
Estratificacao Mutacao .
. . precoce de Conduta cirurgica
de risco (Cdédons) aparecimento
Altissimo risco < 6 meses de <6 mesesAde.vida.
ou nivel 3 883, 918, 922 vida De preferéncia 1°
més de vida
Alto risco ou 609, 611, 618, 3 -7 anos de Antes dos 5anos
nivel 2 620, 630, 634, vida de vida
Ri 533, 649, 666, 1 °década de vida.
_ 'SCdQ, , 768,790,791,  3°-4°décadas  Teste do estimulo
Interme '|a1”° 804, 891 de vida anual apos os 5
ounive anos de vida

Adaptado de Brandi et al. (2006) (25).

Aproximadamente 5% dos CMT esporadicos apresentam mutagao
germinativa no proto-oncogene RET e, consequentemente, a forma hereditaria de
CMT. Estes casos incluem mutacdes de novo ou a existéncia de membros com CMT
nao identificado na familia. Caso o rastreamento genético de um individuo com CMT
venha a ser negativo, a probabilidade de pertencer a uma familia com CMT
hereditario € menor que 1% (19). Nesses casos, realiza-se o teste da CT estimulada
em parentes de primeiro grau quando existem fatores que sugiram tumor hereditario
(idade jovem no diagndstico, tumor multifocal, hiperplasia de células C). Caso o teste
com estimulo venha normal em trés parentes de primeiro grau, a probabilidade de
CMT hereditario cai a nivel insignificante (10). Por outro lado, um teste positivo em
um parente de primeiro grau nao necessariamente quer dizer que exista CMT
hereditario, pois tal resposta pode estar relacionada a hiperplasia benigna de células
C, especialmente em homens (10).

Diante do exposto, fica evidente a importéncia da avaliagdo clinica e
classificacao genética de pacientes portadores de CMT. Estes procedimentos sé&o
obrigatérios e decisivos para a conduta cirirgica assim como para O
aconselhamento dos demais membros da familia.

No presente trabalho estudamos aspectos clinicos e moleculares do
CMT de uma familia de 25 membros, dos quais cinco ja desenvolveram esta
neoplasia. Nos familiares em que detectamos a mutagéao no proto-oncogene RET foi
realizada orientacdo para tratamento cirurgico preventivo e aconselhamento

genético de sua prole.



OBJETIVO



O objetivo deste trabalho foi estudar aspectos clinicos, de propedéutica
armada e molecular de individuos de uma familia de 25 membros, dos quais cinco ja
apresentam o carcinoma medular da tiredide manifesto. Nos familiares em que
detectamos a mutacdo gene RET, objetivamos orientar o tratamento preventivo seu

e de sua prole.



PACIENTES E METODOS



Estudamos uma familia de 25 membros acompanhada no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, com diagndstico de
carcinoma medular de tireéide. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
local, segundo o protocolo n°. 300/2005-CEP (Anexo 1). Apés a assinatura do termo
de consentimento informado livre e esclarecido, os membros foram submetidos ao
teste de calcitonina estimulado por gluconato de calcio. Amostras de sangue
periférico foram colhidas para extracdao do DNA e pesquisa de mutacao do proto-
oncogene RET. O pedigree da familia esta na Figura 5.
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Figura 5: Pedigree da familia estudada. Seta: caso index.

O caso index € um senhor de 50 anos que se encontrava sob
acompanhamento devido a Diabetes Mellitus. Durante a consulta, ele relatou que
sua irma havia sido tireoidectomizada devido a carcinoma medular de tire6ide. A
avaliacdo ultra-sonografica da tiredide do paciente evidenciou um nédulo, cuja
puncao possibilitou o diagndstico de CMT. O paciente apresentava niveis de
calcitonina basal superiores a 100 pg/mL. Foi submetido a tireoidectomia total com
esvaziamento ganglionar. Sua familia foi investigada para CMTF de acordo com os
protocolos utilizados por Massoll (29).

Para estudo deste paciente e de sua familia, elaboramos um protocolo
especifico para CMT e, como ainda nao tinhamos o resultado do seqiienciamento,
incluimos alguns itens para o possivel diagnoéstico de NEM tipo 2 (Anexos 2 e 3).

Para seguimento a longo prazo, seguimos o protocolo de Schlumbeger
& Pacini (2003) (2) modificado (Anexo 4).



Teste da Calcitonina

A determinagéo da calcitonina plasmatica foi realizada em amostras de
sangue periférico, com o paciente em jejum, nos tempos 0 e apéds, 2, 5, 10 e 15
minutos da infusdo de 2 mg/kg de gluconato de calcio a 10%, via endovenosa por 1
minuto (9, 12). O método de dosagem da CT foi do quimioluminescéncia no aparelho
Immnolite 2000 (kits DPC, Los Angeles, CA)

Outros Exames Laboratoriais
I. Antigeno carcinoembrionario (CEA)

O CEA foi dosado pelo método ensaio enzimético de microparticulas
(MEIA), no aparelho Axsym. O valor de referéncia foi <5 ng/mL (Abbott, Chicago,
EUA).
Il. Hormoénios relacionados a tiredide

O T4 livre e o TSH foram dosados por quimioluminescéncia no
aparelho Immnolite 2000, com valores de normalidade entre 0,8 — 1,9 ng/dL e 0,4-
4,0 uUl/L, respectivamente (kits DPC, Los Angeles, CA).

lll. Horménio Paratireoideo (PTH)

O PTH foi dosado por quimioluminescéncia no aparelho Immnolite
2000, com valores de normalidade entre 8-74 pg/mL (DPC, Los Angeles, CA).

IV. Metanefrina Urinaria
A metanefrina urinaria foi dosada através de cromatografia liquida de

alta eficiéncia (HLPC), com valores de normalidade menores que 1 ug/mg de

creatinina



V. Cortisol

A determinacao do cortisol plasmatico apés 1 g de dexametasona oral
foi utilizada para rastreamento da Sindrome de Cushing. Esta determinagcdo também
foi realizada por quimioluminescéncia assumindo valores <1,8 ug/mL para exclusdo
da doenca (DPC, Los Angeles, CA).

Exames de Imagem

Foram realizados os seguintes exames de imagem: Raio X (Multix B
500 Amperes, Simens, Alemanha), ultra-sonografia da tiredide e da regiao cervical
(aparelho Toshiba com Transdutor de 10MHz), tomografia computadorizada
(Shimatzu SCT7000, Japao), ressonancia nuclear magnética (GE Signa Contour 0,5
Tesla, EUA) e exames de medicina nuclear: cintilografia 6ssea com o marcador
metilenidifosfonato de sb6dio (MDT) e pesquisa de corpo inteiro com I-MIBG (iodo-
metaiodobenzilguanidina)marcado com ['*'

(Millenium, GE, EUA).

, realizados no aparelho gama-camara

Citopatologico

As puncdes foram realizadas por médico patologista e dirigidas por
ultra-sonografia. Foi utilizada agulha 13x8,5 gauge sem anestesia local, sendo
puncionadas as areas suspeitas. O conteudo da agulha foi ejetado sobre uma
lamina histolégica convencional e transformado em esfregaco, que foi corado pela
técnica de Giemsa. Em caso de duvida diagnéstica, algumas laminas foram coradas

para calcitonina por técnica de imunoistoquimica.

Extracao do DNA

A extragdo, amplificacdo, sequenciamento do DNA e andlise dos
resultados foram realizados no Laboratorio Experimental da Clinica Médica da
Faculdade de Medicina da UNESP, Botucatu.

O DNA foi extraido pelo método de extracdo de Sambrook et al. (39).
Primers especificos para os éxons 8 ao 16 do gene RET (Gene Bank, acesso no.



AJ243297) foram usados para gerar produtos de PCR, os quais foram purificados e

sequenciados.

Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR)

A reacéo foi realizada utilizando-se 200 ng do DNA gendémico em um
volume final de 50 pl contendo: 10 mmol/l Tris-HCL (pH 8,3); 50 mmol/l KCI; 200
umol/I de deoxy-NTP; 1,5 mmol/l MgClz; 1 U Tag DNA polimerase e 25 pmol/l de
cada primer especifico (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil).

As condi¢cdes para gerar os produtos de PCR incluiram uma fase inicial
de 5 minutos a 94°C; um ciclo de 45 segundos a 94°C, para a abertura das fitas;
com uma temperatura de anelamento variando de 59 a 68°C dependendo do par de
primer utilizado; e uma temperatura de extensdo de 1 minuto a 72°C. Utilizamos 35
ciclos para a amplificacao da reag¢do. Os produtos gerados serdao submetidos a uma
corrida eletroforética em gel de agarose a 1% com brometo de etidio. Apds esta
corrida, os produtos foram purificados usando o kit Rapid PCR Purification Systems
(Marligen Bioscience) e quantificados usando DNA mass Ladder (Invitrogen). Os
primers, e a temperatura de anelamento e o numero de pares de base do produto do
PRC estao apresentados no Anexo 5.

Sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o seguinte
protocolo: 1 uL de “sense primer” a 1,6 pmol/uL, 2 uL de Big Dye TM Terminator
Cycle Sequencing v 3.1 (Applied Biosystems Foster City, CA, USA), 1 uL de
tampao Save Money; 1,5 uL de amostra; 4,5 uL de agua.

O termociclador foi programado da seguinte maneira: 10 segundos
a 96° C, 25 ciclos de 5 segundos a 50°C, 4 minutos a 60°C, mantido a 4°C. Cada
amostra foi seqlenciada pelo menos duas vezes em cada direcéo.

Apés a reacdo de sequenciamento, os produtos foram submetidos
a precipitacao alcodlica e lidos no sequenciador ABI Prism 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, USA).

As  alteragcbes encontradas foram  confirmadas  pelo

sequénciamento da fita “anti-sense”.



Analise dos Dados

Os dados foram analisados relacionando-se o quadro clinico dos
pacientes com seus niveis de calcitonina basal e pds-estimulo, com os niveis de

CEA, com os exames de imagem e com as mutagcdes encontradas.



RESULTADOS



O acompanhamento dos individuos desta familia tem sido muito
problemético. Alguns ndo retornaram ao ambulatério para exames de controle,
outros abandonaram o seguimento e outros, ainda, recusaram-se a participar do
estudo (Tabela 4). Os pacientes |lI-1 (caso index), II-6 e 11-10 estdo em seguimento
desde 2005. No entanto, o paciente I-1, apesar de apresentar CT basal elevada e
nddulos ao USG, ndo desejou sofrer intervencgéo cirdrgica nem manter seguimento.
Os pacientes 1I-2, 1l-4, 1lI-4 e IlI-5 estdo em acompanhamento em outro servico e
nao concordaram em participar do presente estudo; os pacientes II-2 e 1l-4 sao
portadores de CMTF, porém nao ha dados a respeito dos outros dois. Os sujeitos II-
5 e 1I-9 faleceram por acidentes e o Ill-7 era um natimorto.

1. Exames Laboratoriais

1.1 Calcitonina

Em geral, os pacientes com CMTF que realizaram a dosagem de
calcitonina (I-1, 1I-2, 11-6, [I-10) mostraram niveis elevados deste marcador sérico,
tanto basal como apds estimulo. Os baixos niveis de CT do paciente I-2 explicam-
se pelo fato de que o paciente ja havia sido operado do CMT em outro servigo e
encontrava-se sem doenca residual.

No momento do estudo, o restante da familia ainda nao apresentava
elevacao dos niveis de CT basal ou pds-estimulo, o que nao exclui a possibilidade
de serem portadores da mutacdo critica e desenvolverem o CMT no futuro. O
paciente 1lI-8, de 18 anos de idade, apresentou CT basal e pds-estimulo maiores
que 10 pg/mL e, apesar de nao ter sido submetido a puncéo por agulha fina (PAAF)
compativel com CMT ou hiperplasia de células C (HCC), foi submetido a
tireoidectomia total, cujo anatomopatologico revelou bécio coldide. Sua mée
(individuo 11-8) também havia sido operada por bocio coldide. Embora néo
apresentasse aumento da CT basal ou pds-estimulo, devido a ansiedade pela
presenca de uma doenga hereditaria na familia, ela desejou ser submetida ao
procedimento cirdrgico.

Nos pacientes acompanhados no pés-operatério por CMT observamos
discrepancia quanto ao valor da CT pés-operatéria e de seguimento, pois foram

realizadas em laboratérios diferentes e com metodologias diversas.



Tabela 4: Resumo dos exames laboratoriais iniciais de cada membro da familia

com CMTF*.
Suleltos C?L(;;;T?a CEA RS PAAF* CRURGIA | ANATOMOPATOLOGICO
Bas | pos| 9™
13 190 33 Nédulos Inconclusivo Nao
-2 Q@ <0,1 <0,1 1,5 Normal
13 590 25 Nédulo CMTF Sim CMTF multifocal, nddulo maior
(Index) com 2 cm. HCC*.  pT1NOMXx
-2 9 2,0 21 CMTF - Acompanhamento em outro servigo
I3 ¢ <01 | <01 | 12 | Noma | NR | Nao |
-4 & CMT - Acompanhamento em outro servigo
153 Falecido por acidente
16 © 533 | | 39 | MNeawos | oM | sm | CMTF23cm  pT2NOMx
-7 3 Natimorto
I8 © <01 | <01 | 10 | Noaos | Becocodice |  sm | Bécio coléide
-9 @ Falecida por outras causas
[1-10 @ 75 >100 2,1 Nodulo CMTF Sim CMTF com metastase. nddulo
de 4,0 cm pT3N1bMx
[1-11 Q** <0,1 <0,1 1,6 N&o NR Nao
visualizada
-1 <0,1 79 21 Pequenos Bacio coldide Néo
cistos
-2 3 <0,2 <0,2 2,1 Normal NR Nao
33 <0,1 <0,1 0,9 Normal NR Nao
-4 & Acompanhamento em outro servigo
-5 Acompanhamento em outro servigo
6 3 40 | 8 [ 12 | Noma NR Nao
73 Natimorto
83 >10 42 1,6 Normal Bdcio coldide Sim Bdcio coldide
-9 9 2,0 3,0 0,6 Heterogenia | Bdcio coldide Nao
ln-10 & 6,0 13 0,8 Heterogenia NR N&o
113 <0,1 <0,1 0,9 Normal NR Néo
12 @ <0,1 <0,1 25 Normal NR Néo
*BAS = basal; POS= pés-estimulo com gluconato de calcio; CMTF = carcinoma medular de tiredide familiar; USG =

ultrassonografia; PAAF = pungao aspirativa por agulha fina; HCC = hiperplasia de células C; NR = néo realizado.
** sujeito 1I-11 apresenta hipotireoidismo.

A paciente II-10 apresentou dois exames de CT discrepantes colhidos
na mesma amostra. A Tabela 5 resume o seguimento laboratorial desta paciente e
os exames de dois laboratérios discrepantes. Esta paciente ja havia sido submetida
a trés cirurgias e apresentava nodulos linfaticos acometidos, de forma que o exame
com maior nivel de CT foi sobre o qual nos apoiamos para dar seguimento ao caso.

Esta paciente fora referida ao nosso servico apds a segunda cirurgia. Seu



diagnéstico de CMT foi realizado apds lobectomia tiroidiana direita para retirada de
nédulo de 4 cm em sua maior dimensdo. O diagnostico de CMT né&o havia sido
realizado pela PAAF pré-operatéria. Em seguida ela realizou loboistimectomia
esquerda. Nao foi realizado esvaziamento ganglionar e por isso seu teste de
calcitonina pds-operatério apresentou-se tao alto. A paciente sofreu duas cirurgias
de esvaziamento ganglionar ao longo de um ano, apresentando entre 2-3 nddulos
linfaticos acometidos em cada cirurgia. Os exames de seguimento desta paciente

encontram-se no Anexo 6.

Tabela 5: Exames da paciente 1I-10 mostrando discrepancia entre valores da CT
colhidos da mesma amostra de sangue (em negrito).

Data CALCITONINA CEA TSH PTH Metanefrinas urinarias Cortisol pés 1
(pg/mL) (ng/mL) (mlU/mL) (pg/mL)  (ug/mg) mg de dexa
VR<4,6 ? VR <5 VR 0,4-4 VR 8-74 VR <1ug/mg de VR <1,8 ug/ml
Pés creatinina)
Basal
Teste
3/2005 74 100 2,1
6/2005 1,6
3/2006 1,5 3,4 10,8
3/2006 39 2,1
4/2006 0,42
7/2006 30 0,9
10/2006 46,7
2/2007 1,6
9/2007 Em aguardo

*CEA = antigeno carcinoembrionario; TSH = horménio tireoestimulante; PTH = horménio paratireoideo; VR = valor de
referéncia

O sujeito 1I-6 apresentava CT basal de 533 pg/ml e foi submetido a
tireoidectomia total com esvaziamento cervical bilateral. No pés-operatério, a
calcitonina diminuiu para 28 pg/mL. No entanto, ap6s um ano, a CT voltou a se
elevar (Tabela 6). A paciente foi investigada conforme o protocolo adotado, sem

I"*"-MIBG evidenciou

evidéncia de metastases. A pesquisa de corpo inteiro com
processo tumoral na regido cervical anterior. Foi encontrado um nddulo
supraclavicular que, apo6s exérese e avaliacdo imunoistoquimica revelou ser

metastase de CMT, sendo a paciente submetida a cirurgia (Anexo 7).



Tabela 6: Exames laboratoriais de acompanhamento do paciente II-6.*

CALCITONINA CEA TSH PTH Metanefrinas urinarias
Data (pg/mL) (ng/mL)  (mIUml)  (pg/ml) (ug/mg)
VR<4.6 VR<5 VRO044 VR8-74 VRCf;z;?n/mg)de
3/2005 533 39
4/2005 28 (pos operatoria)
520/05 9,8
6/2005 3,8 > 3,2 7,9 1,95
1/2006 10
3/2006 12,9
4/2006 10,3 9,1 0,68
7/2006 97,7 1,14
9/2006 34 1,15
12/2006 13,4
1/2007 294
7/2007 18,6
9/2007 330 19,4

* CEA = antigeno carcinoembrionario; TSH = horménio tirecestimulante; PTH = horménio paratireoideo; VR = valor de
referéncia

O sujeito IlI-1 (index) apresentava CT basal pré-operatéria de 590
pg/mL. Apds a tireoidectomia total com esvaziamento ganglionar, evoluiu com
supressdo de CT (Tabela 7) e mantém niveis de CT baixos desde entdo. Seus

exames de imagem estao no Anexo 8.

Tabela 7: Exames laboratoriais de acompanhamento do paciente II-1.*

Data CALCITONINA CEA TSH PTH Metanefrinas urinarias
(pg/mL) (ng/mL) (mlU/mL)  (pg/mL) (ug/mg)
VR<4,6 VR<5 VR04-4 VR8-74  VR<1ug/mgde

creatinina)

03/2005 590 25,1 1,15

10/2005 0,1 0,1 2,3 10

05/2006 0,1 negativo

12/2006 <0,2 4,0

03/2007 <0,2-> 0,2 2,1

08/2007  <0,2

*CEA = antigeno carcinoembrionario; TSH = horménio tireoestimulante; PTH = horménio paratireoideo; VR = valor de
referéncia




1.2 Antigeno Carcinoembrionario (CEA)

O CEA esteve elevado apenas nos pacientes Il-1 e 1l-6, ambos com a
doenca. Interessante notar que na paciente 1I-10, com metastases ganglionares
cervicais, o CEA esteve sempre baixo (Tabela 5). No entanto, quando esta paciente
chegou ao nosso servico ja havia sido submetida a lobectomia direita e
loboistimectomia esquerda por CMT. Nao dispomos dos niveis de calcitonina ou de
CEA desta época.

Nos outros pacientes, que nao apresentam a doenca, foi identificado
CEA em niveis normais, conforme apresentado na Tabela 4.

2. Ultra-sonografia (USG)

Ao exame de USG, os tumores mostraram-se como nddulos unicos ou
multiplos. No entanto, nos casos 11-8 e IlI-8, que apresentavam teste da calcitonina e
PAAF negativos, a USG detectou nédulos que, apds cirurgia revelaram ser bocio
coléide multinodular. Por outro lado, os casos IlI-9 e IlI-10 apresentaram tiredide
heterogénea ao USG, embora o primeiro deles apresentasse bocio colbide,
diagnosticado pela PAAF. A pesquisa de anticorpo anti-tireoglobulina e o teste de
estimulo da calcitonina com gluconato de calcio nestes individuos resultaram
negativos.

Finalmente, a tiredide ndo foi visualizada a USG do paciente II-11, que
apresentava hipotireoidismo, diagnosticado aos 5 anos de idade, e oligofrenia leve.

3. Puncao Aspirativa por Agulha Fina (PAAF)

Dentre os oito casos submetidos a PAAF, houve confirmagdo do CMTF
nos sujeitos Il-1 (index), 11-6 e 11-10. Em outros casos (11-8, IlI-1, 1l1I-8 e 11I-9) o exame
revelou bocio coldide; de fato, estes pacientes ndo apresentavam qualquer outro
exame sugerindo a ocorréncia de CMTF (niveis de calcitonina, de CEA e USG).



4. Exames de Imagem

Os exames de imagem dos pacientes em acompanhamento por CMTF
estdao nos Anexos 6, 7 e 8.

5. PCR e Seqiienciamento

A Figura 5 mostra o produto do PCR para os éxons 10 e 11 dos casos
I-1 e lI-1 (index) da familia com CMT.

-1, éxon11 1 gxon11

351 pb

lI-1, éxon10

I-1, éxon10

Figura 5: Produto de PCR para éxons 10 e 11 nos casos I-1 e -1 (/ndex).
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Foram sequienciadas amostras dos casos |-1 e II-1; ambos apresentam
a mutacao C611T (TGC—>TAC) no éxon 10, codon 611 (Figura 6).
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Figura 6: Seqlenciamento representativo mostrando a mutagcdao cys611tyr
(TGC>TAOQ).

Além disso, encontramos polimorfismos no éxon 11 (G691S), no éxon
13 (L769L) e no éxon 15 (S904S) em ambos pacientes (Figuras 7, 8, 9).

G
@

-
-~
ﬂﬁ I

Figura 7: Sequenciamento representativo mostrando o polimorfismo G691S no éxon
11 (GGT>AGT).
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Figura 8: Sequienciamento representativo mostrando o polimorfismo L769L no éxon
13 (CAG>AAQG).

220

Figura 9: Sequienciamento representativo mostrando polimorfismo S904S no éxon
15 (TTC>TTG).
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DISCUSS&Q



Este trabalho estudou aspectos clinicos, laboratoriais e de imagem de
uma familia portadora de CMTF, cujos membros apresentam, de modo variado,
algumas caracteristicas desta condicao nosoldgica, como niveis séricos elevados de
calcitonina basal e pds-estimulo, niveis séricos elevados de CEA, nédulos
tireoidianos e, em pelo menos dois casos, metastases ganglionares comprovadas. O
rastreamento genético realizado nos éxons 8 ao 16 do proto-oncogene RET de dois
pacientes revelou a mutagao cys611tyr no éxon 10, assim como trés polimorfismos
nos éxons 11, 13 e 15. O presente estudo representa uma contribuicdo ao
conhecimento do diagndstico e acompanhamento de pacientes com CMT.

Hazard et al. (1959) foram os primeiros a descrever o CMT (40). Este
foi um dos primeiros tumores humanos relatado em associagcdo com outras
neoplasias, que acabou levando a identificagdo das sindromes de neoplasia
endocrina multipla (Sipple, 1961) (41). A caracterizacdo clinica da entidade CMTF sé
foi realizada em 1986 por Farndon et al. (42). Narod et al. (1989) (43) mostraram que
o CMTF é causado pelas mesmas mutacdes que sdo responsaveis pela NEM 2A.
Em 1993, Mulligan et al. (44) demonstraram associagao entre o proto-oncogene RET
e 0 CMT hereditario. Em 1995, Pasini et al. (45) clonaram inteiramente o gene RET,
o que facilitou os estudos genético-moleculares e a pesquisa de sua correlagéo
gendtipo-fenédtipo, realizada por Manchens et al. (2001) (26).

A partir de 2002 apareceram varios trabalhos sobre a funcao do gene e
da proteina RET. Em 2006, Plaza-Manacho (46) revisaram diferentes mecanismos
de doencas relacionadas ao RET, sinalizando possiveis tratamentos

medicamentosos para esta entidade.

Calcitonina

A CT pode estar elevada nas condi¢des fisiolégicas em que ocorre
maior demanda de calcio, como em neonatos, gravidez, lactagcdo e crescimento
estatural e nas hiperplasias de células C da tireéide (HCC) (36, 20). Também, ha
outras condi¢cbes patoldégicas que causam elevagdo do nivel de CT, como a
insuficiéncia renal crénica e tumores neuro-endocrinos, principalmente quando ha
metastases (7, 36) (Tabela 8).



Tabela 8: Condicdes associadas a aumento patolégico da calcitonina*

Tumores secretores de calcitonina

Adenocarcinoma de mama Carcinoma medular da tiredide
Adenocarrcinoma de préstata Glanglioneuromas
APUDomas Neuroblastomas

Carcindides (pulméao, trato gastro intestinal) Timomas

Patologias e condicoes associadas a aumento de calcitonina

Anemia perniciosa Hemorragia gastrointestinal

Choque Insuficiéncia Renal (aguda e crénica)
Cirurgia de Tiredide Infarto do Miocardio

Cirurgia Hepatica Intoxicagao por Litio

Doencga de Graves Pancreatites

Estresse cirurgico Trauma

Gastrite Aguda Ulcera Péptica

*apud Ezabela (1998).

Hauache et al. (2003) (9) analisaram a CT basal de 1.124 individuos
normais, encontrando niveis inferiores a 5pg/mL em 87,5%, € inferiores a 2pg/mL
em 68,5% dos casos. Verga (2006) verificou que em meninos e homens adultos
normais os niveis de CT tendiam ser mais elevados, sugerindo possivel efeito de
andrégenos na regulacédo do crescimento das células C (11). Os niveis de CT basais
e pbs-estimulo sdo mais elevados em homens do que em mulheres (10, 11).

Niveis pré-operatérios de calcitonina correlacionam-se
significantemente com o tamanho do CMT e com a possibilidade de metastases.
Niveis basais superiores a 1.000pg/mL correspondem a mediana de tamanho
tumoral de 25mm e estdo associados a presenca de metastases em cerca de 10%
dos casos (47). Por outro lado, niveis inferiores a 1.000pg/mL associam-se a
tumores com tamanho mediano de 7mm e metéstases a distancia em apenas 3%
dos casos. Niveis de calcitonina inferiores a 100pg/mL indicam tumores de cerca de
3mm. Finalmente, niveis de calcitonina basal pré-operatéria inferiores a 50pg/mL
correlacionam-se com normalizacado pés-operatéria em 98% dos casos (47).

De maneira geral, nossos casos acompanham a literatura sobre a
relagdo tamanho/progressdo de tumor e niveis de calcitonina sérica. O caso index
(I-1) apresentou CT basal pré-operatéria de 590pg/mL, e encontra-se livre da
doenca desde a cirurgia, com CT basal e p6s-estimulo menores que <0,1pg/mL



(Tabela 7, Anexo 8). Ele apresentava um ndédulo de 20mm e HCC ao
anatomopatoldgico, o que poderia ter elevado o nivel da CT, sem presenca de
metastase. Ja a paciente |I-6 apresentava CT basal pré-operatéria de 533pg/mL e
mostrava um nédulo de 23mm (Tabela 4). No pds-operatério sua CT normalizou,
porém voltou a subir, por metastase cervical (Tabela 6).

A dosagem basal de calcitonina ndo apresenta boa sensibilidade para
o rastreamento diagnéstico dos portadores de CMT que ainda ndo apresentam
tumor palpéavel, ou para avaliagdo de familiares dos portadores da doenca, pois sua
concentragdo pode ser normal na fase inicial da carcinogénese, representada pela
hiperplasia de células C (HCC). Nestes casos, testes que estimulam a secrecao de
CT podem revelar hiper-responsividade das células transformadas, possibilitando o
diagnéstico (9, 47). O nivel de CT pés-estimulo encontra-se abaixo de 10pg/mL em
80% dos adultos normais e praticamente em todos os individuos abaixo dos 20 anos
de idade (48). O pico de CT mantém-se normalmente abaixo de 30pg/mL em 95%
da populacao normal (10). Este pico pode ser devido a HCC, mas também pode
ocorrer na auséncia de qualquer doenca das células C. Os valores maximos de CT
considerados normais para este teste ndo devem ultrapassar 30-40pg/mL. Valores
entre 40 a 100pg/mL correspondem a uma zona de incerteza em relacdo ao
diagnéstico e, nestes casos, € indicada a repeticdo deste teste apdés um ano, ou
mesmo antes, dependendo do grau de suspeita diagndéstica. Um valor apds estimulo
maior que 100pg/mL em qualquer momento do teste € altamente sugestivo de CMT
(7, 9). Com o teste de estimulo, o paciente 1ll-8, de 18 anos e sexo masculino
(Tabela 4), apresentou niveis de CT elevados, embora dentro da zona de incerteza.
Como ele pertencia a um grupo de risco para CMT, optou-se pela conduta cirargica,
embora ele ndo apresentasse CMT pela PAAF, mas somente bocio colbide, o que
foi confirmado pelo anatomopatolégico. Ja o paciente II-10 (Tabela 5) apresentava
CT basal de 75pg/mL, também dentro da zona de incerteza. O teste de estimulo
confirmou a existéncia do CMT, pois a CT elevou-se mais que 100pg/mL.

Antes da possibilidade do rastreamento genémico do RET, a literatura
preconizava teste de estimulo da calcitonina anual em familiares de portadores de
CMT. Com o rastreamento genético, os pacientes negativos para a mutagdo acabam
sendo dispensados do seguimento. No presente estudo, os familiares que foram
negativos para o teste de calcitonina continuarao a ser acompanhados com o teste



de estimulo anualmente, até que o resultado do rastreamento genético defina quais
deles devem abandonar o acompanhamento.

A determinacao dos niveis de CT também se presta para seguimento
pds-operatorio do CMT. Caracteriza-se como cura biolégica da neoplasia niveis de
CT basal no pds-operatério menores que 10pg/mL e que nao se elevam apds
estimulo (9, 37, 49, 50). Os niveis pds-operatérios de calcitonina diminuem mais
apds a primeira cirurgia do que quando o paciente € submetido a uma outra cirurgia,
provavelmente por efeito de diminuicdo da massa tumoral (16). O caso index
apresentou niveis basais e pds-estimulo abaixo daquele valor, confirmando a cura
bioldgica. Os niveis de CT do paciente 1I-6 e 1I-10 também regrediram no pos-
operatério em relacdo ao pré-operatério. No entanto, ambos pacientes
apresentavam elevacao posterior da CT, nos guiando para pesquisar metastases. O
paciente 1I-10 manteve os niveis pds-operatdrios elevados devido a metastase
cervical, porém com niveis mais baixos do que os da paciente 1l-6, que né&o
apresentava o foco de metastase facilmente localizavel.

E muito importante que a determinagéo dos niveis da CT seja realizada
em laboratério confidvel para evitar duvidas diagndsticas, como ocorreu com a
paciente 11-10, pois sempre nos apoiamos neste exame para tomada de decisao
terapéutica.

CEA

O nivel do CEA depende, ainda, da massa total de células do CMT,
independente de sua localizacdo dentro ou fora da tiredide (16). Seus niveis tém
sido relacionados ao aumento da agressividade do tumor, a recorréncia e a pior
prognostico. O tamanho do tumor e metastase linfonodal também estéo relacionados
aos niveis do CEA, de modo nivel-dependente (16). Em um estudo retrospectivo
com 150 pacientes com CMT, Machens et al. (2007) (16) verificaram que 0s niveis
de CEA elevados no pré-operatério relacionavam-se com tumores maiores e com a
presenca de metastases. Eles verificaram também que o CEA era mais alto antes da
primeira cirurgia, quando comparado a cirurgias posteriores, o que foi evidente no
nosso caso index (lI-1) e no sujeito 11-6, nos quais os niveis do CEA cairam no pés-
operatério (Tabelas 6 e 7). Porém, no caso 1I-10, o CEA né&o foi um bom marcador
(Tabela 5).



O sucesso cirurgico é maior quando o CEA é negativo antes da
primeira cirurgia (16). Valores de CEA acima de 30ng/mL (eletroquimiluminescéncia)
indicam metastase linfonodal e ipisilateral (70% dos casos), enquanto que CEA
acima de 100ng/mL indicam metastase contra-lateral e a distancia (90%) (16).
Apesar dos niveis do CEA nao serem uteis para a previsdo de sobrevida (15), altos
niveis de CEA no pré-operatério refletem a extensdo da doenca (16) e auxiliam o
cirurgiao a planejar a cirurgia. Niveis de CEA menores que 30ng/mL sao compativeis
com doenca local, podendo ser curado com tireoidectomia total mais disseccéao
central e bilateral dos linfonodos. Por outro lado, quando maiores do que 30ng/mL,
quase que invariavelmente indicam doenca sistémica e intratavel (16). Este pode ser
0 caso da paciente 1I-6, com CEA de 39ng/mL no pré-operatério, e com recidiva
tumoral.

O paciente II-6 apresentou elevacado do CEA paralelo ao aumento da
CT, conforme é descrito pela literatura (15, 16). No entanto, o nivel do CEA da
paciente II-10 nunca chegou a subir, mesmo com multiplas metastases. A paciente
ja sofreu 5 cirurgias, sendo duas para retirada de linfonodos acometidos (2-3
ndédulos em cada cirurgia). Este dado em particular confronta, de modo né&o
explicavel, as informacdes de Machens et al. (2007) (16) e Barbet et al. (2005) (15)
as quais os niveis de CEA relacionam-se diretamente ao numero de linfonodos
acometidos, ao aumento da agressividade do tumor, a recorréncia e ao pior
progndstico. Por outro lado, ha relatos de CMT com pouca ou henhuma secrecao de
CT e CEA, onde, no entanto, a imunoistoquimica do tumor é positiva para ambos e o
prognostico é mais reservado (50-53). Este pode ser o caso do paciente II-10. No

entanto,ndo temos sua imunoistoquimica pois a cirurgia foi realizada em outro local.

Seguimento e Prognédstico

Como ja referido, 0 acompanhamento dos individuos desta familia tem
sido problematico. Alguns ndo retornaram ao ambulatério para exames de controle,
outros abandonaram o seguimento e outros ainda recusaram-se a participar do
estudo.

Os pacientes com bocio coldide (lI-8 e IlI-8) e o paciente com
hipotireoidismo (111-8) foram dispensados do acompanhamento clinico.



Os 3 casos com CMT foram seguidos conforme a literatura
especializada.que preconiza que apds a tireoidectomia total com esvaziamento
cervical estendido, faz-se a reposicdo com L-tiroxina de forma habitual, mantendo a
concentragdo de TSH dentro dos valores normais (10, 17, 27).

No paciente Il-1, realizamos a dosagem de CT e CEA apds 3 meses da
cirurgia. O CEA diminuiu para niveis normais e a CT estava indetectavel, de forma
que, conforme preconiza o protocolo de seguimento (10,17, 27) (Anexo 4),
passamos a realizar o teste de estimulo da calcitonina, que também resultou em
“nivel indetectavel”.

Pacientes com dois testes de estimulo da calcitonina negativos no poés-
operatério sdo considerados livres da doengca. Mesmo assim, recidivas podem
ocorrer, e 0 seguimento posterior deve ser realizado com avaliagées da calcitonina
basal e CEA a cada 6 meses por 2 anos, e depois anualmente, pois, com doenca
clinica, a cura bioquimica ocorre em 75-90% dos casos sem acometimento
linfonodal (1, 2, 10).

Em relacdo aos pacientes II-6 e 11-10, o acompanhamento foi realizado
com USG cervical e hepatico, TC cervical, térax e abdome, cintilografia éssea e
RNM do pescoco (Anexo 3), conforme recomendado pela literatura especializada
(2). Eventualmente, usamos outros exames para localizar possiveis metastases.

As metastases constituem a principal causa de morte pelo CMT.
Metade dos casos ja as apresenta ao diagnostico. Geralmente sdo multiplas e
envolvem érgaos simultaneamente, como o figado, pulmdes e o0ssos. A sobrevida
apds se descobrir uma metastase a distancia é de 20 % em 10 anos (10). Muitas
técnicas podem ser usadas para localizar metastases em pacientes com CMT, mas
até o momento ndo existe consenso sobre o0 melhor método de imagem

Uma boa imagem ajuda estabelecer o estadiamento, a avaliar a
progressdo do tumor, o seu progndstico e a resposta terapéutica (10, 27, 54).
Giraudet et al. (2007) (55) declararam que os métodos mais eficientes para
diagnéstico de metastase de CMT sédo o USG de pescoco, a tomografia de térax, a
RNM de figado e o0ssos, e a cintilografia 6ssea, contrapondo-se a visdo de Oudoux
et al. (2007) (54) que sugerem que a tomografia € um método bom para avaliar
figado e pulm&o, enquanto que a ressonancia magnética avalia bem ossos. O ultra-
som apresenta alta sensibilidade (96%) e baixa especificidade (83%) para avaliacéao

do pescocgo. Interessante observar que a tiredide nao foi visualizado a USG do



paciente |lI-11, que apresentava hipotireoidismo detectado aos cinco anos de idade,
sugerindo agenesia da tiredide. Nao encontramos relagdo na literatura de agenesia
tiroidiana com CMT, porém este foi um fator protetor contra a doenca nesta paciente.

As metastases pulmonares sdo macro ou micro-nodulares e
geralmente difusas em ambos os pulmdes, e a tomografia é o exame mais sensivel
para esses casos (54, 55). Em nossos pacientes com CMT nao foram encontradas
metastases pulmonares a tomografia de térax ou a radiografia dos pulmdes.

As metastases dsseas sdo osteoliticas ou osteoblasticas a radiografia,
e a cintilografia éssea apresentam-se com aumento de captagéo (55). A cintilografia
O0ssea também n&o detectou metastases em pacientes.

Metastases hepaticas sdo hiperecbicas ao ultrassom e, quando
pequenas, assemelham-se a hemangiomas. O uso de TC ou RNM com contraste
pode ser Util no diagnostico diferencial (10). Rastreamos metdstases hepaticas com
USG e tomografia de abdomem, mas nao as detectamos em nossos pacientes.

Na paciente [I-6 ndo conseguimos encontrar metastases com o0s
exames convencionais. Somente com exame cintilografico com o radiotragcador 1'®'-
MIBG foi possivel visualizar o processo metastatico em regido cervical anterior, 0
qual ndo havia sido visualizado nos exames de USG, tomografia e RNM cervical. O
31I.MIBG é um bom método para visualizacdo de feocromocitomas, paragangliomas
e outros tumores neuroenddcrinos constituidos por células cromafins. Para o CMT
pode ser usado como exame complementar, com uma sensibilidade de 30-50 %. O
radiotragcador isotépico *'I-MIBG tem sido proposto para uso em doses terapéuticas
nestes tumores (56, 57).

Outros exames com is6topos radioativos, como o scanning isotopico
com Talio®', o 4&cido dimercaptossuccinico Tecnécio®™™ e analogos de
somatostatina marcados com '"'I, além de anticorpos monoclonais marcados contra
CT ou CEA e o exame PET-FGD, tém sido estudados com resultados indefinidos
(54, 55, 57, 58).

Segue abaixo o algoritmo para pesquisa de metastases em

hipercalcitonemia persistente.



Hipercalcitonemia
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Algoritmo 2:Seguimento do CMT pés-operatério modificado, com hipercalcitoninemia

persistente (adaptado de Schlumberger, 2003).

O prognéstico de um paciente com CMT depende do estadio da
doenca, de sua idade e sexo (59-61). Para o CMT tem sido utilizado o estadiamento

TMN, realizado pelo estudo anatomopatolégico dos espécimens ressecados

cirurgicamente e do tumor residual (25, 59) (Tabela 9).




Tabela 9: Classificacao TMN para o carcinoma medular da tiredide*

Tumor primario:

TX: Tumor primério ndo pode ser avaliado

T0: Sem evidéncia de tumor primério

T1: Tumor com 2 cm ou menos na sua maior dimenséo, limitado a tiredide

T2: Tumor com mais de 2 cm, mas ndao maior que 4 cm na sua maior
extensao,limitado a tiredide

T3: Tumor com mais de 4 cm na sua maior extensao, limitado a tiredide , ou
qualquer minima extensao extra-tireoidiana

T4a: Tumor de qualquer tamanho que se estende alem da capsula da tiredide e
invade tecido moles subcutaneos, laringe, traquéia, eséfago ou o nervo laringeo
recorrente

T4b: Tumor invade fascia pré-vertebral ou engloba a artéria carétida ou vasos
mediastinais

Linfonodo regional:

Nx: Linfonodo regional nao podem ser avaliados
NO: Auséncia de metastases

N1: Metastases

N1ia:Metastases para nivel IV (linfonodos pré-traqueais, paratraqueais e pré-
laringeos/delphianos)

N1b: Metastases em linfonodos cervicais unilaterais, bilaterais ou contralaterais
Metastase a distancia (incluindo linfonodos nao-regionais):

MX: Metéstases a distancia ndo podem ser avaliadas

MO: Auséncia de metastases a distancia

M1: Metéastases a distancia

*Manual de Estadiamento do Cancer. American Joint Committee on Cancer (59).

A sobrevida de pacientes com CMT com 10 anos de seguimento € por
volta de 65%. Aproximadamente 90% dos pacientes que apresentam diagnédstico
precoce por meio de rastreamento familiar ficardo livres da doenga, pois se
submeterdo a tratamento cirdrgico profilatico (1, 2, 6, 59-61). No estadio 1, a
sobrevida em 10 anos chega a 100%. No estadio 2 a sobrevida cai para 93%, no
estadio 3, para 71% e no estadio 4 cai para 40% (Tabela 10).



Tabela 10: Estadiamento TNM e sobrevida em casos de CMT

Estadio TNM Sobrevida em 10 anos
I T1NOMO 100%
Il T2NOMO 93%
[ T3NOMO /T1-T3N1aMO0 71%
v T1-T3N1bMo/T4M1 40%

Modificado de: Manual de Estadiamento do Cancer. American Joint Committee
on,Cancer (59).

A extensao tumoral é outro fator de risco independente. Os pacientes
com o tumor confinado a tiredide tém uma sobrevida de 95,6% em 10 anos,
enquanto os pacientes com doenga estendida regionalmente tém sobrevida de
75,5%. Pacientes com metastase a distancia tém prognéstico mais reservado, com
sobrevida de 40% em 10 anos (37). A presenca de 3 ou mais linfonodos
metastaticos no momento da primeira cirurgia € o principal fator que define a
recorréncia (56). Neste caso, a cura pela cirurgia agressiva é possivel em 20-30%
destes pacientes, sendo mais dificil quando o paciente tem mais de 10 nédulos
acometidos. Isto mostra claramente a importadncia do tratamento precoce no
prognostico dos pacientes com CMT (9, 29, 25).

A idade do paciente no momento do diagndstico e o estadio da doenca
sao indicadores independentes de sobrevida (10, 61). Os valores demograficos mais
fortes para sobrevida s&do: idade abaixo de 40 anos e sexo feminino (37). A cada ano
de vida adicional, o risco de mortalidade aumenta 5,2% (37). Assim, progndsticos
mais reservados sao para pacientes do sexo masculino, idosos (>65anos), quando a
tireoidectomia € realizada em idade mais avangada, casos de tumores disseminados
e ap6s radioterapia (37, 61). Interessante notar que a radioterapia € um fator
independente de pior progndstico (30).

O CMTF aparece em idade mais tardia que a NEM 2A, com idade
variando de 20 a 50 anos (14). Segundo a literatura, a idade média de aparecimento
de CMT nos pacientes com mutacao no cédon 611 € por volta dos 44 anos de idade.
Especificamente em relagcdo a mutagdo cys611tyr, o tumor ocorre por volta de 43
anos (26). Em nossos pacientes, as idades ao diagndstico foram de 53, 43 e 39
anos nos pacientes -1, 11-6 e 1lI-10, respectivamente. Em contraste, muta¢cdées nos
éxons 13 e 14 (coédons 768, 790, e 804), que sao regides nao-cisteinas, levam a



ativacao mais fraca do gene RET mutado e ao aparecimento mais tardio do tumor
(entre os 50 e 60 anos) (49, 26). A Tabela 11 mostra a relacao entre a idade média
de aparecimento do CMT e o cédon acometido.

Tabela 11: Relacao entre idade de aparecimento do CMT e o codon acometido por

mutacao
Codon 611 618 620 634 768 790 804
Idade mais precoce
de aparecimento 42 7 34 3 47 12 60
(anos)
ldade média de
aparecimento do 44 29 36 27 60 39 62

CMT (anos)
Adaptado de Machens et al. (2001) (26).

As diferengas entre os 3 casos com CMT acompanhados neste estudo
ficam evidentes quando sdo comparados a estadios TNM realizados pelos exames
anatomopatoldgicos. O caso index apresentava pT1INOMx; ele realizou
tireoidectomia total com esvaziamento ganglionar, como preconizado. Seu tumor, de
2 cm, era confinado a tiredide. Com esses dados, calculamos que o paciente
apresenta uma sobrevida provavel de 95-100% em 10 anos.

O caso 1I-6, embora tenha sido submetido ao mesmo procedimento
cirurgico que o caso /ndex, apresentava nédulo ndo encapsulado de 2,3 cm, sendo
classificado como pT2NoMx. O fato de o ndédulo ndo ser encapsulado pode ter
facilitado as metastases, como a que encontramos recentemente em sua regido
cervical. A sobrevida deste paciente cai para 70-90% em 10 anos.

Por fim, o caso II-10, classificado como pT3N1bMx no espécime
cirurgico, vem apresentando metastases recidivantes, tendo até sofrido cirurgias
para retirada de linfonodos cervicais. Sua primeira cirurgia foi incompleta, o que, por
si s6 ja indica mau progndéstico (25, 37). Desta forma sua sobrevida diminuiu para
menos que 40% em 10 anos.

Mutacoes
A identificacdo de mutagdes responsaveis pelo CMT representa uma

ferramenta prognéstica importante (25). De fato, a mutacdo no éxon 10 do proto-
oncogene RET confere alto risco de agressividade. Manches et al. (2001)



correlacionaram os genétipos do RET (éxons 10, 11, 13 e 14) de 63 pacientes com
CMT hereditario com a idade, sexo, estadio TNM e niveis basais de calcitonina (26).
Mutacdes nos éxons 10, 11, 13 e 14 foram demonstradas em 22% (14/63), 54%
(34/63), 21% (13/63) e 3% (2/63) respectivamente. A idade média ao diagnédstico
diferiu significantemente (38, 27, 52 e 62 anos, respectivamente). Quando
agrupados pelos cdédons de cisteina (éxon 10 e 11 versus 13 e 14), esta alteracao
ficou ainda mais evidente (30 versus 56 anos).

Mutagdes do tipo missense originarias na linha germinativa celular séo
responsaveis pelo CMT hereditario. Os éxons mais comumente afetados sdo 10, 11
e 16, mas, mutacées nos éxons 5, 8, 14 e 15 podem ser encontradas mais
raramente. Na maioria dos casos, os pacientes com NEM 2A e CMTF apresentam
mutacdes em 5 hot spots codificadores dos residuos cisteina localizados no dominio
extracelular do RET, sendo eles os 609, 611, 618 e 620 (éxon 10) e 0 634 (éxon 11)
(33). Assim, a diferenciacao entre NEM 2A e CMTF pode ser arbitraria, meramente
refletindo a intensidade da ativagdo do oncogene RET e sua penetrancia (38 62).

As mutagcdes no CMTF apresentam distribuicdo mais ou menos
uniforme ao longo do RET, ocorrendo nos cédon 532, 533 (éxon 8), 609, 611, 618,
620 (éxon 10), 630, 634 (éxon 11), 768, 790, 791 (éxon 13), 840 (éxon 14), 891
(éxon 15) e 912 (éxon 16) (19). No entanto, no CMTF, apresentam discreta
concentracdo nos cédons 10 e 11, sendo mais freqlientes as mutagdes cys618ser
(33%) e cys634tyr (30%) (32). Mutagdes nos cddons 532, 533, 768, 844 e 912 foram
identificadas somente em CMTF, enquanto que as outras também foram
identificadas na sindrome NEM 2A. Além disto, enquanto somente 30% das
mutacdes do CMTF ocorrem no cdédon 634, elas ocorrem em 95% dos casos de
NEM 2A (19).

O paciente index apresenta mutacdo TGC—>TAC (cys611try) no éxon
10. Manches et al. (2003) encontraram incidéncia de 3 % desta mutacdo no CMT
hereditario (38), coincidente com a freqiiéncia descrita por outros autores (1, 30, 63).
A maior incidéncia desta mutacdo em familias com CMTF parece ocorrer em
Portugal e Espanha, sugerindo especificidade geografica e ou étnica na prevaléncia
de mutacbes do RET (64). Esta mutagdo pode ocasionar tanto CMTF quanto NEM
2A.

Existem cerca de 13 mutagdes descritas no cédon 611 (65), a relacéao

gendtio-fendtipo n&o foi bem estabelecida devido ao numero pequeno de familiares



em cada descricdo. Landsvater et al. (1996) foi o primeiro a descrever a mutacéo
cys611tyr no CMT (66).

Polimorfismos

Polimorfismos representam variagdes na sequiéncia de nucleotideos de
determinado gene que estao presentes na populagédo geral em freqiiéncia maior que
1%. Embora teoricamente eles ndo confiram efeitos deletérios aos individuos que os
apresentam e assim ndo aumentem o risco para CMT (63, 67), alguns estudos
epidemiologicos moleculares e o Projeto Genoma Humano referem que algumas
variagbes polimoérficas ndo sado totalmente in6cuas (1). Neste estudo,
inesperadamente, os sujeitos seqlienciados apresentaram polimorfismos G691S,
L769L e S904S no éxons 11, 13 e 15, respectivamente.

Elisei et al. (2004) encontraram alta frequiéncia alélica (27,83%) do
polimorfismo G691S em pacientes com CMT em relacado ao grupo controle (18,86%).
No entanto, excluiram a influéncia deste polimorfismo sobre a expressdao do mRNA
do RET mutado, assim como n&o observaram relagdo deste polimorfismo com os
achados clinicos patolégicos (63). A frequéncia alélica dos polimorfismos L769L e
S904S, no entanto, foram iguais a da populacao geral (63, 68). A ocorréncia de co-
segregacao destes polimorfismos também foi avaliada, onde a co-segregacado do
L769L foi raramente associada a outro polimorfismo. Baumgartner-Prazer et al.
(2005) observaram que a presenga de G691S em homozigose em pacientes com
predisposicao ao CMT estd associada ao desenvolvimento da doenca 10 anos mais
cedo do que em pacientes com heterozigose (68). No presente trabalho, o paciente
[I-1 apresentava o polimorfismo em homozigose, porém o diagnéstico da doencga foi
feito por volta dos 50 anos de idade, o que discorda da observacdo daqueles
autores.

Em relagdo ao polimorfismo L769L, Wiench et al. (2001) descreveram
este polimorfismo com maior freqiéncia em pacientes diagnosticados com CMT
antes dos 30 anos de idade do que em pacientes com CMT diagnosticados mais
tardiamente (69). Magalhdes et al. (2002) (35) observaram associagdo deste
polimorfismo com a mutacao V804M no éxon 14 em uma paciente que apresentou
CMT aos 32 anos, enquanto que a mae desta paciente desenvolveu a doenca

somente com 60 anos de idade. A mutacdo V804M é de risco intermediario de



agressividade, aparecendo mais tarde nos individuos afetados. Estes achados
sugerem que o polimorfismo L769L poderia modular a apresentagao fenotipica do
CMT. Baumgartner-Prazer et al. (2005) observaram associacao positiva entre este
polimorfismo e a mutacdo no cédon 791 em pacientes com CMTF sugerindo que o
polimorfismo L769L poderia estar atuando como modificador genético no
desenvolvimento do CMT (68).

Cebrian et al. (2005) notaram que os polimorfismos S904S e G691S
poderiam estar associados a aumento de probabilidade de desenvolvimento do CMT
em 1,5 a 2,5 vezes (70). No entanto, a acdo de qualquer um destes polimorfismos
sobre o desenvolvimento de CMT ainda € uma questdo em aberto (33). Séo
necessarios estudos populacionais para avaliar a importancia dos polimorfismos do
RET, assim como suas interagbes com as mutacées que ocorrem neste proto-
oncogene em casos de CMT.

Os mecanismos precisos de como o0s polimorfismos influenciam o
desenvolvimento e ou a evolugao do CMT n&o é conhecido. Um dos mecanismos
proposto sugere que o polimorfismo poderia influenciar o RNA mensageiro do gene
RET. No entanto, estudos quantitativos realizados por Elisei et al. (2004) nao
demonstraram diferenca na expressdo RET em pacientes com e sem polimorfismo.
Outras hipéteses propde que a troca de base da molécula de DNA causaria um
spliccing alternativo, levando a uma proteina alterada, ou entdo que um nucleotideo
modificado estaria em desequilibrio de ligagdo com uma variante funcional ainda ndo
conhecida (59). De fato, é referido que nos polimorfismos em que ocorre substituicdo
de aminodacidos pode-se supor que uma modificacao tenha um efeito cooperativo na
dimerizacdo do receptor do produto do RET, ou que forme um novo sitio de
fosforilizacdo no dominio tirosino-kinase (33).



CONCLUSAQ



Encontramos uma mutacéo rara (1-3%) no éxon 10 (cys611tyr) do
gene RET que corresponde a risco 2 de agressividade pelo tumor e que ainda néo
havia sido descrita no Brasil em familias com CMTF.

E interessante ressaltar que, além desta mutagdo, encontramos trés
polimorfismos em diferentes éxons do proto-oncogene RET em ambos 0s pacientes
sequenciados até o momento (G691, L769L e S904). A presenca simultanea da
mutacdo e dos trés polimorfismos teoricamente pode modular a manifestacdo e
progressdao do CMT nestes pacientes, influenciando caracteristicas como idade do
aparecimento da neoplasia, sua agressividade local e seu potencial para
desenvolvimento de metastases.

Nesta linha, é curioso também notar que, dentre os membros da familia
que nao apresentam o CMTF, ha um membro com hipotireoidismo (lI-11) e dois
casos com bécio coldide multinodular (lI-8 e 1lI-8), um deles com somente 18 anos
de idade (lllI-8). Isto sugere que esta familia € portadora de uma instabilidade
genética relacionada ao desenvolvimento da tiredide, que deve ser mais bem
estudada, e da qual o CMTF é uma das manifestagdes.

Os pacientes com CMT devem receber rastreamento genético para
mutacdo do RET porque a probabilidade de existir um componente genético é
relativamente grande e a tireoidectomia precoce é o Unico tratamento curativo e

preventivo.



RESUMO



O carcinoma medular de tiredide familiar (CMTF) é uma doenca
autossémica dominante relacionada a mutag¢des do proto-oncogene RET, que ocorre
principalmente nas regides cisteinas da proteina RET dependentes dos codons 10 e
11. Responde por 5 a 15% dos casos de CMT hereditarios. Para caracterizar o CMT
de natureza familiar, este deve estar presente em pelo menos 4 individuos de uma
mesma familia.

O presente trabalho objetivou o estudo clinico-genético de uma familia
portadora de carcinoma medular de tiredide. Esta familia consiste de 25 individuos
(13 homens e 2 mulheres) distribuidos em trés geracgdes. Destes, seis apresentam a
doenca ativa: um homem da 12 geracdo e dois homens e trés mulheres da 22
geracdao. Nenhum membro da 32 geracao desenvolveu a doenca até agora.

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 19 desses
individuos. Nestas amostras foram realizadas amplificacées dos segmentos génicos
de interesse pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e os
respectivos seqlenciamentos. Até o momento, detectou-se em dois individuos,
mutacao no cdédon 10 (cys611tyr). Esta mutagdo tem uma incidéncia baixa (1-3%)
nos casos de CMTF, mas, no entanto, implica em alto risco de agressividade do
tumor. Além disso, detectou-se a presenca de 3 polimorfismos (G691S, L769L,
S904S), nos éxons 11, 13 e 15. Enquanto que a mutacao cys611tyr esta relacionada
ao desenvolvimento do CMTF, sua relagdo com os polimorfismos encontrados e o
papel desta relagdo com esses tumores néo esta esclarecida.

A realizacao do rastreamento genético das mutacées no RET deve ser
considerada pela sua praticidade, custo-beneficio e sensibilidade e especificidade do
método. Além disso, a determinacdo de mutacdes nos familiares com CMT implicara

em indicacao cirurgica preventiva e aconselhamento genético familiar.



ABSTRACT



Familial medullary thyroid carcinoma (FMTC) is an autosomic dominant
disorder related to mutations in the RET proto-oncogene. These mutation occur
mostly in the extracellular rich cistein domains of the RET protein, related to the
codons 10 and 11. The FMTC represents 5-15% of hereditary medullary thyroid
carcinoma (MTC). To characterize MTC of familial origin, at least four members of a
family must be affected.

The present study focused upon clinical-genetics characteristics of a
25-member family (13 men and 12 women) distributed through three generations. Six
of them had MTC: one first generation man, two men and three women from the
second generation. Up until now, no member from the third generation has
developed the disease.

We studied 19 of these individuals for mutations in the RET proto-
oncogene. A cys611tyr mutation was found in two of the kindreds. This mutation has
a low incidence (1-3%) in FMTC, but implies in high aggressiveness risk. Moreover,
we found the polymorphisms G691S, L769L, S904S in the exons 11, 13 and 15,
respectively. While cys611tyr mutation is responsible for cases of FMTC, its
relationship to these polymorphisms and the consequences of this interrelation to
tumor development is still unknown.

The screening for RET proto-oncogene mutations in relatives of MTC
patients must be considered for its practicability, low cost, high specificity and
sensibility. Besides, the determination of mutations in FMTC patients’ kindred will

conduct them to prophylactic surgery and familial counseling.
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Data:  / [/

Nome:

Data de nascimento :

Local:
Idade : Histéria Familiar Positiva: 0 sim O ndo
0 Heredograma n° :
Ja com Dx de Ca medular? osim O ndo O operado? o sim- data
0 nao
O metdstase o pulmonar
0 mediastino
O cervical
0O abddmen:
Dx de FEOCROMOCITOMA? Oosim O ndo O operado? o sim -- data
o ndo
Dx de HIPERPARATIREOIDISMO?osim O ndo O operado? o sim - data
o nao
HMA
o DM o HAS o dislipidemia o CCC o ICO

Exame fisico :

=>cabeca

=» neuroma mucoso 0O sim O nao
=>» hdbito marfandide o sim O nao
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(] outros

=>» coragdo O normal Osopros Destase
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=» abddmen 0 normal ohepatomegalia

O
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Data da operacdo:__/__/__

Descri¢ao do AP: n°:

Cacitonina pré operatéria

Calcitonina basal 1 més pos operatdria : => se nl = pos teste

CEA : pré operatdria : pos operatdrio ( 1mes):




USG cervical
Pré

operatodrio:nodulo:

Vol ume LD volume LE

Pos operatério

| Recidiva

» ver folha de acompanhamento de ca medular/menZ\




Pesquisa de MEN 2 / Ca. Medular

DATA

CALCITONINA

Acido
Vanilmandélico

Metanefrinas
urinarias

Catecolaminas
séricas

CEA

Ca

Alb

PTF

CaU
24horas

PTH

TSH

T41

ATPO

basal

pos




ACOMPANHAMNETO CA MEDULAR

Data

Usg cervical

Usg hepatico

Tc cervical

Tc torax

Tc abddmen

Tc mediastino

Cintilo
Ossea

RMN
mediastino




Calcitonina basal

Indetectavel

Teste de estimulo com
gluconato de cdlcio
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Pesquisa de hipercalcitonemia

Cintilografia dssea

USG pescogo e figado, TC térax
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[
..
Positivo |
Negativo
I-IMBG
Tratamento FGD-PET
— Positivo Negativo —| Cateterismo venoso com
medicdo da CT
[
Gradiente fora do
pescogo
. . Gradiente no pescoco
Cirurgia . .
& e ou mediastino Negativo




Primers, Temperatura de Anelamento e
NuUumero de Pares de Base dos Produtos do PRC

EXON OLIGONUCLEOTIDEO TEMPERATURA NUMERO DE
DE PARES DE BASE
ANELAMENTO (°C) | DOS PRODUTOS
DO PCR
8 | 5-GCTGTTCCCTGTCCTTGG -3’ 60
5'- GTATGCTGGCATCGAGAGC - 3° 397
9 | 5-GATCTGCCTAGGAGGTGGTG -3’
5'- ACTCTGGCTGAAGTGCCTGT - 3’ °0 308
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14 | 5- CCTGGCTCCTGGAAGACC - 3’
5'- CATATGCACGCACCTTCATC — 3’ %0 361
15 | 5- TTCCTACAGCTCGTTCATCG - 3’
5'- TCTTTCCTAGGCTTCCCAAG — 3’ 625 260
5-.TAACCTCCACCCCAAGAGAG — 3’ 60 230
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Exames de imagem do sujeito |l-1

Data

USG cervical

uUSsG
hepatico

TC térax

TC abddémen

PCl com I'*

10/2005

Sem sinais
de recidiva
ou metastase

Positiva pra
aregiao
cervical
anterior

06/2006

Sem sinais
de recidiva
ou metastase

Auséncia de
metastase

05/2007

Sem sinais
de recidiva
ou metastase

Colelitiase
biliar

08/2007

Sem sinais
de recidiva
ou metastase

Auséncia de
metastase

Sem
evidéncias
de metastase
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