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RESUMO






A Neoplasia Endocrina Mdiltipla (NEM) tipo 2A é caracterizada pela
presenga de Carcinoma Medular de Tireéide (CMT), feocromocitoma e
hiperparatireoidismo. Esta sindrome pode ser diagnosticada em portadores
assintomaticos pertencentes a familias de individuos acometidos pela sindrome
utilizando-se testes periddicos de estimulagcdo da secrecdo de calcitonina pela
gastrina. Entretanto, a analise do DNA genémico permite a identificagdo destes
individuos, possibilitando diagnéstico mais precoce e tratamento preventivo. O
objetivo deste trabalho foi analisar dois diferentes testes de rastreamento de CMT,
com a finalidade de diagnosticar portadores assintomaticos de familias com
individuos com NEM 2 A: um teste bioquimico utilizando o omeprazol e a analise
molecular do gene do protooncogene RET. Onze individuos de duas familias
brasileiras ndo consangiineas com NEM 2A foram submetidos ao teste de
secregdo de calcitonina induzida pelo omeprazol. Calcitonina e gastrina foram
determinadas por imunoensaios. DNA genémico foi extraido de sangue total dos
15 individuos que concordaram com o estudo. Os exons 10 e 11 foram
amplificados por PCR e os produtos analisados por sequenciamento direto. O
teste de estimulo da secrecdo de calcitonina pelo omeprazol ndo identificou
nenhum portador assintomatico. Entre os membros da familia 1 encontramos trés
individuos afetados pela mutagdo germinativa TGC—TAC (C634Y). Dois irmaos
apresentavam CMT, sendo que na irma associavam-se feocromocitoma e
hiperparatireoidismo; o filho desta ultima, de nove anos de idade, apresentava
status previamente desconhecido. O estudo da familia 2 demonstrou a mutagédo
TGC—-CGC (C634R) somente no caso-indice. Esta paciente apresentava além do
CMT, feocromocitoma, hiperparatireoidismo e liquen amiloidético cutaneo. Seus
pais e seus quatro irmaos, todos assintomaticos, ndo apresentaram esta mutagao,
sugerindo que a mutagdo C634R ocorreu de novo nesta paciente. Em concluséo,
a especificidade do teste do omeprazol foi limitado e a eficacia deste teste
permanece a ser estabelecida. As duas mutagdes mais freglientemente
encontradas no protooncogene RET na NEM 2A, estdo presentes em familias

brasileiras. A analise molecular deve ser o procedimento de escolha para o
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rastreamento de familias com NEM 2A, desde que é preciso e dispensa testes

bioquimicos repetitivos.
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Patients with MEN type 2A are at risk for early medullary thyroid carcinoma
(MTC), which might be diagnosed by periodical gastrin-induced calcitonin tests.
However, direct DNA analysis permits the identification of asymptomatic mutant
carriers in a family, providing an early and definitive diagnosis. We performed
different screening tests for MTC, a recently reported biochemical screening test
using omeprazole and DNA analysis. Fifteen members of two non-consanguineous
Brazilian families with MEN 2A were submitted to the omeprazole-induced
calcitonin stimulation test. Serum calcitonin and gastrin were determined by
immunoassays. RET proto-oncogene analysis was carried out by direct DNA
sequencing of PCR-amplified products for exons 10 and 11. Family 1 showed a
TGC—-TAC (C634Y) germline mutation in three individuals. Two brothers with
symptomatic MTC, one of them also associated with pheocromocytoma and
hyperparathyroidism whose son was a nine-year-old boy of previously unknown
status. Family 2 showed a TGC—CGC (C634R) mutation only in the index case,
who presented cutaneous lichen amyloidosis in addition to MTC,
pheocromocytoma and hyperparathyroidism. Neither her parents nor her four
brothers showed this genetic mutation. The two most frequent RET proto-
oncogene mutations in MEN 2A are present in Brazilian families. In addition, the
specificity of basal and omeprazole-stimulated calcitonin is rather limited and the
efficacy of the omeprazole test still remains to be systematically examined.
Therefore, RET proto-oncogene analysis must be the first choice for a screening
procedure to identify mutant gene carriers in MEN 2A family members and to
permit early prophylactic treatment.
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Desde o inicio do século XX tém sido descritos casos de individuos
afetados por diferentes combinagbes de tumores glandulares enddcrinos. A
fascinagdo por este grupo de doengas deriva dos quadros clinicos complexos,
caracteristicamente relacionados a produgdo excessiva de grande variedade de
substancias hormonais. Estes quadros incluem hipercalcemia, hipercorticismo,
sindrome carcindide, ulcera péptica pelo excesso de gastrina, diarréia aquosa
causada pelos peptideos intestinais vasoativos, hiperprolactinemia, acromegalia e
hiperinsulinismo, entre outras. Com o tempo, foram observados padrées de
associagado entre esses tumores, bem como a ocorréncia preferencial dessas
associagées em uma mesma familia, emergindo o conceito de desordens clinicas
complexas, geneticamente determinadas e potencialmente letais. Previamente
foram denominadas Adenopatia Endocrina Mdaltipla (MEA) e Sindrome
Pluriglandular, mas devido ao espectro amplo de achados histopatoldgicos,
variando da hiperplasia ao carcinoma, foi proposto o termo Neoplasia Endocrina
Multipla (NEM) (Thakker, 1998; Hoff et al., 2000). Estas sindromes (Quadro 1)
incluem as neoplasias enddcrinas multiplas tipos 1 e 2 (NEM 1 e NEM 2),
sindrome von Hippel Lindau (VHL), neurofibromatose tipo 1 (NF1), e o complexo
de Carney (Hoff et al., 2000).

A NEM é uma sindrome determinada geneticamente, caracterizada pelo

acometimento tumoral de gléndulas enddcrinas em diferentes combinagdes.
Subdivide-se em NEM tipo 1 e NEM tipo 2.
A NEM tipo 1 foi descrita em 1954 por Wermer, que caracterizou uma familia em
que o pai e quatro dos nove filhos desenvolveram tumores de pelo menos dois
orgaos acometidos nesta sindrome, ou seja, adenomas hipofisarios, tumores de
paratiredides, insulinomas, gastrinomas, cértex adrenal, angiofibromas e lipomas
(Wermer, 1954; 1956).
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Quadro 1: Sindromes genéticas com componentes neoplasicos endocrinos

multiplos
Sindrome Localizagado dos tumores endocrinos
NEM 1 Hipofise
Glandulas paratireéides
llhotas pancreéticas
Cortex adrenal
Angiofibromas cutaneos
Lipomas
NEM 2A CMT

Medular adrenal (feocromocitoma)
Glandulas paratiredides

NEM 2B Células C da tiredide (CMT)
Medular Adrenal (feocromocitoma)
Ganglioneuromatose intestinal
Caracteristicas Marfanéides

Von Hippel Lindau Medular Adrenal (feocromocitoma)
llhotas pancreaticas

SNC (Hemangioblastoma)
Angiomas retinianos

Carcinoma de células renais
Cistos viscerais

Neurofibromatose tipo 1 | Neurofibromas

Desenvolvimento de tumores endécrinos inconstante
Medular adrenal (feocromocitoma)

Células C (CMT)

Neoplasia de paratiredide

| Tumores produtores de somatostatina

Complexo de Carney | Hipofise

Tiredide

Testiculo

Cortex adrenal

Mixomas do corag@o, mamas e pele
Pigmentacao cutanea

CMT=carcinoma medular de tiredide SNC=Sistema nervoso central

A NEM tipo 2 é uma sindrome genética de herangca autossomica
dominante, com alto grau de penetrancia e variabilidade de expressdo. Apresenta
trés fendtipos, todos caracterizados pela presenga do Carcinoma Medular de
Tiredide (CMT), denominados NEM 2A, Carcinoma Medular de Tiredide Familial
(CMTF) e NEM 2B (Raue et al.,, 1994). A NEM 2A foi descrita por Sipple em 1961
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(Sipple, 1961) e responde por cerca de 60 a 90% dos casos de NEM; apresenta
associagdo do CMT com feocromocitoma e, menos comumente, com
hiperparatireoidismo. A NEM 2B foi descrita por William e Pollock, em 1966
(William & Pollock, 1996) e incide em cerca de 5% dos casos de NEM; além do
CMT e feocromocitoma ocorrem neuromas mucosos multiplos e habito
marfandide, sendo o hiperparatiroidismo incomum. Estas duas formas clinicas
podem apresentar assincronia entre os varios componentes da sindrome, ou seja,
os tumores caracteristicos da NEM 2A e 2B podem se manifestar em momentos
diferentes na vida do paciente. O CMTF se caracteriza pela presenca de pelo
menos quatro casos de CMT em uma mesma familia, na auséncia de outros
tumores endécrinos associados, como o feocromocitoma ou adenoma/hiperplasia
de paratiredides (Eng et al.,1996).

A tabela | apresenta os diferentes fenotipos encontrados na NEM 2, as
principais alteracbes histologicas, suas respectivas freqliéncias e lesdes
associadas.

Tabela I: Fendtipos encontrados na NEM 2 com suas respectivas freqiéncias e
lesbes associadas.

Fendtipo Glandulas envolvidas Frequéncia Lesdes associadas
%
Tireoide: CMT 97
NEM 2A
Paratiredide: Hiperplasia 30 Liquen Amiléide Cutaneo
Adrenais: Feocromocitoma 50
Tiredide: CMT 90 Habito marfandide (65%)
NEM 2B ‘
Adrenais: Feocromocitoma 45 Neuromas mucosos multiplos
(100%)
CMTF | Tirecide: CMT 100
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As associagOes descritas estao relacionadas a origem embriolégica das
células no CMT, feocromocitoma, neurogangliomas e adenomas de paratiredides,
todas derivadas da crista neural (Deftos et al.,1995). A crista neural desenvolve-
se na terceira e quarta semanas de idade gestacional, e contém uma populagao
de células migratérias que inicialmente dispde-se como uma camada celular
idéntica ao longo de todo 0 embrido, mas rapidamente diferencia-se bilateraimente
em crista neural cefalica e crista neural truncal (Moore & Persaud, 2000). O
segmento cefalico origina a maior parte do mesénquima da cabega, derivando
dela seu esqueleto, tecido conjuntivo, musculatura e a células que formam a
bainha do sistema nervoso periférico. Entre os arcos branquiais, por volta da
quarta semana de vida, aparecem pares de bolsas que sao logo preenchidas pelo
endoderma da faringe, denominadas bolsas faringeas. Existem quatro pares de
bolsas faringeas, o quinto & ausente ou rudimentar. As terceiras e quartas bolisas
faringeas, por volta da sexta semana de idade gestacional, ddo origem as
glandulas paratiredides. A por¢ao ventral de cada uma das quartas bolsas se
desenvolve em um corpo ultimobranquial, estrutura que recebeu este nome por
ser a ultima da série de estruturas derivadas das bolsas faringeas. O corpo
ultimobranquial funde-se com a glandula tiredide e, subseqlientemente,
dissemina-se para originar as ceélulas parafoliculares ou células C (Moore &
Persaud, 2000). O segmento truncal desenvolve-se por duas vias denominadas
ventral e dorsolateral. Na via ventral, as células da crista migram para o lado e
para frente da coluna vertebral (Garcia, 1991), formando os neurdnios da cadeia
simpética e dos ganglios abdominais intermediarios (celiacos, mesentéricos e
renais), além de outras estruturas derivadas da crista neural truncal, como as
células de Schwann, as da cartilagem dos arcos branquiais, as células satélites
dos ganglios, as células cromafins da medula da supra-renal e ceélulas
pigmentares da pele. Embora as células da crista neural sejam pluripotentes,
sucessivas interagdes com fatores locais dirigem sua diferenciagédo e migragao.
Ha indicios de que precocemente ocorrem modificagbes de adesdo entre as
células da crista neural, com regulagdo negativa de moléculas como N-CAM
(Neural Cell Adhesion Molecule), N-Caderina e E-Caderina, explicando a
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caracteristica migratéria destas células. A dispersdo ocorreria inicialmente por
inibicdo do contato celular, seguida da migragéo orientada por fatores existentes
no proprio embrido, como vasos e axénios. Uma vez no destino, novas mudancas
nas proteinas de adesdo, com regulagdo negativa de certas integrinas e
reexpressdo da NCAM, N- e E- caderina modulariam a parada da migragédo e o
estabelecimento das células, que continuariam seu processo de diferenciagdo. No
caso das células cromafins medulares, a produgao de glicocorticdide parece ter
influéncia decisiva.

Das neurocristopatias caracteristicas da NEM 2, o CMT € a manifestagdo
mais prevalente. Embora na pratica clinica seja encontrada em 4 a 12% dos
tumores tireoidianos, somente 20 a 25% destes estdo relacionados a NEM 2.
Origina-se das células parafoliculares, também chamadas células C porque
secretam o horménio calcitonina (Williams, 1966). A Calcitonina € um peptideo de
32 aminoacidos que embora tenha a propriedade de diminuir a quantidade de
calcio sérico, por inibir a reabsor¢do 6ssea e promover a excre¢ao de calcio, tem
papel pouco importante na fisiologia do ser humano. Quantidades
inadequadamente elevadas de calcitonina podem ser encontradas em pacientes
portadores de CMT, servindo como marcador tumoral (Robinson et al, 1991).
Além da calcitonina, outros horménios e substancias comumente produzidos por
tecidos derivados da crista neural podem ser secretados (Quadro 2), o que
diversifica bastante a apresentagao clinica dos pacientes portadores de NEM 2.



Quadro 2: Possiveis produtos do Carcinoma Medular da Tiredide

|

s
i

|
|
|

Calcitonina (CT)
Cromogranina A
PKN21 (Katacalcina)
N-Pro CT

L-Dopa descarboxilase
Histaminase
Serotonina
Protaglandinas

ACTH

Horménio estimulador de melandcitos
Somatostatina
Melanina

Beta endorfina

Substancia P

Neurotensina

Peptideo Intestinal Vasoativo
CRH

Peptideo liberador de gastrina
Fator liberador de prolactina
Fator de Crescimento Nervoso
Amildide

Calicreina e cininas

Enolase neurdnio especifica
Sinaptofisina

Antigeno Carcinoembrionario
Peptideo relacionado ao gene da
Calcitonina

O CMT ocorre como nodulagéo uni ou bilateral, firme, muitas vezes

descoberta ao exame tireoidiano de rotina (Deftos et al.,1995; Raue et al., 1994).

Localiza-se preferencialmente na porgdo superior da tiredide, regido onde sdo

encontradas células C em maior densidade (Well et al., 1994). Foi reconhecido

inicialmente por Hazard (1959), como uma entidade patolégica distinguivel de

outros tumores tireoidianos pela presenca de substéancias amildides no estroma.

Embora o CMT esporadico caracteristicamente apresente-se como foco unilateral,

nos casos familiais sdo multicéntricos, comprometendo ambos os lobos

tireoidianos em praticamente 100% dos casos (Raue et al., 1994). As metastases

podem estar presentes ja no inicio do quadro e ocorrem para os linfonodos das

cadeias centrais do pescogo, mediastino, pulmdes, figado, ossos, pleura, cérebro,

supra-renais e ovarios. S8o comuns os distlrbios gastrointestinais como diarréia,

principalmente nos portadores de grande carga tumoral (Robbins ef al., 1991).

A histoéria natural do CMT varia bastante, mostrando agressividade

intermediaria entre o carcinoma anaplasico e o papilifero ou folicular, contudo
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podem ser rapidamente progressivos e levar a morte em semanas apds o
diagnostico (Deftos et al,1995). A taxa de sobrevida em 10 anos é
aproximadamente 65% (Heshmati et al.,1997). Nos individuos com CMT
esporadico o diagndstico geralmente é feito na quinta ou sexta décadas de vida.
Em pacientes portadores de NEM 2B, o CMT desenvolve-se em idade mais
precoce e tem taxa de mortalidade mais alta que na NEM 2A (Raue et al., 1994)
principalmente se acompanhada de doenca metastatica (Kakudo et al., 1985).

O diagnéstico é realizado pela analise citologica das amostras obtidas pela
biépsia aspirativa por agulha fina, rotineiramente utilizada na pesquisa dos casos
de nddulos tireoidianos (Franz, 1997). A citologia aspirativa com agulha fina
(CAAF) evidencia células parafoliculares agrupadas ou isoladas, amiléide, necrose
e células inflamatorias, além de componentes papilares. A imunohistoquimica para
calcitonina pode ser utilizada, aumentando a acuracia na determinagio deste
tumor (Deftos et al, 1995, Maciel, 1992). Ao ultra-som, os focos primitivos e
metastaticos podem apresentar aspecto de calcificacbes densas e irregulares,
contrastando com as calcificacdes homogéneas e ténues (corpos
psammomatosos) que podem ser vistas na maioria dos tumores tireoidianos. Este
tumor capta '*'Imetaiodobenzilguanidina (MIBG), que tem sido utilizado em
estudos cintilograficos.

A mensuragdo da quantidade basal de calcitonina é utilizada como
marcador da presenga do CMT, geralmente encontrando-se valores muitos
elevados (Melvin et al., 1971; Mayr B. et al., 1999; Cohen, 2000). Contudo, niveis
normais de cailcitonina basal podem estar presentes, particularmente quando a
transformagdao neoplasica mostra-se na fase de hiperplasia das células
parafoliculares, reconhecidamente o estadio precursor do carcinoma (Eng &
Mulligan, 1997; Wells et al., 1994). Nestes casos, testes estimulatérios para
calcitonina mostram a hiperresponsividade das células anémalas, possibilitando o
diagndstico. Os classicamente utilizados sdo o da infusdo de caicio e de
pentagastrina (Wells et al.,, 1978; 1994). Estes testes s&do indicados anualmente
em parentes de primeiro grau dos pacientes diagnosticados com NEM 2 (Chi et
al., 1992; Wells et al., 1994; Erdogan et al., 1997), particularmente antes dos 40
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anos de idade quando, na maioria das vezes, o CMT ainda nao se tornou
clinicamente evidente. Embora bastante uteis, podem resultar em resultados falso
positivo em até 6,6% dos casos (Hernandez et al., 1997; Decker, 1995), desde que
a hiperplasia de células C também pode ser observada em pacientes portadores
de tireoidite de Hashimoto (Libbei etf al, 1989; Libs et al, 1987). Além disso, estes
testes ndo sé@o isentos de outros aspectos negativos, como a necessidade de
hospitalizagdo para sua execugdo. Sao geralmente indicados a partir dos 3 a 5
anos de idade e repetidos anualmente até os 35 anos, quando a probabilidade de
transformacédo neoplasica limita-se a menos que 5%, possibilitando maior
espacamento entre os testes (Ponder, 1988). Portanto, outro aspecto negativo dos
testes bioquimicos & a possibilidade de abandono do acompanhamento, pela
recusa da repeticdo anual do teste nos familiares de pacientes com NEM.
Recentemente foi descrito um teste de estimulo para calcitonina utilizando o
omeprazol (Erdogan et al.,1997), um derivado benzimidazodlico que bloqueia a
bomba de prétons, inibindo marcadamente a secregdo acida gastrica basal e
estimulada. A gastrina secretada endogenamente, induzida pelo aumento do pH
gastrico, pode substituir o teste classico da pentagastrina.

A associagao do CMT ao feocromocitoma foi documentada por Sipple em
1961, que descreveu o caso de um paciente de 33 anos de idade, gravemente
hipertenso, no qual foi encontrado um tipo de tumor tireoidiano invasivo,
pobremente diferenciado e rico em substancia amildéide. Observagdes posteriores
permitiram associar o CMT ao feocromocitoma acometendo varios individuos de
uma mesma familia (Raue et al., 1994). Os feocromocitomas sdo tumores das
celulas cromafins do eixo simpatico adrenomedular, caracterizados pela
autonomia na produgdo de catecolaminas, mais frequentemente adrenalina e/ou
noradrenalina (Eisenhofer et al., 1999). Embora seja causa rara de hipertensao
arterial, incidindo em menos de 0,1% dos hipertensos diastolicos, sua suspeita
diagndstica tem importancia por ser causa curavel de hipertensao arterial severa e
potencialmente fatal, além de um indicio para a presenga de NEM 2 (Faigal &
Shiota, 1997; Cryer, 1995; Casanova, 1993). Aproximadamente 80 a 95% dos
feocromocitomas ocorrem esporadicamente, os 5 a 20% restantes sdo associados
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a Hippel-Lindau, neurofibromatose tipo 1 € NEM 2A ou 2B, ou simplesmente como
uma predisposigéo familial para o feocromocitoma (Matias-Guiu et al., 1995).

Ao contrario dos feocromocitomas esporadicos, os associados @ NEM 2
podem ocorrer uni ou mais freqientemente bilateraimente, acometendo cerca de
50% dos portadores de NEM 2A. Quando unilaterais, ndo é incomum encontramos
hiperplasia difusa ou nodular contralateral. Quando o feocromocitoma e o CMT
coexistem, este ultimo €& geralmente diagnosticado antes, e se ocorrer
hiperparatireoidismo associado, geralmente também é& descoberto antes do
feocromocitoma. O CMT pode anteceder o diagnostico de feocromocitoma em 20
anos, em alguns casos (Deftos et al., 1995).

Semelhante ao que ocorre no CMT, o feocromocitoma tem um estagio
precursor caracterizado pela hiperplasia da medular adrenal, o que pode resultar
em um aspecto adenomatoso. Existe, portanto, uma seqiéncia onde a hipertrofia
desenvolve-se em hiperplasia, esta em nodularidade que se transforma em
neoplasia, eventos que lembram os que ocorrem com as células parafoliculares e
também com as paratireoidianas (Deftos et al., 1995). A transformag¢do maligna é
possivel, mas menos frequente que os 10% observados nos casos de
feocromocitomas esporadicos.

Os sintomas sao de instalagéo frequentemente subita e conseqliiéncia dos
produtos de secregcdo tumoral, raramente ocorrendo efeitos de massa. Podem
incluir cefaléia, palpitagbes, nervosismo e hipertensado arterial, além de outros
sintomas menos comuns como tonturas, palidez cutanea, dor toracica tipo angina,
dor abdominal, nausea, vOmitos, tremores, nervosismo, ansiedade, dispnéia,
polilria pés-crise, cianose, rubor facial, reagdo urticariforme e convulsdo. Os
paroxismos, cuja frequéncia varia consideravelmente, duram poucos minutos, mas
podem persistir por uma hora ou mais. Como ocorre nos CMT, os
feocromocitomas podem produzir outros peptideos e aminas, incluindo
somatostatina, calcitonina, vasopressina, ACTH, histamina e serotonina, mas sua
producdo geralmente nao tem tradugao clinica.

O diagndstico laboratorial é realizado pela dosagem de adrenalina e
noradrenalina colhidas em amostra sanguinea (preferencialmente durante uma
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crise) ou na urina coletada por 24 horas. A dosagem dos metabdlitos das
catecolaminas, como o acido vaniimandélico (VMA), a metanefrina e a
normetanefrina, analisadas em urina coletada por 24 horas também sao utilizadas
como indicios da presenga do feocromocitoma, com grande sensibilidade e
especificidade (Faigal & Shiota, 1997). A localizagdo do feocromocitoma auxilia no
diagndstico e possibilita o acesso cirtrgico seguro (Faigal & Shiota, 1997; Young &
Landsberg, 1998). A ultra-sonografia detecta grande parte dos feocromocitomas,
entretanto a tomografia computadorizada (TC) pode localizar 90% desses
tumores. A ressonancia nuclear magnética (RNM) parece identifica-los tdo bem
quanto a TC, com a vantagem de ndo submeter o paciente a radiagdo, além de
produzir imagens com sinal hiperintenso em T2, que auxiliam a identificagdo deste
tipo de tumor. A cintilografia usando a *'l metaiodobenzilguanidina (MIBG) tem a
vantagem de medir a fung¢ao, além de possibilitar a visualizagao de todo o tronco
simpatico e € de especial importancia na pesquisa de recidivas tumorais pos-
retirada do feocromocitoma (Quint et al., 1987).

O hiperparatireoidismo primario € o componente menos freqliiente da NEM
2A, e ocorre em 30% dos afetados. Desenvolve-se freqlientemente apds a terceira
década de vida e suas manifestagbes clinicas ndo diferem das apresentadas no
hiperparatiroidismo primario esporadico. A hiperplasia generalizada e assimétrica
das glandulas paratiredides € o achado histolégico mais comum (Deftos ef al.,
1995). Inicialmente interpretados como secundarios ao aumento de CT encontrada
nos CMT, hoje € visto como mais uma manifestagdo da neurocristopatia que é a
NEM 2A, pois o hiperparatiroidismo ndo € observado em portadores de NEM 2B
ou CMTF, situagbes em que a hipercalcitoninemia também é evidente.
Anualmente os pacientes portadores de NEM 2A devem ter o calcio sérico medido
e, se elevado, é indicada mensuragao de PTH intacto (Raue ef al, 1994). O
encontro de aumento do caicio e PTH séricos é indicativo de hiperparatiroidismo
primario. Aparentemente a existéncia de hiperplasia € mais comum que
adenomas, mas estes podem ser multicéntricos, ou seja, acometer mais de uma
glandula simultaneamente, o que deve estar em mente para a abordagem
cirurgica. Nao existe, contudo, conduta claramente determinada quanto ao tipo de

38



procedimento cirurgico a ser adotado. Em geral leva-se em conta a existéncia de
outros casos de hiperparatireoidismo na familia, o nivel de calcio e grau de
acometimento das paratiredides para planejamento cirlrgico, que pode incluir
paratireoidectomia parcial, paratireoidectomia total com timectomia e transplante
autdlogo das paratiredides. No caso de baixa probabilidade do envolvimento atual
ou futuro das paratiredides, executa-se cirurgia mais conservadora (Raue et al.,
1994).

A NEM 2A pode ainda estar acompanhada de lesdes cutaneas liquendides
pruriginosas, denominadas liquen amiloidético cutaneo. O liquen amiloidético é
uma patologia da pele relativamente comum no Sudoeste Asiatico, América do Sul
e Republica da China. Muitos destes pacientes tém histéria de ocorréncia familial
das lesbes caracterizadas por papulas hiperceratoticas pruriginosas castanho-
avermelhadas, mais comumente vistas sobre a regidao pré-tibial, pés e coxas. O
surgimento ocorre ao redor da puberdade, com aumento progressivo da afecgdo
com a idade. O liqguen na NEM 2A ocorre particularmente na regiao interescapular,
seguindo os dermatomos de C8-T3 e € associado n&o apenas a queixa de prurido
intenso, mas também a parestesia € a hiperalgesia, sugerindo acometimento
idéntico ao da Notalgia Parestética (Chabre, 1992). Isso sugere alteragdo dos
ramos sensitivos dorsais posteriores, derivados da crista neural. A alteracdo da
colorag@o da pele seria conseglente & “amiloidose por fricgao’, ou seja, ocorreria
secundariamente ao prurido, com escarificagdo da pele e depdsito amiléide ao
longo do tempo (Weyers et al., 1999). A bidpsia da pele mostra deposicdo de
amildide na interface dermo-epidérmica em lesOes estabelecidas. Em muitos
pacientes serve como um marcador fenotipico de NEM 2A, podendo preceder seu
diagnéstico clinico em varios anos (Raue et al.,1994; Gagel et al., 1989; Cecherini
et al., 1989).

Embora néo faga parte da NEM 2, a Doenga de Hirschsprung (HSCR) &
uma das condi¢cdes observadas precocemente em associagdo tanto com a NEM
2A (Verdy et al., 1982), quanto com a NEM 2B (Mahaffey et al, 1990).
Caracteriza-se por perda da inervaga@o autondémica do trato gastrointestinal distal,
resultante da falha de migragdo, diferenciagdo ou sobrevivéncia de células

39



precursoras da crista neural, que deveria ocorrer entre a 52 e 122 semanas de
idade gestacional (Eng & Mulligan, 1997). Dependendo da extensdo do segmento
agangliénico, a HSCR é classificada nos subtipos HSCR de segmento curto e
HSCR de segmento longo (Takahashi et al, 1999). Geralmente desenvolvem
obstrug@o funcional, resultando em severa constipacdo e megacdlon ainda no
periodo neonatal (Passarge, 1967 ; Cosma et al., 1998). Ocorre em 1/5.000
nascidos vivos. Destes, apenas 10% s&o hereditarios, com transmissido
autossomica dominante, autossémica recessiva ou transmissdo poligénica,
demonstrando ser uma manifestagdo bastante heterogénea.

A historia natural da NEM 2A varia muito. O carcinoma medular de tiredide
é manifestagdo clinica mais freqlente e ocorre em quase todos os casos antes
dos 40 anos, concentrando-se mais nas duas primeiras décadas de vida (Worllk et
al., 1994). Dos pacientes que se apresentam como casos-indice, 30% morrerdo da
doenga ou apresentardo grande morbidade, sendo estas relacionadas ao
feocromocitoma e, principalmente, ao CMT (Raue et al., 1994). E estimado que
90% dos CMT palpaveis j& tém metastases regionais (Tissell et al., 1986). Com a
introdugéo dos testes bioquimicos e a estratégia de rastreamento prospectivo em
familiares dos portadores, ocorreu enorme impacto na detecgdo precoce e
tratamento da NEM 2A (Easton et al., 1989). Contudo, Telander et al., (1989)
reportaram a existéncia de criangas portadoras de NEM 2A com hiperplasia de
células C e CMT em idades tdo precoces quanto 18 meses e 2,8 anos
respectivamente, mostrando a necessidade de um exame mais sensivel,
especifico e precoce que o teste da pentagastrina na detecgéo dos portadores de
NEM 2A.
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Proto-oncogene RET

A busca pelo gene responsavel pela NEM 2A comegou ha
aproximadamente 20 anos, com estudos de ligagao usando marcadores classicos
e analises citogenéticas (Goodfellow, 1994). Foi sugerido por Simpson et al,
(1979), que a NEM 2 estaria ligada ao locus HLA, localizado no brago curto do
cromossomo 6. Estes mesmos autores publicaram em 1982 (Simpson et al., 1982)
um estudo excluindo essa regido como candidata a sindrome, o que foi
confirmado por Perrier et al., em 1987. Van Dyke ef al. (1982), observaram
pequenas delegdes na regido 20p12.2 segregando com a NEM 2. Esta mutagéo ja
havia sido encontrada por este autor em casos de NEM 2A e NEM 2B (Van Dyke
et al,1981). Estudos posteriores como os de Babu (Babu et al., 1982, 1984 e
1987) pareciam confirmar os achados iniciais de Van Dyke. Contudo, nZo havia
unanimidade. Investigacbes conduzidas por Gustavson et al. (1983), Emmertsen
et al. (1983), Zatterale et al. (1984), Goodfellow et al. (1985) e Farrer et al. (1987)
ndo conseguiram encontrar a associagao descrita por aqueles autores, em suas
analises de portadores de NEM 2A e 2B.

A controvérsia renovou o interesse na pesquisa de novas areas candidatas
a abrigar o gene causador da NEM 2A. Cerca de 30% do genoma ja havia sido
excluido utilizando-se diferentes sondas, quando Simpson ef al. (1987) estudaram
292 membros de 5 familias portadoras de NEM 2A, por meio de analise de ligagao
utilizando duas sondas para o cromossomo 10. Uma destas sondas, a D10S5 era
completamente nova e hibridizou com a regido 10q11.2, a segunda sonda era a
IRBP (interstitial retinol-binding protein), que por sua vez hibridizou com a regiao
10p11.2—>q11.2. Os resultados permitiam afirmar que esses /oci estavam do
mesmo lado do /ocus da sindrome, a 12 centiMorgan (cM) para a D10S5 e a 21
cM da IRBP. Isso abriu caminho para o refinamento das sondas utilizadas o que
logo resultou na localizagdo do gene responsavel pela MEM2A precisamente na
regido 10q11.2, a mesma implicada na NEM 2B e CMTF (Lairmore et al., 1991).
As semelhangas clinicas entre estas trés formas de NEM 2, aliadas ao fato de
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estarem relacionadas ao mesmo /ocus génico levou a especulagdo que seriam
mutagodes diferentes no mesmo gene (mutagdo alélica).

Em 1985, época em que os estudos com sondas ainda estavam no inicio,
um evento aparentemente nao relacionado a NEM 2 foi observado por Takahashi
et al. (1985) durante experimentos de transfeccao de células NIH 3TC com células
de linfoma humano. Neste experimento, o DNA de células NIH 3TC transformadas
induziam novas transformagdes com alta eficiéncia. A anédlise dos fragmentos de
DNA mostrava dois segmentos cotranscritos nas células NIH 3TC transformadas,
mas nao em qualquer outra célula humana examinada. A transformagéo, assim,
pareceu ser ativada pela recombinagdo entre dois segmentos de DNA nédo
semelhantes durante a transfecgéo, resuitando em uma proteina quimérica com
alta atividade de transformag&o. Takahashi denominou estes fragmentos de RET,
acronimo para REarraged during Transfeccion. Posteriormente, Ishizaka et al.,
(1989) usaram clones derivados do proto-oncogene RET como sondas para
determinar seu /ocus no genoma humano. Através da técnica de fluorescéncia e
hibridizacdo in situ, determinou o locus do proto-oncogene RET na regido
10g11. 2. Neste mesmo estudo, o autor sugeriu que o gene RET poderia estar
relacionado @ NEM 2A, pois seu focus era coincidente com a regido em que
estudos de ligagdo, iniciados por Simpson cerca de dois anos antes,
demonstraram intima associagdo com a sindrome (Simpson et al., 1987). A
identificagdo do gene responsavel pela NEM 2 resultou em enorme impacto sobre
a detecgdo e progndstico da patologia. Os grupos de Mulligan (Mulligan et al.
1993) e Donis-Keller (Donis-Keler et al., 1993), trabalhando independentemente,
observaram mutagdes no proto-oncogene RET associadas a NEM 2A e ao CMTF.
Estes estudos iniciais foram seguidos de numerosas outras publicagdes, que
buscavam correlacionar alteragdes genotipicas aos fendtipos observados na NEM
2 e suas variantes e condi¢ées associadas (Quadro 3).

O gene RET possui 21 exons e aproximadamente 60 kb, sem que até o
momento se tenha localizado um pseudogene ou genes relacionados. Foi
inteiramente clonado por Pasini et al. (1995), o que facilitou a pesquisa de
correlagcdes gendtipo-fendtipo em estudos posteriores. O intron 1 conta com
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aproximadamente 24 Kb, enquanto os exons 2 a 20 estdo contidos em
aproximadamente 31 Kb (Hoff et al., 2000). A orientagdo do gene & 5-prime-
centromérico/3-prime-telomérico. Sua sequéncia génica € denominada proto-
oncogene RET, pois codifica uma proteina de superficie celular tipo tirosina-
quinase que realiza a transdugdo de sinais de proliferacdo, diferenciacédo e
crescimento celular (Simpson et al., 1987).
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Quadro 3: AlteracSes encontradas no proto-oncogene RET

1. Substituigoes nucleotidicas (missense/nonsense)

Cédon Mutacéo Substituicao Fendtipo Referéncia
20 CCG-CTG Pro-Leu Doencga de Hirschsprung Angrist et al.,1995
32 TCG-TTG Ser-Leu Doenga de Hirschsprung Edery et al., 1994
40 CTG-CCG Leu-Pro Doenca de Hirschsprung Yin et al., 1996
77 cCGC-TGC Arg-Cys Doenga de Hirschsprung Bolk ef al., 2000
93 cGGC-AGC Gly-Ser Doencga de Hirschsprung Angrist et al.,1995
136  cGAG-TAG Glu-Term  Doenga de Hirschsprung Edery ef a/., 1994
174 TTC-TCC Phe-Ser Doenga de Hirschsprung Kusafuka, 1997
180 CGA-CCA Arg-Pro Doenga de Hirschsprung Seri, 1997
180 cCGA-TGA Arg-Term  Doenga de Hirschsprung Edery at al., 1994
197 TGC-TAC Cys-Tyr Doenga de Hirschsprung Kusafuka, 1987
231 CGC-CAC Arg-His Doenga de Hirschsprung Attie et al., 1995
313 CGG-CAG Arg-Gin Doenga de Hirschsprung Seri et al., 1997
330 CGG-CAG Arg-Gin Doenga de Hirschsprung Edery et al., 1994
360 cCGG-TGG Arg-Trp Doencga de Hirschsprung Bolk ef al., 2000
365 TCG-TAG Ser-Term  Doenga de Hirschsprung Yin et al., 1994
383 TTCa-TTA Phe-Leu Doenga de Hirschsprung Edery et al., 1994
394  AACgG-AAG Asn-Lys Doencga de Hirschsprung Bolk et af., 2000
399 CCG-CTG Pro-Leu Doenga de Hirschsprung Yin et al., 1994
541 TGTg-TGA Cys-Term Doenca de Hirschsprung Yin et al., 1994
603 cTGC-CGC Cys-Arg NEM2 A Kambouris, 1996
609 cTGC-GGC Cys-Gly NEM 2 A Frank-Raue et al., 1996
608 TGCa-TGG Cys-Trp Doenga de Hirschsprung Mulligan et a/.,1994
609 TGC-TAC Cys-Tyr Céncer de Tirebide Blaugrund et al., 1994
611 cTGC-CGC Cys-Arg NEM 2 A Kambouris et al., 1996
611 cTGC-GGC Cys-Gly Céancer de Tiredide Oriola et al., 1998
611 TGC-TTC Cys-Phe NEM2 A Frank-Raue et al., 1996
611 cTGC-AGC Cys-Ser NEM2 A Kambouris et al., 1996
611 TGCt-TGG Cys-Trp NEM2 A Donnis-Keller et a/., 1993
611 TGC-TAC Cys-Tyr NEM 2 A Landsvater ef a/., 1996
618 gTGC-CGC Cys-Arg Cancer de Tiredide Blaugrund ef al.,, 1994
618 gTGC-GGC Cys-Gly Cancer de Tirebide Marsh et al., 1994
618 TGC-TTC Cys-Phe NEM2 A Kambouris et al., 1996
618  gTGC-AGC Cys-Ser Cancer de Tiredide Blaugrund ef al., 1994
618 TGC-TCC Cys-Ser NEM2 A Xue ef al., 1994
618 TGC-TAC Cys-Tyr Cancer de Tiredide Marsh et al., 1994
620 cTGC-CGC Cys-Arg Cancer de Tiredide Schuffenecker ef al., 1994
620 cTGC-GGC Cys-Gly NEM 2 A Eng et al., 1997
620 TGC-TTC Cys-Phe Cancer de Tiredide Schuffenecker et al., 1994
620 TGC-TCC Cys-Ser Cancer de Tiredide Schuffenecker ef al., 1994
620 cTGC-AGC Cys-Ser Céancer de Tiredide Blaugrund et al., 1994
620 TGCg-TGG Cys-Trp NEM 2 A Decker et al., 1998
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620 TGC-TAC Cys-Tyr NEM 2 A Mulligan et al., 1993
626 cCAG-AAG GIn-Lys Doenga de Hirschsprung Auricchio ef al., 1998
630 TGC-TTC Cys-Phe NEM2A Eng et al.,, 1997

830 TGC-TCC Cys-Ser Cancer de Tiredide Kitamura et al., 1997
630 TGC-TAC Cys-Tyr Cancer de Tirebide Kitamura ef a/., 1997
634 gTGC-CGC Cys-Arg NEM 2 A Donnis-Keller et a/., 1993
634 gTGC-GGC Cys-Gly NEM2 A McMahon et al., 1994
634 TGC-TTC Cys-Phe NEM 2 A Marsh et al., 1994
634 gTGC-AGC Cys-Ser NEM2 A McMahon et al., 1994
634 TGC-TCC Cys-Ser Cancer de Tiredide Schuffenecker et al., 1994
634 TGCc-TGG Cys-Trp NEM2 A Marsh ef al., 1894
634 TGC-TAC Cys-Tyr NEM 2 A Marsh et al., 1994
640 GCC-GGC Ala-Gly NEM 2 A Tessitore et al., 1999
762  aGAG-CAG Glu-Gln Doencga de Hirschsprung Yin et al., 1994

765 c¢TCC-CCC Ser-Pro Doenga de Hirschsprung Romeo et al., 1994
768 GAGc-GAC Glu-Asp Cancer de Tirebide Engeta., 1995

790 TTGH-TTC Leu-Phe Cancer de Tiredide Berndt et al., 1998
790 TTGH-TTT Leu-Phe Cancer de Tiretide Berndt et a/., 1998
791 TAT-TTT Tyr-Phe Doenca de Hirschsprung Seri et al,, 1997

804 cGTG-TTG Val-Leu Céancer de Tiredide Bolino et al., 1995
804 cGTG-ATG Val-Met NEM 2 A Fattoruso ef a/., 1998
891 tTCG-GCG Ser-Ala Cancer de Tiredide Hofstra et al., 1997
897 CGA-CAA Arg-GIn Doenca de Hirschsprung Romeo et al., 1994
918 ATG-ACG Met-Thr NEM 2B Carison et a., 1994
921 {GAA-TAA Glu-Term  Doenga de Hirschsprung Attie et al., 1995

922 TCC-TAC Ser-Tyr NEM 2B Kitamura et al., 1995
842 TGG-TAG Trp-Term  Doenga de Hirschsprung Attie ef al,, 1995

972 gAGG-GGG Arg-Gly Doenga de Hirschsprung Romeo et al., 1994
973 CCA-CTA Pro-Leu Doenca de Hirschsprung Yin et al., 1994

1061 CTC-CCC Leu-Pro  Doenga de Hirschsprung Geneste ef al., 1999
1064 ATG-ACG Met-Thr Doenga de Hirschsprung Attie et al., 1995

2. Substitui¢6es nucleotidicas criando sitios de splicing alternativo

VS Doador/receptor Posigdo relativa  substituicdo Fendtipo referéncia
5 ds +9 G-A HSCR Yin et al., 1994
6 as -5 C-T HSCR Attie et al., 1995
10 as +62 C-T HSCR Auricchio et al., 1999
10 as +68 G-A HSCR Salomon et al,, 1996
10 ds +1 G-A HSCR Seri et al., 1997
12 as “2 A-G HSCR Kusafuka et al., 1997
12 ds +13 C-T HSCR Seri ef al., 1997
12 ds +19 C-T HSCR Yin ef al., 1994
14 ds +5 G-A HSCR Auricchio et al.,, 1999
17 ds +5 G-A HSCR Attie et al., 1995
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» Substituicées nucleotidicas regido regulatoéria

Sequéncia

Posicéo

CAGACCCGCCGGCCCTAGCCGCAGTCCCTC(C-G)AGCCGTGGCCCCAGCGCGCACGGGCGATGG  -27

Angrist et al.,1995

5. Pequenas inser¢ées

Nucleotideo Cdédon Insertion Fendtipo Referéncia
1678 CAGGCC HSCR Attie ef al, 1995
3059 T HSCR Attie et a/., 1995
532 GAGGAGTGT Cancer de Tiredide Pigny et al., 1999
635 ACGAGCTGTGCC NEM 2 A Hoppner et al., 1997
637 TGCCGCACG NEM 2 A Hoppner et 2/, 1998
e Pequenas delecbes
Cédon delecio Fendtipo Referéncia
50 CGCCCATTGCTgtacGTCCATGCCC HSCR Svensson et a/., 1998
373 GCAGCTG"GCGgTGCTGGTCAA HSCR Romeo et al., 1994
401 GCCGGTC*AGCcTGCACCTGCC HSCR Svensson et a/., 1998
611 GCAACATGCTTccctgagGAGGAGAAGT HSCR Attie et a., 1994
1039 GGAGACAMCCGctggTGGACTGTAA HSCR Yin et al,, 1996
1058 ATGGATT*GAAaacAAACTCTATG HSCR Geneste et al., 1999

» Rearranjos complexos (incluindo inversodes)

Descricdo Fendtipo Referéncia
Dup. 21 bp, Ins. 16 bp, nt. 1677, Del. 15 bp, nt. 1699 HSCR Angrist ef al., 1995
CC-GG nt 2097-2098 C634W R635G NEM2 A Lips et al., 1994
GC-TT cd. 883 A883F NEM 2B Gimm ef al., 1997

e Delegoes grosseiras

Descrigao Fendtipo Referéncia
Mutagao descrita em DNA genémico (gene inteiro) HSCR Yin et al, 1996
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Figura 1. Esquema representando a proteina RET, seus dominios extracelular,
intramembrana (IM) e intracelular, bem como a associagao das mutagdes com os
diferentes fendtipos da NEM.

As mutagdes no proto-oncogene RET encontradas na NEM 2A geralmente
estdo localizadas na sequéncia justa-membranosa, em uma regidao rica em
cisteina (Pasini et al., 1997). Envolve os aminoacidos Cys609, Cys611, Cys618,
Cys620, Cys630 e Cys634, que sdo substituidos por um aminoacido diferente
(Donis-Keller, 1995; Mulligan et al, 1993). A figura 1 representa
esquematicamente a proteina RET com seus codons mais frequentemente
alterados, secundarios a mutagdes no gene RET bem como seus fenétipos
associados.

Estudos conduzidos por Asai et al . (1995) demonstraram que a substituicao de
uma destas cisteinas causava dimerizagcado independente do ligante, ativando o
receptor. Assim, estas cisteinas da por¢édo extramembrana da proteina RET
poderiam estar envolvidas na formagao de pontes dissulfito intracadeia, cruciais
para a estrutura terciaria da proteina. Como as mutagdes encontradas na NEM 2A
levam a perda de um residuo cisteina, outra cisteina localizada no dominio

extracelular pode estar envolvida na formagdo de pontes dissulfito intra ou
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intermoleculares. Isso explicaria a homodimerizagéo da proteina encontrada por
estes autores em células NIH 3TC. Adicionalmente, estas células que
expressavam a proteina RET andmala, tém grande atividade tirosina-quinase,
podendo colaborar para a sinalizacao exagerada do receptor anémalo.

Embora desde o inicio diferentes autores tenham estudado o papel das
mutagées do proto-oncogene RET na sintese de uma proteina alterada com alta
atividade transformadora, o papel da proteina normal na fisiologia do ser humano,
seus ligantes e a razdo de estar tdo intimamente relacionado a tecidos da crista
neural eram completamente desconhecidos até muito recentemente. A proteina
RET conta com pelo menos 10 isoformas resultantes de splicing alternativo
(Borganzone et al, 1993; Kwok et al, 1993; Lorenzo et al, 1993; Myers et al.,1995)
e esta expressa em tecidos derivados da crista neural, incluindo células C da
tiredide, medular adrenal, ganglios simpaticos e parassimpaticos, géanglios
entéricos e trato urogenital. E expressa também em células paratireoidianas.
Relaciona-se ao trofismo do sistema nervoso central e sua defesa contra injurias,
bem como o desenvolvimento embrionario do aparelho urindrio e migragéo e
desenvolvimento de neurdnios do trato gastrointestinal.

O primeiro ligante reconhecido da proteina RET foi o fator neurotréfico
derivado de célula glial (GDNF), logo seguido pela descrigdo da neurturina
(NRTN), artemina (ARTN) e persefina (PSPN). Este grupo foi denominado de
Familia de Ligantes do GDNF (GFL). De forma praticamente simultanea foi
identificada uma proteina que se ligava ao GDNF com alta afinidade (Treanor,
1996). Esta continha 468 aminoacidos e foi denominada receptor do GDNF-alfa e
atualmente € denominada GFRalfa-1. Esse receptor conserva intima associagéo
com a proteina RET formando um receptor multicomponente, de tal forma que o
GFRalfa-1 € o elemento de ligagdo com as GFLs, e a proteina RET desempenha o
importante papel de sinalizagdo transmembrana (Baloh, 2000). A relagdo entre
estes elementos do receptor multicomponente esta representada na figura 2.
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Figura 2. Esquema representando a ativagcdo dependente do ligante no
receptor do RET normal a esquerda e um modelo da autofosforilagao que
ocorre com a substituicdo de uma das seis cisteinas do dominio
extramembrana codificado pelos exons 10 e 11, causando ativagao
mantida, independente do ligante (adaptado de Takahashi et al., 1999).

Experimentos in vivo e in vitro apoiam a hipétese que para cada GFL ha um
receptor GRF-alfa preferencial, ao qual o GFL se liga com maior afinidade e ativa
com mais poténcia a proteina RET. Essas interagbes preferenciais sao
GDNF/GFR-alfat, NRTN/GFR-alfa2 e ARTN/GFR-alfa3. PSPN nado se liga ou
ativa qualquer GRF alfa de mamiferos e, atualmente, seu receptor sé foi
identificado em galinhas e € denominado GFR-alfa4 (Baloh, 2000). Baloh et al.
(2000) demonstraram que o complexo GFR alfa1-RET é o mais inespecifico dos

receptores de GFL, sendo capaz de interagir com 3 dos 4 ligantes conhecidos.
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Este modelo propde uma divisao de trabalhos entre as subunidades RET e o GFR
alfa, que sao interdependentes. Estudos sugerem que para ativagdo do receptor
de GDNF existe a formagéo de um heterotetramero de dois GDNF e dois GDNFR-
alfa que induzem alteragdes espaciais do receptor tirosina-quinase RET,
dimerizando-o e transmitindo o sinal através da membrana citoplasmatica (Asai et
al., 1995).

A sinalizagdo na proteina RET mutante parece agregar o adaptador Grb2 e
proteinas de atracagdo Shc, resultando na ativagdo sustentada das vias Ras/ERK
e Fosfatidil-inositol-3-fosfato (PI3K)/AKT, ativando outros alvos de sinalizagéo,
como a fosfolipase C-gama (PLC-gama), que aumenta a transcricdo da proteina
ligante do elemento de resposta a cAMP (CREB) além da expressé@o de mRNA da
proteina c-fos, condigdes necessarias para transformagdo de muitas formas
oncogénicas do RET. Estas vias estdo representadas esquematicamente na figura
3 (Durbec et al., 1996 ; Treanor et al., 1996 ; Ohiwa et al., 1997 : Widenfalk et
al., 1997 ; Robertson et al, 1997 ; Segouffin-Cariou et al., 2000).
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Figura 3: Representacdo esquematica das vias pos-receptor da proteina RET.
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OBJETIVOS






O presente trabalho tem como objetivos:

1. Avaliagdo de muta¢des no proto-oncogene RET em familias que
apresentam pelo menos um individuo portador de NEM tipo 2A.

2. Avaliagdo do padrdo de resposta da calcitonina a um teste
provocativo, teste de estimulo com omeprazol, em familias que
apresentam, pelo menos, um individuo portador de NEM tipo 2A.

3. Comparar a eficacia diagndstica dos testes genético e bioquimico
para a identificagdo dos individuos assintomaticos.

4. Através do rastreamento genético, detectar os portadores de
mutagGes, ainda assintomaticos e, portanto, candidatos a
tireoidectomia precoce, visando melhorar a morbidade desta
sindrome.
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CASUISTICA E METODOS

57






O presente projeto foi elaborado de acordo com as orientagbes da
Declaracdo de Helsinki (1989), International ethical guidelines for biomedical
research involving human subjects (CIOMS/WHO, 1993) e Resolugdo Normativa
do Conselho Nacional Satde (CNS) 196/96, sendo aprovado pelo Comité de Etica
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo (USP).
Os individuos envolvidos e/ou seus responsaveis, receberam esclarecimentos
sobre o projeto e, estando de acordo, assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido de participagdo em pesquisa envolvendo seres humanos. Todos foram
identificados por nimeros, para manutengdo da privacidade. Os heredogramas
foram elaborados de acordo com as recomendagdes propostas por Bennet et al.
(1995).

Realizamos seqguenciamento manual e automatico de fragmentos
amplificados por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) dos exons 10 e 11 do
proto-oncogene RET em membros de duas familias, com portadores do
diagnostico clinico, laboratorial e com confirmag&o cirurgica e anatomo-patologica,
de neoplasia multipla tipo 2A. Procedemos tambeém ao teste de estimulo da
secrecdo de calcitonina com omeprazol, conforme proposto por Erdogan et al.
(1997) com objetivo de observar a resposta ao teste, tanto nos portadores
sintomaticos quanto assintomaticos da sindrome, possibilitando analise
comparativa dos métodos de rastreamento bioquimico e molecular.

e Pacientes

Duas pacientes afetadas pela NEM 2A, em acompanhamento na Disciplina
de Endocrinologia e Metabologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto
(USP) e seus familiares foram estudados.

Os casos-indice com suas historias clinicas e respectivos heredogramas
estdo mostrados abaixo.
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Caso 1

Paciente do sexo feminino, costureira, branca, casada, natural de Santo
André(SP) e procedente de Ribeirdo Preto (SP), data de nascimento 22 de Agosto
de 1956.

Aos 26 anos iniciou com tontura, cefalgia frontal e occipital, epistaxes,
tremores, palpitagbes, sudorese, escotomas e sensacdo de calor do térax,
pescogo e face, acompanhados de rubor nesta regido que a obrigavam a tomar
um banho para alivio dos sintomas. Inicialmente eram relacionados aos grandes
esforgos, passaram a ser mais freqiientes e a ocorrerem inclusive a noite, com
duragdo de 5 minutos. Um ano apds o inicio dos sintomas procurou servigo
medico que constatou PA= 270x160 mmHg. Durante a investigagao foi identificada
massa em adrenal direita e realizada cirurgia para retirada de feocromocitoma
com 10,5 x 9,5 x 6 cm e pesando 200 g.

Permaneceu assintomatica por cinco anos, quando durante a gestacao de
seu sexto filho, comegou a apresentar os mesmos sintomas. Encaminhada a
Clinica Médica do HCFMRP, que requisitou VMA= 21.8 mg/24 horas (1,8 — 7,2),
diagnosticando recidiva do feocromocitoma. O ultra-som (US) mostrava massas
bilaterais, em topografia adrenal. Adicionalmente, foi identificado um noédulo de 2
cm no lobo direito da tiredide, endurecido, indolor e mével, sendo realizada
citologia aspirativa com agulha fina (CAAF), que resultou no laudo anatomo-
patolégico de carcinoma medular de tiredide.

Foi, portanto, diagnosticada como portadora de NEM 2A e submetida a
adrenalectomia bilateral no segundo trimestre da gestagdo, apés terapéutica
prévia com prasozin. Manteve-se normotensa e nao apresentou intercorréncias
pés ou intra-operatdrias. A seguir foi realizada tireoidectomia total com
paratirecidectomia inferior esquerda, evidenciando-se hiperplasia do tecido
paratiroidiano ao anatomo-patoldgico.

Seis anos apds evoluiu com nova recidiva do feocromocitoma, em
topografia de adrenal direita. Foi submetida a uma nova cirurgia, com retirada de
massa esférica, de 5 cm de didmetro. No acompanhamento ambulatorial a
calcitonina sérica de 671 pg/mL (normal até 5 pg/mL) levantou suspeita de
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metastase do CMT. Esta se localizava na regido anterior do pescogo, além de
uma possivel metastase no lobo direito do figado, sugerida pelo mapeamento com
*'Imetaiodobenzilguanidina (MIBG), que mostrava também &rea captante em
topografia de adrenal direita. Esta em uso de L-tiroxina (200 mcg/dia) e acetato de
cortisona (25 mg/dia).

A paciente refere que seu pai foi a 6bito aos 40 anos por tumor em regiao
cervical anterior. A mde é viva e portadora de cancer de colon, com metastases
pulmonares. Dos seus 13 irmaos, cinco morreram nos primeiros meses de vida.
Refere, ainda, a morte de uma irma aos 18 anos por suicidio, que apresentava
queixas de tonturas, nervosismo e sincopes. Outro irmao falecido aos 40 anos por
trauma cranioencefalico, apresentava epilepsia. Apresenta ainda o antecedente
familiar de um irm&o alcodlatra que faleceu aos 30 anos por infarto agudo do
miocardio. O individuo 1I-1, com 51 anos apresentou CMT diagnosticado aos 40
anos, sem manifestagcdes de feocromocitoma ou hiperparatireoidismo.

Dos seus seis descendentes, todos assintomaticos clinicamente, apenas 4
concordaram com este estudo e o heredograma esta apresentado na figura 4.
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Caso 2

Paciente do sexo feminino, do lar, branca, casada, natural e procedente de
Ribeirao Preto (SP), data de nascimento 26 de fevereiro de 1975.

Ha 4 anos, durante a consulta pré-natal de sua primeira filha, queixou-se de
escotomas e epigastralgia ha 2 meses. Ao exame clinico foi percebida
PA=210x150 mmHg e frequéncia cardiaca de 108 bpm. N&o havia sofrimento fetal
e a paciente foi internada para controle pressoérico. Inicialmente foi diagnosticada
como Doenca Hipertensiva Especifica da Gestagdo, evoluindo com edema agudo
de pulmdo e, durante sua internagdo, relatou que sentia episddios subitos de
taquicardia e sudorese. Foi requisitado U.S. obstétrico que evidenciou gestacao
topica de 31 semanas e massas adrenais heterogéneas, bilateralmente,
suspeitando-se, entdo, de feocromocitoma. Foi pedida avaliagdo da
endocrinologia, que também identificou um ndédulo tireoidiano de 1,5 cm de
diametro palpado no lobo direito. A citologia aspirativa de tiredide com agulha fina
evidenciou CMT. Foi tratada previamente com prazosin e submetida a cesarea
com 38 semanas de gestacdo, com o nascimento de uma menina de 1.210g e 37
cm que evoluiu bem. Neste mesmo ato anestésico foi realizada adrenalectomia
bilateral, com retirada de feocromocitomas de 320 g na adrenal esquerda e 200 g
na adrenal direita. Dois meses depois foi submetida a tireoidectomia total com
retirada adicional de 2 paratiredides esquerdas. A calcitonina sérica pré-operatoria
era de 1.650 pg/mL (normal até 5 pg/mL) e havia aumento do calcio sérico total,
em algumas dosagens. Ainda nesta internag&o foi percebida leséo pruriginosa no
dorso, que foi biopsiada, resultando no diagnéstico de liquen amiloidético. O
anatomo-patolégico da tirecidectomia demonstrou o carcinoma medular de tiredide
com metastase em cadeia linfonodal cervical. Evoluiu com necessidade de
reposigdo com L-tiroxina (200 mcg/dia) e acetato de cortisona (12,5 mg, duas
vezes ao dia).

Os seus pais e irmaos, todos assintomaticos clinicamente, concordaram
com este estudo. Seu descendente direto, com 1 ano de idade, também participou
do estudo apds consentimento de seus representantes legais. Durante a evolugao
deste estudo e antes que pudéssemos oferecer aconselhamento genético, a
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paciente engravidou pela segunda vez. O heredograma do caso indice da familia
2 esta apresentado na figura 5.
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1- ANALISE MOLECULAR

Obtencdo das amostras de sangue:

As amostras sanglineas para analise de DNA foram obtidas por coletas
isoladas, em dias diferentes do teste de provocacao para liberagéo de calcitonina.

Amostras de DNA gendmico foram extraidas a partir de sangue total dos
pacientes e de seus familiares, coletadas no Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto. Foram colhidos de 10 a 20 ml de sangue periférico
em tubos conicos, contendo 1,0 ml de EDTA (etilenediaminotetracetato dissédico
2H20) a 10 % pH 8,0 como anticoagulante.

Extragdo de DNA genémico a partir de sangue total

A extragdo de DNA gendmico foi realizada pelo método previamente
utilizado por Aradjo et al. (1996). As solugbes utilizadas estio indicadas no Quadro
Il. Adicionou-se Solugdo A ao sangue coletado até o volume de 50 ml e manteve-
se o tubo a 4°C por 30 minutos, para lise das hemacias. Centrifugou-se a 2.000
rpm, 4°C por 10 minutos. Ressuspendeu-se o precipitado (‘pellet’) em 20 ml de
Solugdo A. Apés a repeticdo da operagéo o precipitado foi ressuspenso em 1 ml
de Solugdo B diluida para 1x. Acrescentaram-se 250 ul de Solugéo C, contendo
Proteinase K.

Incubou-se a mistura sob leve agitagdo a 37°C, durante um periodo de
aproximadamente 18 horas, ou a 65°C, por 2 horas. Para a extracdo do DNA,
adicionaram-se 1,25 ml de TE 1x (Tris-HC| 10 mM, pH 8,0: EDTA 1 mM) e igual
volume de fenol saturado com Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 (Applied Biosystems).
Homogeneizou-se a mistura por inversdo cuidadosa do tubo durante 5 minutos,
apos o qual centrifugou-se a 2.500 rpm por 15 minutos, a temperatura ambiente,
para separacao e recuperacdo da fase aquosa (superior). A fase aquosa,
acrescentou-se novamente igual volume de fenol saturado com Tris-HCI 10 mM,
pH 8,0 seguido de centrifugagéo, repetindo-se o procedimento duas vezes com
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solugdo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1; v:v.v) e, por ultimo, com
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1; v:v). Para a precipitacao do DNA, acrescentou-
se 1/10 do volume obtido de acetato de sédio 3 M e 2,5x ao volume de etanol
absoluto gelado. O DNA precipitado foi recuperado com o auxilio de uma haste
plastica esterilizada e lavado com etanol 70% antes de ser ressuspenso em
volume que variou de 200-500 ul de TE 1x. A concentracdo de DNA obtida foi
calculada através de leitura de absorbancia a 260 nm em espectrofotometro,
sendo a integridade do DNA testada em de gel de eletroforese.

Amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR (Polymerase Chain
Reaction)

As sequéncias de oligonucleotideos, apresentadas na tabela Il, foram
utilizadas como inicializadores da reagdo de PCR e sintetizados a partir da

segliéncia normal do proto-oncogene RET (Siegelman et al., 1997).

Quadro 4. Solugdes utilizadas para a técnica de extragdo de DNA de sangue

periférico
Solucdo A Solucdo B Solugdo C
(estoque 2x) (recém-preparada)
[]final []final []final

MgClo 5mM | Na2EDTA.............. 20 mM | SolucaoB 0,5x
Sacarose............. 0,32M | NaCl........ccccuueneee 20mM | 8DE........coninsnaains 5%
Tris-HCI pH 8,0....10 mM | Tris-HCI, pH 8,0.....20 mM | Proteinase K....... .1 mg/mi
Triton-X 100....... 1%
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A amplificagéo dos fragmentos de DNA foi obtida utilizando um aparato de
ciclo térmico para o processamento da PCR (Perkin-Elmer, Norwalk, CT). Para os
exons 10 e 11 foram realizados 40 ciclos, cada um consistindo de incubagdes de
60s a 95°C para desnaturagdo, 60s a 65°C para anelamento e 60s a 72°C para
extensao do primer. O periodo inicial de desnaturagdo foi de 5 min a 95°C. A
extensdo final foi de 10 minutos a 72°C. A reacdo teve volume final de 25yl
contendo 50-100ng do DNA, 30 pmol de cada primer sense e anti-sense, tampéo
de PCR contendo 2,0 mM de MgCl, para os exons 10 e 11.

Tabela |I: Seqiéncias dos ‘Primers’ utilizados para amplificagéo e

sequenciamento. A amplificagdo dos fragmentos foi testada em gel de agarose

1,5%. s: sense; as: antissense; pb:pares de base.

‘Primer’ Seqiiéncia T anelamento | Tamanho de

(°C) fragmento

Exon 10 s

GGG-GCA-GCA-TTG-TTG-GGG-GAC

68 142 pb

Exon 10 as |CGT- GGT-GGT-CCC-GGC-CGC-C

Exon11s |CCT-CTG-CGG-TGC-CAA-GCC-TC

65 92 pb

Exon 11 as | GAA-GAG-GAC-AGC-GGC-TGC-GAT
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e Gel de Eletroforese

As verificagbes da qualidade do DNA gendmico extraido, bem como da
correta amplificacdo de produto de PCR, foram feitas a partir da realizagdo de
eletroforese em gel de agarose 0,8% (DNA gendmico) ou 1,5% (produto de PCR)
em TBE 1x, preparado segundo protocolo descrito em Sambrook et al. (1989). A
Solugéo estoque de tampéo utilizado na corrida eletroforética e preparagao do gel
esta mostrado no Quadro 5.

Quadro 5 — Solugéo estoque de TBE 10x

acido bérico 550¢g
trizma-base 108 g
EDTAO0,2M, pH 8,0 100 mi

H>O g.s.p. 1.000 m|

Aplicou-se a amostra no gel juntamente com 1/10 do volume de tamp&o de
corrida (0,25% de Azul de Bromofenol, 50% glicose). As condi¢oes de corrida
variaram de 60 a 100 V. O marcador de peso molecular utilizado foi o DNA ‘ladder’
de 100 pb (Gibco BRL), utilizando-se 5 ul de solugdo estoque de 40 ng/ul (Quadro
8). Corou-se o gel em solugéo diluida de Brometo de Etideo (0,5 ug/ml) durante 10
minutos, sendo posteriormente visualizado em transiuminador de luz ultravioleta
(UV trasluminator, Fotodyne) e fotografado com camera Polaroid.
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Quadro 6 — Componentes e condigdes para verificagdo da correta
amplificacdo dos fragmentos da PCR

Volume []
Gel de agarose 1,5%
Eletroforese 60 a 100 volts e 80pA
Ladder 100pb 2ul
Produto de PCR Sul
Azul de Bromofenol 2ul

* Anadlise dos Fragmentos de DNA por Seqiienciamento Direto

Para o sequenciamento direto do produto de PCR procedeu-se com um
pré-tratamento do mesmo com as enzimas Exonuclease | e Fosfatase Alcalina de
Camarao (SAP - “Shrimp Alcaline Phosphatase”) no intuito de remover o DNA de
fita simples residual e os dNTPs remanescentes (PCR product pre-sequencing kit
— Amersham/Pharmacia). As condi¢des da reacido estdo representadas abaixo:

Produto de PCR (~20 ng/ul)........ccccveerme.... 5 ul

Exonuclease | (10 U/ul).......cooooveiiiciee. 1 ul

SAP (2 U/ul).c.ooeeeeeeeeeeeee, 1Tul

Volume Mnal....coonrmmmsmnmnnannns 7 ul
Tempo de reagdo: 37°C............... 15 minutos
80°C...evveen. 15 minutos

O método selecionado para o segilenciamento tem como principio &

utilizagéo dos quatro terminadores dideoxinucleotideos (ddNTPs) marcados com o
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isétopo a->*P. Desta forma, ao final da reagéo apenas estardo marcados os DNAs
de fita simples que resultarem de polimerizagdo e terminag@o da cadeia por um
ddNTP, evitando a marcagdo de fitas simples resultantes de terminagéo
prematura.

Utililizamos o “Thermo Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle
Sequencing Kit" da Amersham/Pharmacia. As condicoes da reagao estao
descritas no Quadro 7.

Quadro 7 - CondigOes da reagao de seqienciamento dos produtos de PCR

dos exons 10 e 11 do proto-oncogene RET

' Volume []final
Tampao de reagao 10x 2 ul 1x
Produto de PCR Pré-tratado 7 ul 50-500 ng
‘primer’ sense/antisense (20 pmoles/ul) 1l 2 pmoles
Thermo Sequenase polimerase (4 U/ul) 2 ul 8uU
H20 g.s.p. 20 ul

Apds incubagdo de 30 min, transferiu-se 4,5 pl da reagéo para quatro tubos,
cada um contendo 0,06 uM de um dos ddNTP (a-*P) e 6 uM de mistura de
dNTPs, num volume final de 7 ul. Submeteu-se a reagdo a 40 ciclos em um
termociclador: 95°C, 30 segundos/ 68 ou 65°C, 30 segundos/ 72°C, 1 minuto.

Ao final da reacdo acrescentaram-se 4ul de Solugdo de Terminagéo
contendo 95% de formamida, 0,05% de Azul de bromofenol e 20 mM de EDTA.
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Gel de Segqiienciamento

A reagdo de sequenciamento foi submetida & eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida 7%, contendo Uréia 7 M, preparado como descrito
abaixo, com variagdo de espessura de 0,1- 0,4 mm.

Volume []final
Acrilamida:Bisacrilamida (19:1) 40% 17,5 mi 7%
TBE 10x 10 mi 1x
Uréia 106 g 7M
Agua q.s.p. 100 ml

Os parametros para eletroforese foram 2000 V, 50 mA a 50 W, por tempos
que variaram de 2 a 3 horas para o exon 10 € 1 a 2 horas para o exon 11. Apds
secagem adequada, o gel foi exposto a filme de raios-X sensiveis & emissdo de
radiagdo do nucleotideo marcado (por exemplo, Kodak X-Omat AR), por tempo
variavel (3 dias), a temperatura de -70°C. A revelagao do filme foi realizada de
acordo com as indicagdes do fabricante.

Seqienciamento Automaético de DNA

O produto da PCR foi purificado com o objetivo de remover os dNTPs e
primers em excesso, como previamente descrito para o seqiienciamento manual.
Para a reagcdo de seqlenciamento utilizamos o kit "ABI Prism® Big Dye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit" (PE Applied Biosystem CA,
USA). Resumidamente, foram adicionados a mistura do tamp&o de reacdo os
nucleotideos marcados com Fluoresceina e Rodamina com diferentes energias de
excitagdo, o produto purificado da PCR e o primer especifico, além da Amplitag
DNA polimerase. Esta solucdo foi submetida a 25 ciclos em um termociclador,
com temperatura de desnaturagdo de 96°C por 10 minutos, anelamento a 50°C

por 5 minutos e extensdo 60°C por 10 minutos. A seguir, a solugdo foi purificada
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utilizando-se colunas de separagao "Centri-Sep™ spin columns" (Princeton, USA).
Finaimente, a reacdo foi submetida ao sequenciador automatico ABI Prism 310
Genetic Analyzer (PE Applied Biosystem CA, USA).
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2- ANALISE BIOQUIMICA -TESTE DE ESTIMULO COM OMEPRAZOL

Pacientes

Foram estudados, além dos casos-indices com diagndstico de NEM2A
apresentando manifestagbes clinicas, 9 familiares, sendo 3 da familia 1 e 6 da
familia 2. Estudamos ainda como grupo controle, 11 individuos (8 mulheres e 3
homens) sem passado familial de qualquer patologia relacionada a tiredide ou
NEM ou outras doengas gastricas ou endécrinas. Todos os individuos eram
saudaveis e n&o utilizavam nenhuma medicagéo durante o periodo do estudo.

Protocolo de Estudo

Apés colheita de sangue as 8 horas, em jejum de 12 horas, para
determinacdo basal de calcitonina (CT) e gastrina (GT), os pacientes foram
orientados a ingerirem 20 mg de omeprazol (Losec®, Asta-Zeneca, Brasil) duas
vezes ao dia por 3 dias, iniciando as 8 horas da manha. As amostras sanguineas
foram novamente coletadas para a determinagdo de CT e GT apds estimulo, no
quarto dia as 8 horas, 12 horas apés a Ultima dose da medicacdo. As amostras
foram centrifugadas a 4°C, 3500 rpm e guardadas a =20 °C até serem submetidas
aos radioimunoensaios especificos para quantificacdo de gastrina e calcitonina.

Radioimunoensaio

As concentragbes plasmaticas de GT foram determinadas por RIA em
duplicata, utilizando ensaio de duplo anticorpo disponivel comercialmente (DPC
Diagnostic Products Corporations, CA, USA). Todas as amostras foram dosadas
na mesma oportunidade.

O ensaio de CT foi realizado por IRMA em duplicata, através de kit
comercial (Diagnostic Systems Laboratories, Texas, USA) e todas as amostras
foram processadas no mesmo ensaio.
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Analise Estatistica

Foram utilizados testes ndo paramétricos devido a natureza das variaveis
estudadas. A Prova de Mann-Whitney para duas amostras independentes foi
usada para comparar 0s grupos controle e o de individuos das familias portadoras
de NEM 2 A e o Teste de Wilcoxon para duas amostras relacionadas, quando se
comparou os dados dos grupos nos momentos basal e pos-teste para os ensaios
de GT e CT. Niveis indetectaveis de GT e CT foram considerados como iguais as
doses minimas de cada método (25 pg/ml e 10 pg/ml, respectivamente). Valores
de P < 0,05 foram considerados significativos.
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1- ANALISE MOLECULAR

Amplificagao por PCR

Os fragmentos dos exons 10 e 11 foram adequadamente amplificados nos
dois pacientes e em todos os familiares estudados. As figuras 6 e 7 apresentam

demonstrativos da amplificagdo dos exons 10 e 11 nos casos indices e em 3

familiares. Observamos que os fragmentos apresentam o tamanho esperado.

600 pb

<200 pb
149 bp =—ip

«100 pb

Figura 6: Gel de agarose 1,5% demonstrativo de amplificagao de
fragmento do Exon 10 dos casos-indices das familias 1 e 2 (linhas 1 e

2) , 3 familiares da familia 1 (linhas 3, 4 e 5) e um controle negativo

(linha ). M: marcadores de peso molecular ¢ X174 (esquerda) e 100bp
ladder (direita).
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«100 pb

02bp ——Pp

Figura 7: Gel de agarose 1,5% demonstrativo de amplificacdo de
fragmento do exon 11 dos casos-indices (linha 1 e 2), 3 familiares da
familia 1 (linhas 3, 4 e 5) e um controle negativo (linha 6). M:
marcadores de peso molecular ¢ X174 (esquerda) e 100bp ladder
(direita).

Segqlienciamento Manual e Automético
As seqléncias do gene do proto-oncogene RET foram baseadas nas
sequéncias descritas por Takahashi (Takahashi, 1988) e por Cecherini et al.

(1993). Os fragmentos amplificados foram seqlienciados pelos 2 métodos,

automatico e confirmados pelo seqlienciamento manual.
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e Exon10

N&ao foram observadas mutagdes no exon 10 ao sequenciamento manual
nas duas pacientes-indice (II-7 da familia 1 e II-6 da familia 2). A figura 8 mostra o
sequenciamento destas duas pacientes e um controle normal.

GATOC GATOC G ATC
C )
Cédon —» G E
620 T
Coédon —» c
618 =
=
Cédon —» Cc ;
611 GLCH
T
Cédon —» C
609 GLC#w
T ,
I1-7 da familia 1  11-6 da familia 2 Controle

Figura 8: Fragmento normal do exon 10, cédons 609, 611, 618 e 620 da
paciente 1I-7 da familia 1, 1I-6 da familia 2 e de um controle. Sequenciamento

direto com primer sense (Exon 10s).
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e Exon 11

Observamos na paciente-indice (II-7) da familia 1 uma mutacao em
heterozigose no codon 634, trocando G por A (TGC—TAC), resultando em uma
substituicdo do aminoacido cisteina por uma tirosina (C634Y). O irméao da paciente
(11-1), portador sintomatico de CMT, apresenta a mesma mutacdo. Dos seis filnos
da paciente I-7, quatro participaram do estudo e em apenas um (l1l-13) a mutagao
C634Y estava presente (figura 4). Este paciente era assintomatico do ponto de
vista clinico e ndo apresentava alteragdes a ultra-sonografia. Entretanto, devido a
presenca da mutagao detectada pelo rastreamento genetico, o mesmo foi
submetido a tireoidectomia e o estudo anatomo-patoldgico revelou hiperplasia de
células C.

Posteriormente, os filhos do paciente lI-1 também foram submetidos ao
rastreamento com a deteccdo da mesma mutagdo no individuo [li-1, que
apresenta 19 anos de idade e embora se encontre assintomatico, devido a
presenga da mutagdo detectada pelo rastreamento genético foi submetido a
tireoidectomia e o estudo anatomo-patolégico revelou CMT. Cabe salientar que o
individuo 11-9 & um dos trés filhos do segundo casamento da paciente -2, e todos
sdo negativos para a mutagdo. A figura 9 apresenta o seqiienciamento de um
controle, do individuo 1I-7, caso indice da familia 1 e seu filho 11I-13, portador
assintomatico.

Observamos na paciente indice (l1-6) da familia 2 uma mutagdo em
heterozigose no cédon 634, trocando T por C (TGC—CGC), resultando em uma
substituicdo do aminoacido cisteina por uma arginina (C634R). Toda sua familia,
incluindo seus pais, cinco irmdos e sua filha menor, concordou com o estudo
(figura 5). A mutagdo C634R nao foi observada em nenhum dos individuos,
sugerindo que a mutagdo CB34R nesta paciente seria uma mutagao de novo.
Cabe salientar que a paternidade foi confirmada. Os resultados do
sequenciamento manual de um individuo controle, do individuo afetado e de um
dos familiares normais da familia 2 estdo apresentados na figura 10.
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Familia 1

Controle -7

Figura 9: Sequenciamento direto com primer sense (Exon 11s),
demonstrativo do fragmento do exon 11 de um controle, da paciente II-7,
caso indice da familia 1, e seu filho 111-13, portador assintomatico. A seta
indica heterozigose no segundo nucleotideo do cédon 634 (G—>A)

resultando na substituigdo do aminoacido CISTEINA (C) por TIROSINA (Y).
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Familia 2

GATC

100

Controle 11-6 I1-5

Figura 10: Sequenciamento direto com primer sense (Exon 11s) , demonstrativo
do fragmento do exon 11 de um controle, da paciente I-6, caso indice da familia
2 e seu irm&o normal |I-5. A seta indica heterozigose no primeiro nucleotideo do
codon 634 (T->C) resultando na substituigdo do aminoacido CISTEINA (C) por

ARGININA (R).
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G CTGT NC CGCACG
40

= GT G CGGEN ACAGC T C
10 C
v |
M

FIGURA 11: Seqlenciamento automatico com primer sense (Exon 11s),
demonstrativo do fragmento do exon 11 da paciente 1I-7, caso indice da familia 1.
(A) primer sense: Seta indica heterozigose no segundo nucleotideo do cédon 634
(G—A). (B) primer anti-sense: Seta indica heterozigose no segundo nucleotideo
do codon 634 (C—T). A troca resulta na substituicio do aminoacido CISTEINA
(C) por TIROSINA (Y).



SACGAG C T GN GC CGCACGG
A 12 20

FIGURA 12: Sequenciamento automatico com primer sense (Exon 11s)
demonstrativo do fragmento do exon 11 da paciente 11-6, caso indice da familia
2. (A) primer sense: Seta indica heterozigose no primeiro nucleotideo do
cédon 634 (T—-C) (B) primer anti-sense: Seta indica heterozigose no segundo
nucleotideo do cédon 634 (A—»G). A troca resulta na substituicdo do

aminoacido CISTEINA por ARGININA (R).
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2- ANALISE BIOQUIMICA-TESTE DE ESTIMULO COM OMEPRAZOL

O teste de estimulo da secrecdo de calcitonina estimulado pelo omeprazol
foi realizado em 11 individuos normais, nos casos-indice das familias 1 e 2 e nos
seus familiares.

A Tabela Il apresenta os valores individuais, a média e o desvio padrédo da
meédia de gastrina, em pg/ml, nos individuos controles, antes e apoés o teste de
secreg@o de calcitonina estimulada pelo omeprazol, enquanto a Tabela IV
apresenta os valores observados nos individuos das familias com portadores de
NEM 2A. Os dados para gastrina estéo apresentados graficamente na figura 13.

As concentragdes de gastrina basais nos grupos controles e familiares de
pacientes com NEM 2A (31,7 + 12,8 e 40,2 +152 pg/mi, respectivamente)
aumentaram significativamente apés o estimulo com omeprazol tanto no grupo
controle (90,6+ 44,9 pg/ml, p=0,005) quanto nos portadores assintomaticos (117,7
+ 66,9 pg/ml, p=0,003). Os valores individuais de gastrina nas pacientes 1 e 2
também apresentaram elevagéo apés o omeprazol. N3o ha diferencas quando se
associam os casos indices ao grupo de familiares quer nas concentragdes basais
ou estimuladas (38,7 14,0 e 111,3 + 61,6 pg/ml, respectivamente). Os valores de
gastrina observados antes do estimulo (basal) ndo foram diferentes entre os
grupos controle e familiares de NEM 2A (p=0,2). O mesmo foi observado apds o
estimulo com omeprazole (p=0,3) (Tabela IV).

As concentragbes de calcitonina nos individuos controles e nos familiares
foram indetectaveis no tempo basal (<10 pg/ml, valor este compativel com a dose
minima detectavel do método) e n&o se elevaram apés o estimulo com omeprazol.

Entretanto, a paciente 1I-7 da familia 1 apresentou concentragées basais
aumentadas de calcitonina (135 pg/ml), que néo se elevaram apds o teste com
omeprazol (140 pg/ml). O mesmo foi observado com a paciente 1I-6 da familia 2;
cujos valores de calcitonina foram 64 e 68 pg/ml, no basal e apds estimulo com
omeprazol, respectivamente.

87



Tabela Ill: Valores individuais de gastrina em pg/ml, nos individuos controles,

antes e apos o teste de secrecéo de calcitonina estimulada pelo omeprazol.

Controles Amostra Pré Omeprazol | Amostra P6s Omeprazol
Controle 1 25 45
Controle 2 30 163
Controle 3 39 61
Controle 4 25 67
Controle 5 25 98
Controle 6 25 68
Controle 7 25 129
Controle 8 29 132
Controle 9 26 34
Controle 10 68 146
Controle 11 32 54
Média 31,7 90,6
Desvio Padrao +12,8 +44.9
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Tabela VI: Valores individuais de gastrina em pg/ml, nos casos indices e ns seus

familiares, antes e apés o teste de secrecdo de calcitonina estimulada pelo
omeprazol.

Familiares Amostra Pré Omeprazol | Amostra P6s Omeprazol
Familia 1 11I-9 39 174
Familia 1 111-12 25 214
Familia 1 111-13 30 179
Familia 2 I-1 62 162
Familia 2 1-2 43 26
Familia 2 1I-1 40 73
Familia 2 11-2 26 83
Familia 2 11-3 30 40
Familia 2 1I-4 67 108
Média 40,2 117,7
Desvio Padrao 15,2 66,9
Familia 1paciente II-7 35 84
Familia 2 paciente 1I-6 29 81
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Figura 13: Teste do omeprazol. Concentragdes de Gastrina em pg/ml,
nos grupos controle e familiares de pacientes com NEM 2 A. § p=0.005
*p=0.003.
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A freqiiéncia de NEM 2A é geralmente subestimada e isso explica as altas
taxas de morbidade e mortalidade relacionadas a esta sindrome, especialmente
quando o diagnéstico é realizado tardiamente. Este fato enfatiza a necessidade da
detecgao precoce de portadores assintomaticos de NEM 2A. Portanto, na tentativa
de prevenir o CMT em membros de familias afetadas por esta sindrome, estudos
tém sido realizados nos dltimos 30 anos utilizando testes bioquimicos, como o
estimulo com a pentagastrina ou com a combinagéo de pentagastrina e calcio.
Estes testes visam detectar anormalidades precoces da secrecdo de calcitonina e,
consequentemente, identificar a hiperplasia das células C ou 0 CMT microscépico,
com a possibilidade de indicagdo de uma terapéutica mais precoce, diminuindo a
morbidade desta doenca (Chi ef al, 1994). Contudo, estes procedimentos de
rastreamento bioquimico requerem testes repetidos anualmente, apresentam
efeitos colaterais desagradaveis e sdo caros do ponto de vista econdmico.
Adicionalmente, nao é claro se estes testes podem identificar todos os pacientes
com anormalidades das células C antes do desenvolvimento das metastases, ndo
podendo, portanto, serem considerados “gold standard” ou “padrio ouro” para
diagndstico precoce de portadores assintomaticos de NEM. Cabe salientar que, de
qualquer forma, muitos pacientes se beneficiaram destes testes, nas Ultimas
decadas, demonstrando o impacto positivo destes esforcos de rastreamento na
NEM 2 A (Gagel, 1998).

A pentagastrina, substéncia mais estudada como secretagogo de
calcitonina, foi retirada de comercializagdo em muitos paises, no final de 1999,
dificultando ainda mais a manutengdo de testes bioquimicos como a primeira
op¢ao no rastreamento de individuos portadores de NEM 2A assintomaticos. No
final de 1997, Erdogan et al, padronizaram um teste bioquimico para
rastreamento de pacientes assintomaticos utilizando o omeprazol, um bloqueador
da bomba de prétons, que diminui a secrecdo de &cido cloridrico, com
consequente aumento da gastrina endogena que, por sua vez, estimularia a
secregdo de caicitonina. Neste estudo os autores demonstraram a elevacdo de
calcitonina em trés pacientes assintomaticos de familias com um membro afetado
pela NEM 2A, sugerindo que este teste poderia ser utilizado na clinica. Entretanto,
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os proprios autores discutem a necessidade de um maior nimero de casos
estudados, para que a sensibilidade e a especificidade do mesmo fossem melhor
definidas.

No presente estudo, nés avaliamos 11 controles € 11 membros de duas
familias brasileiras ndo relacionadas, afetadas pela NEM 2 A. Estes individuos
foram submetidos ao teste de estimulo de secre¢do de caicitonina pelo omeprazol.
Nés observamos a elevagdo dos niveis de gastrina, apdés o tratamento com
omeprazol, a valores similares aos reportados na literatura por Erdogan et al.
(1997), o que indicaria a eficiéncia do estimulo para secre¢éo de calcitonina em
individuos com hiperplasia de células C. Cabe ressaltar que tanto no estudo de
Erdogan como neste, o estimulo da gastrina endégena néo foi suficiente para
induzir secrecdo de calcitonina em controles normais. Contudo, em nosso estudo
os membros assintomaticos e os portadores de CMT também nao apresentaram o
aumento de calcitonina apdés o teste, enquanto Erdogan et al (1997)
demonstraram elevacdo de calcitonina em trés pacientes assintomaticos
pertencentes a familias com pelo menos um membro afetado pela NEM 2A. Mais
recentemente, Viégas et al. (2000) estudaram um grande numero de controles, de
pacientes com CMT curados, pacientes com CMT n&o curados e suas respectivas
familias, utilizando o teste de estimulagéo de calcitonina induzida pelo omeprazol
em paralelo com o teste de infusdo de calcio. Os autores demonstraram que o
teste do omeprazol apresentou resultado falso negativos e também concluiram
que este teste ndo foi sensivel para diagnosticar CMT assintomaticos. E
importante salientar que os diferentes resultados observados neste trabalho e no
de Viégas et al. (2000) comparados aos de Erdogan et al. (1997) podem ser
atribuidos aos diferentes ensaios utilizados para mensuragéo de CT, isto &, IRMA
no presente estudo e no de Viégas et al. (2000), cujo ensaio € especifico para
calcitonina humana intacta e RIA no altimo, que reconhece muitas formas
circulantes de CT. Estudos futuros utilizando grandes séries e correlagdo com
achados histopatoldgicos serdo necessarios para avaliar a eficacia do teste de
estimulo de secrecdo de calcitonina com omeprazol no diagnostico precoce de

portadores assintomaticos de CMT.

94



O rastreamento genético para familias com pacientes apresentando
mutacdes no proto-oncogene RET, iniciado em meados da década de 90, tem
provado ser util para identificar portadores assintomaticos de NEM 2A. O
rastreamento geneético tem se baseado no uso de técnicas de biologia molecular
como a PCR e o seqiiénciamento de genes. No presente estudo, nds avaliamos
do ponto de vista genético, duas familias brasileiras que apresentavam um caso-
indice e historias classicas de NEM 2A e observamos mutagdes no proto-
oncogene RET. As mutagdes observadas nas duas familias brasileiras estio
localizadas no codon 634. A paciente-indice da familia 1 apresentou mutacdo em
heterozigose no segundo nucleotideo do cédon 634, resultando em TGC—TAC,
com substituicao do residuo cisteina por tirosina (C634Y). A familia 2 apresentou a
troca do primeiro nucleotideo deste mesmo coédon, resultando em TGC—CGC,
levando a uma substituicdo de uma cisteina por arginina (C634R).

MutagcGes missense em um dos seis coddons com cisteina (609, 611, 618 e
620 no exon 10 e cédons 630 e 634 no exon 11) sdo detectaveis em 95% dos
casos de NEM 2A (Mulligan, 1995; Eng, 1996). Estudos realizados pelo
International RET Mutation Consortium, com participagdo de 18 centros de
referéncia ao redor do mundo e 477 familias independentes, portadoras de NEM
2A, mostraram que 85% dos casos de NEM 2A tinham mutacdo no cddon 634. A
mutagao mais freqlientemente encontrada neste cédon foi a C634R, ocorrendo em
52% dos casos de NEM 2A, mutagéo esta observada na familia 2; enquanto a
segunda mais freqlente, a C634Y, encontrada em 26% dos casos (Eng, 1996)
estava presente na familia 1. Segundo este mesmo grupo, as mutages no exon
10 afetando o cddon 620 ocorreriam em 6 a 8% dos casos, tornando-o o segundo
coédon mais acometido por mutagdes na NEM 2A. Menos de 5% dos casos s3o
mutacOes observadas nos codon 609, 611 e 618 do exon 10 e cerca de 1% estdo
codon 630 do exon 11 (Mulligan, 1995). Assim, as duas familias com NEM 2A
estudadas apresentam as trocas de aminoacidos, codificadas pelo codon 634 do
exon 11 do proto-oncogene RET, mais frequentemente encontradas na literatura.
Um dado interessante € o fato de que a mutac@o germinativa C634Y foi observada
com maior prevaléncia em pacientes com NEM 2A, em populagdes da Espanha
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(Sanchez et al., 1999). Estes autores encontraram a mutacéo C634Y em 73% das
30 familias portadoras de NEM 2A estudadas, diferindo dos achados do RET
International Consortium. Os dados de Sanchez et al. (1999) foram observados
anteriormente em outro estudo espanhol (Oriola et al, 1996), porém em um
numero menor de portadores de NEM 2A. Estes autores ndo conseguiram
descartar um efeito fundador na populagdao espanhola, provavelmente, esta
populagéo foi derivada de ancestrais diferentes daqueles da populacdo retratada
no RET Consortium (Sanchez ef al., 1999).

A mutagdo C634Y foi detectada na paciente indice da familia 1, que
apresentava CMT, feocromocitoma e hiperparatioreoidismo, e em seu irmao que
apresentava apenas CMT. Eles provavelmente herdaram o alelo com mutagdo de
seu pai, que deve ter apresentado CMT n&o diagnosticado, desde que faleceu de
um tumor invasivo no pescogo aos 40 anos de idade. Esta informagé&o é reforgada
pelo fato da m&e ndo apresentar o alelo afetado. O propdsito da familia 1
transmitiu o alelo mutado para seu filho mais novo, clinicamente assintomatico e
com teste néo responsivo ao estimulo de secrecao de calcitonina com omeprazol.
Entretanto, baseado no rastreamento genético positivo para a mutacdo C634Y,
esse menino foi submetido a tireoidectomia total, aos nove anos de idade, como
preconizado na literatura ( Gagel et al,, 1988, 1995 ; Easton et al, 1989 ; Lips et
al, 1994 ; Wells et al., 1994 ; Decker et al., 1995). A analise histoldgica mostrou
tecido tireoidiano dentro dos padroes da normalidade, apresentando varios focos
microscopicos de proliferagao de células C, positivas para calcitonina, confirmando
achados da literatura onde as lesdes histolégicas mais frequentes nos individuos
submetidos a cirurgia precoce eram a hiperplasia de células C e CMT
microscopico. Em geral, a abordagem genética e a tireoidectomia precoce evitam
a doenca metastatica, reduzem a morbidade e a mortalidade e nesta crianga, em
particular, foi curativa. A remogao da tiredide, mesmo em individuos muito jovens,
é bem tolerada e n&o apresenta complicagbes maiores do que a necessidade de
reposicdo hormonal adequada, que é simples, facil, efetiva e de custo aceitavel.

O caso indice da familia 2 foi o Unico individuo da familia a apresentar a
mutacdo C634R, sugerindo uma mutagéo de novo no proto-oncogene RET, desde
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que a paternidade foi confirmada. Clinicamente, esta paciente apresentava o CMT,
feocromocitoma, hiperparatireoidismo, e o raro liquen amiloidético cutaneo,
descrito em associagdo com a NEM 2A em cerca de 18 familias. O liquen cutaneo
amildide tem sido associado @ NEM 2A, apenas em casos de portadores de
mutagées no codon 634. Esta mesma mutagcao (C634Y) ja foi demonstrada em
membros afetados em uma familia portadora de NEM 2A e liquen amiloidético
cutaneo (Ceccherini ef al,, 1994). Em nosso meio, foi previamente descrita a co-
segregacao entre o CMT e uma lesé@o de pele interescapular, caracteristica de
liquen amiloiddtico cutédneo, em uma outra familia brasileira ndo relacionada
(Abrao et al., 1998). A analise por sequenciamento direto do proto-oncogene RET
demonstrou a mesma mutagéo (TGC para CGC no cdédon 634) observada na
paciente-indice da familia 2 em nosso estudo. Lee et al. (1996) procurando
alteragbes do proto-oncogene RET em 7 familias chinesas portadoras de liquen
amiloidético familial, mas sem quadro clinico de NEM 2, ndo mostraram correlagéo
entre o liguen e a regiao pericentromérica do cromossomo 10. Hofstra et al. (1996)
também n&o encontraram mutagées no proto-oncogene RET em familias
portadoras de liquen amiloidético cuténeo, concluindo que a amiloidose cutanea
encontrada na NEM 2A e o liquen amiloidotico cutéaneo familial sdo condigbes
diferentes.

Estudos tém sugerido que o cdédon da modificagao nucleotidica parece ser
o fator mais importante na determinacéo do fenétipo que o0 aminoacido substituido.
Existem varios estudos que associam a presenga de mutagdo no codon 634 a
presenca de feocromocitoma e hiperplasia/adenoma de paratiredides (Eng, 1996).
Embora seja menos prevalente que o CMT, o feocromocitoma foi encontrado
como achado clinico inicial nos casos-indice das duas familias. Calmettes et al.,
em 1992, estudaram 35 familias francesas com NEM 2A, encontrando o
feocromocitoma como primeira manifestagdo clinica em 30% dos afetados pela
sindrome. Embora seja relativamente mais raro, sua presenca pode ser um
indicativo da presenga do CMT, indicando a necessidade de exame fisico
detalhado da tiredide em pacientes com feocromocitoma e, caso confirmado o
CMT, o rastreamento familiar & mandatario.

o7



As mutacdes observadas na NEM 2 resultam em quadros autossémicos
dominantes caracterizados pelo aumento da expressdo do gene, em contraste
com as mutagdes relacionadas & Doencga de Hirschsprung que, embora sejam
dominantes, determinam a perda de expressdo do RET no tecido nervoso
entérico. Enquanto as mutagbes no cédon 634 apresentam forte associacdo com
feocromocitoma, muta¢gdes nos cédons 609, 618 e 620 estdo associadas com
CMTF e sdo observados em dois tergos destes pacientes. As familias que
apresentam o fendtipo de Doenga de Hirschsprung tém mutacdes afetando o exon
10, nos codons 609, 618 e 620, com predominancia deste Gltimo (Eng et al., 1996;
Decker et al., 1998; Caron et al, 1996; Bidaud et al., 1997; Reynolds, 1995). Ha
evidéncias que as mutagdes destas cisteinas prejudicam a maturacdo do receptor
e seu transporte para a superficie celular, impedindo sua expresséo e explicando
seu papel potencial na doenca de Hirschsprung, por impedir a expressdo na
superficie de neurdnios entéricos durante a embriogénese. Chakravarti et al.
(1996) estimaram que as mutagdes do RET estédo presentes em 50% dos casos
de HSCR. Sijmons et al. (1998) investigaram a possibilidade de pacientes com
Doenca de Hirschsprung apresentando mutagdes germinativas no proto-oncogene
RET, terem risco aumentado de desenvolverem caracteristicas clinicas da NEM
2A e concluiram que se uma mutagao tipo NEM 2A for detectada ha necessidade
de se proceder a pesquisa dos tumores componentes desta sindrome.

Andlises das mutagdes do RET demonstram que alteragdo no residuo da
cisteina do cdédon 634 € a que provoca maior atividade transformante, quando
comparadas as alteragbes dos cédons 609, 611, 618, 620 e 630, que possuem
cerca de 3 a 5 vezes menos atividade transformante in vitro (Asai et al, 1995).
Residuos cisteina 634 estdo localizados no dominio rico em cisteina na regido
extramembrana e levam a dimerizacao e autofosforilagdo dos residuos tirosina,
além da fosforilagéo de outras proteinas celulares (Asai et al., 1995 ; Santoro et
al, 1995). Outras mutacdes localizadas nesta regido podem ativar guinases
intracelulares causando autofosforilagdo do receptor, na auséncia de dimerizagao
(Asai et al., 1995; Santoro et al., 1995). A sinalizagdo na proteina RET mutante
resultando na ativacéo sustentada das vias Ras/ERK e PI3K/AKT, ativa outros
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alvos de sinalizagéo, como a fosfolipase C-gama, aumentando a transcricdo de
fator CREB e da expressdo de mRNA c-fos, condicbes necessarias para
transformac@o de muitas formas oncogénicas do RET. Portanto, as mutagdes
observadas na NEM 2 resultam em aumento da express&o do gene que codifica o
receptor tirosina-quinase RET, ativando o receptor de forma constitutiva (Baloh et
al., 2000 ; Durbec ef al., 1996 ; Treanor et al., 1996 ; Ohiwa et al., 1997 ; Widenfalk
et al., 1997 ; Robertson et al., 1997)

Os testes provocativos de secrecéo de calcitonina, utilizados isoladamente,
gquando apresentam resultados ndo responsivos adicionam pouca informagao
quanto ao prognéstico individual de um paciente. Entretanto, dois testes genéticos
separados e independentes (coleta de duas amostras sangiineas e duas reacoes
de PCR) excluem a predisposigéo genética (Gagel, 1998). A acuracia diagndstica
e proxima a 100%, quando as técnicas de PCR e seqlienciamento sao realizadas
de forma adequada. Deve-se ressaltar que pode ocorrer resultado falso negativo
quando da existéncia de polimorfismos que impegam a correta amplificagdo do
DNA mutante (Wohllk, 1996). E ainda fundamental a recomendagéo de se repetir
0 exame em caso positivo, evitando a possibilidade de erros na identificagdo dos
pacientes (Wells, 1994; Chi, 1994) ou contaminac&o das amostras de DNA.

O impacto da abordagem genética no diagndstico precoce e no
acompanhamento de CMT é inegavel, pois indicando a tireoidectomia precoce
evitaremos a doenca metastatica, reduzindo a morbidade e a mortalidade desta
doenga (Skinner, et al, 1997; Laimore et al, 1996). O impacto do rastreamento
genético sobre o diagndstico e acompanhamento dos outros componentes da
sindrome de NEM 2A, como o feocromocitoma e o hiperparatireocidismo, esta
relacionado a exclusdo dos 50% de membros da familia que apresentam o proto-
oncogene RET normal. Neste caso tornam-se desnecessarios rastreamentos
bioquimicos periodicos (Worhllk, 1996). Entretanto, nos individuos com mutagéo
positiva os testes funcionais para diagnostico de feocromocitoma e
hiperparatireoidismo ainda deverao ser realizados anualmente ou a cada 2 anos,
com o intuito de diagnéstico precoce, evitando-se as morbidades cardiovascular e
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osteo-metabdlica, secundarias a presenga do feocromocitoma e do
hiperparatireoidismo de longa evolugéo.
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O teste de estimulo de calcitonina induzido pelo omeprazol, recentemente
relatado na literatura, ainda € controverso; sugerindo baixa sensibilidade
para o rastreamento de portadores assintomaticos de CMT. Estudos
avaliando maior nimero de individuos, correlagdo com outros testes
bioquimicos classicamente descritos na literatura, além de correlagdo com
os resultados histopatologicos ainda serdo necessarios para melhor avaliar
a aplicabilidade deste teste.

Em contraste, o rastreamento de mutagdes no proto-oncogene RET € uma
ferramenta diagndstica poderosa para deteccdo de portadores
assintomaticos de CMT, permitindo tirecidectomia profilatica em individuos
carreadores de mutacdes, em um estagio clinico precoce, diminuindo a

morbidade e a mortalidade secundarias ac CMT.

O rastreamento genético na NEM tipo 2A promove um dramatico exemplo
do impacto que a biologia molecular tem sobre o diagnéstico e o
seguimento de algumas doengas genéticas.
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