IMPACTO DO RASTREAMENTO DO GENE RET NA ABORDAGEM
DE UMA FAMILIA COM NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLA TIPO IIA

THE IMPACT OF RET GENE MUTATIONS SCREENING IN THE MANAGEMENT OF A FAMILY WITH MULTIPLE
ENDOCRINE NEOPLASIA TYPE ITA

ELIZABETE ROSARIA DE MIRANDA*; PAOLLA FREITAS PERDIGAO**; MARIA MARTA SARQUIS SOARES***; LUIZ ARMANDO CUNHA DE MARCO****

RESUMO

Introducao: A neoplasia enddcrina multipla tipo 1A (NEM IIA) é
uma doenga familial com padrédo de heranga autossémico domi-
nante, expressao clinica variavel e se caracteriza pela presenca
do carcinoma medular da tiredide, feocromocitoma e hiperpa-
ratireoidismo. Ha 12 anos, mutagdes no gene RET foram iden-
tificadas como responsaveis pela NEM IlA. Esse gene codifica
um receptor de membrana da familia das tirosina-quinases, as-
sociado a proliferagao e diferenciagao celulares, sendo expres-
so nas células derivadas do neuroectoderma (células C para-
foliculares e da medula adrenal), bem como nas paratiredides.
Objetivo: Estudar uma familia com NEM IIA (quatro geracgdes),
através do caso indice que apresentava carcinoma medular da
tiredide e hiperparatireoidismo. Método: Foram analisados o
heredograma e a expresséao fenotipica de 20 membros da fa-
milia, bem como o seqlienciamento do gene RET (exon 11).
Resultados: Cinco individuos apresentavam carcinoma medu-
lar da tiredide, tendo um deles também hiperparatireoidismo
(caso-indice). O feocromocitoma nao foi identificado. O estudo
molecular do gene RET em 17 individuos revelou a presenga
da mutagdo Cys634Tyr no cédon 634 nos cinco individuos com
carcinoma medular da tiredide e em cinco individuos sem este
diagnostico (portadores). Conclusées: O estudo clinico e mo-
lecular desta familia permitiu a identificagao dos individuos em
risco de desenvolver o carcinoma medular da tiredide, uma do-
enca potencialmente letal, bem como a adequada orientacao e
aconselhamento genético desses pacientes.
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INTRODUGAO

A neoplasia endécrina maltipla tipo IIA (NEM 1IA)
¢ uma doenca complexa que se caracteriza por carcinoma
medular da tiredide (CMT) em 95% a 100% dos casos,
feocromocitoma em 30-50%, e hiperparatireoidismo em
10-20%. E transmitida por um padrio de heranga autos-
sémico dominante com elevada penetrincia e expressivi-
dade clinica varigvel"***.

O CMT origina-se das células C parafoliculares que
sao derivadas do neuroectoderma e que produzem calci-
tonina. E a tinica apresentagio clinica da NEM ITA com
caracteristica de malignidade. Seu diagndstico pode ser
feito através do aumento dos niveis plasmdticos de calci-
tonina, mas a identificagdo de muta¢des no gene RET,
disponivel hd cerca de 12 anos, é capaz de antever o apa-
recimento do CMT e auxiliar o tratamento desses indi-
viduos, uma vez que a mutagio desse gene determina,
em quase 100% dos casos, o aparecimento dessa doenga
potencialmente fatal.

O feocromocitoma ¢é a segunda manifestagio fenotipi-
ca mais comum e acomete as células medulares da adre-
nal, também derivadas no neuroectoderma.”®’ Pode ser
unilateral ou bilateral e apresenta uma taxa de maligni-
dade inferior a 10%""*’". Seu diagnéstico ¢ feito por meio
da dosagem de catecolaminas e metanefrinas plasmdticas
ou urindrias que geralmente estdo aumentadas. A inves-
tigacdo clinica e a retirada cirtrgica devem anteceder a
tireoidectomia profildtica.” O diagnéstico do hiperpara-
tireoidismo pode ser feito através da dosagem plasmdtica
do cidlcio e do horménio da paratiredide (PTH) que de-
vem estar aumentados.

Mutagoes missense, ou seja, a troca de uma Gnica base
que acarreta a mudanga de um aminodcido, no proto-on-
cogene RET (Rearranged after Transfection), constituem
a base genética da NEM tipo I1A.”

O proto-oncogene RET, localiza-se no cromossomo 10
(10q11.2) e codifica um receptor de membrana da familia
das tirosina-quinases, associado 2 proliferacio e diferen-
ciagio celulares.” Mutagées missense no proto-oncogene
RET (gene potencialmente oncogénico) determinam a
transcri¢io de um receptor (receptor RET) permanente-
mente ativo sem a presen¢a do ligante natural, ocasionando
a proliferagao e diferenciacio celulares desordenadas.

CASUISTICA E METODOS
Caso Clinico

A familia investigada foi identificada a partir de uma
paciente de 31 anos (III-8), que apresentou litiase renal
com aumento do nivel plasmdtico de célcio e de PTH.
Durante a cirurgia para a retirada de uma das paratire-
dides, o cirurgiao notou a presenc¢a de nddulos na tiredi-
de, que foram também retirados e enviados ao servico de
anatomia patolégica.A pega operatéria mostrou tratar-se
de provdvel CMT. Um segundo tempo operatério para
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a totalizacio da tireoidectomia confirmou o achado de
CMT, com o estudo imunohistoquimico positivo para
calcitonina. A identificacio desta paciente levou ao co-
nhecimento de dois outros familiares de primeiro grau
(II-3 e ITI-3) que j4 tinham o diagndstico de CMT hd trés
anos. Decidimos, entdo, pela visita ao grupo familiar.

Todos os membros da familia foram entrevistados
individualmente e orientados sobre a importincia do
diagndstico clinico e laboratorial das enfermidades que
compoem a NEM tipo IIA. Também foram esclarecidos
a respeito da causa da NEM IIA, incluindo o significado
do gene RET e suas mutagoes. Foram informados sobre
as caracteristicas de hereditariedade da NEM tipo I[IA e o
significado do encontro ou nao de mutagoes neste gene.

Em duas pacientes (III-4 e III-13) fizemos o diag-
nédstico de CMT, antes mesmo do rastreamento do gene
RET, através da andlise de dados clinicos e presenca de
nddulos na tiredide. Realizamos a pungao bidpsia de
agulha fina (P.A.A.F) destes nédulos, que confirmou
nossa suspeita de CMT. O estudo da pega operatéria da
tireoidectomia reafirmou o achado da P.A.A.F.

Foi colhida uma amostra de sangue periférico daque-
les pacientes que assinaram o termo de consentimento
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livre e esclarecido. O material colhido foi enviado para o
Laboratério de Biologia Molecular do Instituto de Cién-
cias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), onde foram processadas as etapas de extragio
do DNA de leucécito e a purificagio do DNA extraido,
usando-se o WIZARD® GENOMIC DNA PURIFICA-
TION KIT (PROMEGA W1I), conforme orientacio do
fabricante. Seguiram-se as etapas de reacio em cadeia da
polimerase (PCR)14 e o seqiienciamento genético para a
busca de mutacoes no gene RET (exon 11).

O estudo teve aprovagao dos comités de ética da Fun-
dacio Hospitalar Mdrio Penna e do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da UFMG, bem como do De-
partamento de Extensio e Pesquisa (DEPE) do Hospital
das Clinicas da UFMG.

RESULTADOS

O contato com as trés pacientes inicialmente investi-
gadas e as vérias visitas domiciliares permitiram a cons-
trugao do heredograma (Figura 1).
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Figura 1 - Heredograma da familia com NEM tipo 2A. Achados clinicos e de rastreamento molecular do gene RET para a mutagio Cys634tyr
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Identificamos neste grupo familiar a presenga de 20
individuos (em quatro geragdes diferentes), sendo 15
adultos e cinco criancas. Trés individuos nio quiseram
participar desta investigacio, embora tenham sido exaus-
tivamente esclarecidos sobre a importincia da pesquisa
clinica e laboratorial das manifestacoes da NEM tipo
ITA, bem como do rastreamento de mutagbes no gene

RET (Tabela 1).

Tabela 1 - Descri¢do da genealogia, sexo, e idade dos pacientes da
familia com NEM tipo ITA investigados clinicamente
_—

Genealogia Sexo |dade(anos)
11-3 F 58
11-9 M 46
1I-10 F 60
111-1 M 20
-2 M 27
-3 F 32
11-4 F 30
-5 F 33
111-8 F 32
11-10 M 28
1-12 M 30
11-13 F 31
V-1 M 5
V-2 M 5
IV-3 M 7
V-4 M 13
IV-5 F &

Realizamos a investigacio laboratorial para a pesquisa
de hiperparatireoidismo nos pacientes com CMT (II-3,
I11-3, I1I-4, III-8 e III-13) e em um paciente portador
da mutagio Cys634Tyr (I11-12). Somente a paciente I11-
8 (caso-indice) apresentou um aumento significativo do
cdlcio total plasmético, acompanhado de um aumento do
paratormoénio (PTH), podendo ser considerada positiva
a presenca deste fenétipo. O paciente III-12 apresentou o
valor do célcio plasmdtico no limite superior da normali-
dade (11mg/dl), entretanto o PTH esteve surpreendente-
mente baixo (1pg/ml) (Tabela 2).

A investigacio laboratorial para a identificagao de feo-
cromocitoma foi realizada em quatro dos cinco pacientes
com CMT (III-3, III-4, I1I-8, III-13) e em um paciente
portador da mutagio Cys634Tyr (I1I-12). Nenhum desses
pacientes apresentou uma excregdo urindria aumentada de
catecolaminas e metanefrinas, o que nos permitiu dizer que
este fendtipo nao esteve presente nesses individuos. Nio
investigamos a presenca do feocromocitoma nos individuos

I1-3; III-5; IV-1 e IV-5 porque nio conseguimos uma coleta
adequada da amostra de urina de 24 horas (Tabela 3).

Tabela 2 Dosagens bioquimicas para a pesquisa de hiperparati-
reoidismo entre os casos de carcinoma medular da tiredide, da
familia estudada, em um paciente (ITI-12) portador da mutagio
no gene RET'

a0 PTapory Ciocion oo o
11-3 30 9 4,2 41
I1-3 51 9 3,9 3.1
I1-4 26 10,2 45 4
[11-8 292 1 5 3,3
11-12 1 1 4,9 2,4
111-13 18 9,6 4,6 2,7
VR: 7 a53 8,8a 11 40a5,5 25a4,8

VR: Valor de referéncia

Tabela 3 Dosagens bioquimicas para a pesquisa de feocromoci-
toma em urina de 24 horas de quatro pacientes com carcinoma
medular da tiredide e um paciente (III-12) portador da mutagio
no gene RET

i Epine-  Norepi- Dopa- Norme- Metane-
lgzggg_ frina nefrina mina 1&1(?:5/2&1 (mg];;g?:re»
(ug/24n)  (ug/24h)  (ug/24h) creatinina) atinina)

111-3 5,8 30,3 1 0,14 0,05
I1-4 5,9 6,6 14,2 0,19 0,15
I11-8 6,8 7,5 10 0,2 0,16
I1-12 51 6,3 2,6 0,27 0,14
I11-13 38,5 127 348,5 0,3 0,1
VR <50 < 150 <400 < 0,41 < 0,30

VR: Valor de referéncia

O rastreamento de mutacoes no gene RET foi re-
alizado em todos os 17 pacientes que permitiram sua
inclusio na investigagao. Em 10 individuos, cinco deles
j& com o diagndstico de CMT (II-3, I11-3, III-4, III-8,
I11-13) e cinco assintomdticos (II-10, III-5, III-12, I'V-1,
IV-5), identificamos a mutagio Cys634Tyr no exon 11,
cédon 634. Entre os pacientes assintomdticos (portado-
res), cinco eram criancas, com idade inferior a 12 anos
(Tabela 4).

Nos pacientes I1-9 e III-2 (inconclusivos) nio houve de-
fini¢o da presenga ou nio da mutagio.

No rastreamento do gene RET encontramos a sobre-
posi¢ao da base guanina (G) e adenina (A), apontada pela
seta (Figura 2), no codon 634, exon 11, que nos informa a
presenca da mutagao Cys634Tyr.
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Tabela 4 Estudo molecular da familia com NEM tipo IIA, pre-
senca (+) ou auséncia da mutagio Cys634Tyr (TGC/ TAC) no
codon 634 do exon 11

Fendtipo Genealogia Mutagéo TAC
11-3 +
I11-3 +

CMT

I-4 +
11-13 +

NEM 1A 11-8 +
11-9 Inconclusivo
[1-10 +
11-1 Ausente
-2 Inconclusivo
111-5 +
[1-10 Ausente

Assintomaticos

1-12 +
V-1 +
V-2 Ausente
IV-3 Ausente
IV-4 Ausente
IV-5 +

|

LA

Figura 2 - Cédon 634; Exon 11 (I1I-4)

DISCUSSAO
Aspectos Clinicos

A identificacao do caso indice (I1I-8) e de seus familia-
res com CMT (II-3 e III-3) foi de fundamental importan-
cia para a busca dos pacientes em risco de apresentarem os
fenétipos da NEM tipo IIA. O contato com os membros
da familia ofereceu a oportunidade de esclarecé-los sobre
a NEM tipo IIA, a sua caracteristica de hereditariedade e
risco que cada individuo apresentava para o aparecimento
de um dos fenétipos desta sindrome, bem como a necessi-
dade de investigagao laboratorial das doencas presentes na
NEM tipo IIA. Os individuos também foram esclarecidos
sobre o gene RET e o significado de suas mutagoes. Apenas
trés individuos se recusaram a participar do estudo (II-8,
II1-7 e 1II-11). O CMT esteve presente nas trés geragoes

investigadas, seguindo o padrio de hereditariedade autos-
sdémico dominante dessa sindrome.” Nas pacientes I11-4 e
I1I-13, o diagndstico clinico do CMT, antecedeu o estudo
molecular do gene RET.

O hiperparatireoidismo foi investigado em todos os pa-
cientes com CMT (II-3, 111-3, I11-4, III-8 e I1I-13), sendo
visto apenas no caso {ndice (III-8). Um dos pacientes apre-
sentou, em uma ocasido, calcemia elevada, o que poderia
ser decorrente de interferéncias, tais como garroteamento
prolongado, desidratagdo e uso de alguma medicagao. Essa
dosagem foi, portanto, considerada inconclusiva, mas o pa-
ciente se negou a fazer nova coleta . Até o momento, o fe-
ocromocitoma foi descartado, clinica e laboratorialmente,
entre os individuos com CMT investigados.

Aspectos moleculares

No seqiienciamento do gene RET dos dezessete indi-
viduos investigados, detectamos a troca de uma base ni-
trogenada no exon 11, em um dos alelos, a guanina (G),
no cédon 634 por adenina (A), no caso indice (III-8) e
nos outros quatro membros com CMT (I1-3, I11-3, [11-4 e
II1-13). Cinco individuos assintomaticos (II-10, III-5, III-
12, IV-1 e IV-5) também apresentaram esta mutagao. A
mutagio encontrada nesta familia parece ser uma mutagio
freqiiente nas familias brasileiras com NEM tipo ITA”.

O Consenso Internacional de Diretrizes para o acom-
panhamento dos pacientes com NEM tipo IIA7 classifica
as mutagoes do gene RET em trés niveis de risco para o
desenvolvimento do CMT: muito alto risco, alto risco e
baixo risco. A mutac¢io Cys634Tyr encontrada nos mem-
bros dessa familia ¢ classificada como de alto risco para o
desenvolvimento do carcinoma medular da tiredide. Por-
tanto esse consenso aconselha que os pacientes com tipo
ITA, portadores dessa mutagio, devam ser submetidos a
tireoidectomia profildtica, antes dos cinco anos de vida.

Para os pacientes portadores da mutagio propusemos a
tireoidectomia total. Os pacientes nos quais no encontra-
mos a mutagio Cys634Tyr (I1I-1, III-10, IV-2, IV-3 e IV-
4) nio necessitam de acompanhamento adicional porque
nem eles nem seus descendentes tém risco para a NEM
ITA, além do habitual encontrado na populagio.

Correlacao fenétipo-genétipo

Segundo o estudo de Mulligan et al.”, a mutagio en-
contrada nessa familia normalmente se correlaciona, além
do CMT, com maior risco de desenvolvimento de feocro-
mocitoma, mas nao de hiperparatireoidismo. Encontramos
100% de correspondéncia entre o fenétipo CMT e o gend-
tipo (ou seja, presenca da mutagao Cys634Tyr). No entanto,
nem todos os pacientes portadores da mutagao Cys634Tyr
apresentavam o CMT, o que significa que o diagndstico
molecular pode anteceder o clinico. Como a penetrincia

do CMT na NEM tipo IIA ¢ préxima de 100%"", pacien-
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tes assintomdticos e com a mutagao Cys634Tyr devem ser
submetidos 2 tireoidectomia total profildtica, mesmo que
nio se encontrem néddulos tireoidianos, o que preveniria o
aparecimento desta doenca potencialmente letal.

A mutagio encontrada nesses pacientes estd freqiiente-
mente associada ao fenétipo feocromocitoma’, embora este
nao tenha sido, até o momento, diagnosticado nos mem-
bros dessa familia, provavelmente devido a faixa etdria dos
pacientes O aparecimento dessa doenga, no entanto, deverd
ser monitorado pelo menos anualmente. Quanto a predis-
posicdo para o desenvolvimento do hiperparatireoidismo,
sabe-se que essa mutagao nio estd freqiientemente associa-
do a esse fenétipom, apesar de ter sido encontrado um caso
confirmado (III-8), o que também faz requerer nesta fa-
milia 0 acompanhamento periédico da calcemia naqueles
individuos portadores da mutagio.

Como a NEM tipo IIA ¢ uma doenga familial de padrio
de heranca autossémico dominante que apresenta manifes-
tagoes clinicas de grande impacto na sobrevida do individuo,
como o CMT, e que tem alta penetrincia na sua expressio
clinica, entendemos que o rastreamento de mutagdes no
gene RET nessas familias seja a inica maneira eficiente, até
o momento, para a identificagao precoce dos individuos em
risco para esse fenétipo. Dessa maneira, identificamos nes-
sa familia cinco pacientes portadores assintomdticos para o
CMT (sendo duas criangas) que seguramente se beneficia-
riam da tireoidectomia profildtica. Além disso, a investiga-
40 nos permitiu esclarecer, aos individuos da familia a cau-
sa da NEM tipo IIA, incluindo o significado do gene RET
e suas mutacoes, as caracteristicas de sua hereditariedade € o
significado do encontro ou nio de mutagées. Assim, pude-
mos realizar o aconselhamento genético aos pacientes porta-
dores e a trangqiiilizacio dos nao-portadores da mutagio.

SUMMARY

Introduction: Multiple Endocrine Neoplasia type IIA
(MEN type IIA) is a familiar hereditary dominant autos-
somic disease with different clinical expressions. The most
common clinical manifestations are medullary thyroid
carcinoma, pheochromocytoma and hyperparathyroidism.
Twelve years ago mutations in the RET gene were iden-
tified as the cause of MEN type IIA. This gene encodes
a tyrosine kinase receptor associated with cellular prolife-
ration and differentiation, and is expressed in the neuro-
ectodermic cells (C cells and adrenal medulla), as well as
in parathyroids. Objective: To study a family with MEN
type IIA (four generations), following the identification
of the index case who presented with medullary thyroid
carcinoma and hyperparathyroidism, and two other family
members, with only medullary thyroid carcinoma. Metho-
ds: We analysed the pedigree, the phenotypic expressions
of the family group and the molecular study of the RET
gene (exon 11). Results: The pedigree showed that 20 in-

dividuals were “under risk”of the clinical manifestations
of MEN type ITA. Five individuals had medullary thyroid
carcinoma, but one of them had also hyperparathyroidism
(index case). Pheochromocytoma was not found. The mo-
lecular study of RET in 17 out of 20 individuals “under
risk”, revealed the presence of Cys634Tyr mutation in five
individuals with medullary thyroid carcinoma and in five
asymptomatic (carriers). Five individuals did not have the
mutation. Conclusion: These clinical and molecular stu-
dies allowed us to select the individuals for the adequate
treatment and the genetic counseling.

Key-words: Multiple Endocrine Neoplasia Type 2a/
genetics; Carcinoma, Medullary/ prevention & control;
Hyperparathyreoidism
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