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RESUMO - Introducao: Muitos estudos publicados estimaram a associacdo dos
polimorfismos rs2435357 e rs1800858 do proto-oncogene rearranjado durante a
transfeccdo (RET) com o risco de doenga por Hirschsprung (HSCR). No entanto, os
resultados permanecem inconsistentes e controversos. Objetivo: Realizar metanalise
para obter estimativa mais precisa da associagdo dos polimorfismos rs2435357 e
rs1800858 no proto-oncogene RET com risco de HSCR. Método: A literatura elegivel foi
pesquisada pelo PubMed, Google Scholar, EMBASE e CNKI até 30 de junho de 2018.
Resultados: Um total de 20 estudos, incluindo dez (1.136 casos 2.420 controles) para rs2435357
e dez (917 casos 1.159 controles) para rs1800858 foram incluidos. Os resultados globais
indicaram que o rs2435357 (modelo alelo: OR=0,230, IC 95% 0,178-0,298, p=0,001; modelo
homozigoto: OR=0,079, IC 95% 0,048-0,130, p=0,001; modelo heterozigoto: OR=0,149, IC 95%
0,048-0,130, p=0,001, modelo dominante: OR=0,132, IC 95% 0,098-0,179, p=0,001 e modelo
recessivo: OR=0,239, IC 95% 0,161-0,353, p=0,001) e rs1800858 (modelo alelo: OR=5,594, IC
95% 3,653-8,877, p=0,001; modelo homozigoto: OR=8,453, IC 95% 3,783-18,890, p=0,001;
modelo dominante: OR=3,469, IC 95% 1,881- 6,396, p=0,001 e modelo recessivo: OR=6,120,
95% Cl 3,608-10,381, p=0,001) polimorfismos foram associados com o aumento do risco
de HSCR em geral. Conclusdes: Os resultados sugerem que os polimorfismos rs2435357 e
rs1800858 no proto-oncogene RET podem estar associados ao HSCR.

ABSTRACT - Introduction: Many published studies have estimated the association of rs2435357
and rs1800858 polymorphisms in the proto-oncogene rearranged during transfection
(RET) gene with Hirschsprung disease (HSCR) risk. However, the results remain inconsistent
and controversial. Aim: To perform a meta-analysis get a more accurate estimation of the
association of rs2435357 and rs1800858 polymorphisms in the RET proto-oncogene with HSCR
risk. Methods: The eligible literatures were searched by PubMed, Google Scholar, EMBASE, and
Chinese National Knowledge Infrastructure (CNKI) up to June 30, 2018. Summary odds ratios
(ORs) and 95% confidence intervals (Cls) were used to evaluate the susceptibility to HSCR.
Results: A total of 20 studies, including ten (1,136 cases 2,420 controls) for rs2435357 and
ten (917 cases 1,159 controls) for rs1800858 were included. The overall results indicated that
the rs2435357 (allele model: OR=0.230, 95% CI 0.178-0.298, p=0.001; homozygote model:
OR=0.079, 95% Cl 0.048-0.130, p=0.001; heterozygote model: OR=0.149, 95% Cl 0.048-0.130,
p=0.001; dominant model: OR=0.132, 95% Cl 0.098-0.179, p=0.001; and recessive model:
OR=0.239, 95% Cl 0.161-0.353, p=0.001) and rs1800858 (allele model: OR=5.594, 95% ClI
3.653-8.877, p=0.001; homozygote model: OR=8.453, 95% Cl 3.783-18.890, p=0.001; dominant
model: OR=3.469, 95% Cl 1.881-6.396, p=0.001; and recessive model: OR=6.120, 95% CI 3.608-
10.381, p=0.001) polymorphisms were associated with the increased risk of HSCR in overall.
Conclusions: The results suggest that the rs2435357 and rs1800858 polymorphisms in the RET
proto-oncogene might be associated with HSCR risk.

This is an open-access
article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License.

INTRODUCAO

congénito, é um defeito congénito com risco de vida caracterizado pela

auséncia de ganglios entéricos nos plexos submucoso e mioentérico do
trato gastrointestinal®. Sua incidéncia varia de 1:5.000 a 1:10.000 nascidos vivos, com
uma proporcao total de homens para mulheres de 3:1 a 5:1, particularmente naqueles
com segmentos curtos'®?'. O diagnéstico é estabelecido em 15% no primeiro més de
vida, em 40-50% nos primeiros trés meses, em 60% no final do primeiro ano de vida e
em 85% em quatro anos’. O mecanismo exato dela é desconhecido, mas é claro que
fatores genéticos e ambientais estdo envolvidos®. O cromossomo 21 da trissomia é a
anormalidade cromossOmica mais frequente (>90% dos casos) associada a doenga
HSCR'. Além disso, estd acompanhada de outras malformagbes congénitas em 5-32%

Q doenca de Hirschsprung (HSCR), também conhecida como megacélon

B
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dos casos, incluindo o trato gastrintestinal, por anomalias do
SNC, deficiéncia auditiva e anomalias congénitas do rim e do
trato urinario®3!. Fatores de risco perinatais e ambientais para
a HSCR, comovitamina A, idade materna, obesidade, paridade,
hipotireoidismo durante a gravidez, uso de medicamentos tém
sido pouco estudados; no entanto, os resultados ndo foram
consistentes'™2243,

A HSCR pode ser hereditaria autossomica dominante,
autossOmica recessiva e até mesmo poligénica’. Entretanto,
aproximadamente em 30% dos casos, esta associado a outras
malformacdes®. Andlises de associacdo genética identificaram
12 loci de susceptibilidade incluindo EDNRB, EDN3, GDNF, NTN,
SOX10, PHOX2B, ECE1, KIAA1279/KBP, ZFHX1B, TTF-1e NRG113.
Entretanto, variagdes na maioria desses locos sao encontradas
principalmente nos casos sindromicos, nos quais a HSCR esta
associada a outras malformagdes congénitas'®. Andlises de
ligacdo de familias de HSCR multiplexadas estabeleceram que
o proto-oncogene rearranjado durante a transfeccao (RET) é o
principal gene de susceptibilidade ao seu desenvolvimento®. O
RET é um receptor tirosina quinase transmembrana que também
esta envolvido na neoplasia enddcrina multipla tipo 2 (NEM 2),
causando carcinoma medular de tireoide, feocromocitoma e
hiperparatireoidismo primario’®?. Entre as variacdes do gene
RET, os polimorfismos rs2435357 e rs1800858, localizados no
intron 1 e no éxon 2 do gene RET, respectivamente, foram
amplamente investigados no HSCR. No entanto, os resultados
de diferentes estudos sdo controversos®.

Portanto, realizamos revisdo sistematica atual e metanalise
para esclarecer as associacdes do SNP rs2435357 e rs1800858
com a susceptibilidade a HSCR.

METODO

Estratégia de pesquisa da literatura

Foi realizada uma pesquisa bibliografica abrangente
utilizando PubMed, EMBASE, Google scholar, banco de dados
chinés de biomédica, WanFang e VIP para identificar todos os
estudos elegiveis avaliando a associacdo dos polimorfismos
Rs2435357 e rs1800858 com risco de PCR até junho 30, 2018. As
palavras-chave foram as seguintes: ("Doenga de Hirschsprung”
OU "HSCR" OR “megacdlon congénito ') E ("Reorganizar durante
transfeccdo” OR "“RET Proto-oncogene ” OU “Proto-Oncogene
C-Ret” OU "gene RET"” OU “"Membro da Familia Relacionada
com Caderina 16" OR “Membro da Familia Caderina 12") AND
("rs1800858“ OR “c.135G>A" OU “Ala45Ala”) E ("rs2435357 " OU
"IVST +9277C>T"0OU "c.73 + 9277C>T") AND ("polimorfismo”
OR “SNPs"OR “variacdo "OR" locus “OR" mutation”). A pesquisa
foi limitada a estudos em humanos e estudos publicados. Além
disso, alista de referéncias de estudos relevantes de caso-controle
e revisOes foram manualmente pesquisadas para identificar
quaisquer estudos elegiveis adicionais. Se dois ou mais estudos
tivessem dados iguais ou sobrepostos, apenas o estudo com a
maior amostra ou o estudo publicado mais recentemente foi
incluido na meta-anélise.

Colecao de dados

Os dados dos estudos publicados relevantes foram extraidos
independentemente por dois dos autores e digitados em um
questionario personalizado. Em seguida, os dados extraidos
foram comparados e os desacordos foram resolvidos por meio
de discussdo entre os dois pesquisadores. Para cada estudo
elegivel, os seguintes dados foram extraidos: nome do primeiro
autor, ano de publicacdo, pais de origem, etnia, métodos de
genotipagem, fonte de controles (base populacional e hospitalar),
numeros de casos e controles, frequéncia genotipica de SNPs,
frequéncia alélica menor nos controles e equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) nos controles. A etnia foi dividida em asiaticos
e caucasianos ou outros. Além disso, estudos foram realizados
em diferentes popula¢des foram considerados como estudos

e

independentes.

Critérios de inclusdo e exclusado

Os estudos selecionados foram incluidos na metanalise
se atendessem aos seguintes critérios: 1) estudos caso-controle
ou coorte; 2) avaliar a associagdo dos polimorfismos rs2435357
e rs1800858 do gene RET com a susceptibilidade a HSCR; 3)
estudos com dados suficientes para realizar uma metanalise.
Assim, estudos com as seguintes caracteristicas foram excluidos:
1) ndo caso-controle ou coorte; 2) sem populacdo controle; 3)
estudos com dados insuficientes disponiveis ou auséncia de
dados de distribuicdo de gendtipos; 4) resumos, comentarios,
relatos de casos, cartas, editoriais, revisdes e revisdes sistematicas;
5) estudos publicados contendo dados duplicados.

Andlise estatistica

A forca da associacdo dos polimorfismos rs2435357 e
rs1800858 do RET com o risco de HSCR foi medida por odds
ratios (OR) com intervalos de confianga de 95% (IC). A significancia
estatistica do resumo OR foi determinada usando o teste-Z.
Foram utilizados cinco modelos para avaliar as associa¢des
dos polimorfismos rs2435357 e rs1800858 do RET com o
risco de HSCR incluindo: modelo de alelo (B vs. A), modelo
homozigoto (BB vs. AA), modelo heterozigotico (BB vs. BA),
modelo dominante (BB + BA vs. AA) e modelo recessivo (BB
vs. AA + BA). A heterogeneidade entre os estudos foi avaliada
pelo teste Q baseado no qui-quadrado, em que um valor de p
menor que <0,05 foi considerado uma heterogeneidade ébvia.
Além disso, o valor de 12 foi utilizado para testar o grau de
heterogeneidade, em que 12<25%, sem heterogeneidade; 12
25-50%, heterogeneidade moderada; 12>50%, heterogeneidade
grande ou extrema'’. O modelo de efeitos fixos foi usado para
agrupar as OR e 95% de intervalo confidencial (IC) quando
nao houve heterogeneidade significativa. Caso contrério, o
modelo de efeitos aleatérios (0 método DerSimonian e Laird)
foi usado. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado pelo
teste qui-quadrado de ajuste de bondade. Uma analise de
sensibilidade foi realizada principalmente pela omissédo de
um Unico estudo de cada vez para avaliar a estabilidade das
RUP agrupadas obtidas. Além disso, analises de sensibilidade
foram realizadas por omissao de estudos violadores de HWE.
O possivel viés de publicacao foi estimado pelo grafico de
funil, no qual o erro padrdo de log (OR) de cada estudo foi
plotado contra seu log (OR). Além disso, a assimetria do grafico
de funil foi posteriormente avaliada pelo método do teste de
regressao linear de Egger, no qual p<0,05 foi considerado
um viés de publicacdo significativo. A qualidade dos dados
genotipicos foi estimada pelo equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) e estudos de baixa qualidade desviados do HWE foram
excluidos na anélise de sensibilidade. Todos os testes nesta
metanalise foram realizados com o software Comprehensive
meta-analysis CMA (versao 2.0; College Station, TX). Valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. A
aprovagao ética ndo foi necessaria, uma vez que se tratava de
uma metanalise baseada em estudos anteriores, e sem a entrega
direta de dados pessoais ou o recrutamento de participantes.

RESULTADOS

Caracteristicas do estudo

Apbs a pesquisa on-line de varios bancos de dados, 131
publicacdes potencialmente relevantes foram recuperadas.
Conforme mostrado na Figura 1, apds excluir as duplicatas, 89
publicagées foram mantidas. Dentre eles, 69 foram excluidas
por serem irrelevantes, revisdes/resumos, ndo sobre seres
humanos, ou ndo publicadas eminglés. Finalmente, 20 estudos
caso-controle, incluindo nove com 1.136 casos de HSCR 2.420
controles para rs2435357 31419.273032404142 @ dez com 917 casos
de HSCR 1.159 controles para rs1800858°%10.12232430343739 foram
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‘ PRISMA 2009 Flow Diagram

incluidos. As caracteristicas de cada estudo estdo resumidas
na Tabela 1. Entre os 18 de caso-controle, 14 foram realizados
em asiaticos e quatro em caucasianos. Todos incluidos foram
publicados entre 2003 e 2017. O tamanho da amostra dos casos
da HSCR variou de 16 a 362. Os métodos de genotipagem
utilizados incluiram PCR, PCR-RFLP, ensaio TagMan e PCR-HRM.
Quatorze correspondéncias para os controles foram baseados
na populacdo, dois foram hospitalares e dois ndo declararam.
Todos os estudos mostraram que a distribuicdo dos genétipos
no grupo controle estava de acordo com o EHW (p<0,05), com
excecdo de dois estudos®># para polimorfismos rs2435357 e
dois®®?® para rs1800858.

Sintese de dados quantitativos

rs2435357

A Tabela 2 listou os principais resultados da metanalise
do polimorfismo rs2435357 no proto-oncogene RET e risco de
HSCR. Agrupamos todos os dez estudos de caso-controle para
avaliar a associacdo global do polimorfismo rs2435357 com o
risco de HSCR. A analise global combinada sugere associacao
significativa entre o polimorfismo rs2435357 e o risco de HSCR
nas estimativas gerais em todos os cinco modelos genéticos,
isto &, alelo (C vs. T: OR=0,230, IC 95% 0,178-0,298, p=0,001,
Figura 2A), homozigoto (CC vs. TT: OR=0,079, IC 95% 0,048-
0,130, p=0,001); heterozigico (CT vs. TT: OR=0,149, IC 95%
0,048-0,130, p=0,001); dominante (CC + CT vs. TT: OR=0,132,
IC 95% 0,098-0,179, p=0,001); e recessivo (CC vs. CT + TT:
OR=0,239, IC 95% 0,161-0,353, p=0,001).

r~
g Records identified through Additional records identified
= database searching published up to through other sources published up
i June 30, 2018 to June 30, 2018
§ (n=131) (n=1)
-
9
=
R d: luded ( 8)
i ecords excluded (n = 4
= o <ster rening
titles and/or abstracts
§ l
‘z Records screened
(n=41)
-
) 1 Full-text articles excluded,
with reasons (n = 21)
Full-text articles assessed for Review, case reports, letters
3 eligibility to editors, other
3 (n=41) diseases instead of HSCR, not
= relevant to rs2435357 and
] l 151800858 polymarphism,
other RET gene
— Studies included in
qualitative synthesis
(=) (n=20)
3 }
3
3 Studies included in quantitative synthesis
£ (n = 20 case-control studies)
®  rs52435357: 10 case-control studies
*  rs1800858: 10 case-control studies
—

FIGURA 1 - Fluxograma que descreve a exclusdo/inclusdo de
estudos individuais para metandlise

TABELA 1 - Principais caracteristicas dos estudos incluidos nesta metanalise

rs2435357 T TC
Zhang 2007 il PCR HB  99/132 57 28
(asiatica)
Arnold 2008 Europeu* TagMan HB 62/30 12 27
Miao 2010 i PCR HB  315/352 228 65
(asiatica)
Phusantisampan  Tailandia
501> (st PCRRFLP  HB  68/120 47 14
Prato 2009 il PCR HB  22/85 11 6
(caucasiano)
China 59/59 42 16
Al 20 (asidtica)  12aMan NS 76550 59 15
Gunadi2016 | Mdonésia | pep ppp | NS 93136 67 | 22
(asiatica)
China
Yang 2017 i) TagMan PB  362/1448 209 126
Li 2017 i TagMan NS 99/114 69 27
(asiatica)
rs1800858 GG AG
Fitze 2003 AR NS HB  80/120 10 30
(caucasiano)
Garcia-Barcelo China
5005 (sisticsy  PCRRFLP  HB  172/194 14 40
Burzynski 2004  Holanda NS HB  105/126 21 27
(caucasiano)
China
Zhang 2005 i PCR HB  16/40 2 | q
Du 2006 il PCR HB  94/122 4 33
(asiatica)
Liu 2008 il LDR PB 116/144 11 42
(asiatica)
Saryono 2010 Mdonésia  pep prip pB 5446 5 23
(asiatica)
Liu 2010 il PCR HB  125/148 12 45
(asiatica)
Tou 2011 il PCR HB  123/168 10 32
(asiatica)
Phusantisampan  Tailandia
o (st PCRRFLP  HB  68/120 36 23

CcC
14
23
22

27

3
AA
40

118

57

13

57

63

26

68

81

9

T
142
51
521

108

28

100
133

156

544

165
G
50

68

69

5

41

64

33

69

52

95

@ T TC CcC T C

56 29 62 41 120 144 0,545 0,544
70 2 14 14 18 42 0,700 0,542
109 62 169 95 293 359 0,550 0,390
28 31 64 25 126 114 0475 0,447
16 3 32 50 38 132 0,776 0,435
_112 13 30 16 56 62 0525 0,880
30 27 83 26 137 135 0,49 0,010
180 329 802 317 1460 1436 0,495 =0,001
33 19 58 37 9 132 0,578 0,641
A GG AG AA G A
110 65 47 8 177 63 0262 0,899
276 58 100 36 216 172 0443 0,536
141 77 40 9 184 58 0,230 0,242
27 15 12 13 42 38 0475 0,011
147 13 88 21 144 130 0,532 =0,001
168 42 73 29 157 131 0,454 0,789
75 10 30 6 5 23 0456 0,033
181 43 75 30 161 135 0,456 0,794
194 52 85 31 10 32 0437 0716
41 40 51 29 36 23 0454 0117

* Autores declararam que a ascendéncia dos participantes era européia (caucasiana); PCR=restricdo da reacdo em cadeia da polimerase; PCR-RFLP=polimorfismo do
comprimento do fragmento de restricdo da reacdo em cadeia da polimerase; LDR=reacdo de deteccdo da ligase; HB=hospitalar; PB=populacdo baseada; NS=nao
declarado; MAFs=frequéncias alélicas menores; HWE=equilibrio hardy-weinberg.
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TABELA 2 - Resultados da associacdo do polimorfismo RET com risco de OA

rs2435357
Cvs. T Aleatéria 74,18 =0,001 0,230 0,178-0,298 -11,129 =0,001 0,858 0,209
CCvs. TT Aleatoria 60,85 0,006 0,079 0,048-0,130 -10,008 =0,001 0,371 0,178
Overall CTvs. TT Aleatéria 58,02 0,011 0,149 0,108-0,205 -11,670 =0,001 1,000 0,156
CC+CTvs. TT Aleatéria 59,29 0,009 0,132 0,098-0,179 -13,220 =0,001 0,371 0,068
CCvs. CT+TT Aleatéria 52,17 0,027 0,239 0,161-0,353  -7,184 =0,001 0,107 0,219
rs1800858
Avs. G Aleatéria 89,58 =0,001 5,594 3,653-8,877 7,679 =0,001 0,210 0,469
AA vs. GG Aleatoria 86,57 =0,001 8453  3,783-18,890 5,203 =0,001 0,591 0,934
Overall AG vs. GG Aleatéria 88,56 =0,001 1,238 0,575-2,666 0,547 0,585 1,000 0,883
AA+AG vs. GG Aleatéria 83,71 =0,001 3,469 1,881-6,396 3,984 =0,001 0,591 0,800
AA vs. AG+GG Aleatéria 83,23 =0,001 6,120  3,608-10,381 6,720 =0,001 1,000 0,798
rs 1800858 nenhuma evidéncia de assimetria 6bvia em todos os cinco

A Tabela 2 listou os principais resultados da metanalise
do polimorfismo rs1800858 no proto-oncogene RET e risco
de HSCR. A anélise global combinada sugere associagédo
significativa do polimorfismo rs1800858 e do risco de HSCR
em quatro modelos genéticos, i. e. alelo (A vs. G: OR=5,594, IC
95% 3,653-8,877,p=0,001); homozigoto (AAvs. GG: OR=8,453,
IC 95% 3,783-18,890, p=0,001); dominante (AA + AG vs. GG:
OR=3,469, IC 95% 1,881-6,396, p=0,001); e recessivo (AA vs.
AG + GG: OR=6,120, IC 95% 3,608-10,381, p=0,001), mas ndo
sob modelo heterozigoto (GA vs. GG: OR=1,238, 1C95% 0,575-
2,666, p=0,585, Figura 2B).

Study name Statistics for Odds ratio and 95% CI

Odds Lower Upper Relative

ratio  limit limit  2Value p-Value weight
Zhang 2007 0329 0222 0487 -5552 0000 121
Amold 2008 055 0288 1071 -1755 0079 7.66
Miao 2010 0201 0.156 0259 -12.385 0.000 1320
Phusantisampan 20120287 0176 0466 -5032 0000 085
Prato 2009 0165 0081 0335 -4966 0.000 7.04
Zhang 2015a 0163 0088 0302 -5758 0000 811
Znang 20155 0120 0071 0235 6674 0000 832
Gunadi 2016 0195 0.124 0308 7002 0.000 1027
Yang 2017 033 0280 0404 -11630 0.000 1406
L2017 0145 0082 0230 -8269 0.000 1027

0230 0178 0298 -11.120  0.000

0.01 0.1 1 10 100

Study name Statistics for each study 0dds ratio and 95% CI

Odds Lower Upper Relative

ratio  limit  limit  ZValue p-Value weight
Fitze 2003 4149 1849 9309 3451 0001 1048
Garcia-Barcelo 2005 1.657 0832 3301 1436 0151 1083
Bumynski2004 2475 1246 4917 2588 0010 1084
Znang 2005 0625 0050 7.749 0366 0714 '} 521
0u 2008 0086 0041 0176 -6684 0000 {} 1073
Liu 2008 2107 1023 4719 2017 0044 1061
Saryono 2010 1533 0460 5107 0696 0485 918
Liu2010 2150 1027 4502 2030 0042 1089
Tou2011 1958 0889 4311 1668 0095 1054
Phusantisampan 20120.501 0257 0976 -2030 0042 1089

1238 0575 2666 0547 0585

0.01 0.4 1 10 100

FIGURA 2 - Plots de floresta dos polimorfismos rs2435357
e rs1800858 no gene RET e risco de HSCR: A)
rs2435357 (modelo alelo: C vs. T); B) rs1800858
(modelo heterozigoto: AG vs. GG)

Andlise sensitiva

A analise de sensibilidade foi realizada omitindo cada
estudo em cada modelo genético ou removendo certos estudos,
tais como os estudos que nao estavam em conformidade com
o HWE. Apds a omissao do estudo individual, a OR combinada
correspondente ndo foi alterada de forma significativa. Isso
indica que nossos resultados sdo estatisticamente robustos em
todos os cinco modelos genéticos que examinam associacdes
de polimorfismos rs2435357 e rs1800858 com risco de HSCR.

Viés de publicacdo

O grafico de funil de Begg e o teste de Egger foram
realizados para avaliar o possivel viés de publicacdo dos estudos
incluidos. As formas da trama do funil de Begg néo revelaram

modelos genéticos. Além disso, a regresséo linear de Egger
também ndo mostrou evidéncia estatistica significativa de viés
de publicagdo para rs2435357 em todos os cinco modelos
genéticos, ou seja, alelo (Cvs. T: PBeggs=0.858 e PEggers=0.209),
homozigoto (CCvs. TT: PBeggs=0,371 e PEggers=0,178, Figura
3A), heterozigoto (CT vs. TT: PBeggs=1.000 e PEggers =0,156),
dominante (CC + CT vs. TT: PBeggs=0,371 e PEggers=0,068) e
recessivo (CCvs CT + TT: PBeggs=0,107 e PEggers=0,219). Além
disso, o teste de Egger ndo revelou polimorfismo rs1800858 de
viés de publicacdo em todos os cinco modelos genéticos, ou
seja, alelo (Avs.G: PBeggs=0,210 e PEggers=0,469), homozigoto
(AAvs.GG: PBeggs=0,591 e PEggers=0,934), heterozigoto (AG
vs. GG: PBeggs=1.000 e PEggers=0.883), dominante (AA + AG
vs. GG: PBeggs=0.591 e PEggers=0.800) e recessivo (AA vs. AG
+ GG: PBeggs=1.000 e PEggers=0,798, Figura 3B).
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FIGURA 3 - Grafico de funil para a detecgao do viés de publicagéo
para a associacao dos polimorfismos rs2435357
e rs1800858 no gene RET com risco de HSCR,
foi utilizado um modelo de efeitos aleatdrios: A)
rs2435357 (modelo homozigoto: CC vs. TT); B)
rs1800858 (modelo recessivo: AA vs. AG + GG).

DISCUSSAO

O gene para o proto-oncogene RET, membros da familia
do fator neurotréfico derivado da linhagem glial (GDNF),
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mapeia para o cromossomo 10q'"?", contém 21 exons e
cobre 60 kbp DNA3*. O proto-oncogene RET codifica uma
proteina tirosina quinase do receptor trans-membrana com um
dominio extracelular rico em cisteina e um dominio intracelular
enriquecido em tirosina, que é importante na transferéncia de
sinais de crescimento e diferenciacdo celular®®. As mutacées
de perda de fungdo germinativa proto-oncogénica RET estdo
associadas ao desenvolvimento de HSCR, enquanto mutacbes
de ganho de fungdo sdo responsaveis pelo desenvolvimento de
varios tipos de cancer humano, incluindo carcinoma medular
de tireoide, neoplasia enddcrina multipla tipo 2 (MEN 2) e
2B, feocromocitoma e hiperplasia das paratiredides®. Até o
momento, varias correlagdes gendtipo-fendtipo foram definidas
em associacdo de mutacdes no RET com diferentes variantes
da sindrome de MEN2, incluindo MEN 2A, MEN 2B e carcinoma
medular de tireoide (FMTC)®.

Diversos estudos foram publicados explorando a associagdo
dos polimorfismos rs2435357 e rs1800858 no proto-oncogene
RET comrisco de HSCR. No entanto, os resultados desses estudos
foram inconsistentes e inconclusivos, devido as diferencas étnicas
e ao pequeno tamanho da amostra. Portanto, a metandlise
como uma ferramenta poderosa para resumir os resultados dos
diferentes estudos é necessaria para alcancar uma concluséo
mais abrangente e confidvel em ambos os polimorfismos, a
fim de fornecer mais informacdes sobre este assunto debatido.
Esta metandlise e revisdo sistematica, incluindo dez estudos
com 1.136 casos 2.420 controles para rs2435357 e dez com
917 casos 1.159 controles para rs1800858 foram identificados e
analisadosnesta metanalise. Descobrimos que os polimorfismos
rs2435357 e rs1800858 no gene RET estdo associados ao risco
de HSCR. Esses achados sdo consistentes com a metanalise de
Liang et al.®®. Eles realizaram uma metanalise sobre a associacdo
do polimorfismo rs2435357 com cinco estudos (566 casos e 719
controles) e polimorfismo rs1800858 com nove estudos (863
casos e 1.118 controles) comrisco de HSCR. Descobriram que os
polimorfismos rs2435357 e rs1800858 do RET estdo associados
a suscetibilidade a HSCR. No entanto, sua metanélise mostra
que o tamanho da amostra é pequeno e ndo é suficiente para
detectar as possiveis associacoes.

Aheterogeneidade entre estudos é comum em metandlises
e aidentificacdo de fontes potenciais de heterogeneidade é um
componente essencial da metanalise?3, As fontes mais potenciais
de heterogeneidade em metanalise de associagdo genética séo
o desenho do estudo, etnia, métodos de genotipagem, fonte de
controles e assim por diante?'?°. O viés de selecdo, embora ndo
tenha sido observado viés de publicacdo, é uma possivel fonte
importante de heterogeneidade. Portanto, realizamos anélise
de subgrupo e analise de sensibilidade removendo estudos
que violam HWE para descobrir a fonte de heterogeneidade
nesta metanalise. No entanto, a heterogeneidade antes e apds
a analise do subgrupo e o processo de remocao do estudo
individual ndo diminuiram ou desapareceram. Assim, este
achado confirmou que os resultados da metanalise foram
estatisticamente robustos e que nossos resultados foram
confiaveis e estaveis.

Este estudo tem duas vantagens principais: primeiro,
esta foi a metandlise mais precisa e abrangente sobre os
polimorfismos rs2435357 e rs1800858 do RET com risco de
HSCR; segundo, nenhum viés de publicacdo foi observado nos
resultados dela, indicando que nossos resultados podem ser
imparciais. No entanto, houve algumas limitacdes para este
estudo que podem ter afetado nossas conclusdes. Primeiro,
o presente estudo foi limitado pelo nimero relativamente
pequeno de estudos e tamanho da amostra nos polimorfismos
rs2435357 e rs1800858, o que levou a trabalhos menores na
analise de subgrupos e enfraquecer o poder estatistico; assim,
precisa-se de mais estudos. Em segundo lugar, apenas estudos
em populacdes asiaticas e caucasianas foram envolvidos nesta
metanalise. Esse viés pode existir porque ndo conseguimos
determinar o papel dos polimorfismos rs2435357 e rs1800858
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em populagdes inteiras. Assim, estudos em outras etnias, como
africanos e latinos, devem ser realizados para determinar os
efeitos potenciais da variacdo étnica na suscetibilidade a HSCR.
Terceiro, incluimos apenas os dados de estudos publicados, o
viés de publicacdo pode existir, embora nossos resultados de
testes de viés de publicagdo ndo tenham significado. Quarto,
porque as informacdes relevantes eram insuficientes nos dados
originais, ndo realizamos andlises de estratificacdo por outras
co-variaveis como idade, género e assim por diante. Isso pode
ter causado um viés de confusao. Por fim, sabe-se que o HSCR
tem causa multifatorial do envolvimento em gene-gene e
interagbes do ambiente génico. No entanto, essas interacoes
ndo puderam ser investigadas na presente metandlise devido
a nenhum dado apropriado.

CONCLUSAO

Esta metanalise sugeriu que os polimorfismos rs2435357
e rs1800858 no proto-oncogene RET podem estar associados
a suscetibilidade a HSCR. No entanto, devido ao tamanho
relativamente pequeno dos trabalhos incluidos, futuros estudos
de larga escala sobre diferentes etnias sdo necessarios para
confirmar esses achados.
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