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RESUMO

A neoplasia enddcrina multipla tipo 2 (NEM-2) € uma sindrome tumoral
hereditéria que compreende: carcinoma medular de tiredide, hiper-
paratiroidismo primario, feocromocitoma e outras doencas ndo-
enddcrinas. Desde a identificacdo das primeiras mutacdes missense no
RET associadas ao NEM-2, a deteccdo de mutacdes no RET adquiriu
grande impacto no tratamento clinico da NEM-2, tais como o pronto
diagndstico e tratamento do CMT. Atualmente a tireocidectomia total
possibilita real cura dos casos de CMT nos quais os diagnoésticos mole-
culares foram efetuados precocemente. Depois de identificadas as
mutacdes no RET, os demais familiares devem ser rastreados para esta
muta¢do utilizando-se métodos como DGGE, SSCP, enzima de restricdo,
sequenciamento e mini-seglUenciamento génico. Apresentamos uma
breve revisdo da nossa experiéncia com sequenciamento génico direto
do RET e DGGE. Em 50 pacientes com NEM-2 analisados por ambas as
técnicas, ndo enconframos falsos resultados, sugerindo que o DGGE é
uma metodologia de rastreamento adequada para mutagdes no
proto-oncogene RET. (Arq Bras Endocrinol Metab 2006;50/1:7-16)

Descritores: Rastreamento génico; DGGE; SeqUenciamento génico;
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ABSTRACT

Genetic Screening of Multiple Endocrine Neoplasia Type 2: Experience of
the USP Endocrine Genetics Unit.

Multiple endocrine neoplasia type 2 (MEN-2) is an inherited tumor syn-
drome that includes medullary thyroid carcinoma (MTC), primary hyper-
parathyroidism, pheochromocytoma and other non-endocrine diseases.
Since the first RET missense mutations in association with MEN-2 were
identified, RET mutation analysis had a great impact in the clinical man-
agement of MEN-2, such as in early diagnosis and freatment of MTC.
Presently, early total thyroidectomy provides real cure of MTC for cases
in which molecular diagnosis has been performed at early ages. After
RET mutation identification, family members should be screened for this
mutation by using methods as DGGE, SSCP, restriction enzyme, genetic
seguencing or mini-sequencing. In this paper, we briefly review our expe-
rience with the direct RET gene sequencing and DGGE approaches. In
50 typical MEN-2 patients analyzed using both methods, we found no
false results suggesting that DGGE is a reliable screening method for RET
proto-oncogene mutation analysis. (Arq Bras Endocrinol Metab
2006;50/1:7-16)

Keywords: Genetic screening; DGGE; Genetic sequencing; MEN-2; RET
proto-oncogene; Medullary thyroid carcinoma

Arqg Bras Endocrinol Metab vol 50 n° 1 Fevereiro 2006

Mavcelo A.C.G. dos Santos
Adviana Bezerra Nunes
Neusa Abelin

Marilza C.L. Ezabella
Rodrigo de Almeida Toledo
Delmar Lourvenco Junior
Cesar Yoiti Hayashida
Ivone Izabel M. da Fonseca
Sergio P. de Almeida Toledo

Unidade de Endocrinologin
Genética, Endocrinologin, Clinica
Médica, Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo, SP.

Recebido em 18/04/05
Revisado em 17/08/05
Aceito em 28/10/05



Rastreamento Génico em NEM-2
Sanfos et al.

a NEOPLASIA ENDOCRINA MULTIPLA tipo-2 (NEM-

) é herdada por genes autossdbmicos dominantes
e compreende um grupo de doengas, tais como carci-
noma medular de tiredide familiar (CMT-F), neopla-
sia enddcrina multipla tipo-2A (NEM-2A), que apre-
senta CMT associado a feocromocitoma (FEO) e
hiperparatireoidismo primario (HPT), e NEM, tipo-
2B (NEM-2B), onde ocorrem CMT, FEO ¢ ginglio-
neuromatose de mucosas. Estas neoplasias neu-
roendécrinas sao oriundas de células da crista neural:
células C da tiredide, células cromafins da medula da
adrenal; células principais e oxifilicas das paratiredides;
ganglios simpdticos, parassimpdticos ¢ entéricos, além
do trato urogenital. A NEM-2 apresenta elevada ex-
pressdo de vdrias substincias hormonais ¢ nio-hormo-
nais produzidas pelas glindulas afetadas (1-6). As dife-
rentes classifica¢des da NEM-2 encontram-se suma-
rizadas na tabela 1.

O carcinoma medular de tivedide (CMT) associ-
ado a NEM-2 possui incidéncia de 1:30.000 individu-
os, ocorrendo expressio de doenga em mais de 90%
dos portadores de mutagdes no proto-oncogene RET
(2,7,8). O CMT corresponde a cerca de 10% de todas
as patologias malignas que acometem a tiredide, sendo
75% esporadicos ¢ 25% hereditirios. Na sua forma
hereditaria é evento clonal, aleatério, multicéntrico e
bilateral (9). Dentre as vérias substancias bioativas se-
cretadas pelas células C, a calcitonina é a mais impor-
tante e considerada o seu melhor marcador tumoral
(3,10). A hiperplasia de células C corresponde a fase
pré-maligna da forma herdada de CMT, ocorrendo a
seguinte seqiiéncia de eventos nas células C: hiper-
plasias focais, nodulares e difusas que progridem até
CMT. Cerca de 50-70% dos pacientes com CMT
diagnosticados por meio de hipercalcitoninemia e
nodulos tireoidianos palpaveis ji possuem metdstases
locais em linfonodos cervicais ou, mais raramente, a
distincia (pulmoes, tigado ¢ ossos) (11).

O feocromocitoma (FEO) associado a NEM-2
representa cerca de 10% do total de FEOs; é benigno

em 90% dos casos, localiza-se majoritariamente nas
adrenais, sendo bilateral em 50-80% dos pacientes. O
diagnostico de FEO pode preceder, ser sincrénico ao
do CMT, ou ser posterior (40-50%) ao achado do
CMT (3-17).

O hiperparativeoidismo (HPT) associado a
NEM-2 ¢é representado por hiperplasia glandular
(85%) ou adenoma (15%); é usualmente subclinico,
afeta todas as quatro glindulas. Calculose renal e
osteoporose podem ocorrer juntamente a hipercal-
cemia e niveis elevados de PTH (3,18).

O  megacolon congénito ou doen¢a de
Hirschsprung (HSCR) é entidade ndo-enddcrina asso-
ciada a NEM-2. Caracteriza-se por desordem do
desenvolvimento do sistema nervoso entérico (SNE)
nos plexos mioentéricos de Auerbach, submucoso de
Meissner e submucoso profundo de Henle, ¢ incide ao
longo de variavel por¢io do intestino distal. Os indivi-
duos afetados geralmente apresentam obstru¢ao
intestinal ou constipagdes severas (19).

Aspectos moleculares. Em 1985, estudos de
transfec¢ao com DNA de linfoma humano em células
NIH-3T3 revelaram foco de proliferagio tumoral
com presenga de diferentes seqiiéncias genéticas de
DNA. Entre estas seqiiéncias, uma apresentava-se em
comum e foi denominada RET — “rearranged during
transfection”. O RET foi localizado na sub-banda do
cromossomo 10ql11.2 em 1987 (1,20). Em 1993,
verificou-se que o proto-oncogene RET (RET) pos-
sui aproximadamente 60 Kilobases (Kb), sendo com-
posto por 21 éxons com tamanhos variando entre 60
¢ 287 pares de bases (pb) cada. A proteina RET é re-
ceptora de membrana do tipo tirosina-quinase, tem
1.100 aminoacidos e apresenta porg¢oes extracelular,
transmembrana e intracelular. A por¢io extracelular
possui regido rica em residuos cisteinas que exercem
importante fun¢do na dimerizagio deste receptor.
MutagOes missense nesta regido englobam cerca de
90% de todas as muta¢des encontradas na NEM-2
(1,2,21,22).

Tabela 1. Classificacdo das familias portadoras de NEM-2, segundo expressco fenotipica (Adaptado das ref. 1 e 2).

NEM-2A. Pode apresentar-se sob trés formas: a) Familias com fenétipos de CMT, FEO e HPT; b) Familias somente com fendti-
pos de CMT e FEO; ¢) Familias somente com fendtipos de CMT e HPT.

NEM-2B. Familias com fendtipo de CMT, portando ou ndo FEO, e apresentando caracteristicas clinicas peculiares tais como
anormalidades musculares e esqueléticas, neuromas mucosos nos Iébios, lingua ou conjuntivas palpebrais e gan-

glioneuromatoses intestinais.

CMT-F. Familias com no minimo 4 individuos apresentando somente fendtipo CMT, estando FEO e HPT ausentes.

Outros: Familias com menos de 4 individuos apresentando somente fendtipo de CMT, sendo FEO e HPT ausentes. Neste
grupo fambém se classificam as familias com documentagdes, aspectos clinicos ou laboratoriais incompletos que
ndo permitam sua classificacdo como CMT-F.

NEM: neoplasias enddcrinas multiplas; CMT: carcinoma medular de tiredide; CMT-F: carcinoma medular de firedide
familiar; FEO: feocromocitoma; HPT: hiperparatireoidismo.
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Sinalizacao molecular. As cisteinas extracelu-
lares influem importantemente na dimeriza¢io mole-
cular do receptor. Ha pelo menos 10 isoformas de pro-
teinas RET resultantes de sitios de splicing alternativos
5’ ¢ 3’ do éxon 21, com significados funcionais ainda
nio bem definidos (1,2). O RET tem importante
fungdo na migragio e desenvolvimento das células
derivadas da crista neural: células C da tireéide; células
cromafins das medulas adrenais; ginglios simpéticos,
parassimpaticos e entéricos; trato urogenital; e pa-
ratire6ides (oriundas dos arcos branquiais). Outros re-
ceptores ¢ seus respectivos ligantes (GFRa-1,/GDNE,
GFRa-2 /nerturina GFRao-3 /artemina, GFRa-4 /per-
sepina) sio proteinas que interagem com a por¢io
extracelular do receptor RET (23). Estes fatores auxi-
liam a sobrevivéncia e desenvolvimento celular destes
tecidos (1). Uma vez acoplados, os ligantes e seus re-
ceptores formam um complexo que promove a dime-
rizagio dos mondémeros do receptor RET, fosforilam
os residuos internos da porg¢do intracelular dos mo-
noémeros ¢ iniciam longa cascata de sinaliza¢do através
de vasta rede de proteina-quinases ativadoras de mi-
toses (MAPKs) (1,23-25). Estes sinais amplificados
promovem diferenciagio neuronal, mobilidade e so-
brevivéncia celular. Dimeriza¢io constitutiva (inde-
pendente da a¢io do ligante) dos mondémeros ocorre
na presenga de muta¢Oes germinativas ativadoras da
por¢io extracelular de RET, favorecendo o fendtipo
neoplasico. Mutagoes germinativas do RET na regido
intracelular promovem altera¢des na afinidade entre
substrato e sitio catalitico da proteina, também favore-
cendo o fendtipo neoplasico (1,24-26). Estudos bio-
quimicos e de transfec¢do da proteina tirosina-quinase
mostraram diferengas nas quantidades de expressio
dos receptores celulares ao nivel da membrana celular.
Os residuos de cisteinas extracelulares do receptor
RET derivados de c6dons mutantes 609 ¢ 611 (pro-
ximos a regido 5’), usualmente associados ao CMT-F,
apresentam menor expressio quantitativa destes recep-
tores em relagdo aos mutantes no cédon 634 (préoximo
a por¢ao transmembrana) relacionados ao fenétipo
NEM-2A. A diferen¢a de potencial neoplasico entre
estes dois fendtipos pode ser justificada pela variagiao
da sensibilidade quantitativa de expressio de recep-
tores maduros ao nivel da membrana celular, a maior
sensibilidade de expressio concorrendo para o acome-
timento das glindulas tire6ide, adrenais ¢ paratirebides
(2,24).

A NEM-2A compreende 75% das NEM-2,
sendo o CMT presente em virtualmente 100%, FEO
em 50% ¢ o HPT entre 20 ¢ 30% dos casos, com a
média de idade ao diagnostico entre 20 e 40 anos (2).
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As mutagdes no RET estio presentes em 98% dos
casos, sendo que as do tipo missense ocorrem mais
comumente nos éxons 10 e 11, envolvendo os cédons
609,611,618, 620, 630 ¢ 634. Pequenas inser¢des de
nucleotideos nos cédons 635 ¢ 637 sio mais raras. O
cbédon 634 corresponde a 85% das mutagdes encon-
tradas, das quais 52% correspondem a mutagio
Cys634Arg e 26% a mutagao Cys634Tyr. Portadores
da mutagao Cys634Arg podem desenvolver metastases
em linfonodos regionais do pescogo aos 15 anos de
idade, enquanto que metdstases a distincia sio fre-
qiientes em portadores da mutagio Cys634Tyr, aos 30
anos de idade (1,2,27). Em familiares com elevada
incidéncia de HPT e auséncia de FEO, foram descritas
duplicagoes de 12 pb entre os cédons 634 ¢ 635, co-
segregadas com a mutagio Cys634Arg (1,2). Em
nosso laboratério descrevemos dupla mutagio
Cys634Arg,/Val648lle em uma familia portadora de
NEM-2A (6,14). Dois irmios com a mutagdo
Val648lle nio apresentavam sintomas associados a
NEM-2. Dois outros irmios com muta¢io Cys634Arg
expressavam somente o CMT, enquanto que o pai era
portador da mutagio Cys634Arg e a nova mutagio
Val648Ile. A evolu¢io do CMT foi relativamente
branda, mas ocorreu FEO secretor ectdpico de calci-
tonina, fenétipo extremamente raro (6,14). Muta¢oes
no dominio intracelular do receptor RET envolvendo
os codons 790 e 804 sao raramente associadas a NEM-
2A (1,2).

O CMT-F compreende 20% do total de casos
com NEM-2. Sua caracterizagao se da por varios mem-
bros de uma familia apresentarem CMT, na auséncia
de FEO e de HPT. O prognostico tende a ser melhor
que o do CMT associado a NEM-2A ou NEM-2B
(1,28). Dos pacientes, 85% apresentam mutagdes no
RET, sendo as mais comuns relacionadas aos éxons 10
e 11 (2). Um terco (33%) dos casos de CMT-F apre-
sentam a mutagiao Cys618Ser e 30%, a Cys634Tyr. A
mutagdo Cys634Arg ¢é rara neste fendtipo (8).
Mutag¢des nos cédons 609, 611 e 620, assim como no
dominio tirosina-quinase Glu768Asp, Val804Leu e
Val804Met, estio associadas ao CMT-F, apesar de
também ocorrerem na NEM-2A. Muta¢oes no do-
minio tirosina-quinase também foram relatadas nos
c6dons 790, 791, ¢ 891 (1,2,27). Mutagdes nos
coddons 630, 790, 791, 891 e a duplicagio de 12 pb
entre os codons 634 ¢ 635 foram descritas em familias
com CMT-F e relacionadas a curso clinico menos
agressivo (2). Familia com CMT-F possivelmente
associado ao HSCR foi descrita portando duplicagao
de 9 pares de bases no éxon 8 do RET, levando a cri-
acido de novo residuo de cisteina na porg¢ao extracelu-
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lar do receptor. O portador desta inser¢ao ndo apre-
sentava outras mutagdes germinativas ou somaticas,
confirmando sua patogenicidade (28). Mais recente-
mente foi descrita mutagio Gly533Cys no éxon 8,
presente em 76 casos de CMT-F pertencentes a uma
familia de origem espanhola com 229 individuos
sob-risco de apresentarem esta mutagio (29).

A NEM-2B compreende a forma mais distinta e
agressiva de CMT hereditirio ¢ representa 5% das
NEM-2. O aparecimento ultraprecoce do CMT
ocorre usualmente antes de 1 ano de idade (2,8). A
mutagio Met918Thr ocorre em 95% dos casos, e a
mutagdo Ala883Phe, em cerca de 4% dos pacientes
com NEM-2B (1,2). Mutagdes menos freqiientes
como Ser922Tyr e as associagdes entre mutagdes no
cédon 804 com Tyr806Cys no mesmo alelo foram
relatadas (1).

Abordagem terapéutica na NEM-2 na era pos-
gendmica. O impacto na clinica do diagnéstico mole-
cular do RET tem sido enorme, uma vez que este per-
mite discriminar em fases precoces portadores de nao-
portadores de mutagdes neste gene. ApOs caracteriza-
¢ao de nao-portadores, estes sio liberados do segui-
mento médico, enquanto que os portadores da mu-
tagio sdo direcionados para tireoidectomia total.
Desde 1997 consensualmente decidiu-se que a indi-
cagio de tircoidectomia total deve ter como base a
identifica¢io de muta¢des no RET. Esta conduta alte-
rou profundamente o curso clinico do CMT, levando
a cura nos casos em que a cirurgia foi realizada preco-
cemente (usualmente abaixo dos 5 anos de idade). A
boa tolerancia das criangas afetadas a cirurgia ¢ ausén-
cia de resultados RET falso-positivos foram pontos
importantes para estas recomendagoes (8,30). O con-
senso internacional sobre NEM (2001) postula haver
trés grupos de risco basecados nos tipos de mutag¢oes no
RET.

O nivel de risco-3 corresponde ao risco maximo
para desenvolvimento de forma agressiva de CMT.
Criangas com NEM-2B ou portadoras de muta¢oes
nos codons 883, 918 ou 922 devem ser encami-
nhadas a tireoidectomia total durante os seis pri-
meiros meses de vida; preferencialmente no primeiro
més, pois ¢ comum o desenvolvimento de metéstases
durante o primeiro ano de vida. Deve ser realizada
limpeza dos linfonodos centrais do pescogo, sendo de
maior extensio quando comprovada a existéncia de
metastases (8).

O nivel de risco-2 compreende risco elevado para
o desenvolvimento de forma agressiva de CMT. Cri-
angas portadoras de muta¢des nos cédons 611, 618,
620 ou 634 devem ser encaminhadas a tireoidectomia
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total antes dos cinco anos de idade. A cirurgia deve ser
associada a remog¢ao da capsula posterior e dissecgio
dos linfonodos centrais (8).

O nivel de risco-1 compreende risco moderado
para desenvolvimento de forma agressiva de CMT.
Criangas portadoras de muta¢des nos cédons 609,
768, 790, 791 804 ¢ 891 devem ser encaminhadas
para tireoidectomia total. A idade para indicagido de
cirurgia permanece controversa, podendo ser anterior
aos cinco ou 10 anos de idade ou somente ap6s a ele-
vagdo dos niveis de calcitonina. O comportamento
biol6gico dos tumores relacionados as mutagdes deste
grupo ¢é bastante variavel. O CMT associado a estas
mutag¢des usualmente apresenta desenvolvimento
lento e tardio, entretanto metastases e mortes por
CMT ja foram associadas as mutag¢des nos codons 609,
768, 804 ¢ 891 (8,31,32).

Quanto aos familiares de afetados, a escolha de
metodologia de rastreamento de mutag¢des genéticas
no RET deve considerar a praticidade, custo-beneficio,
sensibilidade e especificidade do método, em com-
paragdo ao seqlienciamento genético direto (padrio-
ouro). O método de rastreamento deve ainda consi-
derar sua facil execugio e reprodutibilidade. Por exem-
plo, técnicas como SSCP, além de usarem produtos
radioativos, podem eventualmente apresentar baixa
sensibilidade para amplificados maiores que 200 pb
(2,33). A tabela 2 apresenta um algoritmo para analise
genética do RET.

Rastreamento de mutacdes no RET

Como em toda pesquisa clinica, devemos seguir a re-
soluc¢do do Conselho Nacional de Satde n°® 196, de 10
de outubro de 1996, dispondo sobre diretrizes e nor-
mas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres
humanos. Assim, rastreamentos devem ser aprovados
pela Comissio de Etica da institui¢io competente.
Apos aceitagio e assinatura de consentimento livre e
esclarecido por parte dos individuos envolvidos, cole-
ta-se amostras de sangue periférico mediante pungio
venosa, em dois tubos de coleta com 5 ml cada, em
anticoagulante EDTA. A seguir citamos os métodos
envolvidos no rastreamento de muta¢des do RET.

A extracio do DNA genidmico ¢ realizada em
nosso servi¢o pelo “método do sal” (salting out), por
ser um procedimento rapido e de baixo custo (34).
Sua quantificagio é realizada com auxilio de espectro-
fotometro.

A amplificacio do DNA gendomico de interesse ¢
realizada por reacio em cadeia da polimerase (PCR)
(35). Os oligonucleotideos iniciadores (primers)
devem conter seqiiéncias flanqueadoras da regido

Arqg Bras Endocrinol Metab vol 50 n° 1 Fevereiro 2006
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Tabela 2. Algoritmo para andlise genética do RET.

Coleta de material biologico
(pungdo venosa periférica)

Extragdo do DNA
(metodologia do sal)

Avaliacdo da pureza e
concentragdo do DNA
gendmico

(espectrofotometria)

A J

Sequlenciamento génico do

caso indice Detecgdo do DNA Amplificacdo dos hot-spots
(controle mutante gendmico gendmicos
intrafamiliar) (gel de agarose) (PCR)
l A
Confirmacgéo da ¥
mutagdo
) = Rastreamento génico dos
(enzimas de familiares sob-risco e do
restricao) controle mutante familiar
—caso indice
l (DGGE)
Tireoidectomia
total
h
[ 1

positivo para mutagio

negativo para mutagio
Dispensa de seguimento
clinico

intron-éxon para o estudo do RET, e a um deles deve
ser acoplada cauda guanina-citosina de aproximada-
mente 50 pb (31-38). As seqiiéncias dos primers ¢ suas
respectivas temperaturas de ciclagem, realizadas por
PCR, encontram-se na tabela 3.

A celetroforese em gel com gradiente de desnatu-
ra¢io (DGGE) ¢ realizada apés a reagio de PCR com
primers especiais, os quais se acoplaram caudas guani-
na-citosina de aproximadamente 50 pb (31-38). O
objetivo é criar dominio com maior temperatura de
desnatura¢io, quando comparada a temperatura de
desnaturacio da seqiiéncia de DNA em estudo, pre-
venindo a total desnaturagio da dupla fita de DNA, o
que acarretaria prejuizo e perda da andlise eletroforéti-
ca. Nesta técnica, os fragmentos de DNA de mesmo
tamanho sio separados mediante transforma¢io das
duplas fitas de DNA em fitas simples, por agio de
diferentes concentragdes de substincias quimicas des-
naturantes ¢ calor (44). Nucleotideos mutados nas
seqiiéncias dos DNAs promoverdo alteragoes na tem-
peratura de desnaturagio da regiio de mutagio, em
contraste com a fita de DNA controle, alterando tam-
bém sua mobilidade através da matriz do gel (44,45).

O polimorfismo conformacional de cadeia simples
(8SCP) ¢é usado por alguns laboratérios de pesquisas
para rastrear individuos “sob-risco” para muta¢des do
RET. Uma fita de DNA simples contendo determina-
da mutac¢do assume estrutura tercidria diferenciada da
fita simples nio-mutante, induzindo a diferenca de

Arqg Bras Endocrinol Metab vol 50 n° 1 Fevereiro 2006

mobilidade ao longo do gel nao-desnaturante. A de-
tecgio pode ser realizada por auto-radiograma (de-
tec¢do radioativa), coloragdio com prata ou uso de
primers fluorescentes detectaveis em seqiienciador
automatico (ndo radioativos). Este método apresenta
sensibilidade ao real de 80% para fragmentos menores
de 300 pb, significando que a auséncia de bandas
mutantes em ensaio de SSCP nao exclui a possibilidade
do individuo carregar mutagdes, o que pode gerar
casos de falso-negativos (46-49).

Na reagio de seqiienciamento génico, 0s segmen-
tos de DNA de interesse s3o analisados por metodolo-
gia enzimdtica ou de terminagdo de cadeia, descrita
por Sanger (50). Como a maioria das muta¢des no
RET sao do tipo missense, é imprescindivel analisar-se
separadamente as fitas sense e anti-sense em estudo, evi-
tando falsos resultados.

O mini-seqiienciamento génico baseia-se na
adapta¢do de kit comercial, onde a rea¢io depende de
trés primers com tamanhos especificos. Cada primer
deve ter um par de base a menos que o nucleotideo
correspondente ao cédon de interesse em pesquisa de
mutag¢io. A extensio da reag¢io ocorre mediante incor-
poragio de dideoxinucleotideo (ddNTP), cuja incor-
poragio depende do gendtipo em estudo. Apds a
incorporagdo deste nucleotideo marcado a reagio nio
mais ocorrerd, sendo possivel a analise e diferenciagio
do c6don mutado mediante uso de programa de com-
putagao (51).
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Tabela 3. Sequéncia dos primers acrescidos de caudas GC e respectivas temperaturas de anelamento utilizadas durante o
estudo de rastreamento e seqUenciamento génico do proto-oncogene RET (Adaptado das ref. 37-43).

Exon 10: (207 pb) 35 ciclos de 95°C por 1 min; 72°C por 1 min, seguidos de um ciclo Unico a 100°C por 10 min.

RET 10F: 5 GCGCCCCCCGCCCCCGCCCCGCCCGCCGCGEGCGCCCCAGCGAGGCTAGTG 3

RET 10R: 5 CGIGCTIGGTICCCGGCCGCC 3’

Exon 11: (295 pb) 40 ciclos de 95°C por 1 min; 65°C por 30 seg; 72°C por 1 min, seguidos de um ciclo Unico a 100°C por 10 min.
RET11F: 5 GCGCCCCCCGCCCCCGCCCCGCCCGCCGCGACCIGGTITICTCCATGGAGTC 37

RET11R: 5 CCTCACACCACCCCCACCCA 3’

Exon 13: (120 pb) 35 ciclos de 94°C por 1 min; 65°C por 1 min; 72°C por 1 min, seguidos de um ciclo Unico a 72°C por 10 min.
RET 13F: 5'CTCTCTGTCTGAACTIGGGC 3’

RET 13R: 5'GCGCCCCCCGCCCCGCCCGCCGCGICACCCTIGCAGCAGGCCTTA 3

Exon 14: (395 pb) 40 ciclos de 95°C por 35 seg; 66°C por 30 seg; 72°C por 35 seg, seguidos de um ciclo Unico a 100°C por 10 min.
RET 14F: 5 GCGCCCCCCGCCCCGCCCEGCCECEEGCEGCCGCCCACGCGGATAGGGCCIGGGCTIC 3

RET 14R: 5'TAACCTCCACCCAAGAGAG 3’

Exon 16: (210 pb) 35 ciclos de 94°C por 1 min; 60°C por 1 min; 72°C por 1 min, seguidos de um ciclo Unico a 72°C por 10 min.
RET 16F: 5 AGGGATAGGGCCIGGGCTIC 3

RET 16R: 5 CGCCCGCCGCGCCCCGCCCCEGCCCCCGCAGGGCATAGGGCCIGGGETIC 3°

A técmica de enzimas de vestrigdo baseia-se na
criagio ou destrui¢io dos sitios de reconhecimento
para endonucleases provocadas por mutagdes no RET.
Isto torna possivel a utilizagio deste método como
confirmagio de resultados do seqiienciamento génico
direto, DGGE ou SSCP. O produto da digestio deve
ser visualizado em gel de agarose a 3% corado com
brometo de etidio para posterior visualiza¢io em
transluminador ultravioleta (14,52,53).

Experiéncia da Unidade de Endocrinologia
Genética

Em nossa Unidade, os pacientes com NEM-2 eram
inicialmente diagnosticados por procedimentos clini-
cos e bioquimicos classicos, tais como dosagens basais
e pés-estimulo por célcio, pentagastrina ou omeprazol
da secre¢do de calcitonina; dosagens de epinefrina e
norepinefrina séricas e urindrias; dosagens de PTH e
célcio; imunocitoquimica e histoquimica para calcito-
nina; além de exames de imagem (4-16,26,54-56).
Neste mesmo periodo nosso grupo avaliou, original-
mente no pais, a sensibilidade da dosagem de calcito-
nina em portadores de nédulos tireoidianos por CMT
(16). Atualmente, para os casos-indices realizamos o
seqiienciamento génico direto, enquanto que seus pa-
rentes sob-risco sio submetidos ao rastreamento por
DGGE. Estes dados sio usualmente confirmados por
restri¢io enzimatica.

Recentemente realizamos seqiienciamento
génico direto para os éxons hot-spots do RET (ABI 310
DNA Sequencer, Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA), em 50 amostras de DNA previamente
analisadas por DGGE em nosso grupo (6,14). Assim,
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estudamos cinco familias portadoras de NEM-2 (50
individuos), que sumariamente apresentaram os
seguintes achados: 28 portadores de mutagio no RET
¢ 22 nao-portadores de mutagio. Dentre os 28 indivi-
duos mutados, encontramos as seguintes correlagoes
gendtipo-fendtipo: a) éxon 11 do RET, Cys634Arg
(TGC-CGC) em casos com NEM-2A; b) éxon 10 do
RET, Cys620Arg (TGC-CGC) em casos com NEM-
2A associadas a HSCR; ¢) éxon 14 do RET, Val804Met
(GTG-ATG) em pacientes com CMT-F; d) éxon 16 do
RET, Met918Thr (ATG-ACG) em pacientes com
NEM-2B; ¢) em uma familia com fen6tipo NEM-2A,
ocorreu a dupla muta¢io Cys634Arg (TGC-CGC) /
Val648lIle (GTC-ATC) (6).

Para todos os individuos, os nossos dados do
seqiienciamento génico direto do RET foram total-
mente (100%) compativeis com os achados anteriores
do DGGE. Nio foram detectados falso-positivos ou
falso-negativos ao utilizarmos o seqiienciamento géni-
co ¢ 0 DGGE como método de rastreamento génico
para o RET. Estes dados permitem afirmar que a
estratégia de rastreamento genético do RET usando
um dos dois métodos é adequada, por nio ter ocorri-
do falso resultado.

A tireoidectomia total foi indicada nos 28 por-
tadores de mutagdes no RET, seguindo critérios do
consenso internacional para estudos do RET (8). Ou-
tros 22 parentes dos pacientes que nio eram porta-
dores de mutagio no RET foram dispensados do
acompanhamento médico. A figura 1 mostra as
mutagdes encontradas na andlise por seqiienciamento
génico em nosso estudo (ABI 310 DNA Sequencer,
Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
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a)

b)

c)

d)

€)

Figura 1. Mutacdes encontradas na andlise por sequienciamento génico e DGGE de 50 individuos portadores de NEM-2 (ABI
310 DNA Sequencer, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). a) Substituicdo de timina por citosina (TGC-CGC) no cédon
634 (éxon 11) do RET, fraduzindo a mutagdo Cys634Arg. Ao lado exemplificamos corrida do DGGE mostrando a mutacdo
Cys634Arg com padrdo eletroforético de 4 bandas e seu alelo recessivo ndo mutante com 1 banda. b) Substituicdo de ti-
mina por citosina (TGC-CGC) no cddon 620 (éxon 10) do RET traduzindo a mutacdo Cysé20Arg. ) Substituicdo de guanina
por adenina (GTG-ATG) no coédon 804 (éxon 14) do RET traduzindo a mutacdo Val804Met. d) Substituicdo de timina por
citosina (ATG-ACG) no cddon 918 (éxon 16) do RET fraduzindo a mutagdo Met918Thr. e) Substituicdo de guanina por ade-
nina (GTC-ATC) no cédon 648 (éxon 11) do RET traduzindo a mutacdo Valb48lie.

CONCLUSOES

Na fase pré-genodmica, parentes de primeiro grau de
pacientes com NEM-2, os quais possuem 50% de
chance de apresentarem muta¢des no RET, eram ras-
treados anualmente para CMT, FEO ¢ HPT, por meio
de marcadores tumorais. Nesta fase, o diagnéstico do
CMT era usualmente tardio, sendo freqiientes as apre-
senta¢oes mais avangadas da doenga. Com o diagnds-
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tico génico da NEM-2, a indica¢io da tirecoidectomia
total tornou-se precoce e especifica aos portadores de
muta¢io no RET, tendo esta cirurgia adquirido
grande valor curativo para o CMT (2,22,31).

O sucesso do diagnéstico do RET na NEM-2 se
deve ao fato de a doenga ter elevada penetrincia em
familiares de afetados (22,31). O diagnéstico molecu-
lar torna-se, entdo, importante nio s6 para a confir-
magio diagndstica de individuos sabidamente afeta-
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dos, como fundamental na conduta médica-cirtrgica
de individuos assintomaticos portadores de mutagoes,
uma vez que estes deverdo ser submetidos a tireoidec-
tomia total profilatica, seguindo critérios do consércio
internacional (8).

Neste estudo, apresentamos como métodos de
rastreamento o seqiienciamento génico, DGGE,
SSCP, enzima de restri¢io além do mini-seqiiencia-
mento. O seqiienciamento génico ¢ considerado o
“padrio-ouro” da anilise molecular, podendo ser de
alto custo financeiro ao se rastrear familias extensas. O
mini-seqiienciamento apresenta-se como metodologia
de rastreamento segura, de menor custo e mais ripida
realizagio (12 minutos), quando comparado ao
seqiienciamento genético tradicional. Como desvan-
tagem, necessita de prévio conhecimento das muta-
¢Oes a serem pesquisadas para a confec¢io dos trés
primers especificos na andlise (51). Tanto o seqiiencia-
mento direto como o mini-seqiienciamento necessi-
tam de treinamento especifico, e ainda poucos centros
no Brasil estio aptos a realizd-los rotineiramente. O
custo envolvido na aquisi¢ao e manutengao do seqiien-
ciador génico deve ser também levado em conta. O
uso de enzimas de restri¢dao limita-se a confirmagio da
mutagao rastreada, uma vez que sua reprodutibilidade
nem sempre é segura, devido a possiveis interferentes,
tais como nio reconhecimento do sitio de restri¢io do
produto amplificado e conseqiliente nao visualizagio
destes fragmentos em gel de agarose, e separagio
incompleta ou nio separagio de fragmentos com
tamanhos aproximados.

O DGGE tem se mostrado o método de ras-
treamento adequado e apresenta excelente correlagio
com o seqiienciamento génico do RET (100%). Além
disto, ¢ altamente sensivel, nio-radioativo e de pouca
manipulagdo, fornecendo resultados rapidos e precisos.
Permite rastreamento de grande nimero de pacientes,
uma vez que 6 éxons bot-spots do RET podem ser ana-
lisados em um tnico gel. Além disto, nao necessita de
prévio conhecimento da mutag¢io especifica que segre-
ga na familia, é mais sensivel que outras metodologias
como o SSCP e nido depende da existéncia de sitios de
restri¢oes. Como desvantagens, o DGGE necessita de
analise computacional da temperatura de desnaturagio
de cada seguimento; envolve investimento inicial para
aquisicio do sistema de eletroforese especifico;
maiores custos para confec¢io dos primers especiais
(que necessitam da cauda guanina-citosina); dificil
padronizagio da técnica para genes ricos em guaninas
e citosinas e uso de formamida (tdxica) no protocolo
laboratorial (6,14). No presente trabalho, estudamos
50 casos com NEM-2 por meio do seqiienciamento
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génico direto, os quais ja haviam sido anteriormente
analisados por DGGE. Nio houve casos de falsos
resultados quando comparados os métodos.
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