Carcinoma Medular de Tireoide:
da Definicéo as Bases Moleculares

revisao

RESUMO

O carcinoma medular de tiredide (CMT) € um tumor maligno raro com
origem nas células parafoliculares da tiredide, tendo como principal
produto secretdrio a calcitonina. Representa 3 a 10% de todos os
tumores tireoidianos e é responsavel por um grande numero de mortes
em portadores de cancer de tiredide. Em 75-90% dos pacientes, o CMT
ocorre de forma esporadica e, nos demais casos, € uma doenca heredi-
taria autossdbmica dominante com alto grau de penetrancia e variabili-
dade de expressao, podendo fazer parte de 3 sindromes distintas: neo-
plasia endécrina multipla (NEM) 2A, NEM 2B ou CMT familiar. As diferen-
tes formas clinicas do CMT, principalmente as hereditarias, estdo rela-
cionadas com mutagdes no proto-oncogene RET, as quais resultam em
ativacao constitutiva do receptor de membrana tirosina-quinase RET. A
distingcdo entre estas formas é de extrema relevancia clinica por causa
das diferencas apresentadas entre elas em termos de progndstico e
pela necessidade de um rastreamento familiar, aconselhamento
genético e seguimento das formas hereditarias. A eficiéncia do rastrea-
mento genético, pela pesquisa de mutagdes no proto-oncogene RET,
esta bem estabelecida no diagnéstico e na identificagao de portadores
assintomaticos das formas hereditarias de CMT, permitindo uma inter-
vencao cirirgica precoce e efetiva, reduzindo a morbidade e a mor-
talidade associadas a esta doenca. (Arq Bras Endocrinol Metab
2003;47/5:515-528)

Descritores: Carcinoma medular de tiredide; Calcitonina; Proto-onco-
gene RET; Rastreamento genético

ABSTRACT

Medullary Thyroid Carcinoma: From Definition to Genetic Bases.
Medullary thyroid carcinoma (MTC) is a rare malignant tumor arising from
thyroid C cells. It represents 3-10% of all thyroid tumors and is responsible
for a great number of deaths in patients with thyroid carcinoma. In 75-
90% of patients, MTC is sporadic; in the remaining cases, it is an autoso-
mal dominant disease with a high degree of penetrance and variability
of expression which may be part of 3 distinct syndromes: multiple
endocrine neoplasia (MEN) type 2A, MEN 2B, and familial MTC. Different
clinical forms of MTC, mainly those hereditary forms, are related to muta-
tions in the RET proto-oncogene, which result in a constitutive activation
of the transmembrane tyrosine kinase receptor. The distinction between
sporadic and familial forms is of extreme clinical relevance because of
differences in prognosis and the need for family screening, genetic
counseling and close clinical follow up in the inherited forms. Genetic
study of the proto-oncogene RET allows the identification of asympto-
matic carriers of RET mutations, leading to an early and effective surgical
management reducing the morbidity and mortality associated with this
disease. (Arq Bras Endocrinol Metab 2003;47/5:515-528)
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CANCER DE TIREOIDE, APESAR DE Ser a neoplasia

maligna mais comum das glandulas endécrinas, é
considerado um tumor raro, representando cerca de
0,6 e 1,6% de todos os carcinomas que acometem 0s
homens e as mulheres, respectivamente (1). Além dos
carcinomas diferenciados da tiredide (foliculares e
papiliferos), que tém origem nas células foliculares
tireoidianas, h4 o carcinoma medular de tiredide
(CMT), um tumor maligno raro com origem nas célu-
las C parafoliculares desta glandula, que representa 3 a
10% de todos os tumores tireoidianos e é responsavel
por um grande nimero de mortes em pacientes porta-
dores de cancer de tiredide (2-6). O CMT foi reconhe-
cido como uma entidade clinico-patolégica distinta por
Hazard e cols. em 1959 (7) e, posteriormente, formas
hereditérias deste tumor foram descritas (8-12).

DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL DO
CARCINOMA MEDULAR DE TIREOIDE

O CMT ocorre de forma esporadica ou ndo-hereditéria
em 75 a 90% dos pacientes. Nos demais, € uma doenca
hereditaria autossémica dominante com alto grau de
penetrancia e variabilidade de expressao podendo fazer
parte de 3 sindromes clinicas distintas dependendo dos
Orgdos envolvidos: neoplasia endécrina multipla
(NEM) 2A, NEM 2B e CMT familiar (CMTF). Das
formas hereditarias, a NEM 2A ¢é a mais comum, repre-
sentando mais de 90% dos casos de NEM do tipo 2.
Nesta sindrome, o CMT ocorre em 90-95% dos
pacientes e esta associado com feocromocitoma em 30
a 50% dos casos e com hiperparatireoidismo em 10 a
30% dos pacientes. S&o descritas duas variantes da
NEM 2A nas quais 0 paciente apresenta alteracdes tipi-
cas de NEM associadas seja com amiloidose liquen-
cutanea, que é uma lesdo cutanea do tipo rash, prurigi-
nosa e localizada na regido supra-escapular, seja com a
doenca de Hirschsprung, caracterizada pela agan-
glionose total ou parcial do célon (2-4,13-16). Na
NEM 2B, a qual corresponde a 5% dos casos de NEM
do tipo 2, o CMT ocorre em 90% dos pacientes e esta
associado ao feocromocitoma em 45% dos casos, habito
marfandide em 65% dos individuos e ganglioneuro-
matose multipla envolvendo labios, olhos, lingua e
trato gastrointestinal em 100% dos pacientes, sem que
haja evidéncias de doenca paratireoidiana. Ja a sin-
drome CMTF é caracterizada pela ocorréncia de CMT
isolado, sem qualquer outra manifestacdo de NEM, em
4 ou mais individuos da mesma familia (2,3,13).

As associacdes descritas na sindrome NEM do
tipo 2 estdo relacionadas a origem embrioldgica Unica
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das células C da tiredide, da medula adrenal, da
paratiredide e do plexo nervoso autondmico entérico,
todos derivados da crista neural (17,18). A hiperplasia
das células C é reconhecidamente o estadio precursor
do CMT hereditario, sendo que a transformacdo neo-
plasica é bastante variavel, podendo levar anos para
ocorrer (3,15,19). Os varios estagios - do padrao nor-
mal de distribuicdo de células C ao carcinoma, coexis-
tem dentro do mesmo tumor (20). Por outro lado,
CMT na forma esporéadica origina-se de uma Unica
célula C evoluindo para um tumor solitario (21,22).

A calcitonina, o principal produto secretdrio das
células C, é considerado o marcador bioquimico para
diagndstico e seguimento pos-operatério dos pacientes
com CMT (23-26). No entanto, a dosagem basal de
calcitonina sérica ndo apresenta boa sensibilidade no
rastreamento de individuos portadores de CMT que
nao apresentam tumor palpavel, pois sua concentracdo
pode ser normal na fase de hiperplasia de células C
(19). Nestes casos, testes de estimulagdo da secre¢do de
calcitonina podem mostrar a hiper-responsividade das
células anébmalas, possibilitando o diagnéstico (19, 26-
30). Os testes provocativos da secre¢do de calcitonina
pela infusdo de pentagastrina ou célcio e pentagastrina
tém sido utilizados ha mais de 30 anos. Mais recente-
mente, o uso de omeprazol, um bloqueador da bomba
de proétons géastrica que, em Ultima instancia, estimula a
secrecdo enddgena de gastrina, foi utilizado na tentati-
va de se detectar precocemente portadores assintomati-
cos de NEM 2A (27-30). Erdogan e cols. (27), uti-
lizando teste com omeprazol, observaram elevacdo de
calcitonina em trés membros de familias com NEM 2A.
Contudo, estes resultados nédo foram confirmados por
estudos de Viegas e cols. (28) e de nosso grupo (29).
Estes testes sdo indicados em parentes de primeiro grau
dos pacientes com diagnéstico de NEM 2A e apresen-
tam desvantagens adicionais, pois devem ser repetidos
em intervalos regulares a partir dos 3-5 anos de idade
até 35-40 anos de vida, apresentam alta incidéncia de
efeitos colaterais e ndo tém seus resultados padroniza-
dos para os primeiros anos de vida (31,32). Adicional-
mente, os testes bioquimicos apresentam resultados
falso-negativos, as vezes néo diagnosticando individuos
assintomaéticos portadores de hiperplasia de células C
ou mesmo CMT (15,29). Além disso, devido ao fato
de a hiperplasia de células C poder estar presente tanto
em tire6ide normal, em até 3,6% dos casos de CMT
esporadico (33), como em outras condic¢des clinicas
gue ndo o CMT, podem resultar em resultados falso-
positivos entre 5 e 18% dos casos (15).

As células tumorais do CMT produzem ainda
vérias outras substancias, entre elas: peptideo rela-
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cionado ao gene da calcitonina (CGRP), antigeno car-
cinoembrionério (CEA), amil6ide, somatostatina, hor-
monio adrenocorticotrofico (ACTH), horménio
liberador de corticotrofina (CRH), peptideo intestinal
vasoativo, peptideo liberador de gastrina,
prostaglandinas, serotonina, catecolaminas, substancia
P, histaminase, cromogranina A, b-endorfina, melani-
na, fator de crescimento nervoso, neurotensina, eno-
lase neurdnio especifica, sinaptofisina, calicreina e cini-
nas (3,6,15). Assim como a calcitonina, o CEA plas-
matico basal pode estar elevado nos pacientes com
CMT, sendo que uma concentracdo sérica de
calcitonina maior do que 1.000pg/ml associada com
uma elevacdo da concentragdo sérica de CEA confirma
o diagnéstico de CMT (34,35).

A apresentacgdo clinica do CMT pode se dar de
diversas formas. Usualmente, o paciente apresenta
uma ou mais nodulag8es cervicais, porém podem ocor-
rer queixas relacionadas & invasdo local pelo tumor
(disfagia, estridor, rouquiddo, dispnéia) e/ou a sin-
drome paraneoplasica devida a secrecdo hormonal
pelas células tumorais (rubor facial, diarréia, dor dssea,
sindrome de Cushing) (2,5,6,33). Muitas vezes, o
CMT pode se apresentar apenas com metastases gan-
glionares cervicais, sem que ainda haja ndédulo
tireoidiano palpavel (2). Manifesta¢Bes especificas dos
outros componentes da NEM 2, como feocromocito-
ma e hiperparatireoidismo, podem preceder, ocorrer
simultaneamente ou, mais comumente, ocorrer poste-
riormente ao CMT (36). Em contraste com o0 CMT
esporadico, que apresenta uma idade média de diag-
néstico mais avancada (52 e 6a décadas de vida), com
uma relacdo sexo feminino/masculino de aproximada-
mente 1,5:1,0, o CMT na sua forma familiar tem pico
de incidéncia mais precoce, na 22 ou 32 década de
vida, podendo ocorrer inclusive em criangas, e
acomete igualmente ambos os sexos (14,15).

O diagnéstico do CMT pode ser realizado pela
analise citolégica das amostras de tecido tireoidiano
obtidas por punc¢do-bidpsia aspirativa por agulha fina,
a qual evidencia células parafoliculares agrupadas ou
isoladas, amil6ide, necrose, células inflamatorias e
componentes papilares (34,37). A imunocitogquimica
para calcitonina pode ser utilizada e tende a aumentar
a acuracia diagnostica (38).

A investigacéo inicial por imagem deve ser feita
através da ultra-sonografia cervical, que, apesar de
inespecifica para o diagnostico etiolégico do ndédulo
tireoidiano, pode auxiliar na deteccdo de metéstases
ganglionares ndo palpaveis. Nos pacientes com massas
ou nédulos volumosos e naqueles com suspeita de
metastases mediastinais, os estudos de imagem pela
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tomografia computadorizada ou pela ressonancia mag-
nética sdo muito Uteis para o planejamento terapéuti-
co (35). Como o CMT capta metaiodobenzilguanidi-
na (1311-MIBG), a cintilografia com esta substancia
pode ser usada ndo s para se obter mais um dado
diagnéstico, mas também na procura de metastases em
pesquisa de corpo inteiro (PCI). No entanto, deve ser
salientado que, apesar da PCI com 131I-MIBG apre-
sentar alta especificidade, é um exame que apresenta
uma sensibilidade baixa, em torno de 30-40% (39,40).
A PCIl também pode ser realizada com octreoscan
(111In-pentetreotide), VDMSA (99mTc-pentadimer-
capto succinico), 99mTc-tetrosfosmin e 201Talio (35).
A PCI com VDMSA parece mostrar a melhor sensibi-
lidade diagnostica (80-85%), sendo considerada por
alguns autores como o exame nuclear de escolha para
0 manejo de pacientes com CMT (39,40).

A confirmacdo do diagnéstico de CMT é reali-
zada pelo exame anatomo-patolégico da peca cirdrgi-
ca, que, macroscopicamente, apresenta-se como uma
massa firme de tamanho variavel, podendo ser de difi-
cil visualizacdo até vérios centimetros. Localiza-se
preferencialmente na &rea de maior concentragdo de
células C, ou seja, nos dois tercos superiores da
tiredide, principalmente nas suas por¢des mais laterais
(33,41,42). No CMT esporadico, o tumor é
caracteristicamente unicéntrico. Menos do que 20%
dos pacientes com esta forma de CMT apresentam
tumor acometendo a glandula bilateralmente, e acredi-
ta-se que quando isto ocorre é uma extensdo do tumor
primério. J& nas sindromes hereditarias, o CMT é
usualmente multicéntrico, acometendo ambos 0s
lobos tireoidianos em praticamente 100% dos casos
(2,15). A microscopia Optica, a aparéncia tipica do
CMT ¢ a de ninhos ou ilhas de células que podem ser
fusiformes, poligonais, arredondadas ou ovais; o cito-
plasma apresenta uma granulagéo fina e os nucleos s&o
uniformes e centrais, com uma relacdo ndcleo-cito-
plasmatica baixa. O tumor comumente invade vasos
sangliineos e linfaticos. O estroma tumoral caracteris-
ticamente contém amildide, porém em 15-20% dos
casos ele esta ausente. Este amiléide é formado a par-
tir da calcitonina ou, mais possivelmente, da pré-calci-
tonina. O diagnostico de CMT pode ser dificultado
ndo sé pela auséncia de amil6ide, mas também pela
presenca de variantes histolégicas deste tipo tumoral,
como variante papilifera, variante glandular/folicular,
variante oxifilica, variante de células gigantes, variante
de células pequenas, variante escamosa e outras
(33,42). A imunohistoquimica para calcitonina confir-
ma o diagndstico de CMT (38). A marcagdo usual-
mente € intensa e atinge quase todas as células
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tumorais, porém algumas lesGes, nha maioria das vezes
do subtipo de células pequenas, podem ndo expressar
imuno-reatividade para calcitonina. Outro marcador
sensivel, mas ndo especifico para CMT, é o CEA, que
é positivo em 88-100% dos casos (33,42).

A principal via de disseminagdo do CMT & lin-
fatica, sendo alta a frequéncia de metéstases macro ou
mesmo microscépicas para ganglios linfaticos regio-
nais. A incidéncia de metastases cervicais correlaciona-
se com o tamanho do tumor primério. Elas ocorrem
em 9,5-30% dos tumores de até 1cm de didmetro e
chegam a 55-60% naqueles com mais de 2cm de
didmetro. Considerando-se todos os CMT, de uma
maneira global, de 15 a 75% deles terdo metastases cer-
vicais, clinicamente detectaveis ou ndo, no momento
do diagndstico. Elas podem ocorrer precocemente e
influenciam diretamente o progndstico do paciente
(20,22,43). Em fases mais avancadas da doenca, ou-
tros sitios comuns de metéstases sdo mediastino,
ganglios do hilo pulmonar, pulmdes, figado e 0ssos
(3,15).

O Unico tratamento eficaz do CMT, seja na
forma esporédica ou na hereditaria, é a cirurgia. Nos
casos onde ndo existem metastases cervicais clinica-
mente detectaveis, considera-se como obrigatéria a
tireoidectomia total associada ao esvaziamento cervical
central eletivo. Naqueles pacientes portadores de
metastases cervicais, 0 esvaziamento cervical deve ser
total e, se possivel, funcional (43). As demais modali-
dades terapéuticas, como radioterapia, quimioterapia,
terapia com radiois6topos, ndo tém mostrado benefi-
cios significativos em termos de melhora da sobrevida
desses pacientes (6). Vale ressaltar a importancia da
pesquisa periédica de feocromocitoma e hiper-
paratireoidismo na NEM 2A (4). O tratamento cirdr-
gico do feocromocitoma deve anteceder a cirurgia do
tumor de tiredide, a fim de que mortes inesperadas
devido a complicacdes inerentes ao tumor adrenal
sejam evitadas.

A evolucdo clinica do CMT é bastante variavel,
mas, em geral, apresenta agressividade de grau inter-
mediério entre os carcinomas papilifero e folicular bem
diferenciados e o cancer anaplésico da tiredide. A taxa
de sobrevida global em 10 anos varia de 47 a 78%, com
uma média de 65% (15,44). Numerosos pardmetros
tém sido descritos como fatores progndsticos para o
CMT, entre eles o estadio tumoral, a idade do paciente
no momento do diagnéstico da doenca e a forma clini-
ca da doenga. Os pacientes portadores de NEM 2B
apresentam CMT que se iniciam em idades mais pre-
coces e que sdo mais agressivos, com desenvolvimento
precoce de metéstases e morte devido ao tumor. Esta
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viruléncia tumoral diminui progressivamente nos casos
de CMT esporadico, NEM 2A e CMTF (2).

PROTO-ONCOGENE RET

Estudos genético-moleculares realizados nos Gltimos
anos tém demonstrado o envolvimento do proto-
oncogene RET na maioria das formas hereditarias de
CMT e, em menor frequéncia, em sua forma esporadi-
ca. O proto-oncogene RET, um acrbnimo para
REarranged during Transfection, foi identificado em
1985 por Takahashi e cols. durante um experimento
classico de transfeccdo de células NIH 3T3 com DNA
de alto peso molecular de células T de linfoma
humano (45). Estudos posteriores determinaram a
localizagcdo do proto-oncogene RET no cromossomo
10 e o relacionaram a génese da NEM 2A, NEM 2B e
CMTF (46-49). Em 1993, Mulligan e cols. (50) e
Donis-Keller e cols. (51) observaram pela primeira vez
mutacdes pontuais gendmicas no proto-oncogene
RET de pacientes com NEM 2A e CMTF e, em 1994,
Hofstra e cols. (52) evidenciaram mutac¢es no proto-
oncogene RET associadas a NEM 2B e ao CMT na
sua forma esporéadica.

O protooncogene RET humano foi inteira-
mente clonado por Pasini e cols. em 1995 (53), o que
facilitou os estudos genético-moleculares e a pesquisa
de correlagdo gendtipo-fenétipo. Este gene possui 21
exons, aproximadamente 60kb (16,54-56) e esta
localizado no cromossomo 10, banda 10g11.2 (53).
Codifica um receptor de membrana do tipo tirosina-
quinase de 150-170kd altamente expresso em alguns
tecidos normais e tumores derivados da crista neural,
tais como sistema nervoso entérico, por¢do medular da
glandula adrenal e células parafoliculares da tiredide,
mas também nas células precursoras do trato urogeni-
tal, cérebro, glandulas salivares, timo, bago e ganglios
linfaticos (3,55,57-60). A proteina RET realiza a
transdugdo de sinais extracelulares de proliferagéo,
crescimento, diferenciacdo, sobrevida das células e
apoptose celular (16,47,59).

A proteina de superficie celular RET conta com
pelo menos 10 isoformas resultantes de splicings alter-
nativos nas posicdes 5’ e 3’, podendo conter de 1072
a 1114 aminoacidos (16,54,56,61-63), e, semelhante
a outros receptores tirosina-quinase, é composta por
um dominio N-terminal extracelular, um pequeno
dominio transmembrana e um dominio tirosina-
quinase carboxi-terminal intracelular. O dominio
extracelular inclui regibes homélogas & familia caderi-
na das moléculas de adesdo celular e uma grande
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regido rica em residuos de cisteina. Vinte e sete dos 28
residuos de cisteina desta regido sdo conservados entre
as diferentes espécies, sugerindo que tenham uma
funcdo critica na formacdo de pontes dissulfito e, por-
tanto, na determinacdo da estrutura terciéria da pro-
teina RET. O dominio intracelular tirosina-quinase é
dividido em 2 subdominios (TK; e TK,) separados por
28 aminoécidos onde estdo localizados os residuos de
tirosina que sdo fosforilados durante a ativacdo do
receptor, e que estdo envolvidos nas vias intracelulares
sinalizadoras (16,17,56,60).

Sob condi¢Bes normais, o receptor RET é ativa-
do por um complexo multicomponente envolvendo
membros de 2 grupos distintos de proteinas: um ligan-
te solaivel da familia do fator neurotréfico derivado das
células gliais (GDNF) e um co-receptor de superficie
celular da familia dos receptores protéicos a (GFRa,
também conhecida como GDNFR-a, RETL1 e
TrnR1) (60,64). As proteinas GDNF formam um sub-
grupo da superfamilia do fator de crescimento trans-
formador B (TGF-B) e atuam como potentes fatores
de sobrevida neuronal. Além do GDNF descrito em
1993 por Lin e cols. (65), mais 3 membros desta
familia ja foram identificados, sendo eles a neurturina
(NTN), a persefina (PSP) e a artemina (ART) (66).
Embora estas proteinas atuem como ligantes do recep-
tor RET, elas ndo se ligam diretamente, interagindo
primeiramente com os co-receptores GFRa. Estes co-
receptores ndo apresentam dominios intracelulares,
ficando ancorados na superficie celular através de uma
ligacdo glicosilfosfatidilinositol. Até o momento,
foram identificados 4 membros desta familia de co-
receptores: GFRa-1, GFRa-2, GFRa-3 e GFRa-4
(60,64,66).

Em resposta a interacdio do complexo
GDNF/GFRa com o RET, o receptor forma homo
ou heterodimeros. Esta dimerizacdo resulta na auto-
fosforilagdo dos residuos de tirosina presentes no
domimio intracelular tirosina-quinase do receptor,
seguida pela transducdo do sinal através de efetores
gue reconhecem e interagem com a forma fosforilada
do receptor tirosina-quinase. Nove dos 18 residuos de
tirosina podem ser fosforilados pela ativacdo do RET
(56,60) e reconhecidos por proteinas adaptadoras e
outras proteinas. As interagdes identificadas até o
momento incluem GRB 7, 10 e 14 com a tirosina 905
(Y905), fosfolipase C-y (PLC-y) com Y1015,
Shc/Enigma com Y1062 e GRB2 com Y1096. Através
destas intera¢Bes, o RET ativa multiplas e complexas
vias de sinalizacdo intracelulares, entre elas a via
RAS/MAP  quinase (RAS/MAPK), a via
fosfatidilinositol 3-quinase (P13K)/AKT e a via da c-jun
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N-terminal quinase (JNK) (56,60,67). Estas vias sdo as
responsaveis pela acdo do receptor RET no controle da
proliferacdo, sobrevida, diferenciacdo, interagdo e
motilidade celulares, ativacdo oncogénica e fendtipo
neoplasico.

A maioria das familias com NEM 2A (98%)
apresenta mutagBes pontuais e genémicas do proto-
oncogene RET (tipo missense), envolvendo um dos 5
cédons codificadores de residuos de cisteina localiza-
dos no dominio extracelular da regido justa-membra-
nosa do receptor. Os codons envolvidos sdo: 609, 611,
618 e 620 no exon 10 ou 634 no exon 11
(4,13,15,60,67-69). A tabela 1 apresenta as diferentes
mutacdes do proto-oncogne RET e seus fendtipos.
Raramente, pode ocorrer nos pacientes com NEM 2A
a duplicacdo/insercdo de 3 ou 4 aminoécidos dentro
do dominio rico em cisteinas, incluindo um novo resi-
duo de cisteina (70,71). Ainda em relacdo a NEM 2A,
foi descrito o caso de um paciente portador desta sin-
drome e que apresentava 2 muta¢des do proto-onco-
gene RET, uma delas afetando o c6don 634 e a outra
0 cédon 640 (exon 11) (72). Recentemente, um estu-
do brasileiro demonstrou nova dupla mutagdo com
substituicdo de uma valina por isoleucina no cédon
648 e de cisteina por arginina no cédon 634 em
paciente apresentando NEM 2A associada a feocro-
mocitoma produtor de ACTH (73).

Em 1996, o International RET Mutation Con-
sortium realizou um estudo que contou com a partici-
pacdo de 18 centros de referéncia ao redor do mundo
e 477 familias independentes (13). Segundo este estu-
do, as mutacdes C634R e C634Y ocorrem em, respec-
tivamente, 52 e 26% das familias com NEM 2A; as
mutac¢des no exon 10 afetando o cédon 620 ocorrem
em 6-8% dos casos; menos de 5% dos pacientes apre-
sentam mutagBes nos cédons 609, 611 e 618 do exon
10 e em cerca de 1% dos casos a mutacdo acomete o
cddon 630 do exon 11. A frequéncia das mutacBes
descritas no proto-oncogene RET estdo apresentadas
na tabela 2. Estudos moleculares recentes, avaliando
individuos/familias brasileiras, também encontraram
uma intima associa¢do entre NEM 2A e muta¢8es no
exon 11 do proto-oncogene RET, acometendo princi-
palmente o cédon 634 deste exon (29,74-76). Por-
tanto, os estudos destas familias demonstraram que
mutagdes do proto-oncogene RET mais frequente-
mente encontradas em diferentes popula¢des também
estdo presentes em familias com NEM 2A do Brasil.

Com o estudo realizado pelo International
RET Mutation Consortium (13), foi ainda possivel
estabelecer correlacdo entre gendtipo e fendtipo em
individuos com NEM 2A. O cdédon envolvido na
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Tabela 1. Mutacgdes no proto-oncogene RET e seus fenétipos associados*.

Exon Cédon Mutacédo Missense Troca de Aminoacido Fenotipo
10 609 TGC - CGC Cys - Arg NEM 2A, CMTF
TGC - TAC Cys - Tyr NEM 2A
611 TGC - TAC Cys - Tyr NEM 2A
TGC - TGG Cys - Trp NEM 2A, CMTF
TGC - GGC Cys - Gly CMTF
618 TGC - TIC Cys - Phe NEM 2A
TGC - TCC Cys - Ser NEM 2A, CMTF
TGC - AGC Cys - Ser NEM 2A, CMTF
TGC - GGC Cys - Gly NEM 2A
TGC - CGC Cys - Arg NEM 2A, CMTF
TGC - TAC Cys - Tyr NEM 2A, CMTF
TGC - TGA Cys - ‘Stop’ NEM 2A
620 TGC - CGC Cys - Arg NEM 2A, CMTF
TGC - TAC Cys - Tyr NEM 2A
TGC - TIC Cys - Phe NEM 2A
TGC - TCC Cys - Ser NEM 2A
TGC - GGC Cys - Gly NEM 2A
11 630 TGC - TIC Cys - Phe CMTF
634 TGC - TAC Cys - Tyr NEM 2A, CMTF
TGC - CGC Cys - Arg NEM 2A
TGC - TIC Cys - Phe NEM 2A, CMTF
TGC - GGC Cys — Gly NEM 2A
TGC - TGG Cys - Trp NEM 2A
TGC - AGC Cys - Ser NEM 2A
TGC - TCC Cys - Ser NEM 2A, CMTF
634 & 640 634 - TGC - CGC Cys - Arg NEM 2A
640 - GCC - GGC Ala - Gly
13 768 GAG - GAC Glu - Asp CMTF
790 TG - 11T Leu - Phe NEM 2A, CMTF
TG - TTC Leu - Phe NEM 2A, CMTF
791 TAT - TIT Tyr - Phe CMTF
14 804 GTG - TG Val - Leu CMTF
GTG - ATG Val - Met CMTF
804 & 806 804 - GTG - ATG Val - Met NEM 2B
806 - TAC - TGC Tyr - Cys
14 & 15 804 & 904 804 - GTG - ATG Val - Met
904 - TCC - TGC Ser - Cys NEM 2B
15 883 GCT - TTT Ala - Phe NEM 2B
891 TCG - GCG Ser - Ala CMTF
16 918 ATG - ACG Met - Thr NEM 2B
Exon Pares de bases nes Seqliéncia inserida Aminoacidos inseridos Fendtipo
8 1741 - 1742 ins AGG AGT GTG Glu Glu Cys 531 - 532 CMTF
11 2056 - 2057 ins TCG CGC ACG CRT 636 - 637 NEM 2A
2049 - 2050 ins ACG AGC TGT GCC CRT 634 - 635 NEM 2A

* Incluidas somente as mutagdes descritas em multiplas familias independentes e/ou cujo significado funcional tenha sido
confirmado.
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mutacdo parece ser o fator mais importante na deter-
minacdo do fenétipo apresentado pelo paciente. Uma
associacdo estatisticamente significativa foi encontrada
entre a presenca de qualquer mutacdo no codon 634 e
a presenca de feocromocitoma e hiperparatireoidismo.
Dentre as mutacdes do cédon 634, a mutacdo C634R
foi significativamente associada com a presenca de
hiperparatireoidismo. A mutagdo C634R descrita em
duas outras familias brasileiras apresentavam, além de
todas as manifestac@es clinicas classicas da NEM 2A, o
raro liguen amiléide cutaneo (29,77). A amiloidose
liguen-cutdnea tem sido associada @ NEM 2A apenas
em pacientes portadores de muta¢Bes no cédon 634
(13,78). A correlagdo gendtipo-fendtipo também tem
sido observada com mutacBes nos cédons 618 e 620
do proto-oncogene RET e em raras familias nas quais
a NEM 2A ou o CMTF coexistem com a doenca de
Hirschsprung (79). Entretanto, ao contrério do que
ocorre no CMT, as mutag®es relacionadas a doenga de
Hirschsprung, embora sejam dominantes, determinam
a perda de expressdio do RET no tecido nervoso
(60,80).

Muitas das mutagdes responsaveis pela NEM
2A também tém sido descritas nos pacientes com
CMTF (tabela 1). Substituicdes das cisteinas codifi-
cadas pelos cédons 609, 611, 618, 620 e 634 dos
exons 10 e 11 sdo encontradas em mais de 80% das
familias com CMTF. Entretanto, ao contrdrio da
NEM 2A, as mutagdes no CMTF sdo distribuidas
homogeneamente entre os cdédons 618, 620 e 634
(4,13,15,60,68,69,81)(tabela 2). Além disso, a

Tabela 2. Frequéncia das mutagdes do proto-oncogene
RET na NEM 2A, NEM 2B e CMTF.

Coédon Fenotipo Frequéncia (%)*
609 NEM 2A <1l
CMTF 4
611 NEM 2A 2
CMTF <1
618 NEM 2A 3
CMTF 30
620 NEM 2A 6
CMTF 21
630 CMTF <1
634 NEM 2A 87
CMTF 26
768 CMTF 8
790 CMTF <1
791 CMTF <1
804 CMTF 3
883 NEM 2B 5
891 CMTF <1l
918 NEM 2B 94

* Incluidas somente as mutacdes descritas em multiplas
familias independentes.
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mutagdo mais freqiiente na NEM 2A (C634R) néo foi
descrita em familias de CMTF (13,60,69). Menos fre-
guentemente, mutagdes do cdédon 630 (exon 11)
(31,82) e insercdes incluindo residuos de cisteina na
regido justa-membranosa rica em cisteinas também
tém sido identificadas no CMTF (83). O CMTF tem
sido raramente associado a trocas de aminoécidos no
dominio intracelular tirosina-quinase. As mutacdes
descritas incluem os cédons 768, 790 e 791 no exon
13 (83-87), c6don 804 no exon 14 (84,88,89) e
cddon 891 no exon 15 (90) (tabelas 1 e 2). Mutac8es
adicionais nos cédons 631 (exon 11) e 844 (exon 14)
também foram identificadas em familias alemds iso-
ladas, mas a distribuicdo geral e a correlagdo gendtipo-
fendtipo destas mutacdes ainda ndo foram determi-
nadas (87).

A NEM 2B é causada em aproximadamente
95% dos casos por uma mutagdo especifica e genémica
no c6don 918 do exon 16, resultando na troca de um
residuo de metionina por um de treonina ho dominio
intracelular tirosina-quinase do proto-oncogene RET
(4,13,52,67,69,91-93) (tabelas 1 e 2). Muta¢des do
c6don 883 no exon 15 também tém sido descritas em
um pequeno numero de pacientes com NEM 2B
(94,95), sendo variantes exclusivas deste fendtipo.
Recentemente, a NEM 2B também foi associada a
mutag¢des duplas, presentes no mesmo alelo, afetando
0s cédons 804 e 806 do exon 14 (96), e outra, 0s
cddons 804 e 904, também no exon 14 (97).

Ao contrério dos genes supressores de tumores,
o RET € um proto-oncogene, o que significa que uma
mutagdo ativadora em um anico alelo é suficiente para
causar a transformacdo neoplésica (98). O resultado
final de cada uma das mutag8es envolvendo o dominio
extracelular rico em cisteinas é a ativacdo constitutiva
do receptor RET, ou seja, independente do ligante. A
substituicdo de um residuo de cisteina resulta em “des-
pareamento” do outro residuo de cisteina, formacéo
de pontes intra-moleculares ou mesmo intermolecu-
lares com outras moléculas mutantes de RET, levando
a dimerizacdo do receptor e sua ativagdo. As mutacdes
envolvendo codons codificadores das regides
intracelulares do receptor RET também induzem uma
ativacdo tirosina-quinase independente do ligante,
porém sem depender da dimerizagdo do receptor. As
mutacdes que ocorrem nos exons 13 e 14 levam a
substitui¢cbes de aminoacidos dos dominios intracelu-
lares, em regides implicadas na ligacdo com ATP. Ja as
mutag¢des no codon 918 alteram diretamente o sitio de
reconhecimento do substrato localizado no centro
catalitico dentro do dominio tirosina-quinase, modifi-
cando sua afinidade pelo ligante (59,60,98-100).
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Entretanto, o(s) mecanismo(s) molecular(es) pelo(s)
qual(is) estas mutacdes levam a transformacdo neo-
plasica da célula ndo estd(do) bem definido(s)
(60,101). A fosforilagdo de diferentes residuos de
tirosina pode estar envolvida na transformagdo neo-
plésica da célula na NEM 2A, no CMTF e na NEM
2B, inclusive com diferentes propriedades bioldgicas e
potenciais oncogénicos (102-104). Entre os diferentes
residuos, a fosforilagdo do residuo Tyr-1062 do
dominio intra-celular do RET, levando a ativacdo das
vias sinalizadoras PIBK/AKT e RAS/MAPK, parece
ser fendmeno essencial a esta transformacgéo neoplasica
nas diferentes formas clinicas (101,105,106). Como as
diferentes mutacdes do proto-oncogene RET ativam o
receptor de maneiras distintas em nivel subcelular, é de
se esperar que também tenham impactos diferentes no
fenétipo da doenga (107), podendo explicar o motivo
porque pacientes portadores de muta¢Bes nos exons
13, 14 e 15 exibem um atraso no aparecimento da
hiperplasia de células C e quadros clinicos mais bran-
dos do ponto de vista de agressividade tumoral e
metéstases a distancia do que aqueles individuos com
mutacdes acometendo codons codificadores de cistei-
na e o codon 918 (87,90,108-110).

Em adicdo ao seu papel nas formas hereditarias
do CMT, o proto-oncogene RET também tem sido
implicado na patogénese dos tumores esporadicos.
MutagBes somaéticas, isto é, mutac¢Bes identificadas
apenas no tumor, tém sido descritas em uma freqién-
cia bastante variavel (23-69%) nos casos de CMT
esporadico, afetando especialmente o cédon 918 do
RET proto-oncogene (exon 16) e resultando na
mesma substituicdo de aminoacidos da NEM 2B
(metionina por treonina) (4,19,31,52,57,88,111-
114). Esta mutacdo parece ndo ser uniforme entre as
vérias subpopulagdes de células dentro de um mesmo
tumor e mesmo de suas metéstases, 0 que pode
explicar a grande variabilidade de dados da literatura
quanto a incidéncia deste tipo de mutacdo. Para alguns
autores, esta heterogeneidade entre as células tumorais
de um mesmo paciente ainda sugere que o CMT possa
ter uma origem policlonal, ou entdo que as mutagdes
no proto-oncogene RET n&o sejam eventos iniciais na
tumorigénese do CMT esporadico, mas sim de pro-
gressdo (115,116). Apesar da vasta maioria dos casos
de CMT esporadico estar associada com a mutacao
M918T, outras mutacdes, sejam pontuais ou do tipo
delecdo/insercdao, acometendo os exons 10, 11, 13 e
15 também tém sido identificadas em alguns pacientes
com esta forma de CMT, porém em uma freqliéncia
muito mais baixa (< 10%) (31,51,57,82,85,112-
114,117-123) (tabela 1). Alguns estudos sugerem que
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pacientes com CMT esporadico e mutagdes somaticas
no codon 918 apresentam maior agressividade tumoral
e maior probabilidade de recorréncia clinica do tumor
(111,113), porém esta associacdo ainda ndo foi confir-
mada. Estudos recentes tém demonstrado que aproxi-
madamente 1,4-15% dos pacientes com CMT
aparentemente esporadico, ou seja, sem histéria famili-
ar com evidéncias de parentes de primeiro e segundo
graus acometidos por CMT, feocromocitoma ou
hiperparatireoidismo, apresentam muta¢Bes em seu
DNA genbmico, podendo corresponder a casos
hereditarios erroneamente diagnosticados como isola-
dos, ou entdo a casos de muta¢bes gendmicas de novo
do proto-oncogene RET (4,57,114).

Polimorfismos representam variagdes ha
seqUiéncia de nucleotideos de um gene, que estdo pre-
sentes na populacdo geral e que ndo conferem efeitos
deletérios aos individuos que os apresentem. Entretan-
to, alguns estudos epidemiolégicos moleculares e o
Projeto Genoma Humano tém mostrado que algumas
variagcBes polimérficas ndo sdo totalmente indcuas
(124). VariagBes polimérficas da sequiéncia do gene
RET, com ou sem substituicdes de aminoacidos, tais
como a L769L, S904S, A45A, V125V, A432A,
G691S, S836S, foram descritas anteriormente em
diferentes popula¢bes (78,79,124-127). Na maioria
destes estudos, os polimorfismos estdo distribuidos na
populacdo de individuos controles em uma freqiiéncia
similar aquela observada nos pacientes com CMT, néo
sendo, portanto, implicados no processo de tumorigé-
nese. Entretanto, trabalhos de Gimm e cols. (125) e
de Ruiz e cols. (126) demonstraram uma super-repre-
sentacdo da variante polimdrfica S836S (exon 14) do
proto-oncogene RET, em associagdio com o CMT
esporadico. Ainda, recentemente, Wiench e cols.
(127) observaram que pacientes com CMT diagnosti-
cado antes dos 30 anos de idade apresentavam maior
freqUiéncia do polimorfismo L769L que os pacientes
com CMT diagnosticado mais tardiamente (36% ver-
sus 15%), sugerindo que esta variante polimérfica
poderia modular a apresentacdo fenotipica em indivi-
duos com predisposicdo genética para CMT. Recente-
mente, em uma pequena serie de pacientes com CMT,
Magalh@es e cols. (128) observaram pela anélise mole-
cular do proto-oncogene RET a ocorréncia do
polimorfismo CTT - CTG, em heterozigose, no
exon 13 (L769L) em 4 pacientes. Um destes, uma
mulher com CMT diagnosticado aos 32 anos de idade,
apresentava a muta¢do V804M no exon 14 associado
ao polimorfismo L769L no exon 13. A mutacdo
V804M é rara e estd associada ao CMTF de apareci-
mento mais tardio (87,90,108,109,129), como obser-
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vado na méae da paciente portadora apenas da mutagéo
V804M, e cujo diagndéstico de CMT foi realizado aos
60 anos por rastreamento familiar. Ela apresentava um
nédulo de 4mm visto somente ao ultra-som, cuja PBA
confirmou o diagnostico de CMT. Este achado reforca
o trabalho de Wienchi e cols. (127), que sugere que 0
polimorfismo L769L pode modular a apresentacdo
fenotipica do CMT em individuos com predisposi¢ado
genética. Entretanto, estudos populacionais sdo
necessarios para que a frequéncia de diferentes
polimorfismos no proto-oncogene RET, assim como
sua importancia na expressdo fenotipica do CMT,
sejam estabelecidas.

DIFERENCIACAO ENTRE AS FORMAS CLINICAS
DE CARCINOMA MEDULAR DE TIREOIDE

A distin¢do entre a forma esporaddica do CMT e as for-
mas hereditarias associadas com NEM 2A ou 2B e
CMTF é de extrema relevancia clinica, devido as
diferencas apresentadas entre elas em termos de
prognéstico e pela necessidade de um rastreamento
familiar, aconselhamento genético e seguimento das
formas hereditérias.

Esta diferenciacdo clinica apresenta conseqiiéncias
ndo apenas para 0 paciente, mas também para seus fami-
liares. Sendo o padrdo de heranca autossomico domi-
nante, metade dos filhos de um paciente portador de
CMT hereditério apresenta risco de CMT. No entanto,
o diagnéstico de CMT hereditario pode apresentar difi-
culdades. Quando o paciente apresenta feocromocitoma
e/ou de hiperparatireiodismo associado ao CMT, ou
quando hé histéria familiar de CMT ou NEM, o diag-
néstico de NEM do tipo 2 € evidente. Entretanto, uma
historia negativa ndo afasta a possibilidade de carcinoma
hereditario. Um paciente pode representar a primeira
pessoa da familia a ser portador de uma mutagdo cau-
sadora de CMT familiar (mutacdo de novo) e, neste
caso, nao apresenta outros familiares afetados. Se a
historia familiar é negativa, evidéncias de uma natureza
hereditaria podem ser obtidas pela presenca do tumor
em ambos os lobos da tiredide, ou entdo, pela identifi-
cacdo de areas de hiperplasia de células C parafoliculares
em tecido tireoidiano livre de tumor durante o exame
anatomopatolégico da pega cirdrgica.

A demonstracdo de que a grande maioria dos
pacientes com as formas hereditarias de CMT apresen-
ta mutacbes no proto-oncogene RET tornou possivel
a utilizacdo do rastreamento deste gene como teste
diagnéstico. O rastreamento genético na procura de
mutacdes no proto-oncogene RET causa um minimo

Arq Bras Endocrinol Metab vol 47 n°® 5 Outubro 2003

desconforto para o individuo, pois requer apenas a
coleta de amostra de sangue, é relativamente simples
de ser realizado, de boa aceitacdo familiar e com
relacdo custo-beneficio menor que os rastreamentos
bioquimicos, podendo ser realizado independente-
mente da idade, até mesmo logo apds o nascimento
(4,31,130,131). Além disso, quando as técnicas labo-
ratoriais sdo realizadas de forma adequada, a acuracia
deste tipo de teste diagndstico é préxima de 98-100%.
Vale, aqui, ressaltar que o rastreamento genético na
procura de mutagdes no proto-oncogene RET, na
medida em que permite a deteccdo e tratamento de
portadores assintomdticos das formas familiares do
CMT, provavelmente resultard em um aumento da
porcentagem de formas hereditarias da doenca.
Atualmente, j& existe um consenso mundial de
gue a decisdo de se submeter um individuo a tireoidec-
tomia profilatica deve ser baseada, predominante-
mente, no resultado positivo do teste genético, em
detrimento aos testes bioquimicos (29,108,132).
Baseando-se na relacdo gendtipo-fendtipo, Brandi e
cols. (108) propdem que, para que seja planejado o
manejo terapéutico do paciente, ele seja classificado
guanto a agressividade tumoral de acordo com o tipo
de mutacdo no proto-oncogene RET. Criangas com
NEM 2B e/ou portadoras de muta¢des nos codons
883 ou 918 devem ser classificadas dentro do nivel 3.
Apresentam alto risco de CMT agressivo, devendo ser
submetidas a tireoidectomia antes dos 6 meses de
idade e, de preferéncia, no primeiro més de vida, ja
gue existem relatos de metastases no primeiro ano de
vida. A cirurgia indicada nestas criangas é a tireoidec-
tomia total com esvaziamento ganglionar central.
Individuos portadores de mutacBes nos cédons 611,
618, 620 ou 634 devem ser classificados dentro do
nivel 2 ou com risco intermediario de CMT agressivo,
devendo ser submetidos a tireoidectomia total antes
dos 5 anos de idade (107,108), ou até mesmo antes
dos 2 anos de idade (133). Nestes casos, ndo existe
consenso quanto a necessidade ou ndo da realizagdo de
disseccdo ganglionar. Os portadores de mutacdes nos
cédons 609, 768, 790, 791, 804 ou 891 devem ser
classificados dentro do nivel 1 ou com baixo risco de
CMT agressivo. O comportamento bioldgico do
CMT nestes individuos é varidvel, mas, em geral, o
tumor cresce mais lentamente e aparece em idades
mais tardias. Entretanto, metastases ganglionares e
mortes causadas por CMT em individuos portadores
de algumas destas mutac¢des tém sido descritas (108).
Diante disso, ndo existe um consenso quanto ao
manuseio de pacientes com muta¢des nos exons 13,
14 e 15. Alguns recomendam uma estratégia similar &
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proposta para pacientes estadiados no grupo de risco
intermediario, com tireoidectomia aos 5 anos de
idade. Outros sugerem que a cirurgia seja realizada aos
10 anos de idade, enquanto outros recomendam a
realizacdo de testes periddicos de estimulo da secrecdo
de calcitonina, procedendo-se a tireoidectomia na
primeira anormalidade detectada (108,134).

10.

11.

12.
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