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superior e médio de cada lobo tireoidiano <
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presença de amilóide e de calcificações (8>. Os padrões de crescimento tumoral mais 

comumente encontrado são o trabecular e o alveolar. O CMT esporádico usualmente não é 

precedido por hiperplasia celular, enquanto que na forma hereditária a hiperplasia é 
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1111111111111111111111 

~~;~~ iia I ""có~~~"oi~ 
Códon 609, 611, 618, 620 

Exon 14 
Códon 804 Exon 15 

Códon 883, 891 

e no 

Figura 1 - Estrutura do proto-oncogene ret. Os exons e os respectivos códons nos quais foram identificadas 

mutações associadas a Neoplasía Endócrina Múltipla Tipo 2 estão assinaladas. 

O mecanismo molecular pelo qual as mutações no proto-oncogene ret 

desencadeariam o processo neoplásico foi determinado através de elegantes estudos in 

vitro realizados pelo grupo de Santoro e cols <
43451 (Fig 2). De modo simplificado, no 
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ausência de dímerização, (adaptado <5>). 

Principais Mutações no Proto-oncogene ret 

As mutações descritas estão localizadas basicamente nos exons 10, 11 e 16 <
38

,4
6

-
52
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no entanto foram relatadas mutações com menor freqüência nos exons 13, 14 e 15 <
50

•
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•
54l. 

No CMTF e NEM 2A, as mutações mais freqüentes afetam um dos cinco resíduos de 

cisteína no exon 10 ou 11, no domínio extracelular do proto-oncogene ret <
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·
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CMTF Famílias com pelo menos 4 membros afetados com CMT, sem 

evidências de feocromocitoma ou doença paratireoidiana no afetado e 

nos familiares em risco 

Outros tipos Famílias com menos de 4 membros afetados com CMT, sem 

evidências de feocromocitoma ou doença paratireoidiana no afetado e 
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os exons 

foram: 3 minutos à 

EXON PRIMER FRAG, TEMPERATURA 

ANELAMENTO 

10 RET10F 5'- GGCAGC ATT GTT GGG GGA CAC-3' 173 64PC 

RET10R 5'- GTT GAG ACC TCT GTG GGG CT -'3 62° 

11 RET11F 5'- ATG AGG CAG AGC ATA CGCAGC C -3' 347 wc 

RET1 5'- CTT GAA GGC ATC CAC GGA GAC C -3' oooc 

13 INT12F 5'- AAC TTG GGC AAG GCG ATG CA -3' 276pb 57°C 

INT13R 5'- AGA ACA GGG CTG TAT GGA GC -3' 57°C 

16 M2BF 5'- AGG GAT AGG GCC TGG GCT TC -3' 192pb 57°C 

M2BR 5'- TAA CCT CCA CCC CAA GAG AG -3' 57°C 

2.3.4 Restrição Enzimática 

O princípio deste método consiste no fato de que uma mutação pode criar ou destruir o 

sítio de restrição de uma determinada enzima de restrição (endonuclease), Ou seja, a 
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com NEM 

os casos NEM 2A descritos na literatura, a 

nosso estudo, 
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mutações, a troca amino-ácido 

triptofano 

com 
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Rsal 
347pb 

-+ TGG). A figura 3 demonstra um 

utilizando a de restrição Rsa I. 

3 4 

ou 

de agarose em uma 

B 

Alelo normal 5' 3' 

Alelo afetado 5' 3' 

5' GTiAC 3' 

ou 

Figura 3 - A Gel de agarose ilustrativo da utilização diagnóstica da enzima de restrição Rsa 1. Os indivíduos 1 

e 2 são os afetados (positivos) enquanto que 3 e 4 são os não portadores da mutação (negativos). Nos indivíduos 

afetados, a mutação cria um sítio de restrição para esta enzima, levando a clivagem do fragmento de DNA. B. 

Sítio de reconhecimento da enzima Rsa I. 
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Famílias com NEM à 

2 famílias com a rara 2A à a 

no domínio exon 11' com a 

-+ arginina na 

A B 

1 

Hhal 
347pb 

Alelo normal 

Alelo afetado 5' 

5' 3' 

Figura 4- A. Gel de agarose ilustrativo da 

(negativo) 

cria um sítio de restrição para esta 

esquemática de sequenciamento, a seta representa os picos concomitantes da troca de nucletídeos. B. Sítio de 

reconhecimento da enzima Hha I. 

Famílias com CMTF: 

Nas 2 famílias portadoras da síndrome de CMTF, as mutações encontradas 

situaram-se no domínio extracelular, no códon 618 do exon 10, troca do amino-ácido 

cisteína -+ serina (TGC -+ AGC). 
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8 do exon 1 troca 

ilustração na 5. 
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3 4 

B 

Fokl 

192 
Alelo nonnal 5' 3' 

Aielo afetado 5' GGATG 

5' 3' 

mutação destrói o sítio de restrição para esta enzima. B. Sítio de reconhecimento da enzima Fok I. 

Outras formas hereditárias: 

Foram analisadas 3 famílias com outras formas hereditárias do CMT, as 

localizavam no domínio extracelular. No entanto, em uma família, a mutação se localizava 

no códon 634 do exon 11, troca do amino-ácido cisteína ~ arginina (TGC ~ TAC) ou do 

amino-ácido cisteína ~ triptofano (TGC~ TGG), na outra no códon 618 do exon 1 O, troca do 

amino-ácido cisteína ~ serina (TGC~ AGC) e na última a mutação se situava no códon 620 
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com doença hereditária, permitindo o tratamento precoce, através da 
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localizava-se no códon 634, exon 11, troca TGC--+CGC, enzima de restrição utilizada foi 
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