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Resumo:

O carcinoma medular de tire6ide (CMT) € uma neoplasia maligna rara,
ocorrendo na forma esporadica ou hereditaria. Mutagdes germinativas no proto-
oncogene RET sao responsaveis pelo CMT hereditario. No entanto, a maioria
dos casos de CMT ocorre em individuos sem historia familiar, na qual a
patogénese da doenca ainda é pouco compreendida. Os polimorfismos do gene
RET séo descritos na populagdo geral assim como em pacientes com CMT.
Embora, estas variacbes alélicas aparentemente nao confiram qualquer
atividade transformadora no receptor RET, estudos sugerem que essas
alteracdes genéticas podem modificar a suscetibilidade a doenca e o fendtipo
clinico em pacientes com CMT esporadico ou hereditario. Uma maior freqtiéncia
dos polimorfismos localizados nos exons 11 (G691S), 13 (L769L), 14 (S836S) e
15 (S904) é descrita em pacientes com CMT provenientes de paises Americanos
e Europeus. Na presente revisao, analisamos criticamente os resultados obtidos
nos diferentes estudos e descrevemos a frequéncia dos polimorfismos do RET

em pacientes Brasileiros com CMT esporadico.



Abstract:

Medullary thyroid carcinoma (MTC) is a rare malignant neoplasia, which
may occur on sporadic form or on a hereditary basis. Germ line mutations in the
RET proto-oncogene is responsible for hereditary MTC. However, most MTC
occur in individuals without family history where the pathogenesis is still unclear.
Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the RET gene have been described
in the general population as well as in patients with MTC. Even though these
allelic variants do not seem to confer any transforming activity to the tyrosine
kinase domain of the RET protein, cumulative studies suggest that they could
modify disease susceptibility and clinical phenotype in patients with sporadic or
hereditary MTC. Polymorphisms located in exon 11 (G691S) 13 (L769L), 14
(S836S) and 15 (S904S) seem to be over-represented in sporadic MTC patients
from American and European countries. Here, we discuss the results obtained in
different studies as well as describe the frequency of RET polymorphisms in
Brazilian patients with sporadic MTC.



Introducéo

Desde a identificagdo do proto-oncogene RET como gene causador do
carcinoma medular de tiredide (CMT) hereditario em 1993, o conhecimento
acumulado sobre a patogénese do CMT e neoplasias associadas tem sido
significativo (1-5). Contudo, particularidades da doenca ainda sdo pouco
compreendidas. Como exemplos, a heterogeneidade clinica observada em
individuos com a mesma mutacao e questdes quanto a possibilidade da mutacao
no RET néo ser o evento inicial na génese da doenca (6-8). Em relacdo ao CMT
esporadico o quadro é um pouco mais obscuro. Mutagcdes somaticas no proto-
oncogene RET sao descritas em apenas 50% dos casos e parecem nao ocorrer
de modo uniforme entre as varias subpopulacbes de células dentro de um
mesmo tumor ou de suas metastases (9-13).

Alguns estudos sugerem que o efeito determinado por genes de baixa
penetrancia possa fornecer uma explicacdo plausivel para essas questdes.
Seqliéncias variantes ou polimorfismos genéticos estariam associados a um

risco pequeno a moderado para o desenvolvimento da doenca.

O que sao polimorfismos?

Dentro de uma espécie, os cromossomos homoélogos sdo bastante
similares entre si, mas em determinadas localizacbes do cromossomo (loci) pode
haver variabilidade na sequéncia do DNA. Se a variacdo é encontrada em
propor¢cao superior a 1% da populagdo, denomina-se polimorfismo (14).
Polimorfismos podem atuar como marcadores genéticos, ja que sdo transmitidos
associados a outros genes localizados na regido cromossémica proxima a eles
(linkage). Desta forma, se um gene préximo a um marcador causa uma doenca,
todos os individuos afetados na familia recebem tanto o marcador como o gene
causador da doenca (14). Os polimorfismos também s&do responsaveis pela
diversidade humana. Diferentes fenoétipos sdo decorrentes de diferentes
polimorfismos, como por exemplo, o sistema ABO (15). De outro modo, 0s
polimorfismos podem influenciar diretamente sobre fatores de risco associados a
doencas comuns, como € descrito nos estudos envolvendo a estrutura genética

das apolipoproteinas (16, 17).



Embora o determinante genético para uma determinada patologia seja
identificada através de uma mutacdo com heranca mendeliana simples, o0s
determinantes para a idade de inicio da doenca e a variabilidade clinica existente
entre individuos com a mesma mutacdo ainda sdo ignorados (6-8). Uma
explicacdo possivel seria que fatores ambientais, risco ou prote¢cdo, uma
segunda mutacédo ou polimorfismo estariam interferindo na evolu¢cdo da doenca
(14, 18-20).

Quais as bases genéticas do carcinoma medular de tiredide?

O CMT é uma neoplasia maligna com origem nas células C ou
parafoliculares da tiredide, correspondendo 5 a 8% dos tumores da glandula
tireGide (21). O CMT pode ocorrer na forma esporadica, 75% dos casos, ou
como parte de uma sindrome clinica de heranca autossémica dominante (22).
Nos pacientes com CMT familiar (CMTF) somente a tiredide é afetada. Os
pacientes com neoplasia enddcrina multipla (NEM) 2A desenvolvem CMT,
feocromocitoma e/ou hiperparatireoidismos (HPT). Os pacientes com NEM 2B
apresentam CMT, feocromocitoma, ganglioneuromas no trato gastrointestinal,
neuromas da mucosa com ou sem anormalidades esqueléticas (tabela 1) (23).
O liguen amildide cutaneo (CLA) e a Doenca de Hirschprung (DH) podem
ocorrer associados a MEN 2A (23-29).

O proto-oncogene RET (REarrangement during Transfection) € o gene
gue determina suscetibilidade ao CMT (2-4). O conceito de oncogene originou-se
com a descoberta de que certos elementos genéticos virais apresentavam a
habilidade de formar tumores (30). Diversas classes destes genes foram
encontradas em diferentes espécies de vertebrados e invertebrados (30). As
sucessivas descobertas levaram rapidamente a observacdo que esses genes,
guando ativados de modo descontrolado, estariam associados a tumores de
origem nao-viral em humanos (2, 3). Ao contrario dos genes supressores
tumorais, os efeitos da ativacdo de um oncogene nas células sdo dominantes, ou
seja, existe um efeito positivo no crescimento celular mesmo na presenca de um
alelo normal ou inativado (30).

O proto-oncogene RET est4 localizado no brago longo do cromossomo 10
(10911.2) sendo formado por 21 exons (31, 32). O RET, expresso nas células



derivadas da crista neural, codifica um receptor tirosino-kinase constituido por
trés dominios, um dominio extracelular com uma regido caderina-like e uma
regido rica em cisteina, um dominio transmembrana e um dominio intracelular
tirosino-kinase (5). O receptor RET realiza a transmisséo de sinais extracelulares
ao nucleo da célula, controlando a proliferacdo, crescimento e diferenciacdo
celular sendo ativado pela ligacdo de um fator de crescimento, denominado glial
cell line derived neurotrophic factor (GDNF) (33-35). O mecanismo molecular de
ativagcdo do RET tem inicio através da interacéo do fator de crescimento com um
co-receptor glicosil-fosfadidilinositol (GFRa) ancorado na membrana celular, o
qual, por sua vez, se associa ao receptor RET formando um receptor
multimérico. A presenca do ligante desencadeia a dimerizacdo do RET, ativacao
do dominio tirosino-kinase, determinando assim a transmissao do sinal (figura 1).
De outro modo, uma mutacdo do tipo ganho de funcédo no proto-oncogene RET
determina uma ativacao constitutiva do receptor RET, ou seja, independente do
ligante (5).

Mutacbes do tipo missense originarias da linhagem germinativa celular
sdo responsaveis pelo CMT hereditario. Os exons mais comumente afetados sao
0 10, 11 e 16 (23, 27, 36-38). No entanto, mutacdes nos exons 5, 8, 13, 14 e 15
podem ser encontradas mais raramente (39-47). Na imensa maioria dos casos,
os pacientes com NEM 2A e CMTF tém a mutagcdo em um de cinco codons (hot
points), codificadores dos residuos de cisteina localizados no dominio
extracelular do RET, sendo eles o0 609, 611, 618 e 620 (exon 10) e 0 634 (exon
11) (37, 38, 48-51). Nos pacientes com NEM 2B, a mutagao mais frequiiente afeta
0 codon 918 (exon 16), resultando na troca de uma metionina por uma treonina
(M918T) no dominio intracelular tirosino-kinase (4, 52). No entanto, muta¢des no
cédon 883 (exon 15) parecem estar associadas a um pequeno namero de casos
com NEM 2B (53).

Mutacbes somaticas no proto-oncogene RET também s&o descritas em
um numero variavel (23 a 86%) de casos de CMT esporadico (9-12). Uma
mutacdo somatica do tipo missence afetando o coédon 918 (exon 16),
apresentando a mesma substituicdo de aminoacidos da NEM 2B, ocorre na
maioria dos casos (4). Um estudo realizado em 28 pacientes com CMT

esporadico demonstrou que a mutacdo nao ocorre de modo uniforme entre as



varias subpopula¢cbes de células dentro de um mesmo tumor ou de suas
metastases, 0 que poderia explicar a grande variabilidade na frequéncia
encontrada na literatura. O achado também sugere que a mutacdo no cédon 918
pode ter ocorrido durante a evolucéo clonal de um tumor ja estabelecido ou que
0 mesmo tenha uma origem policlonal (13). Outras muta¢des, sejam pontuais ou
do tipo delecao/insercdo, também foram identificadas em alguns pacientes com
CMT esporadico, porém em uma freqiéncia menor (54-58).

Apesar dos avancos na compreensao da patogénese etiologia do CMT,
algumas questdes permanecem: (1) por que somente algumas células irdo
apresentar desenvolvimento clonal se todas séo portadoras da mutacdo no caso
do CMT hereditario? (2) por que individuos de uma mesma familia apresentam
diferenca quanto a apresentacdo clinica, a idade ao diagndstico e quanto a
evolucao da doenca? (3) qual o mecanismo genético inicial do CMT esporéadico
se a mutacdo somatica no cdédon 918 do proto-oncogene RET for um evento
determinado durante a evolucéo clonal do tumor? (4) que mecanismo genético
explicaria 0 CMT esporadico entre 0s pacientes nos quais uma mutacdo
somética no RET néo foi identificada?

Qual o papel dos polimorfismos no CMT?

Nos ultimos anos, diversos autores tém investigado se a presenca de
sequéncias variantes ou polimorfismos poderiam estar associados a
susceptibilidade para o desenvolvimento ou modificando a evolu¢cdo do CMT. A
resposta as questdes feitas no paragrafo anterior pode ser o efeito determinado
por genes de baixa penetrancia, ou seja, cuja seqUéncia variante ou
polimorfismo possa estar associado a um risco pequeno a moderado para o
desenvolvimento da doenca. Desse modo, é razoavel supor que polimorfismos,
0S quais estdo presentes numa frequéncia relativamente elevada na populacgéo,
possam conferir um risco atribuivel maior do que as raras mutagcfes que ocorrem
em genes de susceptibilidade com alta penetrancia. Os polimorfismos mais
comumente estudados estao representados esquematicamente na figura 2.

Gimm et al., analisando 50 casos de CMT esporadico (38 aleméaes e 12
norte americanos), observaram um aumento na freqiéncia do polimorfismo

sinbnimo no exon 14, c6don 836 (AGC—AGT) que codifica uma serina (S836S).



A frequéncia do alelo S836S foi de 9% (9/98) entre os casos e 3,7% (5/140)
entre os controles, obtendo na analise uma diferenca significativa (P=0,03). Um
achado interessante nesse estudo foi que oito dos nove pacientes (89%) com o
polimorfismo S836S também apresentavam a mutacdo somatica no M918T.
Nenhum outro polimorfismo analisado no RET apresentou maior expressao
guando associado ao CMT (10).

Em um outro estudo realizado com individuos provenientes da regido da
Andaluzia na Espanha, Ruiz et al. analisaram 32 pacientes com CMT esporadico
e 250 controles. O polimorfismo S836S apresentou uma frequéncia alélica de
9,3% (6/64) entre os casos comparados a 3,6% (18/500) dos controles, obtendo-
se uma diferenca significativa entre os grupos analisados (59).

Elisei et al. analisaram 106 casos de CMT esporadico, 46 tecidos de
pacientes com CMT esporadico, 60 membros de oito familias com CMT
hereditario cujo caso indice apresentava no exon 11, cédon 691, a troca
(GGT—AGT) de uma glicina por uma serina (G691S) e 106 controles. A analise
dos dados demonstrou uma associacdo positiva entre o polimorfismo G691S e a
presenca de CMT esporadico. No entanto, ndo houve diferenca nos niveis do
RNA mensageiro do RET nos tumores com ou sem o polimorfismo G691S ou
com qualquer outro polimorfismo analisado. A presenca do polimorfismo G691S
foi independente dos achados clinico-patolégicos de CMT (estagio TNM, nivel de
calcitonina e evolucdo). Outro achado interessante foi a co-segregacdo da
sequéncia variante G691S com um ou mais dos polimorfismos neutros. A co-
segregacao entre o G691S/S904S (GGT—>AGT / TCC—-TCG) foi significativa
guando comparada a todas as outras combinacdes, tanto nos pacientes quanto
nos controles. Nos pacientes com CMT hereditario, a transmissdo do
polimorfismo e da mutacéo do RET parece ocorrer de forma randémica (60).

Em um outro estudo desenhado para se estimar o risco de CMT
hereditdrio entre pacientes poloneses com diagndstico de doenca
aparentemente esporadica, Winch et al. em 2001 descreveram que O
polimorfismo no exon 13, cédon 769 (CTT—»CTG) que codifica uma leucina
(L769L) ocorria principalmente em pacientes com CMT esporadico diagnosticado

em idades mais precoces (<30 anos). O polimorfismo apresentou uma



frequéncia de 36% nos pacientes com CMT esporadicos com idade inferior a 30
anos comparados a 15% dos que apresentavam entre 31 a 45 anos. O alelo
contendo o polimorfismo S836S estava presente em 4,5% dos pacientes com
CMT esporédico. No entanto, a critica a esse estudo refere-se a auséncia de
uma populacéo controle (61).

Robledo et al (2003), analisando pacientes com CMT esporadico,
observou que o haplotipo G691S/S904S na forma homozigdtica foi mais
prevalente entre os pacientes com CMT comparados ao grupo controle,
sugerindo que a variante tenha um papel como gene de baixa penetrancia
(OR=2,36; P=0,045). Na anadlise dos pacientes com CMT hereditario, aqueles
gue eram homozigotos para o polimorfismo G691S/S904S apresentavam a
doengca mais precocemente que 0S pacientes heterozigotos e wild-type. No
entanto, em estudo mais recente, 384 individuos com NEM 2A pertencentes a
178 familias foram avaliados quanto ao efeito determinado pelo haplotipo
G691S/S904S sobre a idade de aparecimento da doenca, e os achados de
Robledo et al ndo foram confirmados (62).

No estudo realizado por Cebrian et al (2005), os autores também
relataram associacdo positiva entre polimorfismos do RET e o CMT. Um
aumento de 1,5 a 2,5 vezes no risco relativo para o desenvolvimento de CMT foi
observado entre aqueles que apresentavam os polimorfismos no exon 11
(G691S), exon 15 (S904S) e exon 19 (STOP+388bp). De outro modo, o
polimorfismo sinénimo no exon 2 (GCG—GCA) que codifica uma alanina (A45A)
ocorreu em uma menor freqiiéncia entre os casos de CMT e, segundo Cebrian,
poderia representar um alelo protetor contra o desenvolvimento do CMT (63).

Baumgartner-Parzer et al (2005) nado identificaram diferenca quanto a
frequéncia dos polimorfismos G691S, L769L, S836S e S904S entre pacientes
com CMT esporadico, CMTF, individuos com calcitonina basal elevada e
individuos com calcitonina basal normal. Entretanto, um polimorfismo do intron
14 (IVS14-24, sequéncia variante distante 24 nucleotideos do inicio do exon 15)
apresentou uma maior frequiéncia nos individuos com calcitonina basal elevada e
com CMT esporadico comparado aos controles (individuos com calcitonina basal
normal). Entre os pacientes com CMTF foi observada uma associacéo

significativa entre a presenca do polimorfismo L769L e uma mutacdo no cédon
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791, mutacao esta representada pela substituicio de uma fenilalanina por uma
tirosina (F769Y). Os autores sugerem que a presenca do polimorfismo poderia
levar a ocorréncia da mutacdo F769Y de novo ou estar modulando o fenétipo da
doenca, no entanto, pelo numero limitado de individuos analisados (9 casos-
indice) as conclusfes sdo, no momento, meramente especulativas (64).

Por outro lado, outros estudos ndo demonstraram diferencas quanto a
presenca dos polimorfismos entre pacientes com CMT esporadico e controles.
Berard et al analisaram a presenca dos polimorfismos L769L e S836S em 92
pacientes com CMT esporadico e 87 controles, todos franceses, nao havendo
diferenca na distribuicdo dos polimorfismos entre os grupos analisados (65). Na
América Latina, Wohllk et al estudaram 50 pacientes com tumores esporadicos e
50 controles com etnias semelhantes, predominantemente de origem espanhola,
mas a frequéncia alélica para os polimorfismos G691S, L769L, S836S e S904S
nao foi diferente para casos e controles (66).

O nosso grupo estudou 27 pacientes com CMT esporadicos
acompanhados no Hospital das Clinicas de Porto Alegre quanto a presenca dos
polimorfismos L769L, S836S e S904S, comparados a 62 controles, pareados
para sexo e etnia (67). A analise dos resultados ndo revelou associagcao
significativa entre os polimorfismos L769L, S836S e S904S e a presenca de
CMT, quando frequéncia alélica foi analisada. O polimorfismo L769L foi
identificado em 37% dos pacientes CMT esporadico comparado a 24% dos
controles, entretanto, a diferenca entre 0s grupos encontrada nao alcancou
significancia estatistica (P= 0,10). O polimorfismo S836S estava presente em
9,0% dos casos, enquanto 3,0% dos controles apresentavam o alelo variante
S836S (P= 0,13). A frequéncia encontrada para a variante S904S foi idéntica
entre os grupos, ocorrendo em 19,0% dos casos e em 21,0% dos controles (P=
0,84). A tabela 2 resume os resultados dos estudos previamente descritos.

Uma possivel influéncia de polimorfismos do RET na doenca de
Hirschsprung (DH) foi também investigada (68).A DH é uma desordem genética
gue cursa com obstrucdo intestinal funcional secundaria a aganglionose entérica
e que pode estar associada a uma mutacdo inativadora do RET. Os autores
observaram uma maior frequéncia dos polimorfismos A45A e L769L comparado

a populacdo controle. De outro modo, os polimorfismos G691S e S904S



11

apresentaram uma freqiiéncia menor entre os pacientes com DH comparado aos

controles (68).

Que mecanismos séo sugeridos?

O mecanismo preciso que explique como os polimorfismos desempenham
seus efeitos sobre o desenvolvimento ou sobre a evolucdo do CMT néo é
conhecido. Um dos mecanismos propostos é que o polimorfismo poderia
influenciar a estabilidade da molécula do RNA mensageiro (RNAm). No entanto,
estudos quantitativos do RNAm do RET no tecido tumoral de individuos com
CMT, realizados por Elisei et al. em 2004, ndo demonstraram diferenca na
expressdo desse gene em pacientes com e sem polimorfismos (60). Outra
hipétese € que a troca de base na molécula do DNA cause a criagdo de um
splicing alternativo levando a uma proteina alterada ou entdo que o nucleotideo
modificado esteja em desequilibrio de ligacdo com uma variante funcional ainda
nado conhecida (10). Nos polimorfismos onde ocorre uma substituicdo de
aminoacido, pode se supor que a modificacdo tenha um efeito cooperativo na
dimerizacdo do RET ou forme um novo sitio de fosforilagdo no dominio tirosino-
kinase (7).

Qual a explicacéo para os diferentes achados nos estudos?

Diferencas na etnia podem ser uma das causas para os diferentes
resultados descritos. Diferentes atributos genéticos podem conferir protecdo ou
risco para o desenvolvimento do cancer em populacées de ancestralidades
diferentes. Porém, estratificar os grupos quanto a etnia ndo é tao simples, pois
nem a cor da pele nem a regido de origem podem adequadamente diferenciar
uma populacdo miscigenada.

Questdes metodologicas também precisam ser discutidas. O CMT é um
tumor raro e freqlentemente um ndmero pequeno de pacientes costumam ser
analisados. Desta forma, pode-se imaginar que tanto um erro do tipo o (concluir
gue existe uma associacao entre 0 gene e a doenca quando ela ndo existe)
guanto do tipo B (concluir que nédo existe associacdo quando na verdade existe)
podem ser esperados. O problema de interpretacdo pode ser minimizado se o

célculo do tamanho da amostra estivesse disponivel para o leitor. Além disso,
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um estudo de associacdo ideal deveria apresentar um numero grande de
pacientes, um pequeno valor P, um risco atribuivel alto, uma explicac&o biolégica
plausivel e pelo menos um outro estudo replicando os achados (69). De modo
gue somente seria possivel analisar um nimero adequado de pacientes com

CMT se houvesse a colaboracdo conjunta de diversos centros de pesquisa.
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Tabela 1. Classificacdo da NEM 2 de acordo a apresentacao clinica

20

NEM 2A NEM 2A (1): Familias com CMT, feocromocitoma e hiperparatireoidismo.

NEM 2A (2): Familias com CMT, feocromocitoma e sem hiperparatiroidismo.

NEM 2A (3): Familias com CMT, hiperparatireoidismo e sem feocromocitoma.

NEM 2B o . . -
Familias com CMT (com ou sem feocromocitoma), anormalidades clinicas

caracteristicas e, usualmente, sem hiperparatireoidismo.

CMTF - -~ A
Familias com no minimo quatro membros com CMT e sem evidéncia de

feocromocitoma ou hiperparatireoidismo.

Outros o T P
Familias com menos de quatro individuos com CMT e sem evidéncia de

feocromocitoma ou hiperparatireoidismo.

Adaptado : International RET Mutation Consortium Analysis; Eng et al, 1996.



GDNF

GFRal

RET

SINALIZACAO

Figura 1: Complexo Multimérico de Ativagdo do RET

Esquema representando mecanismo de interacdo do GDNF
com as moléculas acessorias GFRal promovendo a
dimerizagéo e ativagdo do RET (GDNF: glial cell line derived
neurotrophic factor; GFRoal: GPIl-anchored GDNF family

receptor ).
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Figura 2: Polimorfismos do proto-oncogene RET.
Representacdo esquematica do proto-oncogene RET, formado

por 21 exons e polimorfismos descritos na literatura.
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Tabela 2: FreqUiéncia dos alelos variantes do RET em diferentes popula¢des analisadas
Gimm et al Ruiz et al Berard etal  Wohllk et al Elisei et al Cebrian et al Baungartner Rocha
(n=50) (n=32) (n=92) (n=50) (n=106) (n=135) -Parze et al et al
POLIMOR (n=45) (n=27)
FISMOS
(CMTE) Caso Controle Caso Controle Caso Controle Caso Controle Caso Controle Caso Controle Caso Controle Caso Controle
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
L769L 26,0 26,0 NI NI 22,3 25,9 23,0 24,0 21,6 24,0 25,0 23,4 24,4 17,7 33 24
NS NS NS NS NS NS NS
S836S 9,0 3,7 9,3 3,6 6,5 5,2 10 6,0 6,1 8,4 4,4 4,6 4,4 57 9,0 3,0
P=0,03 P=0,04 NS NS NS NS NS NS
S904S 20,0 21,0 NI NI NI NI 27,0 28,0 23,5 18,8 26,8 17,7 111 17,7 19,0 21,0
NS NS NS P= 0,002 NS NS
G691S 23,0 21,0 NI NI NI NI 25,0 25,0 27,8 18,8 23,3 17,7 111 19,6 NI NI
NS NS P= 0,029 P= 0,003 NS
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Resumo

O carcinoma medular de tire6ide (CMT) se origina das células C ou
parafoliculares e ocorre como uma doenca esporadica ou na forma hereditaria. O
proto-oncogene RET € ativado constitutivamente por mutacdo de ponto nos
pacientes com CMT hereditério. Diferentes polimorfismos do RET foram
descritos na populacdo geral e alguns parecem ocorrer em uma freqiéncia maior
nos pacientes com CMT. O presente estudo teve como objetivo verificar se
existe uma associacdo entre os polimorfismos L769L (exon 13), S836S (exon 14)
e S904S (exon 15) com CMT esporadico e se estes polimorfismos do RET
interferem na evolucdo ou na apresentacdo clinica do CMT entre individuos
geneticamente correlatos. Cento e um pacientes com CMT (27 esporadicos e 74
hereditarios) e 62 individuos controles foram submetidos a analise genética do
RET por PCR e restricdo enzimatica. Nas andlises dos haplétipos, observamos
uma associacao significativa entre o polimorfismo L769L e o CMT esporéadico
(61,3 vs. 38,7% no grupo controle, P= 0,04). A frequéncia da variante S836S
também foi maior nos pacientes com CMT esporadico, comparados aos
controles, mas esta diferenca ndo foi estatisticamente significante (18,5% vs.
6,5%, P= 0,12). Nao houve diferenca quanto a presenca do polimorfismo S904S
entre os pacientes com CMT e o grupo controle (34,6 vs. 38,7%, P= 0,81). A
idade ao diagnostico nédo foi influenciada pelas variantes genéticas (L769L, P=
0,25; S836S, P= 0,18; S904S, P= 0,82) nos pacientes com CMT esporadico.
Associacdo entre os polimorfismos e o curso natural do CMT hereditério foi
analisada em 48 individuos com NEM 2A nos quais a doenca evoluiu
naturalmente sem intervencdo médica, isto € sem tireoidectomia profilatica.
Neste grupo, os individuos com polimorfismo S904S foram significativamente
mais jovens ao diagnéstico (26.1 + 10.2 vs. 34.7 + 13.9, P= 0.02). O
polimorfismo L769L foi mais freqiientemente observado nos pacientes com CMT
hereditario e feocromocitoma (60.0 vs. 25.0%, P= 0.02). Hiperparatireoidismo
nao foi associado a nenhuma das variantes genéticas analisadas. Os resultados
sugerem que os polimorfismos do RET podem estar envolvidos na patogénese
do CMT esporadico, bem como, interferindo na apresentacdo do CMT

hereditario.
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Abstract

Medullary thyroid carcinoma (MTC) originates from the parafollicular C
cells and may occur as sporadic or as familial disorder. The RET proto-oncogene
(RET) is constitutively activated by point mutations in hereditary MTC. Several
polymorphisms of RET gene have been described in the general population and
some might be over-represented in MTC patients. This study was undertaken to
verify whether the RET variants L769L (exon 13), S836S (exon 14), and S904S
(exon 15) are associated with sporadic MTC or whether these interfere with the
natural course of MTC. A hundred-one MTC patients (27 sporadic and 74
hereditary) and 62 control individuals were subjected to RET analysis. Haplotype
analyses showed significant association between the L769L polymorphism and
sporadic MTC (61.3 vs. 38.7% in control group, P= 0.04). The frequency of RET
variant S836S was also higher in sporadic MTC than in control patients, but did
not reach statistical significance (18.5 vs. 6.5%, P= 0.12). No difference was
observed between sporadic MTC group and control individuals for the S904S
polymorphism (34.6 vs. 38.7%, P= 0.81). The age at diagnosis was not
influenced by the any of these genetic variants in sporadic MTC patients (L769L,
P= 0.25; S836S, P= 0.18; S904S, P= 0.82). We determined whether these
genetic variants could interfere in the natural course of MTC in 48 individuals with
MEN 2A in whom the disease has evolved naturally without medical intervention,
namely prophylactic thyroidectomy. Interestingly, we observed that individuals
harboring the S904S polymorphism were significantly younger at the diagnosis
than those without this polymorphism (26.1 + 10.2 vs. 34.7 =+ 13.9, P= 0.02).
Furthermore, the L769L polymorphism was over-represented in patients with
pheochromocytoma (60.0 vs. 25.0%, P= 0.02). Hyperparathyroidism was not
associated with any of the genetic variants. These results suggest that RET
polymorphisms might be involved in sporadic MTC pathogenesis and that these
variants could interfere on the disease presentation in hereditary MTC.
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Introducao:

O carcinoma da glandula tire6ide é a neoplasia maligna endécrina mais
comum, com incidéncia de 0,5 a 10 por 100.000 individuos ao ano (1). O
carcinoma medular de tiredide (CMT) compreende cerca de 5% das neoplasias
malignas da tiredide e pode se manifestar na forma esporadica em 75% dos
casos ou na forma hereditaria nos 25% restantes (2,3). Pode ocorrer
isoladamente, carcinoma medular de tireéide familiar (CMTF), ou como parte da
sindrome clinica de neoplasia endécrina multipla tipo 2 (NEM 2). A NEM 2A se
caracteriza pela presenca de CMT associado a feocromocitoma e/ou
hiperparatireoidismo. A NEM 2B se manifesta com CMT, ganglioneuromas do
trato gastrointestinal, feocromocitoma e habitus marfandides (4-6).

O CMT hereditario € uma doenca autossémica dominante determinada
por uma mutacdo no proto-oncogene RET, expresso nas células derivadas da
crista neural e que codifica um um receptor tirosino-kinase (7-9). Os exons mais
comumente afetados sdo o exon 10, 11 e 16 (5,6,10,11). No entanto, mutacdes
nos exons 8, 13, 14 e 15 podem ser encontradas mais raramente (12-19). Uma
correlacao entre o gendtipo e fendtipo tem sido estabelecida na NEM 2, com um
agrupamento das mutagdes nos exons 10 e 11 ocorrendo na NEM 2A, no exon
16 coédon 918 na sindrome NEM 2B e nos exons 13 a 15 no CMTF (5). No
entanto, variacbes clinicas, principalmente em relacdo a apresentacdo da
doenca e a idade ao diagnoéstico indicam que outras alteracdes genéticas ou
fatores ambientais possam interferir no inicio ou no desenvolvimento da doenca.

O conhecimento em relacdo a patogénese do CMT esporadico € mais
limitado. Mutacdes somaticas no proto-oncogene RET sdo descritas em apenas
50% dos casos, afetando principalmente o exon 16 codon 918 (20).
Adicionalmente, observa-se a distribuicdo irregular das mutacfes somaticas
dentro de um mesmo tumor ou entre as metastases em um mesmo individuo
(21).

Polimorfismos séo variacdes genéticas com frequéncia maior do que 1%
na populagéo. Diferentes polimorfismos localizados nos exons 11, 13, 14 e 15 do
RET tém sido relatados em uma freqiéncia maior que a esperada em pacientes

com CMT esporadicos provenientes de paises Europeus e Americanos. Os
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polimorfismos mais freqientemente relatados tém sido a troca de uma glicina por
uma serina no codon 691 (G691S) no exon 11 e as trocas nucleotidicas
silenciosas de leucina no codon 769 (L769L) e serina no codon 836 (S836S) nos
exons 13 e 14, respectivamente (22-25). No CMT hereditario, a substituicdo
silenciosa de um nucleotideo no cédon 904 codificando uma serina (S904S)
guando em desequilibrio de ligagdo com o polimorfismo G961S e na forma
homozigotica parece alterar a idade de inicio da doenca.(26).

No presente estudo, analisamos o DNA de 27 pacientes com CMT esporadico e
62 controles, para determinar a frequéncia dos polimorfismos L769L, S836S e
S904S. Adicionalmente, avaliamos o impacto da presenca dessas variantes na

apresentacao e na evolucao clinica em 48 individuos com CMT hereditario.
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Pacientes e Métodos

Pacientes

Pacientes com CMT atendidos no Servico de Endocrinologia do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre foram convidados a participar do estudo. Pacientes
de outros centros e encaminhados ao Nnosso servigo para investigacdo molecular
também foram convidados a participar, sendo incluidos na andlise. Devido as
caracteristicas peculiares, em especial a agressividade tumoral, os pacientes
com NEM 2B foram excluidos.

Um total de 101 pacientes com diagnéstico histopatolégico e
imunohistoquimico de CMT foram incluido, sendo 27 com MTC esporadico e 74
com a forma hereditaria. Os critérios para a classificacdo de “esporadicos” foram:
historia familiar negativa de CMT ou feocromocitoma (FEO) ou
hiperparatireoidismo (HPT), auséncia de multicentricidade tumoral, acrescidos da
analise negativa para mutac6es no RET. O diagnéstico de CMT hereditéario foi
estabelecido através da analise molecular do RET, sendo todos avaliados
guanto a presenca de mutacdo nos exons 10, 11, 13, 14, 15 e 16 através de
restricdo enzimética e, quando necessario, por sequienciamento direto dos
produtos da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (27). Os pacientes ou seus
responsaveis legais assinaram um termo de consentimento informado, conforme
as exigéncias do Comité de Etica da Instituicdo. O grupo controle foi constituido
por um total de 62 amostras de DNA provenientes de um banco de doadores de
sangue andnimos.

Os casos de CMT hereditario foram classificados segundo o International
Consortium of MEN Syndromes (10). Os dados coletados de cada paciente
incluiam achados clinicos (associacdo com outras neoplasias enddcrinas), a
presenca e tipo de mutacdo do RET, e informacdes de achados atipicos, como a
doenca de Hirschprung (DH) ou liquen-amiléide cutaneo (CLA).

Os pacientes foram submetidos a um exame clinico completo, testes
laboratoriais [niveis basais de calcitonina (Calcitonin IRMA-DSL7700, Diagnostic
Systems Laboratories Inc, Webster, TX, valor de referéncia < 10 pg/ml; e Nichols
Advantage® Calcitonin Immunoassay, San Clemente, CA, valor de referéncia < 8
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pg/ml para homens e < 5 pg/ml para mulheres), PTH sérico (Imunoensaio
Elecsys® PTH, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha), metanefrinas e
catecolaminas urinarias (HPLC)] e investigacdo extensiva por imagem que
incluia ultra-sonografia cervical e tomografia computadorizada (TC) de térax e
abdome. De acordo com indicac¢do clinica, alguns pacientes foram também
submetidos a rastreamento corporal com metaiodobenzilguanidina (MIBG), para
avaliar a presenca de metastases a distancia ou presenca de FEO.

O procedimento terapéutico indicado consistiu em tireoidectomia total com
esvaziamento cervical bilateral. Os pacientes com diagnéstico de FEO ou HPT
foram encaminhados a cirurgia especifica. O estadiamento clinico foi baseado na
classificacdo da International Union Against Cancer / American Joint Committee
on Cancer (TNM).

Andalise Molecular

A extracdo do DNA gendmico foi feita a partir de leucdcitos coletados de
sangue periférico por técnica padrdo (28).0s primers para amplificacdo dos
diferentes exons do RET foram desenhados nas seqiéncias intrénicas que se
localizam nos flancos dos exons 13, 14 e 15 como indica a tabela 1. A técnica de
PCR foi realizada com um volume final de 50ul usando 50 a 200ng de DNA
gendmico. A solugao final da reacdo continha 20mM Tris-HCI (pH 8,4), 50mM
KCI, 0,75mM MgCl,, 0,1mM nucleotideo trifosfato, 2,5U Taq polimerase e 10uM
do primer especifico. O DNA gendmico foi denaturado por 5 min a 94°C antes de
35 ciclos a 94°, 62° e 72°C de 1 min cada temperatura, seguido por um ciclo final
a 72°C com duracéo de 5 min no controlador térmico programavel PTC-100™
(MJ Research, Inc, Waltham, MA). Os produtos do PCR foram analisados em gel
de agarose a 1,5% no ImageMaster® VDS (Pharmacia Biotech Inc, San
Francisco, CA) através de coloracdo pelo brometo de etidio. Para verificar a
presenca dos polimorfismos, os amplicons dos exons 13, 14 e 15 foram
analisados através de restricdo enzimatica com Taql, Alul e Rsal,
respectivamente, e as bandas examinadas em gel de agarose 3,0% corado com
brometo de etidio.

A identificacdo das mutacBes nos pacientes com CMT hereditario foi
obtida através de PCR dos exons 10, 11, 13, 14, 15 e 16. Os produtos de PCR
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eram a seguir analisados por Single Strend Conformation Polymorphism (SSCP)
e/lou restricdo enzimatica e/ou sequenciamento direto. Os experimentos
realizados para identificacdo das mutacdes tém sua descricdo detalhada em

publicacao prévia (27).

Andlise Estatistica

Na andlise descritiva dos dados, os resultados foram expressos através
de mediana, média e desvio-padrao. Os grupos foram comparados usando teste
¥? ou exato de Fisher para variaveis qualitativas e teste t de Student ou U de
Mann-Whitney para varidveis quantitativas. A analise da razdo de chances (odds
ratio; OR) foi utilizada na comparacédo dos grupos controle e afetado com CMT
esporadico. Os dados foram arquivados e analisados no programa SPSS para
Windows 13.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). Os dados foram considerados
estatisticamente significativos quando P <0,05. Na interpretacdo do OR foi

utilizado o intervalo de confianca (IC) de 95%.
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Resultados

Carcinoma Medular de Tiredide Esporadico

Aspectos Gerais

A distribuicdo quanto ao sexo, idade e etnia no grupo controle e pacientes
com CMT sao descritas na tabela 2. Vinte e sete pacientes com CMT esporéadico
foram analisados, sendo 26 individuos caucasoides e um afro-brasileiro. A
amostra foi constituida predominantemente pelo sexo feminino (17/27; 63,0%). A
meédia de idade ao diagnostico foi de 53,4 + 11,1 anos, variando entre 33 a 78
anos. Apenas 2 (7,4%) pacientes apresentavam idade inferior a 40 anos ao
diagndéstico do CMT. Todos individuos do grupo controle eram caucasoéides com
média de idade de 45,5 + 8,4 anos. A proporcédo de individuos do sexo feminino
foi de 48,4% (30/62), similar a encontrada no grupo de pacientes com CMT (P =
0,21).

Andlise Molecular

Inicialmente, avaliamos a frequéncia alélica dos polimorfismos L769L,
S836S e S904S do RET. A freqUéncia alélica dos polimorfismos L769L, S836S
e S904S do RET nos pacientes com CMT esporadico foi de 37%, 9% e 19%
respectivamente. Observamos no grupo controle uma frequiéncia de 24%, 3% e
21% para os polimorfismos L769L, S836S e S904S, respectivamente, ndo
havendo diferenca significativa entre os grupos analisados (tabela 3).

Assumindo um possivel efeito dominante do alelo variante, analisamos
também a associa¢do do polimorfismo de acordo com os hapl6tipos, exon 13 (TT
vs. TG/GG), exon 14 (CC vs. CT/TT) e no exon 15 (CC vs. CG/GG). Observamos
gue o polimorfismo L769L (TG/GG) estava presente em uma frequiéncia maior
nos pacientes com CMT esporadico (17/27; 61,3%) comparado aos controles
(24/62; 38,7%; P= 0,04). A razdo de chances (OR) associada a presenca da
sequéncia variante L769L foi de 2,69 com IC entre 1,06 a 6,84. No entanto, ndo
encontramos diferenca para os polimorfismos S836S (CT/TT) e S904S (CG/GG),
embora se observe uma tendéncia para uma maior expressdo do polimorfismo

S836S entre os pacientes com CMT esporadico, como indicado na tabela 4.
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Os genotipos analisados encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg

para todas variantes analisadas.

Papel dos Polimorfismos na Histéria Natural do CMT Esporadico

Para investigar um possivel efeito das variantes genéticas sobre a
evolucdo do CMT analisamos a idade e o TNM dos pacientes ao diagndstico da
doenca (tabela 5). Em relacdo ao polimorfismo L769L, a média de idade ao
diagndstico foi similar entre pacientes com ou sem o alelo variante (TG/GG vs.
TT, 51,5 + 10,3 vs. 57,0 + 11,6 anos; P= 0,25). Também nao observamos
diferencas na idade dos pacientes com ou sem o polimorfismo S836S (CT vs.
CC; 47,0 £10,6 vs. 54,9 + 10,6 anos; P=0,18). Em funcédo da raridade do alelo T
na populacéo geral, o haplétipo TT nao foi identificado em nenhum dos casos ou
controles. Os pacientes com polimorfismo S904S (CG/GG) tiveram uma média
de idade semelhante aos pacientes que apresentavam o haplétipo CC, cujas
médias foram 53,2 + 9,6 e 54,2 + 11,8 anos, respectivamente (P= 0,82).

Nenhum dos pacientes com CMT esporddico na nossa amostra se
encontrava no estagio | da doenga, de acordo com a classificagdo TNM. Apenas
25% destes pacientes apresentavam a doenca restrita a glandula (estadio II),
enquanto 75% apresentavam doenca avancada, sendo que 41,7% foram
classificados no estagio Il e 33,3% no estagio 1IV. As médias das idades dos
pacientes no estagio Il, Ill e IV foram 51,2+ 7,0e 51,0+ 12,0 e 56,1 + 12,6 anos,
respectivamente (P= 0,59). Nao foi observada associacdo entre nenhum dos
polimorfismos analisados e estagio da doenca. A frequéncia observada no
estagio Il nos pacientes com polimorfismo L769L foi 12,5% enquanto que no
estagio Il e IV foram 50% e 37,5%; enquanto oS pacientes que nao
apresentavam o alelo polimoérfico foram 50% e 25% e 25%, respectivamente (P=
0,21). CMT nos estagios I, Ill e IV foi estava presente em 20%, 20% e 60% nos
casos com polimorfismo S836S e em 26,3%, 47,4% e 26,3% nos casos que
apresentavam o genétipo CC (P= 0,46). Do mesmo modo, observamos
proporcdes semelhantes do estagio Il e IV para os pacientes com polimorfismo
S904S comparados aos que nao apresentam o alelo variante (37,5 vs. 40% e 40
vs. 25%; P=0,75).
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Carcinoma Medular de Tiredide Hereditario

Aspectos Gerais

Os 74 pacientes analisados com CMT hereditario eram provenientes de
14 familias, todos caucasoides e, predominantemente, do sexo feminino (47/74;
63,5%). A idade média ao diagndstico do CMT hereditario foi de 26,5 + 16,0
anos, variando entre 1 a 73 anos. A amplitude de variacdo na idade se deve ao
estabelecimento do diagnostico molecular a partir de 1997 pelo nosso Servico.

As 14 familias analisadas apresentavam o fen6tipo de NEM 2A, com CMT
associado a feocromocitoma e/ou hiperparatireoidismo em pelo menos um
individuo da familia. Entre as familias com NEM 2A, trés apresentavam CLA
associado. Um paciente afetado com NEM 2A, de uma familia com 5 individuos
analisados, também teve diagnéstico de Doenca de Hirschsprung.

Sessenta e sete pacientes (90,5%) apresentavam uma mutagcao no codon
634 e em 7 pacientes (9,5%) a mutacdo estava presente no cédon 618. A troca
mais frequente foi de uma cisteina por uma tirosina no coédon 634 (C634Y),
observada em 66,2% dos casos, seguida pela mutacdo da cisteina por uma
arginina no codon 634 (C634R; 16,2%) e no codon 618 (C618R; 9,5%). Em uma
freqientemente menor, encontramos a troca da cisteina por triptofano no cédon
634 (C634W; 8,1%).

FEO e HPT foram diagnosticados em 20 (27%) e 12 (16,2%) pacientes,
respectivamente, nos exames iniciais. Quanto ao TNM, 61,5% se encontravam
no estagio | e Il e 27,7% no estagio Ill e 10,8% no estagio IV, de acordo com o
estadiamento e resultado anatopatolégico. Quarenta e oito individuos (64,9%)
referiam nddulo cervical ou apresentavam esse achado ao exame clinico ao

diagnostico de CMT hereditario.

Papel dos Polimorfismos na Histéria Natural do CMT Hereditéario

Dos 74 pacientes com CMT hereditario, 48 foram diagnosticados pelo
achado de ndédulo a palpacédo. Os pacientes que tiveram diagnostico com base
na clinica ndo foram submetidos a tireoidectomia profilatica, apresentando assim
a evolucdo natural da sua doenca. Portanto, nesses pacientes foi possivel
avaliar a correlagédo dos polimorfismos L769L, S836S e S904S com relagdo ao
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estagio do tumor, evitando o viés gerado pela intervencdo precoce. Do mesmo
modo, esses pacientes foram analisados quanto a existéncia de uma associagcao
entre os polimorfismos e o diagnéstico de FEO e HPT (tabela 6).

A idade ao diagnéstico foi similar entre individuos com ou sem o0s
haplétipos para as variantes genéticas L769L (30,7 + 11,7 vs. 33,2 + 14,7; P=
0,51) e S836S (26,4 + 11,7 vs. 33,0 + 13,6; P= 0,24). No entanto, os pacientes
com polimorfismo S904S (CG/GG) apresentaram uma média de idade
significativamente menor ao diagndstico do que os pacientes sem o alelo
variante (26,1 + 10,2 vs. 34,7 + 13,9; P= 0,02). Essa diferenca foi independente
do tipo da mutacdo causadora do CMT. Nos pacientes com a mutacdo no codon
618 e 634, a idade ao diagnoéstico foi de 42,7 + 14,8 e 31,2 + 13,1 anos,
respectivamente (P= 0,22). Também n&o houve diferenca na idade ao
diagndstico entre individuos com diferentes mutacées no codon 634 (C634W vs.
C634Y vs. C634R; 24,0 + 13,3 vs. 33,2 £ 13,5 vs. 29,0 £+ 9,2 anos,
respectivamente; P=0,26).

N&o observamos diferencas quanto a presenca dos polimorfismos e ao
TNM ao diagnostico do CMT. Os estégios |, Il, 11l e IV foram observados em 5%,
40%, 35% e 25%, respectivamente, nos pacientes com o polimorfismo L769L
(TG/GG) e, os resultados foram comparados aos pacientes sem o alelo variante
L769L (TT), os quais apresentavam os estagios |, Il, Ill e IV na frequéncia de
10,7%, 42,9%, 35,7% e 20% (P= 0,82). A andlise do TNM entre os pacientes
com e sem o polimorfismo S836S (CT/TT vs. CC) encontramos 0S seguintes
resultados, 16,7%, 33,3%, 33,3% e 16,7% vs. 7,1%, 42,9%, 35,7%, 14,3%,
relativos aos estagios |, Il, lll e IV, respectivamente (P= 0,77). Nos pacientes com
o polimorfismo S904S (CG/GG), os estagios |, Il, lll e IV foram identificados em
21,4%, 42,9%, 21,4% e 14,3%, enquanto que nos pacientes sem o alelo variante
(CC) estes estagios ocorreram em 2,9%, 41,2%, 412% e 14,7%,
respectivamente (P=0,17).

Em relacdo a associacdo de outras neoplasias, a presenca do FEO foi
mais freqiente em pacientes com o polimorfismo L769L (12/20) do que nos
pacientes sem o alelo variante (7/28, P= 0,02). Nao houve associacdo entre
feocromocitoma e os polimorfismos S836S e S904S (3/6, P= 0,67 e 5/14, P=
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1,00; respectivamente). De modo semelhante, nenhum dos polimorfismos

estudados mostrou-se associado a presenca de HPT.
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Discussao:

No presente estudo avaliamos o papel das variantes genéticas na
patogénese do CMT esporadico, bem como, a interferéncia dessas alteracdes
sobre a apresentacao clinica do CMT hereditario. A presenca do polimorfismo
L769L foi mais frequente em individuos com CMT esporadico do que na
populacao controle. Os polimorfismos L769L e S904S do proto-oncogene RET
também parecem influenciar a apresentacdo clinica da doenca hereditaria.
Pacientes com o polimorfismo S904S apresentaram idade inferior ao diagnostico
enquanto que a variante L769L foi associada a presenca de feocromocitoma.

Os resultados dos estudos epidemioldgicos, a partir do Human Genome
Project, demonstram que algumas variantes genéticas comuns na populacéo
podem conferir risco a certas enfermidades (24, 29-31). Essa observacao parece
ser especialmente verdadeira para susceptibilidade ao desenvolvimento de
neoplasias. Segundo a hip6tese de Knudson, conhecida como o modelo de
carcinogénese de dois eventos (two-hit), na forma dominante herdada de um
tumor, uma mutacdo € herdada a partir de uma das células germinativas
recebidas e a outra ocorre na célula somética, e na forma ndo herdada ambas as
mutacdes ocorrem nas células somaticas (32). Deste modo, uma segunda
mutacdo ou evento genético pode predispor o desenvolvimento do CMT ou
modificar a evolucdo da doenca. Desse modo, polimorfismos, que séo variantes
genéticas relativamente comuns, podem conferir um risco atribuivel na
populacdo geral maior do que as raras mutacdes que ocorrem em genes de
susceptibilidade com alta penetrancia.

O primeiro estudo a identificar uma correlacdo entre os polimorfismos do
RET e o CMT foi realizado por Gimm e colaboradores em 1999 (24). Os autores
avaliaram a frequéncia da variante genética S836S, uma troca silenciosa de
aminoacido no exon 14 do RET, em pacientes norte-americanos e germanicos
comparados a controles geograficamente relacionados e observaram uma
frequéncia significativamente maior do alelo variante no grupo com CMT (9,0%
vs. 3,6%) (24). No mesmo estudo, foi observado que 8 dos 9 pacientes que
apresentavam o polimorfismo S836S também apresentavam a mutacao

missense no exon 16 do RET, uma troca de uma metionina por uma treonina
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(M918T), mutacdo associada a sindrome NEM 2B, sugerindo que a variante
poderia de algum modo estar relacionada a mutacao e, assim, responsavel pela
patogénese de um subgrupo de pacientes com CMT esporadico (24).
Subsequentemente, a frequéncia desse polimorfismo (S836S) foi analisada na
populacdo espanhola com CMT. Observou-se uma frequéncia alélica elevada
nos pacientes com CMT esporadico, indicando que o achado néo era restrito ao
grupo de pacientes norte-americanos e germanicos (33). Em outro estudo
realizado com pacientes poloneses, o polimorfismo L769L foi significativamente
associado a presenca de CMT em individuos mais jovens (23). Os pacientes
com CMT esporadico e idade < 30 anos apresentaram uma freqtiéncia maior do
alelo variante quando comparados aqueles com doenca diagnosticada entre 31 a
45 anos (36% vs. 15%) (23). No entanto, a auséncia de grupo controle diminuiu
0 impacto dessa observacdo. Por outro lado, 2 estudos, um francés e um
chileno, ndo observaram diferenca na a frequéncia dos polimorfismos L769L e
S836S entre pacientes com CMT esporadico e controles (34, 35). Os
polimorfismos G691S e S904S também foram avaliados nos pacientes chilenos,
sendo que nenhuma das variantes apresentou uma freqiéncia maior nos
pacientes com CMT esporadico (35).

No presente estudo, as frequéncias alélicas dos polimorfismos L769L e
S836S foram maiores nos pacientes com CMT do que na populacéo controle. No
entanto, o resultado n&o alcangou diferenca estatisticamente significativa,
provavelmente devido ao numero pequeno casos. De fato, assumindo um efeito
dominante do alelo variante, observamos que os genotipos TG/GG relacionados
ao polimorfismo L769L foram mais freqlentes em pacientes com CMT
esporadico do que no grupo controle (tabela 4). O risco calculado para a
presenca do polimorfismo L769L foi de 2,69. Nenhuma das variantes genéticas
foi associada ao aparecimento do CMT em pacientes jovens ou com doenca
mais avancada ao diagnaostico.

Como essas variantes podem interferir na patogénese do CMT? As
variantes analisadas ndo modificam o aminoacido sintetizado e, por isso, é dificil
imaginar como os polimorfismos poderiam afetar a proteina RET. No entanto,
algumas hipoteses podem ser levantadas. Primeiro, a variante genética poderia

determinar uma maior expressdo do RNA mensageiro através da facilitacdo da
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transcricdo do DNA ou poderia estabilizar o RNA, assim aumentando a
expressao da proteina (36). Outra possibilidade seria que a presenca da variante
determine a formacdo de um sitio criptico doador ou um sitio criptico aceptor
levando a formacdo de uma proteina alterada (24). Por ultimo, o polimorfismo
poderia estar em co-segregando em associacdo ou em desequilibrio de ligacdo
com uma outra variante genética que determine a mudanca do aminoacido no
RET, atuando nesse caso como um marcador.

A co-segregacdo de variantes genéticas no RET também tem sido
abordada em alguns estudos. Dois grupos independentes observaram que os
polimorfismos G691S e S904S apresentavam a tendéncia se segregar
associados (22, 26). No estudo realizado na populacéo italiana, um grupo de 106
pacientes com CMT esporadico foi comparado a um grupo controle, sendo
observado que a frequéncia do polimorfismo G691S era maior nos pacientes
com CMT esporadico (27,8% vs. 18,9%) (22). Enquanto que a frequéncia das
variantes L769L, S836S e S904S foram similares entre pacientes e controles.
Uma influéncia do polimorfismo G691S sobre a expressdo do RNA mensageiro
do RET foi excluida por este trabalho. Nos pacientes estudados com CMT
hereditario, foi observada uma transmissdo randdémica entre as alteracdes
genéticas (mutacdes versus polimorfismos) (22). De modo interessante, uma
associacao positiva entre os polimorfismos L769L / S836S (P < 0,001) e L769L /
S904S (P= 0,008) foi encontrada quando analisamos a populagdo de casos
(esporadicos e hereditarios) e controles. Por sua vez, ndo foi observada
associacdo para as variantes S836S e S904S (P= 0,75) (resultados nao
apresentados).

Um achado importante em nosso estudo foi a associacdo entre o
polimorfismo S904S e a idade mais precoce ao diagnostico do CMT hereditéario.
Quando analisamos a coorte de pacientes com NEM 2A cuja evolucdo da
doenca seguiu seu curso hatural, observamos que o grupo de pacientes com 0s
genotipos CG/GG para o polimorfismo S904S apresentava uma meédia de idade
ao diagnéstico significativamente menor do que o0s pacientes que nao
apresentavam o alelo variante (tabela 6). Uma possivel interferéncia de outras
alteracdes genéticas no CMT hereditario também foi abordada no estudo

realizado por Robledo e colaboradores. Os autores observaram, de modo similar
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ao relatado aqui, que as variantes G691S/S904S, quando presente em
homozigose, apresentavam um efeito modificador na idade de inicio da NEM 2A.
(26). De outro modo, no estudo realizado por Tamanaha e colaboradores, os
polimorfismos G691S/S904S ndo foram associados a heterogeneidade clinica
observada em uma familia com CMTF e mutagdo no exon 8 (Gly533Cys). Uma
observacdo dos autores foi que nenhum dos individuos analisados apresentava
os polimorfismos G691S/S904S em homozigose (37). Magalhdes e
colaboradores, analisando uma familia com a mutagdo V804M, normalmente
associada a baixa agressividade do CMT, sugerem que o polimorfismo L769L
estava associado ao aparecimento mais precoce da doenca (25).

Um outro achado relevante no nosso trabalho refere-se a interferéncia do
polimorfismo L769L na apresentacdo clinica da sindrome NEM 2A. Pacientes
com o alelo variante desenvolveram feocromocitoma em uma frequéncia
significativamente maior do que aqueles sem a alteracdo (tabela 6).
Polimorfismos podem explicar a variabilidade genética que modifica a
susceptibilidade a doengas comuns ou mesmo interfere na progressao da
doenca, assim como, na resposta individual a uma droga (38). Deste modo, a
variabilidade na apresentacao clinica da NEM 2A existente entre individuos de
uma mesma familia pode ser mais facilmente entendida se considerarmos um
possivel efeito dos polimorfismos do RET sobre a evolucdo da doenca. A
correlacdo entre a mutagdo do proto-oncogene RET e o fendtipo da doenca na
NEM 2A é bem conhecida, o feocromocitoma esti especialmente associado a
mutac&o no cédon 634 (5, 39, 40). A associacao entre o polimorfismo do exon 13
(L769L) e a presenca de feocromocitoma foi um achado independente da
mutacdo no cdédon 634. No entanto, nenhum dos polimorfismos avaliados foi
associado a maior agressividade do CMT.

Concluindo, nossos resultados mostram que a frequéncia da variante
genética L769L foi maior nos pacientes com CMT esporadico comparado aos
individuos do grupo controle, com sexo e etnia semelhantes. Nos pacientes com
CMT hereditario, a idade ao diagndstico da doenca clinica foi inferior nos que
apresentavam o polimorfismo S904S, sugerindo que o polimorfismo pode estar
relacionado ao aparecimento mais precoce da NEM 2A. Aparentemente,

variantes genéticas também podem influenciar na apresentacdo clinica do CMT
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hereditario, ja que o polimorfismo L769L foi significativamente associado a

presenca de feocromocitoma nestes pacientes.
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Tabelal. Sequiéncia dos primers de amplificacdo do PCR para o RET.

46

Nome'/ Sequiéncia’ Enzima
Exon 13 13F: AACTTGGGCAAGGCGATGCA Taq |
13R: AGAACAGGGCTGTATGGAGC
Exon 14 14F: AAGACCCAAGCTGCCTGAC Alu |
14R: GCTGGGTGCAGAGCCATAT
Exon 15 15F: CTCTGCTGGTCACACCAGGC Rsa |

15R:GGTATCTTTCCTAGGCTTCCC

' F e R significam forward e reverse, respectivamente.

2 sequéncia do primer representado da extremidade 5’ para 3.
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Tabela 2. Caracteristicas gerais das populacdes analisadas.

CMT esporadico Controles P
(n=27) (n=62)
Idade (anos) 534+11,1 455+8,4
Sexo (% mulheres) 17 (63,0%) 30 (48,4%) 0,21
Etnia (% caucasoides) 26 (96,3%) 62 (100%) 0,30
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Tabela 3. Frequiéncia alélica dos polimorfismos do RET.

Exon Substituicdo Alelos Frequéncia alélica® Freqliiéncia P
de nucleotideo testados CMT esporadico alélica’ controles
CMT (%) (%)

13 CTT-CTG 54 37 24 0,10
L769L

14 AGC—AGT 54 9 3 0,13
S836S

15 TCC—>TCG 52 19 21 0,84
S904S

Frequéncia do alelo variante.
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Tabela 4. Frequiéncia genotipica dos polimorfismos do RET.
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CMT esporadico Controles P
(%) (%)
Exon 13 (TG/GG) 61,3 38,7 0,04
Exon 14 (CT/TT) 18,5 6,5 0,12
Exon 15 (CG/GG) 34,6 38,7 0,81
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Tabela 5. Idade e TNM dos pacientes com CMT esporadico de acordo ao polimorfismo

analisado.

L769L* S836S° S904S°®
TGIGG TT CTIT cc CGIGG cc
(n=17) (n=09) (n=05) (n=21) (n=09) (n=16)

Idade 515+10,3 570+116 47,0+106 549+10,6 532+9,6 542+11,8
(anos)

P=0,25 P=0,18 P=0,82
TNM (%)
[ 12,5 50,0 20,0 26,3 37,5 20,0
I 50,0 25,0 20,0 47,4 37,5 40,0
\Y 37,5 25,0 60,0 26,3 25,0 40,0
P=10,21 P=0,46 P=10,75

Troca nucleotidica silenciosa de leucina no cédon 769 (CTT—CTG).
Troca nucleotidica silenciosa de serina no cddon 836 (AGC—AGT).

Troca nucleotidica silenciosa de serina no cédon 904 (TCC—TCG).
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Tabela 6. Caracteristicas dos pacientes com CMT hereditario segundo o0s polimorfismos

analisados.
L769L" S83652 S9048°
TG/IGG TT CT/TT ccC CGI/IGG CC
(n=20) (n=28) (n=16) (n=42) (n=14) (n=34)
Idade 30,7 £ 11,7 33,2+ 26,4 + 11,7 33,0 + 26,1 +10,2 34,7 +
(anos) 14,7 11,7 13,9
P=0,51 P=0,24 P=0,02
Sexo 55,0 67,9 50,0 64,3 71,4 58,8
(%
mulheres) P=0,38 P=0,66 P=0,52
FEO (%) 60,0 25,0 50,0 38,1 35,7 41,2
P=0,02 P=0,67 P=0,73
HPT (%) 30,0 17,9 16,7 23,8 14,3 26,5
P= 0,49 P=1,00 P=0,47
N1 (%) 55,0 42,9 50,0 47,6 35,7 52,9
P=0,56 P=1,00 P=0,35
M1 (%) 25,0 14,3 16,7 19,0 28,6 14,7
P= 0’46 P= 1,00 P= 0,42

1

2

3

Troca nucleotidica silenciosa de leucina no cédon 769 (CTT—CTG).
Troca nucleotidica silenciosa de serina no cddon 836 (AGC—AGT).

Troca nucleotidica silenciosa de serina no cédon 904 (TCC—TCG).
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