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SINOPSE

O carcinoma medular de tiredide (CMT) € responsavel por 5 a 8% dos
tumores malignos da tiredide, ocorrendo na forma esporadica (80%) ou hereditaria
(20%). O CMT hereditario é uma doenc¢a autossémica dominante, maligna, de dificil
diagnéstico clinico-laboratorial precoce e de alta mortalidade, podendo apresentar-se
como componente das sindromes de Neoplasia Endécrina Multipla (NEM 2A e 2B) ou
Carcinoma Medular de Tiredide Familiar (CMTF) OL; outras formas (familias néo
incluidas nas formas anteriores). A sindrome genética NEM 2A se caracteriza por
CMT (95%), feocromocitoma (30-50%) e hiperparatireoidismo (10-20%). De acordo a
alguns autores e baseando-se na apresentacado clinica, a sindrome NEM 2A foi
subdividida em 3 subtipos fenotipicos: 1) NEM 2A(1), que consiste no acometimento
pelos 3 componentes da sindrome (CMT, feocromocitoma e hiperparatireoidismo), 2)
NEM 2A(2), que consiste no acometimento por 2 componentes da sindrome (CMT e
feocromocitoma) e 3) NEM 2A(3), que consiste no acometimento por 2 componentes
da sindrome (CMT e hiperparatirecidismo). A sindrome NEM 2B se caracteriza pela
presenca de CMT (90%), feocromocitoma (45%), ganglioneuromatose intestinal
(100%) e habitos marfansides (65%). O CMTF, consiste na presenga de CMT isolado
em pelo menos 4 membros da mesma familia e as outras formas hereditarias
consistem no acometimento de 2 ou 3 membros da familia com CMT, sem a presenca

de feocromocitoma ou hiperparatireoidismo até o momento do rastreamento.



Diferentes mutagbes no proto-oncogene ref foram identificadas como
responsaveis pelo CMT e estudos recentes sugerem uma correlagdo entre o
gendtipo-fenotipo, podendo existir uma variabilidade grande de sindromes clinicas
associadas as diferentes mutages, ou seja, individuos com um determinado tipo de
mutacdo tem uma probabilidade maior ou menor de apresentar um determinado
componente da sindrome. Visto que o CMT & uma doenca autossémica dominante,
maligna e de alta mortalidade, a aplica¢do do rastreamento genético para o manejo
adequado da hereditariedade do CMT é de extrema importancia, ja que o diagnéstico
precoce determina a conduta e o progndstico no individuo afetado e em seus
familiares. O presente estudo teve como objetivo a analise molecular do proto-
oncogene ref no CMT e avaliar uma possivel correlacdo entre as mutacghes
identificadas e os diferentes fenotipos nos individuos afetados e seus familiares.
Foram selecionadas para estudo molecular 21 familias com diagnostico
histopatologico de CMT, provenientes de diferentes localidades e encaminhados aos
ambulatérios de endocrinologia do HCPA e HC-Curitiba. © DNA gendmico foi extraido
de leuctcitos periféricos dos individuos afetados e/ou familiares. Os exons 10, 11, 13
e/ou 16 do proto-oncogene ref foram amplificados pela técnica de reagéo polimerase
em cadeia (PCR) com primers especificos. A presenca de mutagdes fol determinada
pela andlise de restrico enzimatica e/ou sequenciamento, seguindo a estrategia
diagnostica. Das 21 familia analisadas, 14 familias apresentavam a forma hereditaria
do CMT e 7 a forma esporadica. Das familias com CMT hereditario (6 NEM 2A, 2
NEM 2A associada a Liquen Amiléide Cutanea (CLA), 1 NEM 2B, 2 CMTF e 3 outras
formas hereditarias), no total de 96 individuos. Em todas as familias com NEM 2A,
inclusive na variante CLA, a mutac&o localizava-se no exon 11 (cédon 634; TGC —
CGC ou TGC — TAC) e nas familias com CMTF, no exon 10 (codon 618, TGC —
AGC). No paciente portador da NEM 2B foi detectada uma mutagao de novo no exon
16 (cédon 918, ATG —ACG). Nas outras formas de carcinoma hereditario, as

mutac6es localizavam-se no exon 11 (cédon 634, TGC — CGC ou TGC — TAC) numa



familia, em outra no exon 10 (codon 618, TGC — AGC) e na dltima no exon 10 (cédon
618 ou 620, TGC — CGC). Foram identificadas mutactes em todos os individuos com
historia clinica e laboratorial sugestiva de doenc¢a hereditaria e/ou diagnostico
histopatolégico de CMT multicéntrico e em 8 familiares assintomaticos, destacando a

importancia do rastreamento genético como método diagnéstico.



SUMMARY

Medullary Carcinoma of the Thyroid (MTC), a rare thyroid malignancy originating
from parafollicular C cells, represents less than 8% of all thyroid cancers and may
occur either as sporadic (80%) or hereditary (20%) disease. Hereditary MTC can occur
either alone — familial MTC (FMTC) ~ or as the thyroid manifestation of muttiple
endocrine neoplasia type 2 (MEN 2) syndromes (MEN 2A and MEN 2B) or others. MEN
2A  is characterized by MTC (95%), phaeochromocyt@ma (30-50%) and
hyperparathyroidism (10-20%). Three phenotypic subtypes have been reported. MEN
2A(1) corresponds to kindred with all three components. MEN 2A(2) includes kindred
with MTC and phaeochromocytoma, without hyperparathyroidism. MEN 2A(3) relates to
kindred with MTC and hyperparathyroidism, without phaeochromocytoma. A variant of
MEN 2A, associated with pruritic skin lesions known as cutaneous lichen amyloidosis
(CLA), has also been described in a few kindred. MEN 2B syndrome is well
characterized by having a specific phenotype, by MTC (90%), neuromas and
ganglioneuromatosis (100%) and marfanoid habitus (65%). FMTC includes kindred with
at least 4 members with MTC, without other components of MEN 2A or MEN 2B. Other
hereditary MTCs correspond to kindred with MTC in 2 or 3 members, without

phaechromocytoma or hyperparathyroidism.

Germline mutations in the ret proto-oncogene, which codes for a receptor
tyrosine kinase, cause MEN 2 and recent studies suggest a relationship between

specific mutations and different phenotypes in MEN 2 syndromes. Early diagnosis and



treatment considerably improve the prognosis in patients with MTC and genetic
screening is a fundamental tool for the management of MTC hereditary. The purpose
of this study was fo identify ref proto-oncogene mutations and analyze a possible
relationship between genothype-phenothype in Brazilian kindred with MTC. A total of
21 families with histopathological diagnosis of MTC were included in the study, 14 with
the hereditary pattern and 7 with sporadic tumors. DNA was extracted from leukocytes
of the affected individuals and relatives. Exons 10, 11, 13 and 16 were amplificated by
PCR, using specific primers. The presence of mutation was determined by enzymatic
restriction analysis and/or automatic sequencing. The phenotypes of hereditary MT§
were as follows: 6 MEN 2A, 2 MEN 2A associated with CLA, 1 MEN 2B, 2 FMTC and
3 other forms. We identified mutations at codon 634, exon 11 (TGC — CGC or TGC —
TAC) in all families with MEN 2A and MEN 2A+ CLA. In both cases of FMTC, the
mutation was found in the codon 618, exon 10 (TGC — AGC). A mutation at codon
918, exon 16 (ATG — AGC) was identified in the only individual with MEN 2B, while in
the other hereditary forms of the MTC, mutations were identified at 3 different codons,
634 (exon 11, TGC — CGC or TGC — TAC), 618 (exon 10, TGC — AGC) and 618 or
620 (exon 10, TGC — CGC). The genetic screening was able to identified 8
assymtomatic carriers and determine the hereditary MCT pattern in 2 individuals with
apparently sporadic tumors. In conclusion, genetic testing can identify affected and
assymtomatic individuals with hereditary disease, allowing early diagnosis and
treatment. In addition, the results suggest a correlation between specific mutations and
phenotypes, meaning that molecular analysis could also improve the follow up of gene

carriers.



1. INTRODUCAO



1- INTRODUGAO

O Carcinoma Medular de Tiredide (CMT), neoplasia das células C ou parafoliculares
da tiredide, & responsavel por aproximadamente 5 a 8% de todos os tumores malignos da
tiredide (. A apresentacdo do CMT pode ser esporadica ou hereditaria ®. A forma
esporadica ou nao hereditaria € a mais comumente encontrada, sendo responsavel por
aproximadamente 80% dos casos. O restante (20%) corresponde a forma hereditaria,
podendo apresentar-se como parte das sindromes genéticas: Neoplasia Endécrina Multipla
(NEM) 2A e 2B ou Carcinoma Medular de Tiredide Familiar (CMTF) ou outras formas

hereditarias ©.

A sindrome genética NEM 2A se caracteriza por CMT (95%), feocromocitoma (30 —
50%) e hiperparatireoidismo (10 — 20%) “®. A doenca adrenomedular é usualmente
multicéntrica e bilateral, geralmente detectada apds o aparecimento de CMT, com taxa de
malignidade inferior a 10% ©®. O hiperparatireoidismo ocorre em aproximadamente 10 a
20% dos individuos com NEM 2A, acometendo geralmente todas as gléndulas paratiredides
©9 A lesdo histoldgica mais comumente observavda nos estagios iniciais da doenca é a
hiperplasia glandular, porém se a doenga é diagnosticada mais tardiamente a leséo
adenomatosa se superpde a hiperplasia ©%. A sindrome NEM 2A foi subdivida em trés
subtipos fenotipicos (tabela 1), baseando-se na apresentacéo clinica “'*'": a) NEM 2A (1),
que consiste nos individuos que apresentam os trés componentes da sindrome (CMT,

feocromocitoma e hiperparatirecidismo); b) NEM 2A (2), que inclui individuos que



apresentam CMT e feocromocitoma, sem hiperparatireocidismo; ¢) NEM 2A (3), que
esta relacionado a individuos com CMT e hiperparatireoidismo, sem feocromocitoma.
Qutras associacgoes raras com NEM 2A incluem a presenca de liquen amildide cutanea

(CLA) “® ou doenca de Hirschsprung ¥,

A sindrome NEM 2B caracteriza-se por CMT (90%), feocromocitoma (45%),

(5,8,14,15)

ganglioneuromatose (100%) e habitos marfandides (65%) Essa sindrome

caracteriza-se por um fenotipo Gnico que inclui ganglioneuromatose difusa da lingua, labios,

olhos e do trato gastrointestinal '

As facies caracteristicas s@o precocemente
reconhecidas durante a infancia (neuromas da mucosa) ®'®. O envolvimento gastrointestinal
pode causar diarréia e constipacao intermitente, dor abdominal, megéacolo e ocasionalmente
obstruco intestinal """, Outro aspecto fenotipico da NEM 2B é o habito marfanoide com
dedos e extremidades longas, hiperexiensdo de articulacbes e anormalidades epifisarias

®'% no entanto estes pacientes ndo apresentam as anormalidades cardiacas da sindrome

de Marfan 9,

O CMTF, consiste na presenca de CMT isolado em pelo menos quatro membros da
mesma familia ®*'?. As outras formas de CMT hereditario, consistem no acometimento de
dois ou trés membros da mesma familia com CMT, sem a presenca de feocromocitoma ou
hiperparatireoidismo ®'9. Os tipos de tumores e fregiiéncia de aparecimento estdo

ilustrados na tabela 1.

O CMT é um tumor cujas as celulas C produzem uma variedade de substéancias,
incluindo:  calcitonina (CT), calcitonin  gene-related peptide (CGRP), antigeno
carcincembrionario (CEA), amiléide, somatostatina, horménio adrenocorticotrofico (ACTH),
peptideo intestinal vasoativo (VIP), prostaglandinas, serotonina e outras ®"** A CT é o
marcador mais importante sendo utilizado na detecgdo, no manejo pds cirurgico de

individuos com CMT e na avaliacdo de individuos afetados ou com risco de apresentar a



doenca. Visto que alguns individuos apresentam niveis normais de CT testes pr@vgcaﬁvgg
sa0 necessarios para avaliar a sua secrecio ®. Os testes de estimulo podem ser realizados
com a infusao de calcio ou pentagastrina, sendo o Ultimo mais eficaz. Embora estes testes
possam ser aplicados em criangas e jovens, sdo de dificil realizacdo técnica (efeitos
colaterais durante a realizacdo como nauseas, vomitos, sabor metalico, mal-estar, dor
abdominal e outras manifestacdes) e apresentam baixa especificidade e sensibilidade (falso-
positivos e falso-negativos podem ser observados de 5 a 18% dos casos) “9.
Recentemente, Erdogan e cols. ® descreveu que o omeprazole, droga utilizada para
bloquear a secrecdo acida gastrica, quando utilizada por um curto periodo, provoca a
liberagdo de CT e pode também ser utilizada como teste provocativo. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para comprovacao da eficacia. Além da CT, outras substancias
podem ser avaliadas nestes pacientes como o CEA e o CGRP plasmético, que estéo
elevados em pacientes com tumores grandes ou em casos de doenca metastatica ®*”. Os
individuos com feocromocitoma podem apresentar ﬁﬁ%@iaimeﬂte um aumento discreto da

epinefrina urinaria ou da excrecéo fracionada de catecolaminas %%

, no entanto, outros
podem ser assintomaticos. O rastreamento para hiperparatirecidismo deve ser realizado
pelas dosagens de célcio sérico a cada 2 anos e se documentada a hipercalcemia o
horménio da paratiréoide (PTH) deve ser determinado para confirmacéo diagnéstica ®9. A

CT basal e pés-estimulo sdo exames uiilizados como marcadores da acao tumoral pos-

resseccio cirirgica pois sdo indicativos de recidiva ou de doenca metastatica @,



Tabela 1 - Tipos, freqiéncia e apresentagao clinica do CMT

FENOTIPO FREQUENCIA APRESENTACAO CLINICA
CMT esporadico 80% CMT

NEM 2A
2A(1) 4% CMT, feocromocitoma e hiperparatireoidismo
2A(2) 4% CMT e feocromocitoma
2A(3) 1% CMT e hiperparatireoidismo

NEM 2B 3% CMT, feocromocitoma e ganglioneuromas
CMTF 1% CMT (pelo menos em 4 membros)
Qutros 7% CMT (em 2 ou 3 membros)

Adaptado ©

O CMT esporadico é usualmente unifocal, unilateral e surge aproximadamente na
quinta ou sexta década de vida ®. As manifestacdes clinicas incluem nédulo ou massa
tireoidiana, linfadenomegalia cervical ou outros sintomas cervicais locais, sendo raro o
aparecimento de diarréia ou sinais de doenca metastatica ®. Na forma hereditaria, o tumor
€ usualmente multifocal e bilateral, surgindo em torno da terceira ou quarta década de vida
no NEM 2A e CMTF e mais precocemente no NEM 2B (durante infancia podem ser
observados neuromas) ®'*'”. Do ponto de vista anatémico, a forma hereditaria acomete
mais frequentemente o tergco superior e médio de cada Ilobo tireoidiano @
Macroscopicamente, CMT ¢ sélido, firme e n&o encapsulado e na microscopia, apresenta-se
sob aspecto de uma rede de células neoplasicas uniformes, podendo observar-se a
presenca de amildide e de calcificagbes ®. Os padrées de crescimento tumoral mais
comumente encontrado s&o o trabecular e o alveolar. O CMT esporadico usualmente nao é
precedido por hiperplasia celular, enquanto que na forma hereditaria a hiperplasia é

precursora do carcinoma, observada até mesmo ao nascimento #°0.



O prognostico dos individuos com CMT varia de acordo a especificidade do tumor
bem como a assaciagées com neuromas, hiperparatirecidismo, feocromocitoma ou CLA,
Estima-se uma sobrevida de 10 anos em 65% dos casos de NEM 2 ® no entanto NEM 2B
€ mais agressiva com o aparecimenio de metastases mais precocemente, principalmente a

distancia (pescoco, figado, mediastino, osso e pulmdes), levando a morte 9,

Estudos Genéticos

Em 1970, foram realizados os primeiros estudos para identificacdo da mutacdo
genética causadora do CMT ©Y. Primeiramente, os estudos se focalizavam no locus HLA,
porém sem sucesso. Com o aprimoramento da técnica de linkage analysis, analises
importantes na identificacdo do agente causador do carcinoma medular de tiredide foram
obtidos . Os primeiros resultados relacionados ao mapeamento do gene foram expostos no
First Intemnational Work Shop on Multiple Endocrine Type 2 em 1984 ¢ Até o segundo
workshop, em 1986, o locus do gene ainda ndo havia sido identificado, no entanto algumas
porcdes do genoma humano ja haviam sido excluidas . Em 1987, foi realizado o
mapeamento do gene na regido centromérica do cromossoma 10, na regido proximal do
braco longo do cromossoma, banda q11.2. 439 Em 1993, foi identificado o gene causador
CMT, o proto-oncogene ret 3" e apenas alguns meses apds foram identificadas as

mutagdes nos exon 10 e 11739

O proto-oncogene ref apresenta 21 exons (Figura 1) e codifica um receptor tirosino-
quinase expresso nas células derivadas da crista neural ®?, incluindo tumores originados
dessas células como CMT e feocromocitoma. A proteina Ret apresenta um dominio

extracelular com uma estrutura homéloga ao gene da familia da cadherin e outro dominio



rico em cisteina, com papel importante na conformacao e dimerizag¢ao das proteinas; além
desse dominio, o ret apresenta ainda um dominio transmembrana e dois dominios
intracelulares citoplasmaticos tirosino-quinase (TK1 e TK2) “9. O ligante do receptor ja foi
identificado, é o denominado GDNF (glial-cell-line derived neurotrophic factor), um fator de
crescimento neuronal “Y, membro distante da superfamilia do TGF-g (transforming growth
factor-B) “?. O GDNF parece ser responsavel pela diferenciagdo e sobrevida dos neurénios
do sistema nervoso central, além de participar na organogénese dos rins e no
desenvolvimento do sistema nervoso periférico “"*. O mecanismo pelo qual 0 GDNF induz
a ativacdo do proto-oncogene ref é mediado por receptores o-GDNF (receptores de

membrana) “?.

Exon 11 Exon 13 Exon 16
Exon 10 Cédon 634 Cddon 768 Cédon 918
Cédon 609, 611, 618, 820
Exon 14
Cédon 804 Exon 15

Cddon 883, 891

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

mutacdes associadas a Neoplasia Endécrina Multipla Tipo 2 estéo assinaladas.

O mecanismo molecular pelo qual as mutagdes no proto-oncogene ret
desencadeariam 0 processo neoplasico foi determinado através de elegantes estudos in

vitro realizados pelo grupo de Santoro e cols “**9 (Fig 2). De modo simplificado, no



individuo normal o proto-oncogene ref somente € ativado na presenca do GDNF, que ao se
ligar ao receptor RET, promove a sua dimerizacgéo, com autofosforilacdo do residuo tirosina
e liberacdo de fosfato para a cadeia de substratos reguladorag do crescimenio e
diferenciacdio celular “¥. A presenga de mutagdo no dominio extracelular, por exemplo, no
codon 634, causa a dimerizagao do receptor, aumento da fosforilagdo, com conseqiiente
transformacéao celular. Neste tipo de mutacdo, mesmo na auséncia do ligante, o receptor
estaria constantemente ativado. Mutacdes no dominio intracelular tirosino-quinase (codon
918), nao interferem na dimerizacdo do receptor, mas induz a um aumento da fosforilacao,
mesmo na auséncia da dimerizacao da proteina, resultando na transformacéo celular. A
ativacdo do proto-oncogene ref é responsavel pelo processo de transformacdo neoplasica
nos tecidos onde é expresso, células C da tiredide, cromafins e da paratiredide, mas parece
representar apenas um passo inicial na via oncogénica @4 Evidéncias moleculares de
outras anormalidades cromossdmicas sugerem que eventos citogenéticos adicionais estao,
provavelmente, envolvidas na progressao para a magégﬂéﬁad@. A especificidade tecidual a
mutacgbes do ret ainda ndo é bem compreendida, mas alguns autores propdem que exista

) Dentro desse conceito, as glandulas

um limiar ao efeito das altera¢des moleculares
tiredide e paratiredides seriam as mais e menos susceptiveis, respectivamente, as

alteracbes da proteina RET @



A
Normal Normal + GDNF
B Mutagéo no codon 634 Mutacéo no cédon 918
(NEM 2A) (NEM 2B)
Cist — Arg
Met — Thr

Figura 2 - Efeito das mutagdes no proto-oncogene ret na funcéo do receptor. A. Normalmente, o receptor ret
existe como uma molécula Unica. Interagbes com o ligante (GDNF, gliafl-ceil-line derived neurotrophofic factor)
resultam na dimerizacdo do receptor, autofosforilacéo e fosforilacdo do substrato. B. Mutagdes no oddon 634
(NEM 2A), resultam na dimerizac&o do receptor com subsequente autofosforilaco e fosforilacdo de substrato.
No entanto, mutacGes no cédon 918 (NEM 2B), resultam na ativacio do residuo tirosino-quinase do receptor na

auséncia de dimerizacgo, (adaptado ©).

Principais Mutagdes no Proto-oncogene ret

As mutagbes descritas estdo localizadas basicamente nos exons 10, 11 e 16 3452

no entanto foram relatadas mutacdes com menor freqiiéncia nos exons 13, 14 e 15 %5359,
No CMTF e NEM 2A, as mutagdes mais frequentes afetam um dos cinco residuos de

cisteina no exon 10 ou 11, no dominio extracelular do proto-oncogene ret ®*49 No CMTF
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também foram descritas mutagdes no residuo acido glutamico no exon 13 ® e no residuo
de valina no exon 14 ®¥ localizadas no dominio intracelular do RET. A mutagdo mais
freqliente na NEM 2A localiza-se no exon 11, cédon 634, promovendo a troca do
aminoacido cisteina (TGC) em arginina (CGC), enquanto que no CMTF, a alteracdo mais

comum ocorre no exon 10, codon 618 (tabela 4) 3%,

A sindrome NEM 2B esta associado em 95% dos casos & presenca de mutagdo no
exon 16, cbdon 918, no dominio intracelular do proto-oncogene ref, com toca do
aminoacido metionina (ATG) em treonina (ACG) ®. Alguns estudos sugerem que essa
modificacéo acarrete alteracdo na especificidade ao substrato ou na propriedade catalitica
da proteina RET “¥. Recentemente, outras mutagbes foram descritas, como no exon 15
(c6don 791 e 883) ®? Nos individuos com NEM 2B 50% das alteracbes genéticas descritas

49

s@o mutacbes de novo ™, provavelmente devido ao perfil mais agressivo e & mortalidade

associada a essa sindrome.

Mutacbes na linhagem germinativa também ja foram relatadas em casos de
pacientes com CMT aparentemente esporadico (aproximadamente 5%) ®*47 No entanto,
provavelmente a maioria dos caso deve corresponder a mutagbes de novo no CMTF ou
NEM 2A com avaliacio familiar incompleta ®. Um subgrupo de pacientes CMT esporadico

(25%) apresentam mutacSes somaticas nos exons 13 e 16 24859,

A ocorréncia de intensidade variaveis de induc&o da dimerizagao das proteinas seria

uma possivel explicaco para a existéncia dos diferentes tipos fenotipicos causados pelas

mutacdes nos diferentes residuos de cisteinas do RET, segundo alguns autores “*449,

Uma das correlacdes citadas seria pacientes com mutacdo no cédon 634, que apresentam
uma fregliéncia maior de feocromocitoma e hiperparatireoidismo do que pacientes com
mutacgbes em outros codons, sendo que o hiperparatirecidismo € mais comum quando a

(19)

mutacdo é do subtipo cisteina — arginina '"~. Nas mutacbes na NEM 2B, a atividade
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quinase poderia ser potencializada na presenca do ligante, sugerindo que mutaces
presentes no dominio intracelular do receptor possa resultar em estimulagio mais forte do

que aquela observada na porgio extracelular ©

. Na NEM 2B, além da alteracdo
quantitativa na atividade quinase basal, a troca de amino-acidos mais fregilentemente
observada, metionina por treonina (Met218Thr), parece afetar a qualidade da geracio de
sinais intracelulares (RET-generated intracellular signals) ®®. Essas alteragbes talvez seja a
explicacéo para o comportamento mais agressivo do CMT na sindrome da NEM 2B. Sendo
assim, as mutacbes presentes no dominio intracelular do receptor, apresentam uma

atividade mutante mais elevada e mais agressiva %%

Estudos sugerem uma correlacdo entre o gendtipo e o fendtipo encontrados,
podendo existir uma variabilidade grande de sindromes clinicas associadas as diferentes
mutagtes, ou seja, individuos com um determinado tipo de mutacdo tem uma probabilidade
maior ou menor de apresentar um determinado componente da sindrome “%. Recentemente
foi realizado um estudo, avaliando 477 familias com NEM 2 acompanhadas em 18 ceniros
de referéncia, com o objetivo de estabelecer possiveis correlagbes entre mutacgtes e
sindromes clinicas '”. Os resultados obtidos sdo favoraveis a associagfo de determinadas
mutactes com a presenca ou ndo dos diferentes componentes da NEM 2. Mutacgbes no
codon 634 (exon 11), por exemplo, foram associada a presenca de feocromocitoma e
hiperparatireoidismo, sendo que o tipo de mutacdo que ocorre de modo mais freqlente na
NEM 2A, TGC — CGC, nao foi detectada em nenhum caso de CMTF. Por outro lado,
mutacbes nos codons 768 (exon 13) e 804 (exon 14) foram identificadas unicamente em
casos de CMTF enquanto que as descritas no codon 918 (exon 16) sao especificas para a
NEM 2B 9. Na rara sindrome de NEM 2A associado ao liquen amildide cutaneo (CLA)"? a
mutagio ocorre no cédon 634 em todos os casos relatados até o momento e na NEM 2A
associada a doenca de Hirschsprung os codons afetados estdo localizados no exon 10 (618

e 620) 9.



exons 10, 11,13, 14 e 16
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Tabela 2 — Familias com NEM Tipo 2 com mutacbes no proto-oncogene ref nos

CODON, N° (%) DE FAMILIAS COM MUTACOES

Tipo
NEM

2B
2A(1)
2A(2)
2A(3)
CMTF

QOutros

609

1(8)
2(7)

2(1.,5)

611

0

0
3(3)
2 (15)
1(3)
7(5)

618

0

5 (6)

4 (4)
1(8)
10 (33)

18 (13)

620

0

2 (2)
12 (13)
0
5(17)
13 (10)

634 768
0 0

84 (92) 0

76 (80) O
969 O
9(30) 3(10)
93 (68) 1#(<!)

918

75 (100)
0
0
0
0

0

Adaptado 9

O CMT é uma doenca autossdmica dominante, maligna, de dificil diagnéstico clinico-

laboratorial precoce e de alta mortalidade quando diagnosticada tardiamente. A aplicacéo do

rastreamento genético para o manejo adequado da hereditariedade do Carcinoma Medular

de Tiredide é de extrema importancia, j@ que o diagndstico precoce determina a conduta

terapéutica e o prognoéstico da doenga no individuo afetado e em seus familiares.
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1.1- OBJETIVOS

1- Analise molecular do proto-oncogene ref no carcinoma medular de tiredide.

2- Avaliar uma possivel correlacao entre as mutacdes identificadas e os diferentes

fenodtipos nos individuos afetados e seus familiares.



2. MATERIAL E METODOS
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2- METODOS

2.1 Delineamento do estude:

Estudo clinico e descritivo.,

2.2 Pacientes:

A populagdo em estudo foram os pacientes com diagndstico histopatologico de
Carcinoma Medular de Tiredide e seus familiares de primeiro grau, provenientes de
diferentes estados (Alagoas, Rio Grande do Sul, Rio Janeiro e Parana) e encaminhados aos
ambulatérios de Endocrinologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre- RS e Hospital de

Clinicas da Universidade Federal do Parand, Curitiba- PR.

Os pacientes e seus familiares foram entrevistados para preenchimento de uma ficha
clinica (em anexo) padronizada e para coleta de 10 ml de sangue para extracdo de DNA,
apbs aceitarem participar do estudo e assinarem o termo de consentimento (em anexo). Os
dados clinicos e laboratoriais (rastreamento CMT, feocromocitoma, hiperparatireoidismo e a
presenca de metdstase), citopatolégico e anatomopatologico foram obtidos através da
consulta ac prontudric do paciente, solicitados pelo médico assistente conforme plano

diagnostico e terapéutico.
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Foram incluidas no estudo 21 familias. Para fins da apresentacdo descritiva
consideramos caso indice ou probando nas familias com CMT hereditario, o individuo no

qual foi estabelecido primeiramente o diagnéstico de CMT.

A classificacao do CMT utilizada no estudo foi a classificacéo operacional de acordo
ao Comité Internacional de Mutacbes do Proto-oncogene Ret (International Ret Mutation

Consortium), ilustrado na tabela 3.

Tabela 3 — Classificacdo Operacional dos fenotipos da NEM tipo 2 formulada

pelo Comité Internacional de mutacées do proto-oncogene ref.

CATEGORIA ASPECTOS CLINICOS

NEM 2A Familias com CMT e feocromocitoma ou doenga paratireoidiana ou
ambas

NEM 2A(1)  Familias com CMT, feocromocitoma e doenca paratireoidiana

NEM 2A(2) Familias com CMT e feocromocitoma, rastreamento negativo para

doenca paratireoidiana no afetado e nos familiares de risco

NEM 2A(3) Familias com CMT e doenca paratireoidiana, rastreamento negativo

para feocromocitoma no afetado e nos familiares de risco

NEM 2B Familias com CMT, com ou sem feocromocitoma, com anormalidades
clinicas especificas, usualmente sem doenca paratireoidiana

CMTF Familias com pelo menos 4 membros afetados com CMT, sem
evidéncias de feocromocitoma ou doenca paratireoidiana no afetado e

nos familiares em risco

QOutros tipos  Familias com menos de 4 membros afetados com CMT, sem
evidéncias de feocromocitoma ou doenga paratireoidiana no afetado e

nos familiares em risco
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Os resultados obtidos a partir da analise genética (presenca ou ndo da mutacio) foram
informados aos pacientes efou familiares através de consulta individual, com os

responsaveis pelo estudo.

2.3 Estudos in vitro

2.3.1 Estratégias para diagnéstico molecular

Primeiramente foi analisado o probando de acordo as mutacbes mais freqlentes
descritas, citada na tabela 2. De acordo aocs resultados foram analisados os familiares de
primeiro grau. Em caso de positividade dos familiares eram posteriormente analisados seus
descendentes e em caso de negatividade desses familiares ndo se prosseguia com a
investigacdo dos descendentes. De acordo com literatura 80 — 90% das mutacgbes da NEM
2A estao situadas exon 11, no codon 634, sendo este o primeiro local a ser analisado,
utilizando as enzimas de restricBo especificas para esses sitios. Dessa mesma forma eram
analisados os individuos com NEM 2B e CMTF. Os individuos com histdria clinica e
anatomopatologico  sugestivo de doenca esporadica foram submetidos a restricdo
enzimatica, amplificando os exons 10, 11 e 13, sendo excluida a presenca de mutacbes
germinativas em aproximadamente 95%, através da utilizacdo dessa técnica. Sendo assim,
o metodo de restricdo enzimatica foi utilizado para analisar mutagées recorrentes e casos
esporadicos e 0 sequenciamento para mutacdées novas ou investigacdo de alguns casos

sugestivos de doenca esporadica.



18

2.3.2 Extragio DNA

Foi extraido o DNA gendmico dos leuctcitos periféricos, através da técnica padrio.
Resumidamente, ao sangue total exiraids (5 mil) foi acrescentado 45 ml de agua estéril
gelada, para lise das hemacias com posterior centrifugacao (20 minutos, 400 rpm). A seguir,
o sobrenadante é descartado e ao sedimento é adicionado 25 ml da solucéo 0,1% de Triton
X-100 e nova centrifugacéo por mais 20 minutos. Logo apés, descarta-se novamente o
sobrenadante e adiciona-se ao sedimento 3 ml de tampéao de lise nuclear (Nucleolysis 1X),
agita-se e acrescenta-se 120 ul de proteinase K (10 mg/mi em tampao) e 200 pl de SDS
10%. Posteriormente, esse material é incubado a 55°C durante 1 hora ou 37°C, 12 -14
horas. Seqiencialmente, adiciona-se 1 ml de soluc¢éo de acetato de amodnio 9,6 M, agita-se
no vortex por 15 segundos e repousa-se a temperatura ambiente por 10 a 15 minutos. Esse
material & entdo centrifugado por 20 minutos a 400 rpm para posterior adicdo de 10 mi de
etanol absoluto, misturando-se levemente o contetdo para finalmente ‘pescar’ o DNA com
tubo capilar para micro-hematdcrito, colocar em novos tubos eppendorf estérl e

ressuspendé-lo em 200 a 300 pl de TE. O DNA extraido foi quantificado e posteriormente

armazenado a menos 20°C até a analise molecular.

2.3.3 PCR (reagido polimerase em cadeia)

Cada reac@o de PCR foi realizada a partir de 100 ng/dl DNA gendmico, 20 mM  tris

(pH 8,4), 0,2 mM de dNTP, 0,5 pM de cada primer (forward e reverse), 2,0 mMol MgCl.e 1U
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de Taq polimerase em 50 pl de solucdo final. Os fragmentos de DNA amplificados foram

posteriormente submetidos a restricdo enzimatica ou sequenciamento.

As reacbes de PCR foram realizadas, utilizando primers especificos para os exons

10, 11, 13 e 16 (tabela 4). Os fragmentos ampilificados foram posteriormente submetidos a

eletroforese em gel de agarose a 1,5%. As condigbes de ciclo de temperatura utilizadas

foram: 3 minutos a 94°C seguidos de 35 ciclos (94°C, 1 minuto, 56 -60°C, 30 segundos

(temperatura de anelamento, vide tabela) e 72°C, 2 minutos,

Tabela 4 — Seqiiéncia de nucleotideos dos primers utilizados na amplificacdo dos

diferentes exons e tamanhos dos respectivos fragmentos.

EXON PRIMER  SEQUENCIA SINTETIZADA FRAG., TEMPERATURA
ANELAMENTO

10 RET10F  5-GGCAGCATT GTT GGG GGACAC -3 173 pb 684°C
RETIOR 5-GTTGAGACCTCTGTGGGGCT-3 62°C

11 RETIIF  5-ATGAGGCAGAGCATACGCAGCC-3  347pb 60 C
RETHIR S5-CITGAAGGCATCCACGGAGACC-3 B C

13 INT12F 5-AACTTG GGC AAG GCGATG CA-3 276 pb 57°C
INT13R 5-AGAACA GGG CTG TAT GGAGC-3 57°C

16 M2BF 5-AGG GATAGG GCCTGG GCTTC -3 192 pb 57°C
M2BR 5-TAACCT CCACCC CAAGAGAG-3 570 ¢

2.3.4 Restrigao Enzimatica

O principio deste método consiste no fato de que uma mutagao pode criar ou destruir o

sitio de restricdo de uma determinada enzima de restricdo (endonuclease). Ou seja,

a



enzima pode clivar uma seqléncia especifica de um fragmento de DNA, sendo que esta
sequéncia & reconhecida especificamente por cada enzima. Demonstrando o alelo normal e
o alelo mutado. Desta forma esta técnica pode ser utilizada para rastreamento de mutagdes

recorrentes bem como para confirmacao de uma mutacao nova ap6s sequenciamento.

Os produtos de PCR (15 pl) foram digeridos com a enzima de restricdo apropriada em
um volume total de 20 pl, de acordo com as instrugtes do fornecedor. Em geral, utilizou-se
15 pl do produto de PCR, 0,5 pl de enzima, 1,0 ul de tampéo e completa-se o volume com
agua estéril e de-ionizada e quando necessario adiciona-se a reacdo BSA. Incuba-se a
reacdo de acordo a temperatura e tempo indicados para cada enzima para posteriormente
adicionar 5 wl de corante (gel foading) e eletroforese em gel de agarose a 2%. Os produtos
de digestdo sao visualizados por transiluminacdo ultravioleta e seus tamanhos sao
comparados com um marcador de peso molecular de 100 pb. Todos os resultados obtidos

foram realizados em duplicata.

2.3.5 Seguenciamento

O sequenciamento foi utilizado para identificacdo de mutacdes nao diagnosticadas
por restricdo enzimatica ou para identificar a troca de amino-acido da mutagéo, utilizando
método por terminacdo em cadeia por dideoxinucleotideos descrito por Sanger (1997).
Utilizando-se kit para sequenciamento ALFexpress AutoCycle Sequencing Kit e

sequenciador automatico ALF Express (Pharmacia), conforme orienta¢ao do fornecedor.

Este método baseia-se na identificacdo de uma seqgiiéncia de bases de uma fita de

DNA pela sintese dessa molécula in vitro, desde que se fomecga todos os reagentes
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necessarios, como o DNA em fita simples que servira de molde para a sintese, o iniciador
da sintese (primer), os nucleotideos (A, T, C e ) e a enzima polimerase. A analise de
DNA é baseada na fluorescéncia emitida e um software adequado é utilizado para

interpretacao dos dados.



3. RESULTADOS



3- RESULTADOS

3.1 Aspectos gerais

As familias incluidas no estudo foram pré-classificadas como portadores de CMT
hereditario ou esporadico de acordo com critérios clinicos (histéria familiar de céancer de

tiredide, idade do diagndstico < 40 anos, presenca de outras neoplasias endécrinas).

Das 21 familias com CMT incluidas no estudo, 12 foram pré-classificadas
classificados como hereditarias e 9 como esporadicas. No entanto, apds o rastreamenio
genético, duas familias pré-classificadas como esporadicas apresentavam a forma
hereditaria, num fotal de 14 familias com CMT hereditario e 7 individuos com CMT

esporadico.

As informacbes sobre a presenca de outras neoplasias associadas ao CMT,
feocromocitoma efou hiperparatireoidismo, foram obtidas através da revisdo de prontuario
e/fou informacdes dos médicos assistentes. O rastreamento efou diagnédstico de
feocromocitorna foi realizado através da determinacao sérica do acido vanil-mandélico efou
da dosagem das catecolaminas urinarias. O rastreamento e/ou diagndstico de

hiperpatireoidismo foi determinado através da dosagem sérica de calcio efou PTH.



3.2 CMT HEREDITARIO

3.2.1 Dados clinicos e laboratoriais

Das 14 familias incluidas no estudo, apenas 6 referiram historia familiar sugestiva de
carcinoma medular de tiredide e 2 relataram problemas associados a gléndula, sem saber
especificar. No entanto, ao serem questionados guanio a presenca de historia familiar de
neoplasias em geral, 13/14 familias acompanhadas referiam positividade (neoplasias:
mama, 0sso, garganta, cordas vocais, esdfago, prostata e outras). A média de idade ao
diagnéstico foi 38,8+14,6 anos (7abm - 55 anos, mediana 42,5 anos). Todos esses
individuos apresentavam nédulos tirecidianos a palpaco da tiredide. As metastases para
linfonodos regionais estiveram presentes em 64,2% (9/14) e a distancia em 28,5% (9/14).
Houve um caso de CMT associado a gastrinoma m:ama paciente do sexo feminino. A
ecografia tireoidiana confirmou a presenca de noddulos em todos os pacientes avaliados, os
quais foram posteriormente submetidos a PAAF, com diagnéstico sugestivo de carcinoma
medular, com hiperplasia celular. O diagnéstico anatomopatolégico demonstrou a presenca
de carcinoma medular multicéntrico e multifocal em 100% dos casos de carcinoma
hereditario. O rastreamento do CMT com calcitonina foi realizado em 11/14 probandos,
destes 9/11 foram positivos, a média dos valores de calcitonina do rastreamento inicial foi
de 1915,0+1117 4 pg/mi (642,0 ~ 3500,0, mediana 1850,0 - V.R. < 10,0 pg/mi). Somente um
individuo realizou teste de estimulo com pentagastrina (recurso proprio). Os outros
individuos com calcitonina negativa nado realizaram testes de estimulo, devido as

dificuldades na aquisicao de pentagastrina.
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3.2.2 Rastreamento de feccromocitoema

O rastreamento para feocromocitoma foi realizado em 10/14 individuos incluidos no
estudo, com positividade em 6/10, sendo indicada a adrenalectomia. Ao serem questionados
quanto a presenca sinais e/ou sintomas clinicos sugestivos de feocromocitoma (hipertensao,

sudorese, taquicardia), apenas cinco referiram positividade.

3.2.3 Rastreamento de hiperparatirecidismeo

O rastreamento para hiperparatirecidismo, foi realizado em 10/14 individuos
incluidos no estudo, com positividade em 3/10, sendo indicada a paratireoidectomia. Ao
serem questionados quanto a presenca de sinais efou sintomas sugestivos de

hiperparatireoidismo, como dores musculo-esqueléticas, somente dois referiram queixas.

3.2.4 Fendtipo

A classificacao fenotipica, de acordo ao comité intemmacional da classificag@o
operacional da NEM 2 (vide material e métodos) das 14 familias incluidas no estudo esta
sumarizada na tabela 5, sendo os fendtipos encontrados: NEM 2A, NEM 2A + CLA, NEM
2B, CMTF e outras formas hereditarias (familias com menos de 4 membros afetados com
CMT, sem evidéncias de feocromocitoma ou doenca paratirecidiana no afetado e nos

familiares em risco).



3.2.5 Avaliagdo das familias

Familias com NEM 2A:

Das familias com NEM 2A avaliadas, 3 familias apresentavam NEM 2A(1), CMT
associado a feocromocitoma e hiperparatirecidismo e 3 familias apresentavam NEM 2A(2),
CMT associado a feocromocitoma sem evidéncia clinica ou laboratorial sugestiva de
hiperparatirecidismo no individuo afetado ou nos familiares em risco. No houve nenhum
caso de CMT associado a hiperparatirecidismo sem evidéncia clinica ou laboratorial
sugestiva de feocromocitoma NEM 2A(3). Das 14 familias analisadas, duas familias
apresentavam a rara associacao de NEM 2A com Liquen Amildide Cutanea (CLA). ACLA &
definida como lesdo de pele pruriginosa, rica em amii@ide, localizada preferencialmente na
regiao interescapular. Nas 2 familias incluidas em nosso estudo este achado foi confirmado

pela biopsia da lesao.

Familias com NEM 2B:

Apenas um individuo com NEM 2B foi incluido em nosso estudo, sendo que os pais
nao apresentavam nenhuma evidéncia clinica ou laboratorial sugestiva da sindrome,
sugerindo entdo uma mutacao de novo. As caracteristicas fenotopicas da paciente foram
diagnosticadas durante a infancia, com carcinoma medular de tiredide diagnosticado aos 14
anos, com presenca de metastases locais e alguns anos apos aparecimento de metastases

a distancia (figado e osso). A ganglioneuromatose intestinal foi observada nos primeiros



meses de vida e 0s neuromas da mucosa oral surgiram aproximadamente aos oito anos de

idade.

Familias com CMTE:

Foram incluidas no estudo 2 familias com a sindrome de CMTF, ou seja, familias
com acometimento com CMT isolado em pelo menos 4 membros, sem evidéncias clinicas
ou laboratoriais de feocromocitoma ou hiperparatireoidismo. Na primeira familia, foram

diagnosticados 7 individuos afetados e na outra 6 individuos.

Dutras formas hereditarias:

Até o momento, foi ndo foi possivel determinar se as 3 familias com CMT isolado,
incluidas em nosso estudo, gue apresentam menos de 4 membros afetados, sem a
presenca de sinais e/ou sintomas de feocromocitoma efou hiperpartireoidismo no individuo
afetado ou em algum familiar, apresentam a forma CMTF ou NEM 2A. Em 2 casos, foram

afetados somente 2 individuos e no outro apenas uma crianga de 7 anos e 6 meses.

3.3 CMT ESPORADICO

Foram avaliados 7 individuos com diagndstico histopatologico de CMT, sem historia
familiar de CMT ou outras neoplasias e sem a presenca de dados clinicos efou laboratoriais

sugestivos de feocromocitoma, hiperparatireoidismo, neuromas, habitos marfandides ou



lesGes de pele, ou seja, presenca de carcinoma de tiredide isolado. A média de idade do
diagnéstico do tumor foi 52 5+18,4 anos (mediana 55,5 anos). Todos os pacientes referiam
historia de nédulo ou massa tireoidiana, com confirmacgo diagndstica através da ecografia
de tiredide. Os individuos cuja ecografia revelou a presenca de nédulos foram submetidos a
PAAF, com diagnostico sugestivo de malignidade em todos os casos. Seis pacientes foram
submetidos a tirecidectomia total e o anatomopatologico demonstrou a presenca de tumor
unifocal, unilateral em 71,4% (4/6) e em 2 demonstrou a presenca de tumor multicéntrico,
fato este, que fez levantar a hipbtese da hereditariedade do tumor. Um paciente nao foi
submetido a tireoidectomia conforme orientacdo do médico assistenie, devido a extenséo

tumoral.

3.4 ASPECTOS MOLECULARES

Foram analisadas 21 familias, com individuos com diagnéstico histopatologico de
CMT, num total de 95 amostras analisadas. Quatorze familias apresentavam CMT
hereditario e o restante, 7 individuos, a forma esporadica. Os resultados individualizados de

cada familia esto detalhados no anexo 1.

3.4.1 CMT HEREDITARIO

O material genético foi analisado de acordo a estratégia diagnostica, num total de 88
amostras analisadas. Todas as familias com NEM 2 analisadas, apresentavam mutagbes

(tabela 5).



Familias com NEW 2A:

Em todos os casos de NEM 2A descritos na literatura, a mutacéo localizava-se no
dominio extracelular, em um dos cinco residuos de cisteina (codons 609, 611, 618, 620 ou
634). Em nosso estudo, todas as familias analisadas apresentavam a mutacdo no codon
634 do exon 11, sendo que duas familias apresentavam a troca do amino-acido cisteina —
tirosina (TGC — TAC), uma familia apresentava a troca do amino-acido cisteina — arginina
(TGC — CGC). Nas outras 3 familias com NEM 2A, a analise através da restricao
enzimatica, utilizando a enzima de restricdo Hha /, pode identificar 2 possibilidades de
mutagbes, a troca do amino-acido cisteina — arginina (TGC — CGC) ou cisteina —
triptofano (TGC — TGG). A figura 3 demonstra um gel de agarose ilustrativo em uma familia

com NEM 2A, utilizando a enzima de restricdo Rsa /.

s [r— e e

Alelo normal 5 GTGC ¥
Alelo afetado & GTAC ¥

5 GTIAC 3

Figura 3 — A. Gel de agarose ilustrativo da utilizacfio diagnostica da enzima de restrigio Rsa 1. Os individuos 1
¢ 2 sdo os afetados (positivos) enquanto que 3 e 4 sfio os ndo portadores da mutagiio (negativos), Nos individuos
afetados, a mutagfio cria um sitio de restri¢do para esta enzima, levando a clivagem do fragmento de DNA. B.

Sitio de reconhecimento da enzima Rsa 1.



Familias com NEM 2A associada a CLA:

As 2 familias com a rara sindrome de NEM 2A associada a CLA, a mutacéo também
localizava-se no dominio extracelular, no codon 634 do exon 11, com a troca do amino-

acido cisteina — arginina (TGC — CGC), conforme ilustrado na figura 4.

A B

Hhal
347pb
Alelo normal 5 GTGC ¥
Alelo afetado 5 GCGC ¥

5 GICGe 3

Figura 4— A. Gel de agarose ilustrativo da  utilizagdo diagnéstica da enzima de resiricgo Hha /. O individuo 1 ndo
portador da mutacdo (negativo) enquanto que 2 e 3 s80 os afetados (positivos). Nos individuos afetados, a mutacio
cria um sitic de restricBo para esta enzima, levando a clivagem do fragmento de DNA. Na representacio
esquemdtica de sequenciamento, a seta representa os picos concomitantes da troca de nucletideos. B. Sitio de

reconhecimento da enzima Hha /.

Familias com CMTF:

Nas 2 familias portadoras da sindrome de CMTF, as mutagbes encontradas

situaram-se no dominio extracelular, no coédon 618 do exon 10, troca do amino-acido

cisteina — serina (TGC — AGC).
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Familias com NEM 2B

Na Unica familia com NEM 2B, a mutacdo se localizada no dominio intracelular

tirosino-quinase, no cédon 918 do exon 16, troca do amino-acido metionina — treonina (ATG

4

— ACG), conforme ilustracéo na figura 5.

" 1 Z 3 4 B

Fok i

192 pb Alelo nommal 5 GGATC 3
Alelo afetado 5 GGATC ¥

el

5 GGATG(N)o! 3

Figura 5 — Gel de agarose ilustrativo da utilizac8o diagndstica da enzima de restricdo Fok /. Os individuos 1, 3 e
4 s80 os ndo portadores da mutagdo (negativos) enquanto que 2 é afetado (positivo). Nos individuos afetados, a
mutagdo destrdi o sitio de restricdo para esta enzima. B. Sitio de reconhecimento da enzima Fok /.

Qutras formas hereditarias:

Foram analisadas 3 familias com outras formas hereditarias do CMT, as mutacoes se
localizavam no dominio extracelular. No entanto, em uma familia, a mutacio se localizava
no codon 634 do exon 11, troca do amino-acido cisteina — arginina (TGC — TAC) ou do
amino-acido cisteina — triptofano (TGC—TGG), na outra no codon 618 do exon 10, troca do

amino-acido cisteina — serina (TGC— AGC) e na Ultima a mutag&o se situava no cédon 620
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ou 618 do exon 10, troca do amino-acido cisteina — arginina (TGC—CGC). As mutacdes

encontradas nesses individuos estdo resumidas na tabela 5.

Tabela 5 — Caracteristicas das familias com Neoplasia Endécrina Multipla de acordo

ao Comité Internacionatl:

SINDROME N°(%) FAMILIA' CODON/EXON  ENZIMA TROCA
AFETADO AMINO-ACIDO
NEM 2A(1) 3 (21,4%) 634 /11 Rsal cis — tir
Hhal cis — arg
Hha i cis — trp
NEM 2A(2) 3 (21,4%) 634 /11 Rsa | cis — tir
Hhal cis — arg
Hha i cis — trp
NEM 2A(3) - - - -
NEM 2A+CLA 2 (14,3%) 634 /11 Hha | cis — arg
NEM 2B 1(7,1%) 918 /16 Fok | met — tre
CMTF 2 (14,3%) 618 /10 Alu 1 cis — ser
Qutros 3 (21,4%) 634/ 11 Acil cis — arg
618 /10 Alul cis — ser
618 0u620/10 Rsal cis — tir
CMT esporadico 7
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3.4.2 CMT ESPORADICO

A analise molecular através da restricdo enzimatica nao identificou mutagées nas
células germinativas dos 7 casos de CMT esporadico avaliados. A utilizacdo dessa técnica

« permite excluir mais de 95% das mutacgbes descritas.



4. DISCUSSAO
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4- DISCUSSAD

O CMT é considerado uma doenca autossémica dominante, com elevada taxa de
malignidade e mortalidade se diagnosticada tardiamente. A aplicacdo do rastreamento
genético para o manejo adequado da hereditariedade do CMT possibilita o diagnostico
precoce, sendo de extrema importancia, visto que € determinante na conduta terapéutica e

no prognostico da doenca no individuo afetado e em seus familiares.

O CMT é um tumor raro, responsavel por 5 a 8% de todos tumores malignos da
glandula. © CMT foi primeiramente reconhecido como entidade de histologia distinta dos
tumores de tiredide por Hazzard e cols.®® em 1959. Em 1961, Sipple ®¥ relatou incidéncia
elevada de CMT associada a feocromocitoma. Seglencialmente, outros investigadores
reconheceram que a forma de carcinoma de tiredide desses individuos se assemelhava a
descrita por Hazzard e que apresentavam um padrao de heranca autossémica dominante,
com a associacdo de hiperparatireoidismo e em alguns casos a associagdao com neuromas.
No entanto, o termo neoplasia enddécrina mdltipla tipo 2 somente foi sugerido em 1968, por
Steiner e cols ® para diferenciar uma sindrome clinica caracterizada pela presenca de
carcinoma medular de ftiredide, feocromocitoma e hiperparatireoidismo da conhecida
sindrome de Wermer ou neoplasia endécrina multipla tipo 1, que acomete as glandulas

paratiredide, pancreas e hipdfise. A denominacdo de neoplasia endocrina multipla refere-se



acometimento de hiperplasia e/ou neoplasia em uma ou mais glanduias no mesmo individuc
@9 ppesar de raras, essas sindromes despertam um grande interesse devido as suas
caracteristicas bioquimicas e genéticas especificas, sendo um excelente modelo

experimental para o estudo da génese e evolucio das neoplasias.

O advento da biologia molecular proporcionou um grande avanco no entendimento
dos mecanismos envolvidos na carcinogénese. E em alguns tipos de neoplasia, a
identificacdo da base genética permite avaliar a suscetibilidade da doenca nos individuos
afetados e em seus familiares, implicando assim no melhor manejo clinico e terapéutico,

como no caso do carcinoma medular de tiredide (CMT).

Antes da disponibilidade das técnicas de biologia molecular, o rastreamento dos
familiares em risco de CMT era realizado através de testes de estimulo seriados com
pentagastrina ou calcio, com as conseqientes &imétaééeg ja@ comentadas anteriormente.
Além do alto indice de resultados falso-negativos, os efeitos colaterais observados, o
tomavam de dificil realizacdo. Um estudo comparativo entre o rastreamento clinico e a
andlise de DNA em familias com NEM 2 concluiu que a diagndstico melecular é superior na
identificacao de individuos carreadores do gene mutado e em risco para o desenvolvimento
da sindrome ©®". O teste genético deve ser indicado em familias com mutacéo conhecida no
proto-oncogene ref, sendo a identificacdo de membros ndo carreadores suficiente para
encerrar a investigacao desses individuos e de seus descendentes. Por outro lado, a
tireoidectomia total, e a avaliacdo bioguimica para o feocromocitoma e hiperparatireoidismo
quando pertinentes, deve ser indicada aos portadores da alteragdo genética N Mutagdes
no proto-oncogene ret sdo identificadas em aproximadamente 95% das familias com NEM 2,

e os casos relatados de falso-positivo ou falso- negativo referem-se a, provavelmente,



O rastreamento molecular foi capaz de identificar 8 individuos assintomaticos, sendo
que um destes ja apresentava a presenca de hiperplasia celular no resultado do
anatomopatolbgico, reforcando a idéia de que muitas vezes o tumor ja esta evidente muitos
anos antes da apresentacao clinica. A avaliagdo molecular também foi fundamental para
identificacdo de dois casos encaminhados como CMT esporadico, gue posteriormente foram
classificados como hereditarios. O primeiro caso, como NEM 2A associado a CLA, nesta
familia também diagnosticamos a presenca de um nodulo a palpagdo da tiredide,
confirmado pela ecografia, em um individuo assintomatico. Além do nodulo, paciente
apresentava uma leséo de pele na regiao interescapular que foi posteriormente biopsiada
com diagnéstico de CLA. O paciente foi submetido a tirecidectomia total que revelou a
presenca de hiperplasia celular. E o segundo caso foi classificado como outras formas
hereditarias (familia com 2 membros acometidos com CMT isolado, sem a presenca de
feocromocitoma e/ou hiperparatirecidismo). Esses casos ilustram o porqué do rastreamento
molecular ser indicado nos casos de CMT @sp@rédicgz para excluir a hereditariedade da
doenca, confirmando relatos que sugerem que o CMT familiar pode existir em contexto

aparentemente esporadico ©.

Os individuos com forma esporadica do CMT, foram excluidos como portadores da
forma esporadica através da analise das mutacdes pela técnica de restricdo enzimatica,
utilizando diferentes enzimas de restricdo, amplificando os exons onde existem descritas as
mutacdes mais frequentes, permitindo assim a exc!uséo da heranca genética acima de 95%

dos casos.

O fendtipo associado a sindrome NEM 2A é o mais comum, surgindo em torno de
9% dos casos (NEM 2A(1) em 4%, NEM 2A(2) em 4% e NEM 2A(3) em apenas 1%. A
sindrome NEM 2B esta presente em 3% dos casos, o CMTF em 1% e os casos que nao se

enquadram nas formas acima em 7%. No presente estudo, a sindrome NEM 2A foi a mais
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freqlientemente observada (42,8% dos casos), sendo o fendtipo caracterizade pela
presenca dos 3 componentes da sindrome, NEM 2A(1), e o fendtipo caracterizado por CMT
e feocromocitoma, NEM 2A(2), os dois encontrados. A presenca de NEM 2A associada ao
liquen amildide cutaneo (CLA) na regido interescapular foi observada em 2 familias. Esta
associacio é extremamente rara, pois existem relatos de apenas 17 familias afetadas. E
interessante observar que familias com CLA ndo associado a NEM nao apresentam
mutacdes no proto-oncogene ret "% As outras formas hereditarias (CMTF, NEM 2B e

outros) estiveram presentes em menor freqiéncia.

Em nosso estudo, todas as mutagdes encontradas nas familias com a sindrome de
NEM 2A (42,8%), inclusive na variante com CLA, localizaram-se no cddon 634 do exon 11.
Enqguanto que no unico individuo afetado com NEM 2B, a mutacéo de novo, localizava-se no
codon 918 do exon 16. As mutacgbes presentes na forma CMTF localizavam-se nos cédons
618 do exon 10 e nas outras formas de CMT hereditario, em 2 familias localizavam-se nos

codon 618 ou 620 do exon 10 e em uma no cédon 634 do exon 11.

Quanto a comelacdo entre genétipo-fendtipe na NEM 2, nossos dados estao de
acordo com os descritos em outros estudos, que observam que alguns tipos de mutacgbes
tém uma probabilidade maior ou menor de apresentar um determinado componente da
sindrome %, Um exemplo dessa associagao foi a mutag@o encontrada no codon 634 (exon
11), com a troca do amino-acido cisteina por arginina (TGC — CGC), a mais encontrada em
todos os individuos com CMT, feocromocitoma e/ou hiperparatireoidismo (NEM 2A) e ndo
detectada em nenhum caso de CMTF. Essas mutagbes no codon 634, apresentam uma
freqUéncia maior de hiperparatireoidismo e feocromocitoma do que mutacgbes em outros
codons, sendo que o hiperparatireoidismo é mais comum quando a mutagdo é do subtipo
cisteina — arginina ""?. Na paciente com NEM 2B incluida em nosso estudo, encontramos a

mutacido mais freqlente descrita, no codon 918 (exon 16), sendo hoje considerada
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mutagdo mais freqliente descrita, no cddon 918 (exon 16), sendo hoje considerada
especifica para a sindrome de NEM 2B 9. Na rara sindrome de NEM 2A associado ao

(10,12)

liguen amildide cutaneo (CLA) , @ mutacdo identificada foi semelhante a relatada nas

outras 17 familias afetadas, no codon 634 (exon 11).

Como ja mencionado, no presente estudo foram identificados 8 carreadores da
mutacdo no proto-oncogene ref, nesses casos € indicada a tireoidectomia total. A
recomendacg8o atual & realizar a cirurgia entre 5-7 anos de idade nos pacientes com NEM
2A e bem mais precocemente, no 12 ano de vida, nos individuos com NEM 2B . As outras
manifestacbes da NEM 2 surgem, geralmente, mais tarde e nao estdo associadas a
transformacéo maligna; consequentemente as estratégias diagnosticas e terapéuticas sdo
diferentes. Todos os individuos assintomaticos, diagnosticados em nosso estudo, foram
encaminhados a tirecidectomia, inclusive os mais jovens, com idade em tomo dos 5 anos.
No entanto até o presente momento, temos a disposicdo somente os dados referentes ao
anatomopatolégico de um individuo, hiperplasia celular. As 2 criangas encaminhadas a
tireoidectomia, aguardam férias escolares para realizacao da cirurgia. Estamos aguardando
informacgdes referentes ao anatomopatoldgico dos individuos provenientes de outras

iocalidades.

Em resumo, nossos dados confirmam a importancia da aplicac&o do rastreamento
genético para o manejo adequado da hereditariedade do CMT, ja que o mesmo permite o
diagnéstico precoce, fundamental na conduta terapéutica e no prognostico da doencga no
individuo afetado e em seus familiares. O rastreamento genético identifica a maioria dos
individuos com doenca hereditaria, permitindo o tratamento precoce, através da
tireoidectomia. Bem como, a andlise permitiu diagnosticar a hereditariedade do CMT em 2

individuos previamente encaminhados como portadores de CMT esporadico.



Segundo informacbes citadas no site na internet do centro MD Anderson
(http:/fendodrcr06.mda.uth.tmc.edu/gagel/avail. html) existem atualmente apenas 8 centros
disponiveis no mundo para diagndstico molecular do carcinoma medular de tiredide,
nenhum na América Latina. A existéncia de t4o poucos centros se explica pela raridade da

sindrome NEM 2.

Além dos inequivocos avangos para ¢ manejo das familias com CMT, o diagnéstico
molecular do carcinoma permite gerar dados epidemioldgicos locais, colaborando para
criacdo de um registro nacional sobre esse tipo de neoplasia, além de contribuir para o

estudo dessa sindrome com grupos internacionais.



5. CONCLUSAO



5- CONCLUSAO

A aplicagdo do rastreamento genético & de extrema importancia para o manejo
adequado da hereditariedade do CMT, pois determina a conduta terapéutica e o progndstico

da doenga no individuo afetado e em seus familiares.
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ANEXO 1

Em anexo os dados referentes as familias com NEM analisadas. Para fins didaticos
utilizamos as letras P: probando, Ca: outros carcinomas, CMT: carcinoma medular de
tiredide, WN: assintomatico com rastreamento positivo e ?; ddvida quanto causa morte. A
coloragéo escura para representar o individuo afetado e a vermelha para identificar os novos

diagnésticos.

s Familias NEM 24

Foram analisados 6 individuos / familia, num total de 78 amostiras analisadas ¢ 8

novos casos de NEM 2A assintomaticos.

Familia 1 - Probando com 36 anos ao diagnoéstico, com confirmacgao diagnostica
{molecular) CMT e com 8 membros afetados na familia com CMT, feocromocitoma e
hiperparatireoidismo. Apresenta mutagdo no cddon 634, exon 11, troca TGC—TAC, enzima

de restricdo utilizada foi Rsa /. Diagnéstico molecular em 3 individuos assintomaticos.

Familia 2 - Probando com 50 anos ao diagnostico, com confirmac@o diagnostica
(molecular) CMT, associado a feocromocitoma e gastrinoma. Na evolugdo, o filho

desenvolveu CMT e foi diagnosticado um familiar assintomatico através do rastreamento. A
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mutacao foi encontrada no cédon 634, exon 11, troca TGC—TAC, enzima de restricdo

utilizada foi Rsa |

Familia 3 - Probando com 42 anos ao diagnéstico, com NEM 2A(2), CMT associado
a feocromocitoma, sem outros membros na familia com clinica de CMT. Através do
rastreamento dos familiares diagnosticado um novo caso assintomatico. A mutacdo foi
encontrada no codon 634, exon 11, troca TGC—CGC ou TGC—-TGG, enzima de restricio

utilizada fol Hha /.

Familia 4 - Probando com 25 anos ao diagnostico, com NEM 2A(3), CMT associado
a feocromocitoma e hiperparatirecidismo. Através do rastreamento dos familiares
diagnosticado um novo caso assintomatico. A mutacéo foi encontrada no codon 634, exon

11, troca TGC—~CGC ou TGC-TGG, enzima de restricdo utilizada foi Hha /.

Familia 5 — Probando 44 anos ao diagnostico, com confirmacao diagnostica
(molecular) CMT, associado a feocromocitoma. Posteriormente foi diagnosticado CMT num
familiar (filho Probando), sem outros membros na familia afetados clinicamente ou através
do rastreamento molecular. A mutacao foi encontrada no cddon 634, exon 11, troca

TGC—-CGC ou TGC—TGG, enzima de restricao utilizada foi Hha /.

Familia 6 — Probando 37 anos ao diagnéstico, com confirmacao diagnostica CMT,
associado a feocromocitoma e hiperparatireoidismo. Na evolugdo surgiram seis membros
clinicamente afetados com CMT. A mutacéo foi encontrada no codon 634, exon 11, troca

TGC~CGC ou TGC—TGG, enzima de restrigao utilizada foi Hha /.



Familia 1- Heredograma

o Familias NEM 2A associada a CLA

Foram analisadas 2 familias com diagnéstico de CMT associado a leséo pruriginosa

de pele, posteriormente biopsiada e caracterizada por liquen amildide cutaneo.

Familia 7 — Probando 27 anos ao diagnodstico, encaminhada com CMT esporadico no
entanto apos analise molecular confirmdo CMT hereditario, associada 4 CLA. Individuo
estava em acompanhamento realizando terapia supressiva por nédulo de tiredide durante 2
anos. Posteriormente, realizado PAAF e tireoidectomia. Foi diagnosticado por rastreamento,
nodulo num familiar, encaminhado a tirecidectomia, com hiperplasia celular. A analise
molecular demonstrou mutagdo no codon 634, exon 11, troca TGC—CGC, enzima de

restricao utilizada foi Hha /.

Familia 8 — Probando 45 anos ao diagndstico, com rastreamento positivo, com CMT
associada a CLA, posteriormente sua filha desenvolveu CMT e a lesdo de pele. A mutagéo
localizava-se no codon 634, exon 11, troca TGC—CGC, enzima de restricdo utilizada foi

Hhal.
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Familia 7- Heredograma
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e Familias NEM 2B

Foi analisada uma familia com suspeita de NEM 2B, confirmada posteriormente com

analise molecular.

Familia 9: Probando com 14 anos ao diagnostico, apresentou ganglioneuromatose
intestinal sintomatica nos primeiros anos de vida, durante a infancia aproximadamente aos 8
anos de idade surgiram neuromas na cavidade oral. Posteriormente, apresentou CMT. A
analise molecular demonstrou uma mutacéo de novo no codon 918, exon 16, troca

ATG—ACG, enzima de restricdo utilizada foi Fok /.

Familia 9- Heredograma
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¢ Familias CMTF

Foram analisados 2 familias com CMT isolado, ou seja, sem a presenca de

feocromaocitoma ou hiperparatireoidismo.

Familia 10: Probando com 50 anos ao diagnoéstico, apresentou CMT isolado. Na
evolucéo, aparecimento de CMT em outros 6 membros da familia. A mutacéo foi encontrada

no codon 618, exon 10, troca TGC—AGC, enzima de restricao utilizada foi Alu 1.
Familia 11: Probando com 55 anos ao diagnostico, apresentou CMT isclado. Na
evolu¢ao, aparecimento de CMT em outros 5 membros da familia. A mutacao foi encontrada

no cédon 618, exon 10, troca TGC—AGC, enzima de restricdo utilizada foi Alu 1.

Familia 10- Heredograma
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o Dutras formas hereditarias

Foram analisadas 3 familias com suspeita de pertencer a outras formas hereditarias

de NEM 2.

Familia 12: Probando com 7 anos e seis meses, apresentou CMT isolado, com
acometimento de linfonodos regionais e sem a presenca de neuromas ou habitos
marfanoides, sem outros membros afetados na familia e sem histéria familiar de CMT ou
outras neoplasias. A mutacio fol encontrada no codon 620 ou 618, exon 10, troca

TGC—AGC, enzima de restricao utilizada foi Aci |,

Familia 13: Probando com 43 anos ac diagnéstico, com confirmacdo molecular de
CMT e com 1 filho posteriormente afetado. Apresentando CMT, sem associacdo com
feocromocitoma ou hiperparatireoidismo. O Probando alp@sem@u metastases Osseas e em
figado. A mutacio foi encontrada no codon 634, exon 11, troca TGC—TAC, enzima de

restricdo utilizada foi Rsa /.

Familia 14: Probando com 66 anos ao diagnéstico, apresentou CMT isolado. Sem
historia de aparecimento de CMT em outros membros da familia, no entanto com histéria
pregressa de neoplasias na familia. Este caso venho encaminhado como doencga esporadica
e o estudo molecular demonstrou a presenca de doenca hereditaria, pois foi encontrada
mutacao nas células germinativas e além disso diagnosticou um individuo assintomatico. A
mutagéo foi encontrada no cédon 618, exon 10, troca TGC—AGC, enzima de restricao

utilizada foi Alu L.
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s  NOVOS DIAGNOSTICOS

Foram identificadas mutagtes em 8 individuos assintomaticos, com idade variando
de 5 anos a 28 anos. Esses pacientes foram encaminhados a tireoidectomia apoés
rastreamento molecular. Destes, um apresentou a presenca de hiperplasia celular no

resultado do exame anatomopatologico.

¢ Individuos com CMT Esporadico

Todos os individuos com CMT esporadico ndo apresentavam historia familiar de CMT
ou outras neoplasias. Dois individuos previamente encaminhados como CMT esporadico
foram classificados posteriormente como hereditario, visto que apresentavam mutactes nas
células germinativas. E, 2 individuos cujo anatomopatolégico revelou tumor multicéntrico e

multifocal, foram excluidos de se tratar de doenca esporadica devido a analise molecular.



61

ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO (PACIENTE)

Nome do individuo:

Investigadores: Dra. Marcia Khaled Pufales e Dra. Ana Luiza Maia

Titulo do projeto: Diagnéstico Molecular do Carcinoma Medular de Tire6ide

O objetivo do estudo é estudar os genes envolvidos no carcinoma medular de
tiredide e correlaciona-los com os diferentes fenotipos da doenca.

Estou ciente de que serei submetido a coleta de 10 ml de sangue venoso periférico
para extracdo do DNA (codigo genético). O material genético (DNA) do meu sangue sera
examinado por pesquisadores do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e os resultados
poderdo ser compartilhados com pesquisadores de outros centros. Eu entendo que os
resultados ou informacgdo compartilhados com outros pesquisadores néo irdo conter meu
nome ou outra informacgéo que possa me identificar.

Eu compreendo que a minha tiredide serd examinada (palpagéo) e em caso de
apresentar alguma massa, noédulo ou aumento da glandula, realizarei uma ecografia da

glandula (pescogo).



Eu fui informado que toda a informagdo coletada sobre mim para este estudo sera
considerada confidencial e ndo sera ’reveiada para outros. Dados que possam me identificar,
como nome, serdo mantidos em um arquivo separado dos demais informacGes do estudo.
Meu sangue e todas as demais informagdes sobre mim serdo identificadas somente por
numeros.

Apesar de todos os cuidados para manter a informacéo sobre mim confidencial,
existe o risco que informacgao perceptivel (por exemplo o fato de eu ter cancer, ou de ter
risco de ter cancer ou outra doenca) pode ser descoberto ou inferido por meus familiares.
Da mesma forma eu posso descobrir ou inferir sobre dados de meus familiares.

Eu fui infformado que nenhum beneficio direto é prometido para mim como um
participante do estudo. Eu compreendo que os resultados da extracdo do meu DNA me
serdo fomecidos. E que esses resultados podem alterar o plano terapéutico de minha
enfermidade. Eu também compreendo que posso sair do projeto ou negar a realizar
qualquer procedimento a qualguer momento, sem qué isso acarrete qualquer prejuizo ao
meu atendimento.

Eu fui informado que em caso do meu DNA apresentar a mutagcao (cancer de
tiredide), sera revelado a meus familiares o risco deles também apresentarem a mutacéo.

Eu fui infformado e compreendo o objetive do projeto descrito acima e seus
procedimentos. Eu também fui informado e entendi dos niscos, desconforio e beneficios
previstos.

Eu fui informado e compreendi que tenho acesso ao comité de ética do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre se tiver qualquer questdo em relacdo aos meus direitos como
participante do projeto de pesquisa, através de seu presidente ou representante legal. Eu
também compreendo que o comité pode ter acesso a mim e/ou aos meus dados para

desempenho de suas atribuicbes.



O pesquisador s*eéponséve! é a Dra. Marcia Khaled Punales sob orientacdo da Dra.

Ana Luiza Maia, fone para contato no HC-UFRGS (051) 3168127.

Pesquisador Data e local

Paciente Data e local
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO (FAMILIAR)

Nome do individuo:

Investigadores: Dra. Marcia Khaled Pufiales e Dra. Ana Luiza Maia

Titulo do projeto: Diagnostico Molecular do Carcinoma Medular de Tiretide

O objetivo do esiudo € estudar os genes envolvidos no carcinoma medular de
tiredide e correlaciona-los com os diferentes fenotipos da doenca.

Eu tenho um familiar com diagnostico de carcinoma medular de tireéide que esta em
acompanhamento no servico de endocrinologia no Hospital de Clinicas e estou ciente gue
esse tipo de carcinoma é transmitido da forma hereditaria, sendo necessario o estudo do
meu material genético.

Estou ciente de que serei submetido a coleta de 10 mi de sangue venoso periférico
para exiracao do DNA (codigo genético). O material genético (DNA) do meu sangue sera
examinado por pesquisadores do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e os resultados
poderdao ser compartilhados com pesquisadores de outros centros. Eu entendo que os
resultados ou informacdo compartilhados com outros pesquisadores nao irao conter meu
nome ou outra informacgao que possa me identificar.

Eu compreendo que a minha tiredide serd examinada (palpacéo) e em caso de
apresentar alguma massa, nddulo ou aumento da glandula, realizarei uma ecografia da

glandula (pescoco) e outros exames laboratoriais com finalidade diagnéstica.
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Eu fui informado que toda a informag8o coletada sobre mim para este estudo serd
considerada confidencial e ndo sera revelada para outros. Dados que possam me identificar,
como nome, serao mantidos em um arquivo separado dos demais informagdes do estudo.
Meu sangue e todas as demais informagdes sobre mim serfo identificadas somente por
nameros.

Apesar de todos os cuidados para manter a informac@o sobre mim confidencial,
existe o risco que informacao perceptivel (por exemplo o fato de eu ter cancer, ou de ter
risco de ter cancer ou outra doenga) pode ser descoberto ou inferido por meus familiares.
Da mesma forma eu posso descobrir ou inferir sobre dados de meus familiares.

Eu fui informado que nenhum beneficio direto & prometido para mim como um
participante do estudo. Eu compreendo que os resultados da extracdo do meu DNA me
serao fomecidos. Em caso do meu DNA apresentar mutacbes, podera ser sugerido um
plano terapéutico, como a retirada cirurgica da glandula tireoidiana. Eu também compreendo
gque posso sair do projeto ou negar a realizar quaéquéa‘ procedimento a qualquer momento,
sem gue isso acarrete qualquer prejuizo ao meu atendimento.

Eu fui infformado que em casc do meu DNA apresentar a mutag8o (cancer de
tiredide), sera revelado a meus familiares o risco deles também apresentarem a mutacéo.

Eu fui informado e compreendo o objetivo do projeto descrito acima e seus
procedimentos. Eu também fui informado e entendi dos riscos, desconforto e beneficios
previstos.

Eu fui informado e compreendi que tenho acesso ao comité de ética do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre se tiver qualquer questdo em relago aos meus direitos como
participante do projeto de pesquisa, através de seu presidente ou representante
legal. Eu também compreendo que o comité pode ter acesso a mim efou aos meus dados

para desempenho de suas atribui¢des.
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O pesquisador responsavel é a Dra. Marcia Khaled Pufiales sob orientacdo da Dra.

Ana Luiza Maia, fone parfa contato no HC-UFRGS (051) 3168127.

Pesquisador Data e local

Paciente Data e loca!



ANEXO 3

PROTOCOLO CARCINOMA MEDULAR DE TIREOIDE

e Nome /familia:
e Sexo:

¢ |dade atual

¢ Resumo clinico:

Idade ao diagndstico:

Nédulo:

Aumento tiredide:

Linfonodos cervicais:

Suspeita clinica Feocromocitoma:
Suspeita clinica Hiperparatireoidismo:
Manchas pele:

Outros sinais / sintomas:

Historia familiar CMT/ quantos:

Historia familiar outras neoplasias:

« Exames laboratoriais:
Calcitonina basal:
Calcitonina ap6s estimulo/qual:
Screening feocromocitomalqual:

Screening hiperparatireoidismo:

&7



&

Imagens:

Ecografia de tiréoide:

Radiografias /quais:

Outros (rastrear metastases):

Fenotipo (CMT e/ou feocrom. e/ou hiperpara.):

Screening DNA:

Gendtipo:

Conduta;

Tireoidectomia:

Citopatologico (PAAF):

Anatomopatoldgico ( Ca unifocal/ multifocal..):

Heredograma:



