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RESUMO/SUMMARY

Introducdo: A NEM2A constitui uma sindroma
hereditaria autossomica dominante caracterizada
pela presenca de carcinoma medular da tirdide,
feocromocitoma e hiperparatiroidismo primario. O
defeito molecular subjacente a esta entidade reside
em mutagdes germinais do proto-oncogene RET
que podem ser identificadas nos doentes. O rastreio
genético dos familiares em risco possibilita o
diagnostico precoce e uma intervengdo preventiva,
antes do aparecimento das primeiras manifestagcdes
clinicas.

Apresentamos uma familia com varios membros
afectados com NEM2A, a sua caracterizacio
molecular e as implicagdes clinicas decorrentes do
estudo genético.

Populacdo e métodos: Foram identificados 18
membros de uma familia, distribuidos por trés
geracgdes e dos quais quatro membros foram
diagnosticados clinicamente como afectados por
NEM2A e liquen cutaneo amiloidotico. Procedeu-
-se a pesquisa da mutagdo do gene RET nos
individuos afectados e respectivos descendentes,
através de técnicas de PCR-RFLP.

Resultados: O estudo genético revelou uma
mutagdo pontual no codao 634 (TGC>TGG) em
heterozigotia em todos os individuos afectados. A
mesma mutagdo foi encontrada numa crianca
assintomatica, com cinco anos de idade, que apos
tiroidectomia total revelou ja possuir um carcinoma
medular da tir6ide multifocal.

Discussdo: O rastreio genético ¢ o método de
elei¢do para o diagnostico pré-sintomatico da
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Molecular characterisation of a kindred with
MEN2A and clinical implications.

Introduction: MEN2A is an autossomal dominant
cancer syndrome characterised by the presence of
medullary thyroid cancer, pheochromocytoma and
primary hyperparathyroidism. Germline mutations
of the RET protooncogene constitute the molecular
defect and can be identified in affected individuals.
Genetic screening of family members at risk allows
early diagnosis and preventive measures before the
appearance of the disease. We present a family
with several members affected with MEN2A, their
molecular characterisation and the clinical
implications of genetic testing.

Population and methods: We studied 18 members
distributed among three generations of a family of
which four members were clinically affected with
MEN2A and cutaneous lichen amyloidosis. RET
gene mutations were screened for in affected
individuals and their offspring by PCR-RFLP
techniques.

Results: Genetic testing revealed a point mutation at
codon 634 (TGC>TGQG), in the heterozygous state,
in all affected individuals. The same mutation was
also found in a five years old asymptomatic child
which after total thyroidectomy showed to have
multifocal medullary thyroid carcinoma.
Discussion: Genetic screening is the most suitable
method for pre-symptomatic diagnosis of MEN2A
allowing an efficient and early identification of
individuals who will later develop the disease.
These can be monitored more closely and be
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NEM2A permitindo identificar de forma segura,
eficaz e numa fase muito precoce, os familiares que
irdo manifestar a doenca. Estes poderdo ser alvo de
uma maior vigilancia e ser submetidos a uma
tiroidectomia profilactica antes do aparecimento das
primeiras manifestagdes bioldgicas do carcinoma
medular da tiréide. O momento ideal para esta
intervencgao €, ainda, objecto de discussdao embora
os resultados deste estudo sugiram que este devera
ser antes dos cinco anos de idade.

Palavras chave: NEM2A, neoplasia endocrina multipla tipo 24, proto-
oncogene RET, rastreio genético.

INTRODUCAO

As neoplasias enddcrinas multiplas do tipo 2 (NEM2)
sdo sindromas hereditarias transmitidas de forma
autossomica dominante e subdividem-se em trés formas
clinicas. A NEM2A caracteriza-se pela presenca de carci-
noma medular da tiréide (CMT), feocromocitoma e
hiperparatiroidismo primario. A NEM2B caracterizam-se
pela presenga de CMT, feocromocitoma, dismorfia do tipo
Marfan e neurogangliomas do tubo digestivo. O carcinoma
medular da tirdide familiar (CMTF) define-se pela existéncia
de quatro ou mais familiares afectados com CMT e a
auséncia do envolvimento de outras glandulas enddcrinas.
Esta entidade ¢ geralmente incluida nas NEM2 por ter a
mesma origem molecular, apesar do envolvimento de uma
s6 glandula'.

A NEM2A tem uma penetrancia superior a 90% e uma
expressividade variavel, isto ¢, o nimero de 6rgdos
afectados ¢ a idade do inicio das manifestagdes clinicas
tém uma variabilidade intra- e interfamiliar. O CMT ocorre
em 95-100% dos casos, sendo quase sempre a primeira
forma de apresentacdo clinica e a principal causa de
mortalidade; o feocromocitoma ocorre em cerca de 50% e o
hiperparatiroidismo em 5-30% dos casos?. Existem, ainda,
variantes raras de NEM2A associadas a doenca de
Hirschprung ou associadas a manifestagdes cutineas,
traduzidas por liquen cutdneo amiloidotico (LCA),
localizadas na regido interescapular (variante NEM2A-
LCA).

As NEM2 foram o primeiro exemplo de neoplasias
hereditarias com origem em mutagdes dominantes de um
proto-oncogene. A origem destas sindromas reside em
mutacgdes germinais do proto-oncogene RET (locus
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submitted to a prophylactic thyroidectomy before
the appearance of medullary thyroid carcinoma.
The ideal moment for this intervention is still under
discussion although the results of this study suggest
that it should be undertaken before the age of five.

Key words: MEN2A, multiple endocrine neoplasia type 24, RET
protooncogene, genetic screening.

10q11.2) que codifica um receptor transmembranar com
actividade de cinase da tirosina*>. O seu ligando é uma
proteina envolvida na migracao e diferenciacao de células
derivadas da neuroectoderme (GDNF, Glial Derived Nerve
Growth Factor)®’. A ligagdo deste factor ao receptor RET,
com a participacdo do co-receptor GDNFa, provoca a
dimerizacdo do RET e consequente activacdo do seu
dominio catalitico®’. As mutagdes observadas nas NEM2
induzem a auto-activacdo, do dominio catalitico, na
auséncia do ligando, levando ao aumento da fosforilagao
dos seus substratos intracelulares!?.

No caso da NEM2A, as mutagdes descritas localizam-
se, em 98% dos casos, nos exodes 10 (coddes 609, 611, 618
e 620) e 11 (codao 634) do proto-oncogene RET,
correspondendo ao dominio extracelular do receptor!. Estas
mutacdes pontuais levam a substituicdo de um aminoacido
cisteina, na sequéncia polipeptidica, por outro diferente,
condicionando uma alteragdo conformacional e dimeriza¢do
espontanea do receptor.

O conhecimento do defeito molecular subjacente a estas
patologias permitiu, ndo sé uma melhor compreensdo das
suas etiopatogenias, mas também, uma nova abordagem
das familias afectadas>.

A identificacdo de um caso de NEM2A numa familia
implica a necessidade de rastrear os restantes membros,
para um diagndstico precoce e uma terapéutica atempada,
reduzindo a morbilidade e a mortalidade. Os métodos
classicos de rastreio assentavam nos doseamentos
periodicos da calcitonina plasmatica basal e apos
estimulagdo com pentagastrina, das metanefrinas urinarias,
da calcémia e da hormona paratiroideia. Estes métodos tém
o inconveniente de ser necessario realizd-los anualmente



CARACTERIZACAO MOLECULAR DE UMA FAMILIA COM NEM2A E SUAS IMPLICACOES CLINICAS

em todos os familiares em risco e, caso o resultado seja
negativo, prosseguir até pelo menos aos 35 anos de idade,
devido a possibilidade de uma expressao tardia da doenca.
Por outro lado, estdo descritos casos de falsos positivos,
de falsos negativos e por vezes o rastreio bioquimico so se
torna positivo numa fase mais tardia da evolugdo da neo-
plasia, impedindo uma terapéutica eficaz!!.

Com o desenvolvimento da genética molecular, o
rastreio bioquimico deu lugar ao rastreio genético, como
método de elei¢do no estudo dos familiares em risco. O
conhecimento da mutacdo presente num individuo doente
permite realizar a pesquisa da mesma mutacgdo, nos
restantes membros da familia e identificar, numa fase muito
precoce, aqueles que irdo manifestar a doenca. Estes
poderdo ser alvo de uma maior vigilancia laboratorial e ser
submetidos a tiroidectomia profilactica. Igualmente
importante, o estudo genético permite excluir do
seguimento, os familiares que ndo apresentem essa
mutacdo, evitando o gasto de recursos ¢ a carga psicologica
associada.

O estudo bioquimico deixou de ter interesse na
identificacdo de familiares que herdaram este caracter, salvo
nos raros casos de mutagdes ainda nao identificadas. O
seu papel principal € o seguimento do carcinoma medular
da tirdide, apods tiroidectomia, e o rastreio do
feocromocitoma e do hiperparatiroidismo em individuos
com testes genéticos positivos.

No presente trabalho, apresentamos uma familia com
varios membros clinicamente afectados com NEM2A e
liquen cutaneo amiloidético (NEM2A-LCA), a sua
caracterizagdo molecular ¢ as implicagdes clinicas
decorrentes do estudo genético.

MATERIALEMETODOS

Identificou-se uma familia com quatro membros
diagnosticados como clinicamente afectados com NEM2A-
CLA e elaborou-se o respectivo heredograma (figura 1). De
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Fig. 1 - Heredograma representativo da familia estudada e respectivos
fendtipos. CMT- carcinoma medular da tiréide; Feocr- feocromocitoma;
HPT- hiperparatiroidismo primario; LCA- liquen cutineo amiloidotico.
1, 11, 11, II, e Ill diagnosticados aos 60, 46, 28, 27 e 5 anos de idade,
respectivamente.
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acordo com a informagdo colhida, identificaram-se os
familiares em risco de herdarem a doenga. Os familiares que
solicitaram a realizag@o do rastreio genético de NEM2A
foram esclarecidos acerca das implica¢gdes do mesmo.

Apds consentimento informado, do proprio ou dos pais
quando menor, colheram-se 10 ml de sangue venoso em
tubos com EDTA e procedeu-se ao isolamento do DNA
gendmico por métodos previamente descritos!2. A
quantificagdo do DNA e a determinag@o do seu grau de
pureza foi realizada por espectrofotometria. Procedeu-se a
amplifica¢do, por PCR, dum fragmento com 234pb
correspondente ao exdo 11 do gene RET, utilizando prim-
ers e condigdes previamente descritas?, num volume final
de 50 pl contendo 100-200 ng de DNA. Os produtos da
PCR foram submetidos a uma electroforese em gel de aga-
rose a 1% para a confirmagdo da presenca do fragmento
amplificado. Procedeu-se a digestdo de 20 ul do produto
da PCR com 5U da enzima de restri¢ao Hhal, num tampao
de reacgdo contendo 10 mM de MgCl,, 50 mM de NaCl e 50
mM de Tris-HCI (pH 8,0). A reaccdo de digestao decorreu
a 37°C durante 10-16 horas. Os fragmentos resultantes da
digestdo foram submetidos a uma electroforese em gel de
poliacrilamida a 8%, corados com brometo de etidio e
visualizados num transiluminador de luz ultravioleta. A
presenca de fragmentos de 234pb foi interpretada como
correspondendo a presenga do alelo normal e a presenga
de fragmentos digeridos, de 170pb ¢ de 64pb foi interpretada
como correspondendo a presenca do alelo mutado (figura
2).
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Fig. 2 - Padrdo electroforético dos fragmentos, do gene RET, mutados e
normais. A sequéncia mutada cria um novo local de restri¢do para a enzima
Hhal originando a clivagem do fragmento inicial de 234pb em dois
fragmentos de 170 e 64pb. A, B, D e F representam individuos heterozigotos.
C e E representam individuos homozigotos normais. Marcador de peso
molecular (m), ©X174/Haelll.

Nos individuos identificados como portadores da
mutagao, foi realizado o rastreio bioquimico do CMT, através
da prova de estimulagao da calcitonina com pentagastrina.
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Esta consistiu na administracdo endovenosa de 0,5mg/kg
de pentagastrina com doseamento da calcitonina plasmatica
basal e aos 2, 5 € 10 minutos. Foram, também, realizados o
rastreio de feocromocitoma através do doseamento das
metanefrinas na urina de 24 horas, e do hiperparatiroidismo
primario, através dos doseamentos da calcémia e da
hormona paratiroideia sérica.

RESULTADOS

A analise genética revelou a presenca de uma mutacgao
pontual no codao 634 (TGC>TGG), em heterozigotia em
todos os individuos clinicamente afectados (I, II;, II, e
II). A analise dos individuos Ilg e II, , revelou homozigotia
para o alelo normal pelo que foi considerado desnecessario
o rastreio dos seus descendentes. O estudo dos seis
membros da terceira geragdo, descendentes directos de
individuos clinicamente afectados, revelou a presenga da
mutagdo descrita em apenas um individuo do sexo feminino
(Illy) com quatro anos de idade. Este apresentava valores
de calcitonina basal de 28 pg/ml e ap6s estimulagdo com
pentagastrina, de 105 pg/ml, 72 pg/ml e 38 pg/ml, aos 2,5 ¢
10 minutos, respectivamente. Foi submetido a tiroidectomia
total tendo o exame anatomopatolégico revelado focos de
hiperplasia das células C e trés focos de carcinoma medular
datiréide com as dimensdes de 3,8 mm, 1,4 mme 2,5 mm.

DISCUSSAO

O estudo molecular dos individuos afectados revelou
a presenga de uma mutagao pontual do coddo 634, no exdo
11 do gene RET. A substituicdo de uma citosina por uma
guanina, na terceira posic¢ao deste coddo (TGC >TGG), leva
a substitui¢do dum aminodacido cisteina por um triptofano,
na sequéncia polipeptidica final, rompendo uma ligagao
dissulfidrica na regido extracelular do receptor RET. A
alteracdo da estrutura conformacional da proteina
condiciona, por mecanismos ainda ndo completamente
conhecidos, a activa¢do constitucional do receptor, com
consequente estimulagcdo de vias de sinalizacao
intracelulares!%13. O codio 634 é o que se apresenta mutado
mais frequentemente em familias com NEM2A (85% dos
casos) ¢ a mutagdo cys634trp foi ja descrita em outras
familias com NEM2A!.

De acordo com o consorcio internacional para o estudo
do RET, a variante NEM2A-LCA esta descrita em apenas
18 familias e a analise molecular revelou que em todas estas,
as mutagdes limitam-se exclusivamente ao coddo 634!. No
entanto, a quase totalidade dos casos de NEM2A, por
mutacdes deste coddo, ndo apresenta esta peculiaridade
fenotipica pelo que se admite a existéncia de outros factores
genéticos desconhecidos, envolvidos na etiologia da
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variante NEM2A-LCA. A este propoésito, ¢ interessante a
constatagdo da existéncia de alguns casos de LCA isolado,
transmitidos de forma autossdémica dominante ¢ sem ligacao
ao locus do gene RET'415. As lesdes cutineas, na NEM2A-
LCA, limitam-se a regido interescapular e caracterizam-se
por prurido com liquenificagdo e depdsitos de amildide em
resposta a fricgao!%!7. O mecanismo de aparecimento
destas altera¢des podera estar em relagcdo com alteragdes
das terminagdes nervosas locais, uma vez que o gene RET
¢ expresso no sistema nervoso periférico durante a
embriogénese!$.

Relativamente a familia estudada, foi possivel confirmar
a presenga da mutag@o cys634trp em todos os individuos
clinicamente afectados. Nao foi possivel confirmar a
existéncia desta patologia nos ascendentes ¢ colaterais do
individuo I, pelo que se desconhece se se trata de um caso
de neomutagado.

Apos a identificacdo da mutacdo, nos doentes, foi
possivel testar os restantes familiares em risco, com o
objectivo de realizar o diagnostico pré-sintomatico e even-
tual terapéutica profilactica. Os individuos Ilg e II, ), sem
doenga aparente, necessitaram de ser testados uma vez
que, sendo uma doenca de manifestacdo tardia, ndo se
pode excluir a possibilidade de desenvolverem futuramente
a doenca, mesmo que presentemente sejam adultos
saudaveis. Este risco, num individuo saudavel, é tanto
menor quanto mais avangada for a sua idade, dado que a
penetrancia da NEM2A, em portadores duma mutagao,
aumenta ao longo dos grupos etarios!?20. Sendo, também,
uma doenca com penetrancia incompleta, ndo se pode
excluir a possibilidade de um individuo ndo a exprimir,
apesar de ter herdado o alelo mutado e apesar de a poder
transmitir & geragdo seguinte. No entanto, a analise do DNA
dos individuos Ilg € II;, ndo revelou a mutagdo, pelo que
foi possivel exclui-los do programa de vigilancia. Face a
estes resultados, tornou-se desnecessaria a realizagdo da
analise genética dos seus descendentes que foram,
também, excluidos do seguimento. Relativamente aos
descendentes dos individuos afectados, 11, I, e I,
podemos constatar que, de acordo com as regras
mendelianas da hereditariedade, cada um dos seis
individuos possuia um risco de 50% de herdar o alelo
mutado. Contudo, a analise genética revelou a presenca da
mutacdo cys634trp em apenas uma jovem assintomatica
com quatro anos de idade ¢ a auséncia desta mutagdo nos
restantes cinco que foram, posteriormente, excluidos do
seguimento.

A detecgdo dum portador numa idade tdo precoce
levanta a complexa questdo do momento mais oportuno
para a realizagdo de tiroidectomia profilactica. Apesar de
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existir unanimidade quanto a necessidade de intervir em
casos com evidéncia laboratorial de CMT, no caso de
criangas com rastreio bioquimico negativo e rastreio
genético positivo, ndo existe consenso quanto a idade ideal
para intervir, embora a tendéncia actual seja a de fazé-lo
cada vez mais precocemente. Por um lado, hé a considerar
0s riscos cirurgicos associados a uma tiroidectomia
realizada nos primeiros anos de vida, bem como, por vezes,
uma certa relutdncia da familia em aceitar esta modalidade
terapéutica numa crianga aparentemente saudavel. Por
outro lado, ha a considerar a incerteza quanto a idade de
aparecimento das primeiras lesdes neoplasicas e o risco,
sempre presente, duma intervencdo demasiado tarde para
impedir a progressdo do CMT. Existem casos descritos de
CMT em idades tio precoces como os dois anos?!-22 ¢
casos de CMT metastizado aos cinco anos de idade?3.

Uma alternativa possivel ¢ a monitorizagdo destas
criangas através de provas da pentagastrina periddicas,
com o objectivo de detectar precocemente os primeiros
indicios de hiperplasia das células C e intervindo apenas
nesse momento. No entanto, estiao descritos casos de falsos
negativos para esta prova e, por vezes, os resultados
apenas se tornam positivos em fases mais avangadas da
doenca!!. Por estes motivos, a maioria dos autores defende
uma intervencdo precoce, antes do aparecimento das
primeiras altera¢des bioquimicas e de preferéncia ndo
ultrapassando a idade dos cinco a seis anos224-29,

No caso presente, a crianga apresentava, aos quatro
anos e dez meses de idade, valores de calcitonina basal de
28 pg/ml e apds estimulagdo com pentagastrina de 105 pg/
/ml, 72 pg/ml e 38 pg/ml, aos 2, 5 ¢ 10 minutos,
respectivamente. Existem algumas dificuldades na
interpretagdo de provas desta natureza, em criangas,
relacionadas com o estabelecimento de um limite de
normalidade. Existem outras causas de hiperplasia das
células C, ndo relacionadas com a NEM2A, que poderao
originar uma prova da pentagastrina positival 139, Alguns
estudos apresentam o limite maximo, para o pico da
calcitonina estimulada, de trés vezes o valor basal ou de
300 pg/ml%2-24. Outros estabeleceram que, face a um teste
genético positivo, o valor preditivo da prova da penta-
gastrina ¢ maior e o limite maximo aceitavel, para calcitoninas
estimuladas, deve ser reduzido para 10 pg/ml2!.

Face a estes dados, foi decidido realizar uma tiroidec-
tomia total nesta crianca aos cinco anos e seis meses de
idade tendo o exame anatomopatoldgico revelado focos
de hiperplasia de células C e a presenga de trés focos de
carcinoma medular da tirdide com as dimensoes de 3,8 mm,
1,4 mm e 2,5 mm. A presenga de CMT nesta jovem vem
confirmar a necessidade de uma intervengdo cirtrgica
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precoce, em portadores de mutagdes do gene RET e sugere
que a idade ideal para intervir é mais baixa do que
habitualmente se considera. Com base em estudos recentes,
alguns autores chegam mesmo a recomendar a tiroidectomia
profilctica aos dois anos de idade?!-22,

Na familia descrita ¢ evidente a discrepancia entre a
idade do aparecimento das primeiras manifestagdes clinicas
nos adultos afectados e a idade do aparecimento das lesdes
neoplasicas na crianca afectada. Este facto demonstra a
pouca utilidade dos critérios de manifestagao tardia e de
menor agressividade tumoral no progenitor afectado, como
factores preditivos dum inicio mais tardio da doenga nos
descendentes.

O rastreio bioquimico de feocromocitoma e de
hiperparatiroidismo, nesta crianga, foi negativo, o que esta
de acordo com a habitual manifestagdo mais tardia destas
patologias. Impde-se, no entanto, o rastreio bioquimico
anual para a deteccdo precoce duma eventual neoplasia
em qualquer outro dos 6rgdos alvos.

CONCLUSAO

O rastreio genético ¢ o método de eleigdao para o
diagnostico pré-sintomatico de situacdes de NEM2A, nos
familiares de individuos afectados.

A identificagdo da mutacdo germinal, presente num
individuo doente, permite a pesquisa da mesma mutagao
em todos os familiares em risco. Contrariamente ao rastreio
bioquimico, o rastreio genético permite identificar de forma
segura, eficaz e numa fase muito precoce, os familiares que
irdo manifestar a doenca. Estes poderdo ser alvo de uma
maior vigilancia e ser submetidos a uma tiroidectomia
profilactica, antes do aparecimento das primeiras
manifestagdes bioldgicas do carcinoma medular da tiroide.
O momento ideal para esta intervengéo ¢, ainda, objecto de
discussdo embora os resultados do estudo apresentado
sugiram que este devera ser antes dos cinco anos de idade.

O rastreio genético permite, também, identificar os
familiares que ndo herdaram o gene mutado, evitando os
inconvenientes associados a um programa de seguimento
com mais de trés décadas de duracdo.
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