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Carcinoma medular de tiroides familiar (CMTEF):
primera familia descripta con CMTF asociado a la
mutacion Cys611Trp del proto-oncogen RET*
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RESUMEN

La neoplasia enddcrina mdltiple tipo 2 (NEM 2) es un sindrome autosémico dominante identificado en 500-1.000 fami-
lias hasta la fecha. Todas las variantes de NEM 2 muestran una penetrancia mayor al 90% para la manifestacion del
carcinoma medular de tiroides, mientras que la penetrancia es menor y variable para el feocromocitoma (50%) y tumores
paratiroideos (25%). EI CMTF es una variante rara dentro del NEM 2 en la que cuatro o0 mas miembros de una familia
presentan evidencia de carcinoma medular de tiroides sin manifestacion asociada de feocromocitoma o hiperparatiroidismo
primario. En los Ultimos afios, el estudio genético del proto-oncogen RET en los casos indices para carcinoma medular y
en sus posibles portadores se ha impuesto debido a que se ha demostrado que la tiroidectomia en los primeros 2 a 5 afio¢
de edad puede prevenir o curar el CMT, inclusive antes de su expresion bioquimica en el NEM 2. La indicacion de
tiroidectomia profilactica es menos clara en CMTF. Con respecto a las mutaciones halladas en el proto-oncogen RET
(10g11.2) el 80-90% afectan el codon 634, y con menor frecuencia los codones 918 (10-20%), 620 (6-8%), 618 (3-5%),
611 (2-3%) y 609 (0-1%). En este trabajo presentamos una familia portadora de una mutacién heterocigota infrecuente en
el proto-oncogen RET, Cys611Tigplo un caso previo mencionado en la literatura internacional) que no fue detectada

en un estudio genético previo. Se plantean dos posibles conductas en los dos nifios asintomaticos, portadores de la
mutacion. Tiroidectomia preventiva, o la conducta expectante hasta la expresion bioquimica. Basandonos en distintos
consensos internacionales, nos inclinariamos por la primera corRitcteosp. Ital. B.Aires 2004; 24: 8-11.
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FAMILIAL MEDULLARY THYROID CARCINOMA (FMTC): FIRST FAMILY DESCRIBED WITH FMTC

ASSOCIATED TO Cys611Trp MUTATION OFF RET PROTO-ONCOGENE

ABSTRACT

Multiple endocrine neoplasia type 2 (MEN 2) is an autosomal dominant syndrome identified to date in 500-1.000 kindreds.
All variants of MEN 2 show a penetrance higher than 90% for medullary thyroid carcinoma (MTC), whilst the penetrance
for pheochromocytoma (50%) and parathyroid tumors (25%) is lower and variable. Familial medullary thyroid carcino-
ma (FMTC) is arare variant of MEN 2, in which four or more members of a family have MTC without pheochromocytoma

or primary hyperpathyroidism. In recent years genetic testing for the proto-oncogene RET mutations in the index case of
MTC and in possible carriers has been used, because it has been demonstrated that prophylactic thyroidectomy before 2
— 5 years of age can prevent or cure MTC in MEN 2, even before its biochemical expression. Prophylactic thyroidectomy
is not so clearly beneficial in FMTC. Mutations in the proto-oncogene RET (10g11.2) affect codon 634 in 80 — 90%, and
less frequently, codons 918 (10-20%), 620 (6-8%), 618 (3-5%), 611 (2-3%) and 609 (0-1%). In this report we describe a
family with an infrequent mutation in the proto-oncogene RET, Cys611Trp, (only one case reported in the bibliography).
This mutation had not been detected in a previous genetic study, and we discuss herein the clinical management. Two
approaches for the 2 asymptomatic young carriers: 1) prophylactic thyroidectomy as soon as the mutation is detected or
2 ) to wait for a positive stimulated calcitonin test and then perform a thyroidectomy. Studies from an international
consortium lead us to believe that an early prophylactic thyroidectomy is the appropiate course of action.
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INTRODUCCION MATERIALES Y METODOS

La neoplasia enddcrina multiple tipo 2 (NEM 2) es un SujetosSe estudio una familia de 9 individuos (4 genera-
sindrome autosomico dominante identificado en 500- ciones) con CMTF (fig. 1). El estudio del caso indice y su
1.000 familias hasta la fecha. Todas las variantes de ladescendencia incluyé la historia clinica, examen fisico,
NEM 2 muestran una penetrancia mayor al 90% para laanalisis bioquimicos (calcitonina, hormona paratiroidea
manifestacion del carcinoma medular de tiroides, mien- medio molecular -PTH-, catecolaminas urinarias) y el es-
tras que la penetrancia es menor y variable para el feocrotudio molecular del proto-oncogen RET.
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ciones activantes en el proto-oncogen RET. Este gen co-
difica un receptor tirosina quinasa, que tiene 3 dominios.
Un dominio extracelular rico en residuos de cisteina, un
dominio transmembrana y un dominio intracelular

tirosina quinasa. Esta ubicado en la superficie de células I 62 afirs
derivadas de la cresta neural, como las células C ‘ LA &1 afie
parafoliculares de la glandula tiroidea, productoras de | 0 1 13 afas
calcitonina. Luego de combinarse a un ligando endégeno, i i Tl

este receptor se dimeriza y se autofosforila. Asi se inicia
una cadena de fosforilaciones que llevan a la activacion| pedegree de una familia con CMTF con una mutacién Cys611Trp
de factores de transcripcion y sintesis proteica que ten-| en un alelo del proto-oncogen RET. La flecha indica el caso indice
drian funciones de crecimiento celular. El ligando fisio-

I6gico del receptor es un factor neurotrofico derivado de

las células de la glia (FND&) Analisis bioquimicosEn muestras de suero en ayunas de
En los dltimos afios, el estudio genético del proto-oncogenlos pacientes portadores de la mutacion y sintomaticos (1.2
RET en los casos indice para carcinoma medular y en suy 111.1) se doso calcitoninemia basal (RIA, V.N.: < 15,0
posibles portadores se ha impuesto debido a que se ha dggmol/L) y hormona paratiroidea (PTH) (RIA, V.N.: <125,0
mostrado que la tiroidectomia en los primeros 2 a 5 afiospg/mL). En muestras de orina de 24 hs de estos pacientes
de edad puede prevenir o curar el CMT, inclusive antes dese dos6 catecolaminas (HPLC, V.N.: adrenalina: < 8,5mg/
su expresion bioquimica (niveles basales o post-estimulo24 hs; noradrenalina : 18,5-100,0 mg/24 hs).

de calcitonina plasmatica) en la NERI Ra indicacion de Estudio MolecularEn ADN gendmico extraido de leuco-
tiroidectomia profilactica es menos clara en CMTF. citos de sangre periférica de la paciente caso indice (l1.2)
Con respecto a las mutaciones halladas en el proto-oncogese amplificé por PCR los exones 10, 11, 13, 14, 15y 16
RET, el 80-90% afectan el codén 634, y con menor fre- del proto-oncogen RET. EI ADN gendmico fue extraido
cuencia los codones 918 (10-20%), 620 (6-8%), 618 (3- utilizando GFXGenomic BloodNA Purifiation KIT

5%), 611 (2-3%) y 609 (0-1%%) Distintas técnicas de bio-  (Amersham Bioscience, Buckinghamshire, England

logia molecular pueden utilizarse para hallar algunas delos primersespecificos para amplificar los exones men-
las mutaciones descriptas, pero solo la secuenciacién comeionados se muestran en la tabla 1.

pleta del proto-oncogen RET permite descartar la presen-Aproximadamente 100 ng de ADN fueron amplificados
cia de mutaciones. en el equipdlastercycler PersongEppendorf, Hamburg,

El objetivo de este trabajo es presentar una familia porta-Germany en un volumen final de L que contenia: 1,0
dora de una mutacion heterocigota infrecuente en el proto-mM de cadgrimer, 0,25 mM dNTPs, 1,5 mM MgCI50
oncogen RET, Cys611Trfso6lo un caso previo mencio- mM KCI, 10 mM Tris-HCIl y 3 U Taqg polimerasinbio-

nado en la literatura internaciorfajue no fue detectada  Highway). Para cada exon se realizé una RfORstart

en un estudio genético previo que presumiblemente no

utilizé el método de secuenciacion. Ademas, se discute la

conducta a seguir en portadores asintomaticos.
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Tabla 1. Secuencia de los primers utilizados para
amplificar y secuenciar algunos exones del

proto-oncogen RET.
Exdn Primer Tamafio del
producto
10 F:5 GCGCCCCAGGAGGCTGAGTG 3 187 bp
R: 5 GGTGGTGGTCCCGGCCGCC 3
11 F:5 GACACGGCAGGCTGGAGAGC 3" 352 bp
R: 5" CTTGAAGGCATCCACGGAGA 3’
13 F:5 GTGCTGCATTTCAGAGAACG 3" 521 bp
R: 5 GGCTGGGTGCAGAGCCATAT 3’
14 F:5 AGCTGCCTGACCCGCACGCC 3" 287 bp
R: 5 GGCTGGGTGCAGAGCCATAT 3
15 F:5 GACTCGTGCTATTTTTCCTC 3’ 222 bp
R: 5" GCTTCCCAAGGACTGCCTGC 3
16 F:5 AGGGATAGGGCCTGGGCTTC 3 191 bp
R: 5" TAACCTCCACCCCAAGAGAG 3

La PCR se realiz6 en 10 ciclos de 94°C 2 min, 65°C 1 min
y 72°C 2 min, seguidos de 31 ciclos de 94°C 1 min, 60°C 1
miny 72°C 2 min, finalizando con una extension de 7 min
a72C.

Mediante una electroforesis en gel de agarosa de bajo punt
de fusion al 1,0% ebuffer TAE, y utilizando bromuro de
etidio para su visualizacion bajo luz U.V., se separaron, y
luego se extrajeron los productos amplificados.

Cada uno de los productos extraidos fue secuenciado uti
lizando dideoxinucleétidos marcados cofi @hermo

Sequenase Radiolabeled Terminator Cycle Sequencing Kit,

USB Corp, Cleveland, USA)uego de separar los pro-
ductos de la secuenciacion en PAGE en condiciones
desnaturalizantes, se realiz6 una autorradiografia.

Una vez identificada la mutacion Cys611Trp en el caso
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Tabla 2.
Paciente Edad Cirugia Calcitoninemia
presentacion (VN: < 15.0 pmol/L)
del tumor
1.1 aprox. 80 afios No sin datos
1.1 aprox. 70 afios Si sin datos
1.2 60 afios No 70 pmol/L
(sin cirugia)
.1 37 afios Si 700 pmol/L
(post cirugia)
V.1 _ _ < 3.0 pmol/L
V.2 _ _ < 3.0 pmol/L
Figura 2
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DISCUSION

La mutacién Cys611Trp ha sido mencionada previamente
en un solo caso de la literatura internacignaésta es la
primera familia descripta con esta mutacion, en este caso
asociada a CMTF.

indice, se realiz6 el estudio molecular en su descendencial a técnica de secuenciacién de ADN gendémico utilizada

sujetos 1lI.1, IV.1 y IV2. De cada uno de ellos se extrajo
ADN de leucocitos de sangre periférica y se amplifico y
secuencié solo el exdn 10 del proto-oncogen RET.

RESULTADOS

Analisis bioquimicos:

Los pacientes estudiados presentaron valores normales d
PTH plasmatica y catecolaminas urinarias.

En la tabla 2 se observan los valores de calcitoninemia.

Estudio molecular:

En el caso indice (I1.2) y su descendencia (Ill.1, IV.1y
IV.2) se hallé un alelo mutado del proto-oncogen RET:
exon 10, Cys611Trp. (fig. 2).

nos permitié detectarla en los cuatro pacientes estudiados
genéticamente, dos de ellos con signos clinicos y
bioquimicos de enfermedad (CMT). En un estudio genético
previo del caso indice, que presumiblemente se basaria en
la deteccion de mutaciones frecuentes o0 mas conocidas,
no se habia logrado detectar la mutacién genémica aqui
descripta. Una de las técnicas utilizadas para detectar
mutaciones es la de PCR con digestion con enzimas de
restriccion Polymerase Chain Reaction - Restriction Frag-
ment Length PolymorphisiBCR-RFLP), basada en que

la mutacion crea o destruye un sitio de corte para la enzima.
Considerando las 40 mutaciones tedricamente posibles en
los codones 609, 611, 618, 620 y 634, 32 de ellas pueden
ser detectadas por PCR-RFLP, para lo que se necesitaria
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contar con unas 15 enzimas, quedando otros codones siante estos pacientes, de aquellos portadores de NEM 2A.
explorar. Las 8 mutaciones restantes no crean ni destruyerEn cambio, si se sugieren conductas terapéuticas diferen-
un sitio de restriccidn, por lo que no serian detectadas portes basandose en el codén afectado. Los codones serian
esta técnica El gran nimero de enzimas necesarias paraasi clasificados en tres categorias que predecirian la va-
realizar la pesquisa de mutaciones en los codones masiante sindrémica, la edad de aparicion del CMT y su agre-
frecuentemente mutados, sumado a la baja frecuencia corsividad. Segun esta clasificacion, los pacientes afectados
que se dan las mutaciones en el codén 611 (2-3%), nogor mutaciones en el codén 611 (junto a 634, 620 y 610)
hace suponer que no permitieron realizar la deteccién pre-pertenecerian a la categoria Il de tres niveles, sugiriendo
via de la mutacion Cys611Trp. La secuenciacion directa riesgo intermedio y recomendandose tiroidectomia total,
de ADN gendmico, si bien es una técnica mas laboriosa yincluyendo la capsula posterior, antes de los 5 afios de edad
costosa que PCR-RFLP, permite detectar cualquier en portadores asintomatiéés

mutacién en cualquier codén del gen estudiado. Por otro lado, es interesante destacar que en el EUROMEN,
Por las caracteristicas clinicas y bioquimicas, se tratariacuyas conclusiones fueron publicadas en el afio 2003, si
de una familia portadora de CMTF, subsindrome que se-bien la mayoria de los pacientes incluidos en este estudio
gun una definicién del Consorcio Internacional de muta- portaban mutaciones en el codon 634 (categoria Il del 7mo.
ciones del gen RET requiere un minimo de cuatro miem- Congreso Internacional), ninguno de los pacientes con
bros afectados por CMT, sin evidencias objetivas de feo- mutaciones en el codén 611 tuvo evidencia de CMT antes
cromocitoma ni hiperparatiroidisrho de los 5 afios de edad, y las metastasis ganglionares rara-
El CMTF seria la variante mas moderada de la NEM 2. mente se presentaron antes de los 14 afios de edad.
Entre los pacientes rotulados con este diagnoéstico es posita familia estudiada en el presente trabajo parece encua-
ble que haya sujetos con NEM 2A y baja penetrancia paradrar en la definicion de CMTF. La observacion de la tabla
feocromocitoma e hiperparatiroidismo. Por este motivo, en 2 sugiere, a lo largo de las generaciones presentadas, una
el 7mo. Congreso Internacional de NEM, se sugiri6 am- tendencia a mayor agresividad en el curso de la enferme-
pliar la exigencia del numero de familiares afectados a diez,dad y edad de presentacion mas temprana. El fenomeno
contando varios de ellos con mas de 50 afios dé.&lad de anticipacién genética ha sido previamente relatado en
bien la evolucién clinica seria mas benigna en esta variantedNEM 112,

de laNEM 2, y la conducta quirargica temprana o preventi- Si bien los miembros de la cuarta generacion son clinica-
va planteada para el resto de las variantes de la NEM 2, nanente asintomaticos y las calcitoninemias basales norma-
estaria clara para algunos autbriés el Congreso Interna-  les, nuestra postura médica seria la de efectuar tiroidecto-
cional mencionadgy durante el Consorcio Europeo de NEM  mia profilactica basandonos en los estudios de consenso
(EUROMENY, no se ha diferenciado la actitud terapéutica internacional mencionados.
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