Tumorigénese Molecular Tivoideana:
Implicacoes Para a Pratica Médica

revisgo

RESUMO

Esta revisdo apresenta aspectos de utilidade prdtfica da tumorigénese
firoideana. O mais importante é a possibilidade de se fazer o diagnosti-
co genético precoce dos individuos portadores de mutacdes do gene
RET em familias com carcinoma medular de firdide e neoplasia endé-
crina mdltipla fipo 2. Além disso, discutem-se dados relativos & patogé-
nese molecular dos carcinomas diferenciados da firdide, relacionados
aos rearranjos entre RET e outros genes no caso do carcinoma papilifero
(RET/PTC) e entre PAX-8 e PPARg1 no carcinoma folicular da firdide. A
seguir, analisam-se as mutacdes que causam ganho de funcdo no
receptor de TSH, causadoras dos nddulos autdénomos. Finalmente, apre-
senta-se o emprego do RNA mensageiro da tiroglobulina no seguimen-
to de pacientes com cdncer de tirdide. (Arq Bras Endocrinol Metab
2002;46/4:381-390)

Descritores: Tumorigénese tiroideana; Gene RET, Carcinoma de tirdide;
Neoplasia enddcrina multipla; TSH; Tiroglobulina

ABSTRACT

Molecular Thyroid Tumorigenesis: Implications for The Clinical Practice.
In this review we present practical aspects of thyroid molecular fumori-
genesis. The most important issue is the molecular diagnosis of affected
patients with RET mutations in families with medullary thyroid carcinoma
and multiple endocrine neoplasia type 2. In addition, we discuss the
molecular pathologenesis of differentiated thyroid carcinoma, like the
data on RET/PTC rearrangements in papillary carcinomma and PAX8-
PPARQT rearrangement in follicular carcinoma. Subsequently, we pre-
sent gain of function mutations in thyroid nodules and finally we con-
clude discussing the use of messenger RNA of thyroglobulin in the follow-
up of patients with differentiated thyroid cancer. (Arq Bras Endocrinol
Metab 2002;46/4:381-390)

Keywords: Thyroid tumorigenesis; RET gene; Thyroid carcinoma; Multiple
endocrine neoplasia; TSH; Thyroglobulin

Os NODULOS DE TIROIDE SAO MUITO prevalentes na populagio ¢ o
cincer de tir6ide ¢ a neoplasia endécrina mais comum. Assim, é na-
tural que diversos grupos clinicos e de pesquisa, nestes tltimos anos, te-
nham dirigido seus esfor¢os para o entendimento da patogénese molecular
da proliferagio anormal do tecido tiroideano, com o objetivo de aper-
feicoar o diagnéstico das varias doengas envolvidas e contribuir para o seu
tratamento. Desta forma, virios artigos de revisio analisaram este tema,
inclusive nos “Arquivos” (1-3). Apesar de todo esse esfor¢o de pesquisa,
entretanto, ainda sdo poucas as contribui¢oes que ji estdo sendo utilizadas
na clinica. O foco desta apresentagio ¢ examinar o impacto desses novos
conhecimentos na pratica médica diaria.
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Entre essas contribuigdes, a mais importante ¢,
sem duavida, a possibilidade de diagnosticar os indivi-
duos portadores de mutagdes do gene RET em fa-
milias com carcinoma medular de tiréide (MTC, do
inglés medullary thyroid carcinoma) ¢ conseguir a cura
da doenga, antes mesmo de sua apresentagio clinica.
Além desse aspecto, discutiremos também os dados
relativos a patogénese molecular dos carcinomas dife-
renciados da tirdide, relacionados aos rearranjos entre
0 RET e outros genes no caso do carcinoma papilifero
¢ entre PAX-8 ¢ PPARy] no caso do carcinoma foli-
cular da tiréide. A seguir, analisaremos as mutagoes
que causam ganho de fun¢io no receptor de TSH,
causadoras dos nédulos autbnomos. Finalmente, apre-
sentaremos o emprego de alguns marcadores molecu-
lares que estao sendo propostos para o diagnodstico e
seguimento do cincer da tiréide.

Mutacoes do Gene RET na Neoplasia
Endécrina Mdltipla Tipo 2 e no Carcinoma
Medular de Tiréide Hereditario

Mutagoes germinativas do protooncogene RET cau-
sam predisposi¢ao para todas as formas de carcinoma
medular da tiréide familiar (EMTC, do inglés familial
medullary thyroid carcinoma), seja quando estas fazem
parte da neoplasia enddcrina maltipla tipo 2 (MEN 2,
do inglés multiple endocrine neoplasia, type 2), scja
quando se apresentam como manifesta¢ao isolada.

Formas hereditarias de MTC

A MEN?2 ¢ uma sindrome neoplésica rara caracteriza-
da pela transmissio autossomica dominante com pene-
trincia ¢ expressividade varidveis entre as cerca de
1000 familias afetadas descritas até hoje (1-8). Diver-
sas variantes da doenga tém sido relatadas, todas apre-
sentando penetrancia elevada para MTC (tabela 1). Na
verdade, casos de MEN2 correspondem a apenas cerca
de 25-30% dos pacientes diagnosticados de MTC, a

grande maioria sendo ainda considerada esporadica;
por sua vez, os casos de MEN2A correspondem a 75%
de todas as MEN. Entre os adultos afetados com
MEN2A, cerca de 90% deles apresentam MTC, 50%
feocromocitomas e 20-30% tumores da paratirdide. As
formas variantes de MEN2A incluem o MTC familiar,
o MEN2A com liquen amiléide cutineo ¢ o FMTC
com doenga de Hirschprung (tabela 1).

O MTC ¢é um tumor das células C ou para-foli-
culares da tiréide produtoras de calcitonina, que repre-
senta cerca de 10% de todos os tumores da tiréide
(6,7). Habitualmente, antes da transforma¢io em
tumor ocorre a hiperplasia multifocal das células C,
lesao precursora do MTC, cuja progressao é variavel e
pode levar muitos anos. O MTC pode apresentar
metastases locais para os linfonodos das cadeias cen-
trais, laterais, cervicais e mediastinais, além de metas-
tases a distdncia, especialmente para o pulmio, figado ¢
ossos. O produto principal secretado pelo MTC € a cal-
citonina, que funciona como excelente marcador
tumoral para a persisténcia ou recorréncia da moléstia.
Os valores de calcitonina sao habitualmente elevados
nos casos de MTC; além disso, estimulos com penta-
gastrina ou calcio provocam a elevagiao da calcitonina
em individuos com MTC. A preven¢iao ou cura do
MTC ¢ a cirurgia, cuja técnica consiste na tiroidectomia
total associada ao esvaziamento da cadeia central (4-8).

Como mencionado, mais de 70-75% dos casos
de MTC ¢ esporadico, mas cerca de 25-30% dos casos
sdo, habitualmente, a primeira manifestagio neoplésica
de familias com MEN2A, tendo em vista sua elevada
penetrincia ¢ seu aparecimento precoce. Desta forma,
¢ possivel que pacientes provenientes de familias com
MEN2A constituidas por um pequeno numero de
componentes, manifestem inicialmente apenas o
MTC; assim, seriam diagnosticados apenas como
EMTC e nio como MEN2A, o que ocasionaria a falta
de uma procura ativa para o diagnéstico de feocro-

Tabela 1. MEN2 e suas sindromes ou variantes clinicas.

Sindrome Achados caracteristicos
MEN2A MTC (90%)
Feocromocitoma (50%)
Hiperparatiroidismo (25%)
FMTC MTC

MEN2A com liguen amiléide cuténeo
MEN2A com doenca de Hirschprung
MENZ2B

MEN2A e lesdo pruriginosa nas costas

MEN2A ou FMTC com doenga de Hirschprung
MTC

Feocromocitoma

Ganglioneuromatose infestinal e mucosa
Hdabitus marfandide
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mocitoma, o que poderia causar o risco do individuo
afetado ser surpreendido por uma crise hipertensiva.
Tendo em vista estas consideragoes, tem-se sugerido
que para a categoriza¢do de uma familia como porta-
dora de EMTC, os seguintes critérios deverdo ser
preenchidos: mais de 10 portadores na familia, multi-
plos individuos afetados com idade acima de 50 anos ¢
historia médica completa; desta forma, esse critério
conservador transfere deliberadamente varias pequenas
familias com FMTC para a categoria de MEN2A, para
que se evite o risco de se deixar de diagnosticar um
caso de feocromocitoma (7,8).

A outra forma de MEN2, MEN2B, caracteriza-
se por MTC de comportamento muito agressivo ¢
feocromocitoma, associados a neuromas na mucosa
oral e no trato gastrintestinal, além de fenétipo seme-
lhante a sindrome de Marfan, como bragos longos e
rela¢io tronco-membros alterada (4-8).

FMTC sao aquelas familias nas quais o MTC ¢é
transmitido como trago autossomico dominante sem
as outras manifestacdes de MEN2 (tabela 1).

Estrutura e funcdo do RET

O gene RET (rearranged during transfection) codifi-
ca, no homem, um receptor transmembranoso da fa-
milia das tirosino-quinases (TK, do inglés tyrosine-
kinase) para uma familia de ligantes, da qual o para-
digma ¢é o fator de crescimento neurotréfico derivado
de células da glia (GDNF, glial cell-derived neurotropic
growth factor) (1,2,4,10). O gene RET esta envolvido
na regulagdo, sobrevivéncia, diferenciacio ¢ migragio
das células derivadas da crista neural; esta localizado no
cromossomo 10ql1.2, contém 21 exons que ocupam
mais de 60kb do DNA gen6émico ¢ ¢ transcrito em
pelo menos 10 isoformas alternativas (2-4).

A proteina RET ¢ dividida em 3 regides, um
dominio extracelular que contém o peptideo-sinal, um
sitio com homologia a caderina e outra regiao rica em
cisteina, um dominio transmembranoso ¢ um dominio
intra-membranoso, que apresenta a TK (figura 1).
Como mencionado, o RET ¢ o receptor dos fatores de
crescimento pertencentes a familia dos fatores neu-
rotroficos GDNF, semelhantes a TGEf, que apresen-
tam influéncias tréficas em diversas populagdes de
neur6nios e incluem, além do GDNEF, a neurturina
(NTN), a persefina (PSP) e a artemina (1,2). A respos-
ta fisiologica a esses agentes requer a interagio com
um complexo multimérico composto pelo RET e por
co-receptores de alta-afinidade para o glicosil-fosfa-
tidil-inositol (GPI). J4 se isolaram 4 desses co-recep-
tores ligados a GPI, que se denominam GFRal, 2, 3
¢ 4, e ligam-se de modo preferencial a GDNF, NTN,
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Regido rica
em Cisteinas
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Ret Ret

Figura 1. A proteina RET &€ um receptor caracterizado por 3
regides principais: um dominio extra-celular onde se d& a
liga¢cdo com o ligante, no caso o GDNF (fator de cresci-
mento neurofrdfico derivado de células da glia); um do-
minio fransmembranoso; e uma por¢do infracelular con-
tendo o dominio firosina-quinase (TK). A por¢do extracelu-
lar complexa-se com co-receptores de alta-afinidade para
o glicosil-fosfatidil-inosotol (GPI), conhecidos como GFRa-1,
para formar um complexo receptor multimérico com o
qual os ligantes especificos, no caso o GDNF interagem
(modificado a partir da referéncia 5).

artemina ¢ PSP, respectivamente. A seguir, os com-
plexos ligante-receptor interagem com o RET e
induzem a dimeriza¢io, com a conseqiiente ativagio
da quinase, auto-fosforila¢do e inicia¢do da transdugio
do sinal, que promove, como mencionado, a sobre-
vivéncia neuronal, além da diferencia¢do e da migra¢io
das células da crista neural (figura 1) (1,2).

Mecanismos da Ativacéo da RET-TK

As diferentes formas clinicas de MEN2 estio associ-
adas a mutagoes distintas do RET que causam alte-
ragio de apenas um aminoacido. Todas essas mutagoes
de ponto provocam um efeito de “ganho de fun¢io”
que causam, por sua vez, uma ativa¢io descontrolada
da atividade TK do receptor. O mecanismo molecular
dessas alteragdes ¢ uma dimerizagdo constitutiva que
afeta as cisteinas extracelulares; apesar da estrutura
tridimensional do dominio extracelular do RET ainda
ser desconhecida, estas cisteinas formam, provavel-
mente, pontes dissulfeto no receptor mutado que
resultam numa cisteina nio-parecada que forma uma
ponte intermolecular ativadora (2) (figura 2). A expli-
cagdo dos diferentes fendtipos encontrados na pratica
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Figura 2. Ativacdo constitutiva do RET como resultado da
mutagcdo de uma cisteina no dominio exfracelular. Normal-
mente (figura da esquerda), quando ocorre a ligacdo com
o GDNF ou outro ligante, hd a dimerizagdo do receptor, o
que ativa a tirosino-quinase (TK). Quando ocorre a mutacdo
no RET (figura da direita) as cisteinas formam pontes di-sulfe-
to ativadoras no receptor mutado induzindo uma dimerizo-
¢do constitutiva (modificado a partir da referéncia 4).

clinica é dada pelas intensidades variadas de indugdo da
dimerizagdao observadas nas diversas mutagdes. Assim,
mutagdes de RET associadas a FMTC apresentam uma
dimerizagio menor e isto explica porque suas ativi-
dades quinase e oncogénicas sio menores que as apre-
sentadas pelos mutantes de MEN2A.

No caso de MEN2B as mutag¢des causam uma
ativa¢do constitutiva do potencial transformador do
RET, pois além das altera¢des quantitativas da atividade
basal da atividade quinase, a mutagio mais freqiiente
(Met918Thr) afeta a qualidade dos sinais intracelulares.
Um dos seus efeitos ¢ mudar a especificidade do subs-
trato da TK de uma quinase tipica de receptor (RTK)
(sempre com metionina na posi¢io 918) para uma
quinase tipica do citoplasma (com a treonina na posi¢ao
918), o que causa ativagao sem a necessidade de dime-
rizagdo, pois esse residuo localiza-se na regido da li-
gacdo do substrato. Desta forma, o mecanismo mole-
cular pelo qual a muta¢io Met918Thr altera a fun¢io
de RET ¢, provavelmente, multiplo; por um lado, a
mutagio causa uma ativagao independente do ligante
sem promover a dimerizagao constitutiva das moléculas
de RET; por outro lado, o Met918Thr modifica a
especificidade do substrato RET, o que causa a modifi-
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cacdo da autofosforilagio assim como o padrio
intracelular de fosforilagao das proteinas. A quinase do
MEN2B pode ser ainda mais ativada pelo ligante e por
causa disso é que a estimulagio ¢ mais forte que a cau-
sada pelas mutagoes MEN2A (2,4,5).

Espectro de Mutagées do RET no MTC Hereditdario
O diagnostico de que um individuo é portador de mu-
tagdes no RET é um dos poucos exemplos na pratica
médica em que a realiza¢io de um teste genético pode
definir uma intervengao clinica efetiva (tabela 2 e figu-
ra 3). Este assunto é, no entanto, ainda objeto de con-
trovérsias, pois a cada dia descrevem-se novas familias
com mutagdes novas ou ja conhecidas e ganha-se mais
experiéncia com o seguimento dos pacientes, o que
provoca mudangas nas freqiiéncias especificas das
muta¢oes ¢ modificagdes na conduta médica. Utiliza-
remos neste texto os dados provenientes do ultimo
consenso sobre MEN2, com o acréscimo dos dados
nacionais sobre a doenga (8,9,11-17).

As mutagdes que causam MEN2A afetam, espe-
cialmente, o dominio extracelular, envolvendo a con-
versdo dos residuos cisteina para outro tipo de aminoa-
cido no c6don 634 (exon 11) ou nos cédons 609, 611,
618, 620 (exon 10); essas mutagdes correspondem a
mais de 95% das mutagdes descritas para MEN2A,
sendo que s6 a mutagiao no cdédon 634 representa 80%
dos casos. Por outro lado, metade das familias com
EMTC apresentam muta¢oes no exon 10, nos cédons
618 e 620, aparecendo num nimero limitado de fa-
milias muta¢des no exon 11 (cdédons 630, 631), en-
quanto que a outra metade inclui mutag¢des nos coédons
768, 790, 791 (exon 13), 804, 844 (exon 14) ¢ 891
(exon 15), no dominio intracelular. Desta forma, mais
de 95% das familias descritas com MEN2A ¢ EMTC
tém a muta¢io num desses cédons (tabela 2, figura 3).

Como dissemos, a descri¢io de novas familias ¢
a disponibilidade do estudo dessas mutagoes em diver-
sos paises com composi¢iao genética e ambiental dife-
rente vai modificar, provavelmente, esses nameros.
Nos, por exemplo, descrevemos recentemente uma
familia muito numerosa com uma nova muta¢io no
exon 8 (14), o que ocasionou uma modificagiao subs-
tancial na casuistica brasileira. Até entdo, tinham sido
descritos estudos moleculares de 26 familias brasileiras
portadoras de MEN2A ou FMTC, sendo 11 men-
cionadas pelo grupo da Faculdade de Medicina da

Tabela 2. Correlagdo entre gendtipo e fendtipo no MTC.

MEN2A: 634>618>620>611>609>790>V804L
FMTC: 609>611>618>620>768>V804L>891
MEN2B: 918>883>922
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609 630 768 804 883 918
611 634 790 891 922
618 791

620

10 11 13 14 15 16

nH2—EEHET e e —— COOH
Peptideo Caderina-s Cisteina TM TK
Sinal

Figura 3. Mutagdes do RET em MEN2 e FMTC. No desenho
inferior vemos um esquema dos dominios do RET da por¢cdo
NH2 & esquerda até a porcdo COOH & direita; no desenho
central observamos os exons extracelulares, ricos em cistei-
na (10 e 11) e os exons intracelulares, no dominio TK
(13.14,15 e 16) onde ocorrem as mutacdes mais frequentes;
no desenho superior notamos os cdéddons mais frquente-
mente mutados (modificado a partir da referéncia 16).

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (11), 12
pelo grupo da Faculdade de Medicina da Universidade
de S3o Paulo (12) e 3 pelo grupo da Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto - USP (13), que apresen-
taram, como no resto do mundo, grande predominio
de muta¢oes no cédon 634 (exon 11) (61,5%, 16/26
familias); a seguir, houve 4 familias (15%) com mu-
tagdes no cdédon 804 (exon 14), 3 (11,5%) no cdédon
618 (exon 10), duas (8%) no cé6don 620 (exonl0) e
uma familia (4%) no c6don 611 (exon 10).

Diferente dessa grande heterogencidade que
ocorre com familias de MEN2A ¢ FMTC, uma tnica
mutagao que converte metionina em treonina no c6-
don 918 (exon 16) ¢ responsivel por 95% dos casos de
MEN2B (8). Nos 3 casos brasileiros onde houve estu-
do molecular de MEN2B a mutagdo foi no cédon 918
(Met918Thr, exon 16) (11,12.,15).

Existe correlagdo entre o gendtipo ¢ o fendtipo
(tabela 2); assim, o risco de feocromocitoma ¢ de 50%
nos individuos com mutag¢io no cédon 634 ¢ de 10%
naqueles com mutagdo no exon 10. Da mesma forma,
hiperparatiroidismo ou liquen amildide cutineo s6
aparecem nos pacientes com MEN2A com a mutag¢io
634. Por outro lado, aqueles individuos com mutagoes
nos exons 13 ou 14 evidenciam doen¢a menos agres-
siva ou que aparece mais tardiamente.

Rastreamento dos individuos que apresentam
risco para carcinoma medular de tirdide
hereditdrio

Nas séries mais antigas de MEN2A ou FMTC a morta-
lidade por MTC era ao redor de 20%, pois o tratamento
iniciava-se apenas ap0s a descoberta do nédulo na tiréide
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(4,8,9,17). A seguir, como se sabe que 50% dos pa-
rentes de primeiro grau do paciente afetado irdo desen-
volver a doenga, introduziram-se as dosagens sensiveis
de calcitonina e os testes de estimulo com pentagastri-
na ou calcio, realizadas anualmente, com a indica¢io de
tiroidectomia total naqueles pacientes com o teste alte-
rado; esta abordagem diagnéstica causou a diminui¢io
da mortalidade por MCT para 5% dos casos (4,8). Além
disso, a descoberta dos casos de MEN2A obtida pelo
rastreamento com a calcitonina contribuiu para o diag-
nostico precoce de feocromocitoma nessa sindrome,
uma vez que esses individuos foram investigados de
maneira preventiva para feocromocitoma, o que também
auxiliou para a queda de mortalidade de MEN2. A inter-
pretagao dos testes, porém, é problemadtica, pois além de
caros, muitas vezes obtém-se resultados com valores
perto do limite indicativo de uma possivel neoplasia e a
decisio de indicar ou n3o a tiroidectomia ¢ dificil de ser
tomada, especialmente em criangas (4,8).

Desta forma, tem-se recomendado recente-
mente a indicagdo da tiroidectomia baseada no diag-
nostico genético, pois o cédon mutado do RET cor-
relaciona-se com a variante do MEN2, incluindo-se a
agressividade do MTC. Assim, o c6don mutado e os
achados clinicos da familia devem ser considerados na
planifica¢io da conduta para os pacientes portadores
de mutag¢io. Na tltima reuniio de consenso estratifi-
cou-se o risco e recomendou-se uma série de decisoes
de acordo com as mutagoes conhecidas (8,9).

Assim, criangas com MEN2B e¢/ou mutagoes
no RET dos c6dons 883, 918 ou 922 sio classificadas
como nivel 3 ou de altissimo risco de forma agressiva
de MTC e devem ser submetidas a tiroidectomia total
com dissec¢io central dentro dos primeiros 6 meses de
vida, preferencialmente dentro do primeiro més, pois
o achado de MTC microscopico no primeiro ano de
vida ¢ comum; se metistases forem identificadas a
cirurgia, esta deve ser mais extensa (8,9,16,17).

As criangas que apresentam mutagdes nos
codons 611, 618, 620 ¢ 634 sio classificadas como
nivel 2 ou de risco elevado para MTC e devem ter sua
tiroidectomia total com remog¢io da cipsula posterior
realizada antes da idade de 5 anos (16).

Criang¢as com muta¢des no RET nos coédons
609, 768, 790, 791, 804 ¢ 891 sio classificadas como
nivel 1 ou de risco menos elevado para MCT; devem,
também, ser submetidas a tiroidectomia total por
ocasido do primeiro teste da pentagastrina alterado (16).

Aconselhamento Genético Pré-teste

E recomendavel a realiza¢io de uma sessio de acon-
selhamento genético para os familiares de MEN2A e
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FMTC antes da autoriza¢io da colheita de sangue.
Assim, adultos, criangas e pais deverdo saber algo sobre
transmissao genética ¢ a probabilidade de heranga ge-
nética numa doenga autossdmica dominante, sobre os
riscos e os beneficios do teste, que incluem o potencial
para discriminagdo, erros e futuras tecnologias. Além
disso, deverao ser explicados dados sobre as possibili-
dades de tratamento e a necessidade de seguimento
prolongado para os afetados.

Rearranjos do Gene RET no Carcinoma
Papilifero de Tirbide

Diferentemente das células C, que s3o derivadas da
crista neural, o gene RET nao é expresso normalmente
nas células foliculares da tiréide. Porém, a expressio
aberrante de varias formas de RET pode ocorrer exclu-
sivamente no carcinoma papilifero da tiréide, fato
resultante de rearranjos cromossomicos entre fragmen-
tos carboxi-terminais do RET e promotores de outros
genes nio-relacionados, o que causa uma fusio destes
NOVOSs parceiros que gera novos oncogenes quiméricos,
denominados RET/PTC (do inglés, papiliary thyroid
carcinoma, PTC) (2,3).

Ja se descreveram diversos tipos de RET/PTC,
sempre decorrentes da fusio de seu dominio TK
intracelular com fragmentos 5 de diversos genes (figu-
ra 4). Assim, o primeiro desses rearranjos a ser des-

Caderina-s Cisteina

|

crito, o RET/PTCI, é uma quimera resultante da
fusdo da regido tirosina-quinase (TK) do proto-onco-
gene RET com a regido terminal 5' de outro gene,
chamado H4,/D10S170, ambos localizados no cro-
mossomo 10. Tal unido é devida a um rearranjo intra-
cromossdémico do tipo inversdo paracéntrica, localiza-
do no brago longo do cromossomo 10, inv (10q11.2-
10g21): assim, uma seqiiéncia de 354 pares de bases,
que faz parte do gene H4, substitui a regido truncada
do proto-oncogene RET. Por sua vez, o RET/PTC2
¢ formado pela translocag¢io reciproca entre os cro-
mossomos 10 e 17, o que resulta numa justaposi¢io
do dominio TK do RET com uma por¢io da sub-
unidade regulatéria Rla da PKA dependente de
cAMP. O RET/PTC3, por outro lado, é o resultado
do rearranjo intra-cromossémico formado pela fusio
dos genes REG/ELE].

As recombinag¢des mais freqlientemente encon-
tradas até agora pela literatura sio RET/PTCI e
RET /PTC3, mas vérias outras combina¢des novas tém
sido descritas, especialmente em casos de carcinoma
papilifero de criangas expostas a radia¢gio em Cher-
nobyl (2,3,17).

A caracteristica comum aos genes que se fun-
dem ao RET ¢ a capacidade de se expressarem de
forma onipresente, em todos os tecidos, o que permite
o aparecimento da forma alterada do gene RET nas

sp | [ 4
(T [ RET
Hallll | Tk |RET/PTC1INV 10
RiE T Tk |RET/PTC2t(10;17)
RFG / ELEA[] TK | RET/PTC3 inv 10
RFG / ELEAJ ] | | TK | RET/PTC4 inv 10
RFG5 [ ] | TK | RET/PTCS
RET/PTC
RTIF1 | I I T® | RET/PTC6 t (7; 10)
rrG7 [N | TK ] RET/PTC7 t (1; 10)

Kinectin RET/PTCH t (10; 14)

] P |

|

TK "] RET/PCM1 t (8; 12)

ELKSf | | W] 7« |RET/ELKS t(10; 12}

Figura 4. Tipos de oncogenes RET/PTC1 a 10 enconfrados em carcinomas papiliferos. O
esquema apresenta o desenho do RET normal na primeira linha e, a seguir, os 10 tipos de
RET/PTC descritos até agora; todos sdo quimeras gerados pela fusdo do dominio TK do RET
com genes diferentes heterdlogos. As flexas indicam os pontos de quebra. SP= peptideo-

sinal (modificado a partir da referéncia 2).
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células foliculares, local onde este gene nio se expres-
sa normalmente. Assim, todos estes novos rearranjos
guardam a mesma conformag¢io, ou seja, perda dos
dominios extra-celular e transmembranoso nos frag-
mentos truncados de RET e localizagio da proteina
aberrante dentro do citoplasma. Da mesma forma,
todos os rearranjos RET/PTC sio genes quiméricos
constitutivamente ativados que apresentam sinalizagio
dependente da dimerizagdio do dominio derivado do
fragmento N-terminal doado pelos diversos genes par-
ceiros nas correspondentes fusoes (2,3). A andlise ¢ a
caracteriza¢io dos pontos de quebra gerados na for-
magio desses genes quiméricos, em termos de DNA
genomico, tém demonstrado que a fusio com os dife-
rentes genes ocorre sempre no mesmo nucleotideo da
seqiiéncia de codificagio do proto-oncogene RET.
Assim, em todos os tumores analisados, os pontos de
quebra ocorrem dentro do intron que precede o
primeiro exon do dominio tirosino-quinase do proto-
oncogene RET, o exon 12. Desta maneira, os rearran-
jos envolvendo o RET/PTCI podem ser detectados
por Southern blot ou, preferencialmente, por Reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) nos
DNAs extraidos dos tumores dos pacientes (17,18).
A freqiiéncia da ativagio do proto-oncogene
RET/PTC em pacientes com carcinoma papilifero da
tirdide varia entre as diferentes dreas geograficas. De
fato, enquanto 33% dos pacientes italianos apresentam
ativagio do proto-oncogene RET/PTC, a freqiiéncia
foi muito menor entre os japoneses, oscilando de 3 a
9%. Mais recentemente diversos laboratérios tém rela-
tado até 60% de ativagio de RET/PTC em amostras de
cancer papilifero de tirdide provenientes de criangas
expostas a radiagio em Chernobyl ou a radiagio externa
para o tratamento de doengas benignas da cabega e
pescogo (3). Além da exposi¢io a radiagio, outro fator
que pode estar relacionado a presenga de rearranjos tipo
RET/PTC ¢ aidade de aparecimento do tumor, pois a
porcentagem de casos positivos para rearranjos de
RET/PTC é muito maior nos individuos jovens. Estes
resultados sugerem que diferengas genéticas, de idade
¢/ou fatores ambientais podem alterar a freqiiéncia de
rearranjo deste gene; além disso, outros genes, tais
como os genes supressores de tumores (p53, Rb), tam-
bém podem exercer um papel relevante no desenvolvi-
mento de carcinoma papilifero da tiréide (2,3,17). Em
Sao Paulo observamos, em 12 pacientes com carcinoma
papilifero, a presenga de rearranjos RET/PTC em 3
(25%), todos com idades inferiores a 39 anos (18).
Virios trabalhos evidenciam que os rearranjos
RET/PTC estio relacionados a patogénese do carci-
noma papilifero. Assim, uma elevada propor¢iao de
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focos ocultos de carcinomas papiliferos, considerados
os precursores dessa doenga, apresenta imuno-reativi-
dade para RET ou o RNa mensageiro (mRNA) de
RET/PTC por RT-PCR. Além disso, uma superex-
pressio de RET/PTC1 ou RET/PTC3 em células
tiroideanas de camundongos transgénicos provocam
tumores com histologia tipica de carcinoma papilifero.
Finalmente a irradiagio de tecido fetal humano iz vitro
induz os rearranjos RET /PTC de uma maneira dose-
dependente (2,3).

A possivel explica¢io molecular para a ocorrén-
cia deste tipo de genes quiméricos estd relacionada ao
fato de que os loci cromossémicos participantes do
rearranjo RET /PTC (por exemplo, RET e¢ H4) estio
justapostos durante a interfase em tecido humano
tiroideano normal, oferecendo, desta forma, um alvo
para a radia¢do induzir quebras no DNA que causa-
rlam uma recombina¢io nao-homologa das partes.
Assim, a arquitetura cromossOmica durante a interfase
pode ser um pré-requisito importante para a recombi-
na¢io do RET nas células tiroideanas; a despeito da
distincia linear (30 megabases no caso de H4 ¢ RET),
a contigiiidade fisica dos genes envolvidos durante a
interfase aumenta a chance de recombinagao ilegitima
apoOs exposi¢do a agentes genotoxicos (3,19).

Rearranjos RET/PTC em carcinomas de células
de Hurthle

Os tumores derivados das células oxifilicas ou de
Hurthle sao considerados variantes dos carcinomas
foliculares de tirdide. Recentemente, porém, tem se
modificado essa idéia, pois se verificou que um grupo
de tumores de células de Hurthle tem caracteristicas
histolégicas de carcinomas papiliferos, além de apre-
sentar rearranjos do tipo RET/PTC e imuno-histo-
quimica positiva para RET (20). Esta re-classificagdo
dos tumores de células de Hurthle ainda nao é univer-
salmente aceita, mas pode ter implicagdes praticas
importantes, uma vez que o carcinoma papilifero de
células de Hurthle pode ter um comportamento
biolégico distinto, pois apresenta metastases nos lin-
fonodos regionais em oposi¢do aos carcinomas de
Hurthle sem rearranjos RET /PTC, que enviam metas-
tases a distancia (2,20).

Multicentricidade do carcinoma papilifero

Os carcinomas papiliferos da tiréide sio, habitual-
mente, multicéntricos por ocasido da apresentagdo ini-
cial, ndo se sabendo se esses focos multiplos represen-
tam micrometastases provenientes da mesma lesdo
primaria ou seriam decorrentes de tumores distintos.
Recentemente um trabalho evidenciou que 17 de 21
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pacientes com carcinoma papilifero multifocal eram
positivos para RET/PTC e, desses, 15 apresentavam
tipos diversos de RET/PTC mRNA nos tumores indi-
viduais dos diferentes pacientes, indicando que tive-
ram, provavelmente, eventos iniciadores diferentes.
Esse dado indicaria que a tirdide desses pacientes foi
exposta a uma agressio genotdxica importante, que
causou dano disseminado ao DNA. Corroborando
esta hipétese, os cinceres papiliferos em criangas sio,
comumente, multicéntricos (3,21).

Fusdo PAX-8-PPARy1 no Carcinoma Folicular
da Tirdide

Ja se sabe, ha algum tempo, que o carcinoma folicu-
lar apresenta uma via oncogénica distinta do carci-
noma papilifero. Entre essas evidéncias incluem-se a
prevaléncia maior de mutagoes ativadoras dos genes
RAS e a predisposi¢io muito maior para o desen-
volvimento de anomalias na replica¢gio do DNA.
Até recentemente, porém, nio havia anomalias
genéticas descritas no cancer folicular de tirdide.
Kroll e cols. publicaram uma possivel base molecu-
lar ao descrever a translocagio cromossOmica
t(2:3)(ql3;p25) apenas em carcinomas foliculares
(22). O ponto de quebra do cromossomo 2ql3 fica
dentro da regido codificadora do fator de tran-
scri¢ao tiroideano PAX-8 e o cromossomo 3p24
dentro da regido codificadora do PPARyl. Esse
rearranjo foi encontrado em 5/8 carcinomas folicu-
lares, mas em nenhum dos adenomas foliculares.
Estudos funcionais para evidenciar se esse rearranjo
poderia ser responsivel pela génese do carcinoma
folicular ainda ndo foram feitos.

Mutacoes Promotoras de “Ganho de Fun¢do”
no Receptor de TSH
Para o receptor de TSH (TSH-R) o termo “ganho de
fun¢io” pode significar ativa¢do na auséncia do ligante
(constitutividade), causadora da “autonomia” do teci-
do tiroideano (doenga de Plummer), o aumento da
sensibilidade ao agonista, que diminui o valor sérico de
TSH e a ampliagao de sua especificidade, que ocasiona
estimulag¢do da glandula, pois o novo agonista nio faz
o feedback negativo.

Em termos da tumorigénese molecular tiroi-
deana existe um tipo de “ganho de fun¢io” para o
TSH-R, representado por diversas mutagdes somati-
cas, causadoras da doenga de Plummer, que ativam o
TSH-R de modo constitutivo, uma vez que este ¢ efe-
tor de ambas as a¢des do TSH, as estimulatérias para a
producio de T4 ¢ as mitogénicas para a prolifera¢io
do tecido tiroideano (23,24).
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O gene do TSH-R fica no cromossomo 14 ¢
codifica uma glicoproteina pertencente a familia dos
receptores ligados a proteina G, constituida por uma
regido C-terminal semelhante a uma “serpentina”
(codificada apenas pelo exon 10) e uma longa regiao
N-terminal codificada por 9 exons. Este dominio N-
terminal é o responsavel pela ligagio com o TSH,
enquanto que a “serpentina” é a responsavel pela
transduc¢do do sinal a proteina G (figura 5).

A maior parte das muta¢des encontram-se na
terceira al¢a citoplasmatica ou no segmento adjacente
transmembranoso do TSH-R, o que indica que nessa
area localiza-se uma regido mais “quente” para mu-
tagoes, mas jd se descreveram alteragdes em todo o
TSH-R (figura 5, tabela 3). Os produtos constituidos
pelos aminoacidos substituintes promovem, de ma-
neira geral, um aumento da atividade constitutiva do
receptor por meio do estimulo de cAMP, além de evi-
denciarem uma afinidade maior pelo TSH que o re-
ceptor selvagem. Diversos trabalhos ndo tém encon-
trado uma relagdo entre as posi¢oes das mutagdes ¢
suas caracteristicas funcionais e todas apresentam
fenotipos semelhantes (23,24). Desta forma, essas
informagoes referentes a patogénese molecular do
nédulo auténomo nio tém se traduzido, por enquan-
to, em algum aspecto pratico no manejo dessa doenga.
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Figura 5. Esquema do receptor de TSH e suas mutacoes; a
figura da esquerda mostra na porgdo superior o dominio N-
terminal, extra-celular, ligante do TSH e na por¢do inferior o
dominio C-terminal, ligado & proteina G, semelhante a
uma "serpentind", que cruza a membrana 7 vezes. Os
ndmeros indicam os cddons das mutagdes j& descritas no
receptor de TSH. A figura da direita mostra as regides trans-
membranosas VI e VI, onde ocorre o maior niumero de
mutacdes (modificado a partir da referéncia 23).
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Tabela 3. Mutacdes ativadoras mais comuns do receptor de TSH
CODON Substituicdo Mutacdo Mutacdo Mutacdo Estimulacdo Estimulacdo
Somdtica Germinativa Germinativa de de
Nova Familiar (CAMP) (IP)
Ser281 Asn + + -
Thr + + + -
lle + + -
Met453 Thr + + + -
lle 486 Phe + + +
Met + + +/-
Serb05 Arg + + -
Asn + + -
Vals09 Ala + + -
lle568 Thr + + +/-
Del613-631 + + -
Aspb19 Gly + + -
Ala623 lle + + +/-
Val + + -
Ser + + -
Leu629 Phe + + + -
lle630 Leu + + -
Phe631 Leu + + + -
Cys +
The632 lle + + + -
Ala +
Aspb633 Tyr + + -
Glu + + -
His + + -
Ala + +
Pro639 Ser + + + +
Asn650 Tyr + + -
Val656 Phe + + -
Del658-661 + + -
Asn670 Ser + + -
Cys672 Tyr + + -

Marcadores Moleculares no Diagndstico e
Seguimento do Cancer da Tiréide

A literatura vem procurando, ha algum tempo, mar-
cadores que possam ser utilizados no diagnoéstico mole-
cular de diversas doengas da tiréide. O foco principal
tem sido a busca do diagndstico diferencial dos nédulos,
tendo em vista a facilidade da obteng¢do de material por
meio da pungdo aspirativa por agulha fina ¢ algumas
dificuldades trazidas pela citologia de tiréide, das quais
destaca-se o diagndstico de “lesdo celular folicular” ou
“proliferagio folicular”, que ndo distingue o carcinoma
folicular de lesdes benignas, como bécio coldide ¢ o
adenoma folicular. Assim, marcadores moleculares que
pudessem discriminar essas lesdes seriam muito Gteis e
tem-se tentado o emprego de varios, por meio da
extragao do RNA extraido do material de agulha e pos-
terior RT-PCR de diversos genes. Os resultados, entre-
tanto, ainda estdo na fase pré-clinica.

Por outro lado, varios grupos tém proposto o
uso do mRNA da tiroglobulina (Tg), detectado a par-
tir de células tiroideanas circulantes, com o objetivo de
utiliza-la especialmente naqueles casos onde a dosa-
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gem de tiroglobulina estiver prejudicada pela presenga
de anticorpos anti-tiroglobulina (25-27).
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