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RESUMO

A neoplasia enddcrina multipla Tipo 2 (MEN-2) € usiiadrome hereditaria que
compreende: carcinoma medular da tireoide (CMTpetparatireoidismo primario,
feocromocitoma e outras doencas nao-endécrinasa Bsbdividida em trés
desordens fenotipicas relacionadas: MEN-2A, MEN&RBpresentacdo Unica do
carcinoma medular familiar da tireoide (FMTC). A MERA compreende CMT
(95% a 100% dos casos), feocromocitoma (30% a 56% hiperplasia da
paratireoide (10% a 30%). A MEN-2B apresenta CMT5%9 a 100%),
feocromocitoma (30% a 50%), neurofiboromatose de asag e do trato
gastrointestinal e anomalias musculo-esquelétioasl@0% dos casos. A MEN-2
esta associada a mutagdes no proto-oncofefie(10qll.2), que determinam a
ativacdo permanente do receptor RET . O proto-ammelET gene codifica cerca
de 10 isoformas, sendo as isoformas RET 9 e RETa®$lInais importantes no
desenvolvimento da MEN-2. Para a determina¢éo dalagdo gendtipo-fenotipo e
isoformas da proteina RET (RET 9, RET 51 e residuoY1062) foram estudados
58 individuos residentes no Estado de Minas Gé€38isasos de CMT isolados e 25
familiares). Foram utilizadas as técnicas de semaerento genético do sangue
periférico e imunoistoquimica dos blocos de paeafimovenientes do tratamento
cirdrgico a que haviam sido submetidos os paciefdendétipo mais prevalente foi
o FMTC e a mutacéo observada foi a L790F. Vinte€g pacientes apresentaram o
SNP L790F, seis pacientes 0 SNPG691S e quatronpesi® SNP A764A, nao
relatado na literatura. O numero reduzido de psetenom MEN-2 dos quais se
obteve material parafinizado ndo permitiu a intetggdo da correlagdo entre o
fendtipo, o gendtipo e a expressao das isoformasataina RET. Acredita-se que o
trabalho tenha relevancia clinica e laboratoriat per a primeira tentativa de
investigacdo e registro dos pacientes com CMT éslimr e CMT familiar (MEN-
2) no Estado de Minas Gerais.

Palavras chaves: RET; Neoplasia enddcrina multijga 2 (MEN-2); Carcinoma

medular da tiredide; Isoformas da proteina RET.



ABSTRACT

The multiple endocrine neoplasia Type 2 (MEN-2)aidereditary syndrome
comprising: medullary thyroid carcinoma (MTC), pdam hyperparathyroidism,
pheochromocytoma and other non-endocrine diseasessubdivided into three
phenotypic related disorders: MEN-2A, MEN-2B andniiéal medullary thyroid
carcinoma (FMTC). The MEN-2A comprises MTC (95% to 100% of seq),
pheochromocytoma (30% to 50%) and parathyroid Iptpsia (10% to 30%). The
MEN-2B presents MTC (95% to 100%), pheochromocytoif3®% to 50%),
ganglioneuromatosis of the gastrointestinal tracii an asthenic "Marfanoid” body
habitus in 100% of cases. The MEN-2 is associated withatiwts in proto-oncogene
RET (10g11), which determine the standing of thél Réceptor activation. The proto-
oncogene RET gene encodes around 10 isoformassafiadmas RET 9 and RET 51,
the most important in the development of MEN-2. B determination of correlation
genotype-phenotype and isoformas protein RET (RERET 51 and residue Tyr
Y1062) were studied 58 individuals resident in 8tate of Minas Gerais (33 cases of
MTC isolated and 25 family). Were used genetic seging techniques of peripheral
blood and immunohistochemistry of paraffin blocksni surgical treatment that had
undergone patients. The most prevalent phenotymeRMiIrC and mutation observed
was the L790F. Twenty-three patients presented SN® L790F, six SNPG691S
patients and four patients the SNP A764A, not regbin the literature. The small
number of patients with MEN-2 from whom the pamaffilocks were obtained has not
allowed the interpretation of the correlation besweyenotype and phenotype, and the
expression of isoformas protein ret. The work resvance clinical and laboratory for
being the first attempt to research and patienbroeevith CMT sporadic and CMT
family (MEN-2) in the State of Minas Gerais.

Key words: RET; Multiple endocrine neoplasia typdMEN-2); Thyroid medullary

carcinoma; RET isoforms.
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1. Introducéo

A neoplasia endocrina multipla Tipo 2 (MEN-2) é usiiadrome hereditaria que
compreende: carcinoma medular da tireoide (CMTpefparatireoidismo primario,
feocromocitoma e outras doencas nao-enddcrinad. dastdividida em trés desordens
fenotipicas relacionadas: MEN-2A, MEN-2B, e aprésedo Unica do carcinoma
medular da tireoide (FMTC), que deve estar presemigpelo menos quatro individuos
da mesma familia (1).

A MEN-2A compreende CMT, o qual ocorre em 95% a%08os casos, o
feocromocitoma (30% a 50%) e a hiperplasia da peocade (10% a 30%). Pacientes
com MEN-2B também apresentam o CMT (95% a 100%Yeporomocitoma (30% a
50%), mas na ha o acometimento das glandulas qeaidis, ocorrendo sim, a presenca
de neurofibromatose de mucosas e do trato gasistimdl, bem como, anomalias
musculo-esqueléticas em 100% dos casos (2,3).

1.2 Manifestacdes Clinicas da MEN-2

1.2.1Carcinoma medular da Tireoide (CMT)

O CMT ¢é a manifestacao clinicaais freqiente da MEN-2, seja da MEN-2A ou
da MEN-2B. E a Gnica com caracteristica de maliuhéd(4), podendo ser encontrada
em quase 100% dos casos (5,6). O CMT é a neoptadigna tumor das células C
parafoliculares (7) em que se observa a producé@leodmdnio calcitonina (8), o qual
pode ser usado como marcador tumoral (9,10,11)kcéhdas C compreendem menos
que 1% de todas as células da tireoide e sdo eadastnas regidesarafolicular,
interfolicular ou intrafolicular (4). A hiperplasiaultifocal das células C é precursora
da lesdo maligna no CMT hereditario (12,13). O Cykfalmente acomete ambos o0s
lobos, e diferentemente de outros tipos de doedgasreoide, ocorre igualmente em
ambos os sexos (4). Manifesta-se como um ndédutoassa cervical e, frequentemente,
0S pacientes ja apresentam comprometimento ermédfis cervicais ao diagnaostico.
As metastases do CMT podem ocorrer também paiafoaddos mediastinais ou mais
distalmente para os pulmdes, figado, rim e oss4%)L As metastases a distancia sao
eventos mais tardios na doencga (16,17).
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A presenca de nédulos na tireoide associada agélevd@os niveis plasmaticos
de calcitonina sdo muitas vezes capazes de comfiontbagnéstico do CMT. Até a
idade de 35 anos quase 100% dos pacientes com GIVNIEN-2 ja apresentam o
aumento da calcitonina (18,19).

O CMT pode secretar grande variedade de substapéasies e ndo péptides,
como o horménio adenocorticotréfico (ACTH), somé&dtiea, neurotensina e o péptide
liberador de gastrina, além de outras substanocia® cprostaglandinas, serotonina e o
antigeno carcinoembriogénico (CEA). O paciente paitela apresentar periodos de
diarreia, provavelmente devido a secrecdo de subat estimuladoras intestinais
produzidas pelo CMT (4).

A prevencéao e cura do CMT na MEN-2 sao feitas pelonda cirurgia, sendo
que, 0 sucesso € dependente do momento de sumacéali A cirurgia do CMT deve
ocorrer antes da idade de progressao da hiperplasi@élulas C para a malignidade
(20). Stjernholmet al. (1980) (21) descreveram CMT familiar em paciemi@s idade
inferior a dois anos.

Uma vez que o paciente com CMT apresente o0 nivelatigtonina elevado,
basal ou estimulada, ele deve ser submetido aid#retomia total (10), ja que a
tireoidectomia total realizada no momento da détede anormalidade da calcitonina
pode ser curativa (22). Os valores de calcitondmquase sempre elevados no CMT
manifesto (23,24,25).

A microscopia do CMT é caracterizada por célulabgppais uniformes ou
ovais com citoplasma eosinofilico finamente gradolaAs figuras mitéticas ndo sao
frequentes. A presenca de amiloide é considerada aaracteristica histopatolégica
distintiva do CMT, embora possa estar ausente gunslcasos. Algumas vezes ha

dificuldade de distincdo histolégica do CMT e osttgpos de carcinoma da tireoide,
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por causa de padrdes de crescimento atipicos pegpidan foliculares, que podem estar
presentes. O estudo imunoistoquimico para caltiéona peca cirdrgiceuitas vezes
se faz necessério em situacdes de histologia nfaresedora (4).

O rastreamento molecular de familias com MEN-2,pati$vel desde a
identificacdo de mutacdes no geRIET (26,27,28), muitas vezes resulta no diagndstico
de individuos portadores de mutacdo, os quais @dgiderados individuos em risco de
desenvolver o CMT (20). Muitos autores demonstraramimportancia desse
rastreamento, pois ele permite identificar os iflies que necessitardo da
tireoidectomia profilatica, devido a alta penetiardo CMT nessas familias (16,29,30).
O rastreamentanolecular também ¢é util para distinguir o CMT hédib do CMT
esporéadico (31).

Para Brandet al. (2001) (32), uma determinada muta¢cdo em um cddagene
RET tem correlacdo especifica de desenvolvimento essigigade do CMT. Dessa
forma, o tipo de mutagdo encontrada em certa famideve ser cuidadosamente
avaliado e considerado ao se escolher o melhor mompeara a realizacdo da
tireoidectomia profilatica. Somente dessa maneisag procedimento serd curativo ou
preventivo do CMT (33,34,35). O aumento da calaitanndica a presenca de doenca
da célula C ja estabelecida. O diagnéstico mole@ikaais precoce do que a dosagem
da calcitonina na identificagdo do CMT (33). O C&O responde a outros tratamentos

nao cirdrgicos, como a iodoterapia, a quimioterapia radioterapia (4,14,15).
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1.2.2Feocromocitoma

O feocromocitoma é a segunda manifestacao fenatipas comum da MEN-2,
seja na MEN-2A ou na MEN-2B, e esta presente esaa 30% a 50% dos casos. Ele
nao ocorre no FMTC. Acomete as células medularexddanal, as quais sédo derivadas
do neuroectoderma (6).

O feocromocitoma na MEN-2 pode ser unilateral datéial e apresenta taxa de
malignidade inferior a 10% (5,6,36,37,38,39,40)e K precedido pela hiperplasia
medular suprarrenal difusa e multifocal, e raramest extra suprarrenal (4,36). O
feocromocitoma pode desenvolver-se antes, aposinmutaneamente ao CMT. Nesse
ultimo caso, o feocromocitoma deve ser ressecamoepo, para que se evite crise
hipertensiva durante a tireoidectomia (4). Em uigrde portador de mutacdo no gene
RET, a investigacdo clinica do feocromocitoma deveeaader a tireoidectomia
profilatica (41).

A presenca do feocromocitoma nos pacientes com KEfdmbém esta
associada a maior chance de complicacbes rela@srea excesso de catecolaminas
como o infarto do miocéardio e o acidente vascutaeloral, especialmente em pacientes
clinicamente ndo diagnosticados que se submetem gracedimento cirdrgico, ou até
mesmo, em mulheres durante o trabalho de parto. (88) pacientes com
feocromocitoma podem apresentar cefaleia intermetgmalpitacdes e nervosismo. O
encontro de hipertensao arterial € um achado inoo(2@). Nos pacientes com MEN-2
existe uma correlacdo genétipo-fenotipo no querelpeito ao feocromocitoma, sendo
que essa enfermidade ocorre mais comumente quaddm presenca de mutacdes
especificas do geRET, como aquelas encontradas no exon 11(16).

O diagnostico laboratorial do feocromocitoma na MEMN semelhante ao

diagnostico do feocromocitoma esporadico. Paraeatifitacdo desse fendétipo, séo
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feitas dosagens de catecolaminas e metanefrinematizas, e em urina de 24 horas. Se
a dosagem estiver acima dos valores de referéncigeoo paciente com MEN-2
apresentar os sintomas compativeis com o feocroomogj deve-se recorrer a exames
de imagem, como omografia computadorizada, ressonancia nucleaméteg das
suprarrenais, ou meta iodo benzilguanidina (MIBG).

Os pacientes com MEN-2 devem ser submetidos a ascqnual para
feocromocitoma, ou mais freqientemente, quandosélegortadores de mutagdes no
geneRET relacionadas ao seu aparecimento. Essa invedtigaizia aos 10 anos de
idade. O feocromocitoma nesses pacientes tem uemdasimento lento e ndo leva ao
aumento significativo da morbidade e mortalidadesiggervisionado cuidadosamente

(37).

1.2.3Hiperparatireoidismo

O hiperparatireoidismo ocorre em 20% a 30% dosscdeo MEN-2A e MEN-
2B, mas nédo esta presente no FMTC. A maioria degaeentes é assintomatica,
embora, a hipercalciuria e a litiase renal posseomrer (4,32). A lesdo histologica mais
comumente observada nos estadios iniciais do lapaipeoidismo associado a MEN-2
€ a hiperplasia das glandulas paratireoides. $efcd for diagnosticada tardiamente, a
lesdo adenomatosa superpde-se a hiperplasia (17,42)

Os critérios diagnosticos e as indicacdes parauagta do hiperparatireoidismo
na MEN-2 sdo os mesmos daqueles do hiperparaisemdesporadico (43,44). Para o
diagndstico do hiperparatireoidismo deve-se dosadlcio plasmatico (total e iGnico),

bem como o paratormdnio (PTH). Essas dosagens dsgeanuais entre 0s pacientes
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com MEN-2, ou mais freqientemente em pacientesgareés de mutacdo no garET
predisponente ao hiperparatireoidismo.

Os exames de imagem, como a cintilografia dasipswates com sestamibi e a
ultrassonografia das paratireoides, ndo séo infirosana escolha da extensao do
procedimento cirdrgico nos casos de hiperparatii®mio em pacientes com MEN-2

(32).

1.2.4Neuromas Mucosos

Os neuromas mucosos sao caracteristicos da MEN&Bestando presentes na
MEN-2A, e nem na FMTC. Eles podem ocorrer na porjétal da lingua, nos labios e
em areas subconjuntivais, além de todo o restaotetrato gastrointestinal. A
ganglioneuromatose do trato gastrointestinal paalésar obstrucdo ou dilatacdo do
colon, podendo ser as primeiras manifestacbes d&l-RBHE nas criancas. Outras
caracteristicas fisicas tipicas da NEM-B incluefmbito marfanoide, peito escavado e

alongamento das extremidades (2).

1.3 RASTREAMENTO CLINICO

Antes da descoberta do gene responsavel pela M&MNi2ioria dos programas
de rastreamento clinico dos individuos em risc€MA hereditario sugeria o inicio da
investigacao clinica na infancia, com dosagensiardeacalcitonina a partir dos cinco
anos de idade, até os 35 anos (18,19). Esse fe®iseata algumas dificuldades de
realizacdo, bem como uma baixa especificidade slskdade (falso-positivos e falso-

negativos podem ser observados em 5% a 85% dos) ¢asql7,45).
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A partir da identificacdo do gefRET e de suas mutacdes, a investigacao clinica
dos pacientes em risco € feita mediante rastreameslecular, independentemente da
idade do paciente, e em apenas uma ocasido (28629/46). Esse rastreamento
molecular tem grande acuréacia e é reprodutivel. (@8) pacientes em risco em uma
familia com MEN-2 que tiverem o teste molecularateg para as mutacdes no gene
RET deverao ser tranquilizados, pois eles e seus nlgsietes tém risco de desenvolver
o CMT semelhante ao da populagéo geral. Os pasienute tiverem o teste positivo
deverdo ser encaminhados para a tireoidectomialgbicf, no momento adequado,
considerando a idade do paciente e o tipo de nwtag@ontrada (20,30,32,33,48)
(tabela 1).

A investigacéo clinica para o feocromocitoma desrersalizada anualmente nos
pacientes com MEN-2, com dosagem de catecolamimastanefrinas plasmaticas e
urinarias. A pesquisa clinica para o hiperparaitiiemo € anual, por meio das dosagens
de célcio sérico, total e idnico, e a do PTH, esfmente naqueles pacientes portadores
de mutacado que se correlaciona ao aparecimentagdessifestacdes clinicas.

A possibilidade de identificacdo de mutacdes noed®ETl nos individuos em
risco das familias com MEN-2 ndo modificou a neideske da pesquisa anual para o
feocromocitoma e o hiperparatireoidismo, em pomasiale mutacdes. Essa pesquisa
deve ser feita em intervalo de tempo menor nos apresentam mutacbes mais
fortemente associadas a essas enfermidades comexeoplo, mutacdo no codon 634

(16,37,46) (tabela 2).
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1.4 ASPECTOS MOLECULARES

1.4.1GeneRET, mutacdes e polimorfismos

O proto-oncogen®ET (rearranged after transfeccion) foi inicialmente descrito
por Takahashi et a(1985) (49), que observaram que células da linhaidH 3T3
expressavam dois segmentos de DNA ainda n&o caldsecjuando transfectadas com
DNA de linfoma humano. Segundo esses autores,iesndueos segmentos tornavam-se
ativos apos a recombinacdo de dois segmentos deriaNAigados, provavelmente por
cointegracdo durante a transfeccdo. O geBe& foi localizado no cromossomo 10
(10g11.2), tanto por andlise de ligacao, quantonppeamento fisico (50,51,52), tendo
sido clonado em 1988. E formado por 21 exons #icaduim receptor de membrana
tirosina-quinase expresso nas células derivadasrid@ neural, incluindo tumores
neuroenddcrinos originados dessas células (53).

O ligante da proteina RET, identificado em 1996mépeptideo da superfamilia
do TGF$ (fator transformador de crescimento) denominattr faeurotrofico derivado
da glia(GNDF), atuando via receptor GDNF{54,55). O GDNFa, acoplado ao seu
receptor especifico, liga-se a porgcdo extraceldar receptor RET, causando a
dimerizacdo desse receptor com posterior autofitesféo dos residuos tirosinaquinase
liberando fosfato, um substrato importante na @ade crescimento e diferenciacéo
celular. Mutagdes no proto-ocogeRET determinam a ativacéo permanente do receptor
RET, desencadeando o processo neoplasico vistdehNt256,57).

O proto-oncogeneRET codifica cerca de 10 isoformas de um receptor de
membrana da familia das tirosinaquinases assocada®liferacdo e diferenciacédo

celular e é expresso nas células da crista néAsdtés isoformas mais importantes sdo
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as isoformas RET 9, RET 43 e RET 51. Elas surgegrartér desplices alternativos da
regido terminal 3’ do exon 19 e diferem entre si peus aminodcidos terminais. As
isoformas do RET tém propriedades de sinalizac&bnths, sendo que o RET 51
parece ser dispensavel no processo da embriog&meggnto, o RET 9 é necessario no
desenvolvimento do sistema nervoso entérico esersa excretorio renal (58).

Existem 16 tirosinas nos dominios intracelularesR&ET 9 e do RET 43,
enquanto o RET 51 possui 18. Entre essas tirosasa#osinas 1015 e 1062 (Y 1015 e
Y 1062) sdo as mais importantes para a sinalizagldar da proteina RE(59). A
tirosina Y1015 representa um sitio de ligacdo maRLCc e a tirosina Y 1062 é um
sitio para a ligagdo de uma série de adaptadorpsotiEinas como o SHC, SNT/FRS2,
IRS1, DOK1, 4 e 5, e 0 Enigma (59). Vérios camintiesativagcéo celular, incluindo o
RAS/ERK, PI-3K/AKT, p38MAPK, JNK ERKS5 séo ativadogyincipalmente via
fosforilacdo da Y 1062 (60). O sitio dplicing das trés isoformas ocorre abaixo do
residuo Y 1062 (61).

As proteinas mutantes RET 51MEN-2A e RET 51 MENt2B poder de
ativacdo maior do que as proteinas mutantes REEN-MA e RET 9 MEN-2B (62).
Entretanto, a atividade do RET 43 parece ser nhaiwa. Esse fato sugere que o RET
51 contribui mais para o desenvolvimento tumoraMiaN-2, talvez por apresentar um
sitio adicional de fosforilacdo, o dominio 1096 (Ty96) (62,63,64). Além disso,
parece que os transcritos que codificam o RET €€ &L sdo mais abundantes do que
os transcritos das outras isoformas na MEN-2 (65).

O RET 9 é assim chamado por ter nove aminoacidosoxiéebminais e é

conhecido como isoforma curta. Ele possui 1072 aadidos (63,66,67). O RET 51 é
formado por 51 aminoacidos carboxiterminais e énaltlb de isoforma longa, por ser

maior do que o RET 9, possuindo 1114 aminoacidesxpgkesséo do RET 43 (isoforma
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de tamanho intermedidrio com 1.106 aminoacidosggeamao ser de importancia

consideravel (figuras 1 e 2).

Muitos autores investigam o papel dos polimorfismdogos dos nucleotideos
(SNPs) na génese e evolugéo clinica do CMT, natteatde encontrar correlacdes
entre eles e a doenca. Entretanto, os achadosdérdiscordantes (68,69,70,71,72,73).
A importancia dos SNPs G691S (exon 11) e L769L {ek®) tém sido frequentemente
citada na literatura por terem apresentado dedledail de ligacdo em vérias
investigacdes (68,69,70). Tem sido demonstrado aguSNPs levam a producdo de
diferentes quantidades de RNAm, com diferentes rgd@des, 0 que ocasiona
modificacdes em sitios dplicing (71,74).

N&o ha relatos sobre o estudo da expresséo e &aiivis isoformas RET 9 e
RET 51 em tecidos obtidos no tratamento cirlrgio® ghcientes acometidos pelo CMT
esporadico ou familiar, nem mesmo, a relacado enfemotipo, o gendtipo e a proteina
RET. Acredita-se que o0 entendimento mais aprofumda@d interacdo destes
acontecimentos auxiliara a compreensdo da vadadii fenotipica observada nessa

sindrome propiciando abordagens clinicas e cirasgicais adequadas dos pacientes.

1.5FAMILIAS COM MEN-2

A primeira mencao na literatura de familias com MENcorreu em 1975 (75).
Desde entdo, varias familias em todo o mundo vemdos@entificadas e estudadas
clinicamente. A descoberta do proto-oncogeié e a identificacdo de mutacdes como
causadoras da MEN-2 , na década de 90, permitiraammaior entendimento dos
aspectos moleculares dessa sindrome. Decorrerde Hisuve a abordagem mais
adequada dos pacientes por ela acometidos, bem derseus familiares em risco de
desenvolverem-na, os quais puderam se beneficigrodsibilidade da realizacdo da

tireoidectomia profilatica.
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O Consorcio Internacional de Mutacbes (1996), estgde envolveu 477
familias com MEN-2 de 18 centros de referéncia @rargos paises, mostrou existir a
correlacdo entre fenotipo e genotipo nessas far(Bia

Alguns grupos de pesquisadores brasileiros da®eegul e sudeste, hoje se
dedicam a busca das familias com MEN-2 no paig§8Entretanto, ainda ndo foram
encontrados na literatura relatos sobre o estusléedailias mineiras com a MEN-2.

Dessa forma, foi proposto a identificacdo das lfasimineiras com MEN-2, o
sequenciamento genético do proto-oncogBEd nos individuos acometidos, bem
como o estudo das isoformas RET 9 e RET 51 nosdlagaile tireoide, linfonodo,
paratireoide e suprarrenal, provenientes do trattm@rirgico a que foram submetidos
0S pacientes.
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Mutacdes no genleET associadas ao carcinoma medular da tireoide  hereditario

Nivel de risco para CMT

Codon da mutacao

Idade(tireidectomia

profilatica)
Altissimo risco (3) 883 Nos primeiros 6 meses de
918 vida (preferencialmente no
922 primeiro)
Alto risco (2) 611 Em torno dos 5 anos de
618 idade
620
634
Risco (1) 609 Entre 5 e 10 anos de idade
630
768
790
791
804
891

Fonte: Brandet al, J Clin Endocrinol Metab 2001
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TABELA 2
Correlacao gendtipo-fenotipo na neoplsia enddcrintipla tipo 2 (MEN-2)

Codon com mutagéo

Subtipo da MEN-2

(gendtipo) (fendtipo)

609, 649, 768, 791, 790, 804, 891 FMTC, MEN-2A
634, 611, 618, 620, 630, 631 MEN-2A

918, 883 MEN-2B

Fonte: Raue e Raue, Fam Cancer. 2010

Update multiple endocrine neoplasia type 2
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Figura 1- Representacdo esquematicgptioe alternativo do RNAmM no
exon 19, que determaéormacao da isoforma RET 9.
A auséncia desglkce leva a formacgéao do RET 51.

Fonte: Heanue e Pachnis, 2008.

A Figura 2 mostra esquematicamente as trés isolRBEA 9, RET 43 e RET 51 com

suas semelhancas e diferencas.
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2. Objetivos:

1.

Verificar se os pacientes com carcinoma meduldrreleide apresentam a forma
esporadica ou familiar da doenca (MEN-2)

2. Estabelecer o padrdo genético de probabilidadeeéaca na familia

Criar o banco de dados das familias com MEN-2 radesde Minas Gerais,
estabelecendo a relagé@o entre seu fenotipo e genati

Determinar a expressao das isoformas RET 9, RES &d residuo Y1062, nos
blocos de parafina obtidos do tratamento cirdrglos pacientes com CMT e

correlacionar o fenotipo e o gendtipo encontrados.
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3. Casuistica e Métodos

A pesquisadora solicitou por meio de cartas, taekftas, e-mail e pessoalmente
a todos os endocrinologistas e cirurgides do Esti®ldMinas Gerais, que fossem
enviados pacientes com diagndstico clinico e laboeh de carcinoma medular da
tireoide, seja a forma hereditaria ou nao.

Os pacientes foram entrevistados e somente ap@msemtimento verbal e a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esutds (TCLE) (Apéndice A),
foram coletados 5 ml de sangue periférico pelorités do Laboratorio Central da
Faculdade de Medicina da UFMG. Esse material foo@padamente acondicionado e
levado ao Laboratério de Neurociéncia da Faculdiedeledicina da UFMG. O sangue
foi processado para permitir as etapas: extracaDNld de leucdcito, purificacdo do
DNA extraido, reacdo em cadeia da polimerase (RC&$equenciamento genético do
proto-oncogen&ET.

Os pacientes forneceram os blocos de parafinaasbtid tratamento cirlrgico a
gue foram submetidos, tendo sido o material devdtden processado para a
imunoistoquimica. Foram utilizados os anticorpodi-eaicitonina, RET (C-19)
(isoforma C), RET (C-20) (isoforma A), e p-RET (TYIR62)-R (Apéndice B). Apenas
parte do bloco de parafina foi utilizada, send@estante devolvido, sem que houvesse
qualquer prejuizo para o paciente.

Este trabalho teve aprovagdo dos Comités de Etisaddspitais das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, HospitalcikelRocho, Hospital Vera Cruz, e

Fundacao Hospitalar Mario Penna (Apéndice C).
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3.1 Métodos para estudo molecular

A analise molecular consistiu no isolamento do Dgxoémico de individuos
afetados por CMT esporadico, bem como dos indigdiwon CMT familiar (MEN-2) e

seus familiares.

3.1.1 Extragcdo do DNA gendmico

A extracdo de DNA é um método basico e essencial peaealizacdo de estudos
envolvendo a Biologia Molecular. A extracdo de DNAnsiste no isolamento da
molécula de DNA do nucleo das células. E possixehie o DNA de varios materiais
bioldgicos como, leucdcito, tecidos parafinadosjajrbulbo capilar e secrecdes (77).

O DNA, obtido a partir dos leucocitos do sanguef@eco dos pacientes foi
extraido usando-se o WIZARD® GENOMIC DNA PURIFICAN KIT (PROMEGA
WI) que contém: solucéo de lise celular, solucabsgenuclear, solucdo RNase, Protein
solucéo d eprecipitacdo, solucdo de rehidratag€&oolhemos este Kit por ser de facil

manuseio e eficiente, permitindo uma recuperacabOet5ug de DNA para cada 300

ul de sangue total. Foi seguido o protocolo recoradagelo fabricante:
Promega Corporation
2800 Woods Hollow Road
Madison WI 53711, USA.
Phone: 608.274.4330;
Fax: 608.277.2516

WWW.promega.com
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3.1.2Amplificagéo génica

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um métogtamente utilizado em
Biologia Molecular, que permite a obtencdo de ueguéncia especifica do DNA por
amplificagdo enzimatica, visando a producao dedeshde cdpias desta sequéncia.

Foi idealizada por Kary Mullis e totalmente descein 1987 (78). A técnica se
baseia na capacidade de autoduplicagdo do DNAmAssimeétodo utiliza uma fita de
DNA como molde, visando a sintese de novas cadeaplementares. Essa reacao
ocorre sob a acdo da enzima DNA polimerase, qap&zade adicionar os nucleotideos
presentes na reacao, segundo a fita molde, gecadia de DNA de dupla fita (77).

Embora os oligonucleotideos que atuam como inicesd@ossam ser muito
pequenos, eles devem ser suficientemente grandes igentificar uma sequéncia
complementar no genoma humano, garantindo dessa @mamplificacdo especifica do
fragmento desejado. Usualmente os iniciadoreszatibs tem cerca de 20 pares de
bases (pb). A escolha dos iniciadores é um do®paniticos para a eficacia do método
de PCR (77).

O tubo com a reacédo é incubado em um aparelhoanteota automaticamente
as mudancas de temperatura em cada ciclo. No dmgrocesso, o DNA produzido
pode ser observado por meio da eletroforese emegatjarose ou poliacrilamida, como
uma banda Unica que corresponde ao tamanho dans@@énplificada, a qual pode
atingir até algumas kilobases (77).

O DNA genbmico extraido foi utilizado para amp#ficos exons 10, 11, 13, 14,
15 e 16 do genBET (tabela 3)A reacao dd°CR foi realizada com o Kit HotStart Taq
Master Mix (Qiagen), conforme orientacdo do fabrtea e 0,AM de cada um dos

iniciadores (senso e antissenso). Para cada rdéacéalizado um controle negativo
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(MMX), contendo todos os componentes da reacadoetexa amostra de DNA. O
resultado obtido pela andlise do controle negatindica a confiabilidade do
procedimento, no sentido de o material amplificagloproveniente da amostra de DNA
utilizada e ndo de DNA contaminante.
As reacoes foram realizadas no termociclador P@FPrdgrammable Thermal
Controller- MJ Research, USA. O programa de PClratio foi:
. 12 fase — temperatura de ativacdo da Tagq DNA palisee 95° C, 15
minutos;
. 22 fase — temperatura de desnaturacéo: 94° Cglades;
. 32 fase — temperatura de anelamento: 59° C, 4hdegu
. 42 fase — temperatura de extenséao: 72° C, 1 minuto;
. 52 fase — 40 ciclos repetitivos, partindo da 22aa#® fases amplificando
exponencialmente o DNA molde;
. 62 fase- fase extensao final com 72° C, 10 minutos.

Os iniciadores utilizados foram:
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TABELA 3
Iniciadores utilizados na reacao de cadejaatinerase (PCR)

Exon Senso Antissenso
10

5-AGAGAATGGTCAGTAGGGGACACT-3 5-GGACCTCAGATGTGCTGTT-3
11

5 - GCATACGCAGCCTGTACC-3 5-CAGGATCTTGAAGGCATCC-3’
13

5-CGTCTTTGCAGGCCTCTCTG-3’ 5-ACAGGCCTGTATGGAGCCCC-3
14

5-AAGACCCAACTGCCTGAC-3 5-GCTGGGTGCAGAGCCATAT-3’
15

5-GTGACCGCCTGGCCATGG-3’ 5-AGGCTTCCCAAGGGCACTG-3’
16

5-AGGGATAGGGCCTGGCCTTC-3’ 5-TAACCTCCACCCCAAGAGAG-3

Os iniciadores foram construidos com auxilio dogpmma de construcédo de

iniciadoresPRIMER 3.

3.1.3 Purificacao

O produto de PCR obtido, foi purificado, para draea dosPrimers e dos
dNTPs e a permanéncia somente de DNA. Utilizou-ki¢ d@e Purificacdo, WIZARD®

SV GEL and PCR Clean-Up System (PROMEGA WI), québaseia no sistema de
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membrana de silica com alta afinidade para as mlalgmegativas, como sédo as de
DNA. Estekit contém: solucdo de ligacdo de membrana, minicovatubo para
minicoluna, solugdo para lavar membrana e agua lde nuclease. Seguimos o
protocolo recomendado pelo fabricante.

As amostras de DNA do PCR, purificadas, foram dfieatlas por
espectrofotometria (Gene Quant- Pharmacia Biotd&#), nos comprimentos de onda

260 e 280nm.

3.1.4 Sequenciamento génico

A técnica de sequenciamento génico pelo métodavenizio foi descrita por
SANGER (1977) (79). Ela permite a identificagao smuenciamento de uma regido
génica de interesse por meio da sintese de fitaPNi& in vitro. A reacdo de
sequenciamento se baseia na utilizagdo de prodet¢¥CR purificados, nucleotideos,
enzima DNA polimerase, solugdo tampdo e dideoxeuitdeos. Os
dideoxinucleotideos (ddATP, ddTTP,ddCTP e ddGTRYyem dos nucleotideos dATP,
dTTP, dCTP, dGTP pela substituicdo do grupo hidaoxio carbono 3 por um
hidrogénio. Assim, toda vez que um dideoxinuclemiié incorporado a uma fita de
DNA em formacado ha parada do processo de sintase @NA por impossibilidade de
ocorrer novas ligacdes fosfodiéster. Onde for ipe@do um nucleotideo, a sintese da
fita de DNA prossegue. No entanto, ao ser incogmran dideoxinucleotideo, a sintese
da fita de DNA é interrompida.

Os sequenciadores autométicos baseiam-se nogoirdgscrito por Sanger e
utilizam iniciadores marcados de dideoxinucleotsdiéggados a moléculas fluorescentes

de alta sensibilidade. Os produtos de PCR dos ex0nd1, 13, 14, 15 e 16 foram
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utilizados para a realizagdo do sequenciamentotigendéJtilizamos o Sequenciador

ABI PRISM 3100 Genetic Analyser.

3.1.4.1 Preparacgéo da reacdo de sequenciamento

A reacao de sequenciamento propriamente dita &dizegla para um volume
final de 20ul contendo: 2ul de Big dye, 3 ul de tampé&csave money, 3,2l de solugéo
inicial de iniciador senso ou antissenso a 1 puho¥ pl do produto de PCR purificado,

completando-se o volume final com agua MilliQ.

A seguir procedeu-se a amplificacdo do materialtermociclador PCT-100-
Programmable Thermal Controller- MJ Research, USArrograma de PCR utilizado

foi:

12 fase — temperatura de desnaturacao: 98° Critosi

22 fase — temperatura de desnaturacdo: 96° CgBddes;

32 fase — temperatura de anelamento: 60° C 4 asnut

42 fase - 24 ciclos repetitivos partindo da 22 at&2 fase amplificando

exponencialmente o DNA molde;

Reacao de precipitacdo com isopropanol/etanol

A precipitagéo consistiu nas seguintes etapas:

A- Foram pipetados 8l de isopropanol a 75% e adicionados ao produto de
PCR obtido da reacédo de sequenciamento acima.

B- A solucdo foi homogeneizada, submetida a uma tegagéo e deixada a

temperatura ambiente por, no minimo, 20 minutotegrda da luz.
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C- O material foi entdo submetido a centrifugacdo Q@3.x G) por 25
minutos), a 25° C, seguido de remocé&o de todopvapanol.

D- Foram adicionados 150 de etanol a 70% sendo o material centrifugado
por 5 minutos a 13.000 x G. Apoés isto, todo o dtésiaemovido.

E- As amostras foram colocadas na maquina termoci@golar 2 minutos a
80° C.

F- As amostras foram eluidas em uma solucdo denonténgzate reagent
supression (TSR), que € uma solucdo desnaturante. A solubfidaofoi
homogeneizada e submetida a uma temperatura de @5°6 minutos
para desnaturacao.

As amostras foram colocadas no sequenciador, quegsou 0 sequenciamento
das mesmas. Desta forma, o DNA foi aspirado do &gpendorf por um sistema de
conducao elétrica (injecéo eletrocinética) paracapilar que apresenta em seu interior
um polimero (POP{8 polymer — Applied Biosystems) que permite que atenulas
de DNA migrem ao longo do mesmo, quando submetidasa eletroforese. Quando o
laser incide sobre as moléculas de rodaminas kgades dideoxinucleotideos elas
emitem fluorescéncia, que é captada por um sistinfiltros. Como cada uma das
rodaminas apresenta capacidade de emitir fluoreec@&m comprimentos de onda
diferentes, o filtro virtual consegue diferencig-la determinar a cada um desses
espectros uma coloracdo especifica. Assim, o dd@B%G) serd representado como
verde, o ddCTP (ROX) como azul, o ddGTP (R110) cqmeio e ddTTP (TAMRA)
como vermelho e sdo apresentados nestas mesmas raoreletroferograma para
identificacdo da sequéncia génica analisada. Equaptos utilizados nas etapas de PCR

e amplificacédo génica estéao listados no Apéndice D.
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3.2 Imunoistoquimica

A recuperacdo antigénica de materiais fixados docdo de formalina a 4% e
processado para inclusdo em parafina (técnica otdizada na rotina histoldgica)
obtiveram um avanco consideravel quando, em 1980,S8 e colaboradores (80)
desenvolveram o método de recuperacao antigérmpé@ages) com o uso de calor. Essa
técnica é de grande utilidade na maioria dos ampioso(4,81,82). Por se tratar de uma
técnica de grande valor no estudo de neoplasiaglidese pela sua utilizacdo no estudo
da expresséao das isoformas da proteina RET no CMT.

Foram utilizados cortes histolégicos de 4 um dasdts fornecidos pelos
pacientes (tiredide, linfonodo, paratiredide e augnal). Antes do estudo das
isoformas da proteina RET nesses tecidos, cerHseotratar do CMT, e optou-se pela
marcacéao da calcitonina. Foi utilizado o anticoapticalcitonina (Mouse clone- CAL3-
F5), conforme protocolo estabelecido. Para a coemg@o da expressao das isoformas
RET 9 e RET 51 foram utilizados os anticorpos dasmaticos carboxiterminais RET
C-19, RET C-20 e Tyr 1062, todos da Santa CruzeBlotology (sc-167, sc-1290 e sc-
2052R, respectivamente), conforme protocolos elsgables (Apéndice G). Foram
usados os Kits Novolink' Polymer Detection System, contendo o anticorpo pés-
primario e o polimero, para o bloqueio da peroxadahdogena e a ligagcdo no
anticorpo, respectivamente. Para a visibilizacdoegpressdo da isoforma, foram
empregados o Dakocytomation Liquid DAB+Substrateo@togen System da Biogen.

Os cortes foram analisados por patologista ndoemmtior do sequenciamento
do geneRET., tendo sidoutilizado o microscopio 6ptico com aumento de 50 e 100
vezes. Foram analisados todos os campos de cantel&oram conferidos a eles graus
de 1 a 4, conforme o numero de células no campoegnpdas pelos anticorpos, da

seguinte maneira:
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Grau 1: 0 a 25% de células marcadas

Grau 2: 25% a 50% de células marcadas

Grau 3: 50% a 75% de células marcadas

Grau 4: 75% a 100% de células marcadas

O tecido normal circunjacente ao tecido neoplasioanesmo corte, foi utilizado como

controle negativo na imunoistoquimica.
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4. Resultados

4.1 Resultados Clinicos e Moleculares

Foram estudados 58 individuos, sendo 33 casosieotie CMT e 25 familiares
desses casos. Decidiu-se inicialmente pelo secararaito dos exons 10 e 11 dos casos
isolados, ja que esses exons sdo considerados issfre@uentemente alterados na
MEN-2. Nos pacientes sem nenhuma mutacao, estesgdeusequenciamento para 0s
exons 13, 14, 15 e 16. Entretanto, em uma pacfentdbservado o fenotipo MEN-2B.
Dessa maneira, iniciou-se 0 sequenciamento pelo #&pja que nesse fenotipo, esse é
0 exon onde estao concentrados cerca de 100% dagdes.

Em oito casos isolados foi encontrada mutacéo,otesido esses, portanto,
considerados casos familiares. Foram estudadas dessas oito familias e construidos
os heredogramas (figura 3). Durante o estudo ddasdbas, foram encontrados dois
outros individuos afetados pelo CMT (individuo 1ld@ familia 3 e individuo | 1 da
familia 4) (figura 3). Nos familiares dos casosldados de CMT e mutacgédo, foi
sequenciado apenas o0 exon ja sabidamente mutado.

Vinte e trés casos isolados de CMT foram consiaderadporadicos, ja que nao
houve mutagc&do nos exons estudados. Entretantoeisndeles foi encontrado o SNP
G691S (rs 1799939), onde se observa a troca dooanido glicina pelo aminoacido
serina no cddon 691 do exon 11. Em 16 pacientes@dT esporadico foi encontrado
0 SNP L769L (rs 1800861) , localizado no cédon @6%xon 13, onde ndo se observa
a troca de aminoacidos (tabelas 4 e 5). Dos 23p&s com CMT esporadico, 17
apresentavam idade superior a 45 anos no momertiagiadstico do CMT. (tabela 6).

Na familia 1, identificou-se que apenas o casadml(ll 2) era afetado pelo
fenotipo MEN-2B. A mutagédo encontrada foi a M918dm troca da metionina por

treonina no cédon 918 do exon 16 (tabela 6; figueaapéndice E).
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Na familia 2, encontrou-se no caso isolado (Il 2jenétipo FMTC, com a
mutacdo L790F. Houve troca da por leucina por &sniina, no cédon 790 do exon 13.
Houve presenca do SNP L769L. Os familiares (11134111 5 e 1l 1) ndo eram
portadores da mutacao L790F, mas apresentaram d_-3082, embora como descrito
ndo havia troca de aminoacido (tabela 6; figuraapéndice E).

Na familia 3, o fenétipo FMTC esteve presente moviduos Il 2 e Il 3, e a
mutacdo encontrada foi a C609Y. Nessa mutacio hoowa da cisteina pela tirosina,
no codon 609 do exon 10. Os individuos Il 1 e2llde seis e nove anos de idade
respectivamente, eram portadores da mutacdo. Eos sl pacientes dessa familia o
SNP L769L foi observado (tabela 6; figura 3 e ajp@n).

Na familia 4, foram estudados dez individuos damgjes I, Il e lll. Foi
encontrado o fenotipo FMTC em 2 deles (I 1 e Il €ndo que sua mutacdo foi a
L790F. Os individuos Il 4, 11l 3, Il 4 e Ill 5 ema portadores dessa mutagdo. Foi
observado que em todos os individuos dessa famdlia a mutacdo L790F, foi
encontrado também o SNP A764A. Todos os individngsstigados, portadores ou
nao da mutacao L790F, apresentaram o SNP L769¢lé&#&h figura 3 e apéndice E).

Na familia 5, foi encontrado, no caso isolado (Il @ fendétipo FMTC e a
mutacdo C634Y, com troca da cisteina por tirosieagcodon 634 do exon 11. Nenhum
familiar estudado (1 2, Il 1, Il 1 e Il 2), erapgador da mutagédo C634Y. Entretanto, no
individuo 1l 1, com 5 anos de idade, foi encontradSNP L769L (tabela 6; figura 3 e
apéndice E).

Em dois pacientes também considerados CMT famdis,quais ndo foram
investigadas as familias, foi observado o fend&pd C, a mutacdo L790F, bem como

0S SNPs L769L e A764A.
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(mutacao encontrada) e fendtipo.
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4.2 Resultado da expressao das isoformas RET 9, RBI e do residuo Tyr
Y 1062:

Foram estudadas a expressao das isoformas danpr&®&T 9, RET 51 e do
residuo tirosina 1062 (Tyr Y1062) nos blocos deafiaa obtidos do tratamento
cirurgico a que foram submetidos os pacientes. Etizada a técnica da
imunoistoquimica e conferiu-se 4 graus de respibetaa expressao, variando de 1 a 4,
onde 1 significa a menor expressédo (0 a 25% dataséinarcadas) e 4 a maior (75% a
100% das células marcadas).

Foram obtidos blocos de parafina de 13 pacientggs Tpacientes nao
autorizaram a utilizacdo de seu material para asiyacdo. Em quatro blocos foram
estudados linfonodos acometidos por invasao do €Miin dois blocos as suprarrenais.
N&o foi observada paratireoide no material inveskig

Foi realizada a correlagdo do fenoétipo, gendétipa expresséo das isoformas da
proteina RET 9, RET 51 e do residuo Tyr Y1062,imitle, linfonodo e suprarrenal

dos blocos obtidos (tabela 7 e apéndice G).
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Distribuicdo do sexo, da faixa etaria de diagnostic carcinoma
medular da tireéide e dos SNPs nos casos condafeesporadicos
e nos considerados familiares

Sexo Faixa etaria SNP
CMT (diagndstico do CMT)

Feminino | Masculino| <45 anos| >45anos | G691S| L769L | A764A

(%) (%) (%)

(%) (%) (%) (%)

Casos 18 5 6 17 6 16 0

esporadicos (78) (22) (26) (74) 26) | (70)| (0)

Casos 5 5 S S 0 7 4
familiares (50) (50) (50) (50) ©) | (70)| @7

SNP: polimorfismo unico dos nucleotideos

CMT: carcinoma medular da tire6ide
rs: numero de referéncia da sequéncia do SNP

Distribuicdo dos SNPs nos casos esporadicos eidaesl

TABELA 5

e valor de significancia

SNP
G691y~ p  L769L y°p AT64A y° p
(%) (%) %)

Casos

esporadicos

(26,1) 3,18;0,074

(69,6) 0,01;0,98

D

(0);10,469;0,00

Casos
familiares

©)

(70)

(40)

% teste do qui-quadrado
p: p-valor <0.05)
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Fenotipo, idade do individuo afetado, idade dowvidio portador,
genadtipo e SNP encontrados nas cinco familias amplasia enddcrina

multipla tipo 2 (MEN-2)

Familia Fenotipo Individuo Individuo Genotipo | SNP
afetado portador (exon) (rs)
(idade anos) | (idade anos)
1 MEN-2B Il 2 (36) Inexisténcia | M918T N&o
de portador | (16) encontrado
2 FMTC I1 2 (55) Inexisténcia | L790F L769L
de portador | (13) (1800861)
3 FMTC Il 2 (40) TG C609Y | L769L
Il 3 (45) 12 (9) (10) (1800861)
4 FMTC 1 1(73) Il 4 (38) L790F L769L
Il 6 (40) 13 (17) (13) (1800861)
Il 4 (22) AT64A
11 5 (10)
5 FMTC 112 (38) Inexisténcia | C634Y L769L
de portador | (11) (1800861)

FMTC: carcinoma medular familiar da tireoide

SNP: polimorfismo unico dos nucleotideos
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TABELA 7

Correlacao fenoétipo, gendtipo e expressao dasrisaf®da proteina RET
9, RET 51 e residuo Tyr Y1062 na tireoide, linfoo@dsuprarrenal em
blocos de parafina obtidos do tratamento cirdrgize pacientes com
carcinoma medular da tireoide esporadico (CMT) £pazcientes com

neoplasia endocrina multipla tipo 2(MEN-2A, MEN-2B-MTC)

Paciente | Fendtipg Genétipo RET 9| RET 51 | Tyry1062 | Local
Grau Grau Grau (tecido)
(La4d) (La4d) (La4d)
1 CMT s/mut. 4 1 2 linfonodo
2 MEN-2A | C634Y 4 2 3 tireoide
4 1 3 linfonodo
4 1 4 suprarrenal
3 CMT s/mut. 4 2 2 tiroide
4 CMT s/mut. 4 2 3 tireoide
4 2 3 linfonodo
5 CMT s/mut. 4 2 1 linfonodo
6 CMT s/mut. 4 2 1 tireoide
7 CMT s/mut. 4 2 2 tireoide
8 MEN-2B | M918T 4 3 2 linfonodo
4 2 4 suprarrenal
9 CMT s/mut. 4 3 3 tireoide
4 3 2 linfonodo
10 CMT s/mut. 4 1 2 tireoide
11 CMT s/mut 4 2 2 tireoide
12 CMT s/mut. 4 1 2 tireoide
13 FMTC L790F 4 1 2 tireoide

s/mut. : auséncia de mutacéo nos exons (10, 114135 e 16)



FMTC: carcinoma medular familiar da tireoide
SNP: polimorfismo Unico dos nucleotideos
Grau 1: 0 a 25% das células marcadas

Grau 2: 25% a 50% das células marcadas
Grau 3: 50% a 75% das células marcadas
Grau 4: 75% a 100% das células marcadas
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5. Discusséo
Assim como é descrito na literatura, nos 33 paege com CMT isolados,
optou-se pelo sequenciamento do geBe& para o esclarecimento de tratar-se ou néo de

CMT familiar (29,30).

Nos pacientes com CMT e mutacdo decidiu-se pelwesasento familiar na
busca de individuos em risco de desenvolver o g Gue o diagnostico molecular &
mais precoce do que a dosagem da calcitonina méifidecdo do CMT. (20,30,33).
Nos familiares onde foi encontrada mutacdo, foiomeendado tireoidectomia
profilatica, seguindo os critérios internacionaesgiau de grau de risco do CMT para a
mutacdo encontrada (32). Entretanto, houve difadedd de aceitacdo dessa opcéao
terapéutica por parte dos pais dos individuos gorés com idade inferior a dez anos, o
que dificultou o aconselhamento genético. Os fam& que ndo apresentaram mutacao
foram tranquiilizados e orientados para o riscoekenvolvimento do CMT semelhante
ao risco da populacao geral (6,10,30). As families dois casos de CMT onde foram

encontradas mutagdes deverao ser investigadas.

O sequenciamento do geRET nos casos de CMT esporadicos e nos casos de
CMT familiares, bem como nos parentes desses, permiencontro de SNPs, cujas

importancias funcionais no CMT tém sido discordar(és8,69,70,71,72,73).

A explicacao do papel do SNP G691S (exon 11), dremdm em seis pacientes,
parece ser a acao cooperativa e aditiva na dingéiozda proteina RET, quando da sua
presenca em concomitancia com uma mutacao extlacdi residuo rico em cisteina
no receptor (68). Outra hipétese seria a troca ld@ng por serina no codon 691
originando um novo sitio susceptivel de fosforitagk proteina, podendo contribuir

para o efeito de sinalizagcdo celular (64,68). d&atito, em todos o0s pacientes
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investigados em que esse SNP foi encontrado, nagehtenhuma mutagcéo nos exons
10,11,13,14,15 e 16.Tem sido também verificado aqp&SNPS levam a producdo de
diferentes quantidades de RNAm, com diferentes rgod@des, 0 que ocasiona

modificacdes em sitios dplicing (71,74).

Encontrou-se a presenca do SNP A764A, ainda nadadel na literatura.
Observou-se significancia estatistica desse SNP caess familiares de CMT, se
comparados com 0s casos esporadicos. Além disam presenca esteve condicionada
a presenca da mutacdo L790F. Dessa maneira, acsedijue o SNP A764A possa
estar envolvido na génese do CMT familiar. Entrietanovas investigacoes devem ser

feitas na tentativa de esclarecer o seu papeldoatno CMT.

Na tentativa de compreenséo da variabilidade felatie genotipica na MEN-2,
optou-se pelo estudo da proteina RET, com o us@mdaoistoquimica em tecido
embebido na parafina, obtido do tratamento cir@rgaic que foram submetidos os

pacientes.

A imunoistoquimica tornou-se um método auxiliardi@gnostico de extrema
importancia e utilidade. A técnica da imunoistogaampor envolver fatores variados
(uma grande gama de anticorpos com origens variatiigados sob condi¢cdes ndo
uniformemente estabelecidas e em uma variedadetubc®s), embora seja uma

ferramenta de grande valor, ainda mostra areagpcolbbemas ndo solucionados (80).

A sensibilidade e a especificidade em procedimed#snunoistoquimica tém
aspectos proprios. A sensibilidade é a capacidadéeste em produzir o resultado
desejado e ha dois componentes a serem avaliadoantitorpo a identificacdo da
percentagem de resultados positivos verdadeiras método o minimo detectavel de

antigeno na lamina. A especificidade é afetada ¢was variaveis: fixacdo e
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processamento do tecido e a metodologia usadae(aos anticorpos e sistema de
deteccdo). A fixacdo dos tecidos nos laboratorespdtologia ndo € uniformizada;
dessa forma, os tecidos estdo ou fixados em excespouco fixados. A fixagdo em
excesso ndo traz problemas mais sérios para azag@hi da técnica de
imunoistoquimica, ja a fixacdo reduzida, é extreeraten deletéria para esse tipo de
exame, pois pode ocorrer autélise tecidual, condgeata antigenicidade (falsos
negativos). Um outro processo no preparo do teque interfere com alguns dos
anticorpos utilizados é a descalcificacdo, e ogosfado variados, devendo-se evitar a

descalcificacdo prolongada e o uso de acidos rfarites (81).

Os limiares de positividade para imunoistoquimiodgm ser definidos como:
negativo; positividade focal (0 a 25%); positividadariavel (25% a 75%) e
uniformemente positiva (mais de 75%). Uma reacasitipa verdadeira mostra
deposicdo do cromdgeno em células ou estruturagsaputem o antigeno de interesse.
Ja em uma reacédo falso-positiva ha deposicdo dadgeno em estruturas que nao
deveriam conter o antigeno (células tumorais p@site estroma intercelular). Alguns
dos motivos para essa falsa positividade sdo: mEss enddgena; biotina enddgena
(presente em concentracdes altas no figado e congentracdo inadequada (alta) do
anticorpo e identificacdo equivocada de pigmentoslgnina; hemossiderina) como
positividade do anticorpo (81). Os anticorpos té&m expressdo em locais especificos
da célula, tais como: citoplasma (citoqueratinagjleo e citoplasma (proteina S100);
nacleo (receptor de estrégeno); membrana citoplasméCD20); membrana e Golgi
(CD30); membrana com localizacdo apical (vilinanarcacédo extracelular (colageno
tipo 1V). Essas diferencas relacionam-se aos aspeta célula em questdo: producéo,

transporte e adesao celular.
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Dessa forma, pode-se inferir que a técnica da imstoguimica é um auxiliar
indispensavel no diagndstico patoldégico em muitassdes, especialmente no caso de
neoplasias. Porém, devido as multiplas variavei®lgitias, deve ser utilizada com
prudéncia e sempre dentro de um contexto compketofdrmacdes, preferencialmente

em certos casos, com o auxilio de outras téecnmaplementares de diagndstico (80).

Constatou-se que, entre as isoformas investigadssforma RET 9 foi a que
apresentou a maior expressao na tireoide, linforemdaprarrenal. Essa expresséo foi
semelhante a expressao da calcitonina, que é obh@nproduzido pelas células C
parafoliculares marcador do CMT (7,8). Por issogdita-se que essa isoforma possa

vir a ser um instrumento auxiliar a calcitonina nasos de CMT.

Entretanto, acredita-se que, para que se estalelegaelacdo entre o fenotipo,
0 genodtipoe a expressdo das isoformas da proteina RET 9,RES do residuo Tyr
1062, é necessario a inclusdo de maior niumero denpes com CMT, o que permitira

maior aquisi¢cao de tecidos parafinizados acomepdogssa enfermidade.

Ha o interesse de que se possa trabalhar de manwgralizada com os
pesquisadores brasileiros, para que seja criadenoobde dados nacional de pacientes
com NEM-2, o que permitira conhecer com profundédaddoenca nessa populacao.
Até o momento, ndo foi encontrado estudo semelhaatéteratura. Entende-se que
esses fatos contribuem para o maior entendimen® rmdecanismos clinicos e

moleculares presentes no CMT esporadico e no Chiiiliéa (MEN-2).
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6. Conclusoes

1. A partir do sequenciamento do geRIET nos pacientes com CMT, foi possivel
classificar os individuos em CMT esporadico e fan{IMEN-2) e estabelecer o

aconselhamento genético.

2. Por meio do sequenciamento do geRET foi possivel estabelecer a

probabilidade genética do CMT nos familiares

3. Foram identificadas cinco familias com MEN-2 noadst de Minas Gerais, 0
que permitiu a criacdo do banco de dados mineirten®tipo mais prevalente

foi o FMTC e a mutacao observada foi a L790F.

4. O numero reduzido de pacientes com MEN-2 dos gsei®bteve material
parafinizado, ndo permitiu a interpretacdo da ¢agé® entre o fendtipo, o

genotipo e a expressao das isoformas RET 9, REETr&4iduo Tyr Y1062.
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Apéndice A —Termos de Conseffientos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

A neoplasia enddcrina multipla tipo 2 € uma doemga atinge varias pessoas de
uma mesma familia (transmissdo genética), ondessops podem apresentar o cancer da
tiredide (glandula localizada no pescoc¢o), a doatgs glandulas adrenais (localizadas
acima dos rins), conhecida como feocromocitomae Estapresenta pelo aparecimento de
aumento da pressao arterial, disparo do coracaoste vermelho, e pela doenca das
glandulas paratiredides (localizadas proximo a oOiile), conhecida como
hiperparatireoidismo (tendéncias a formacgéo degsedos rins). H4 12 anos descobriu-se
gue existem mutagbes no cromossoma 10 (mutacoésiggensao alteracbes que podem
existir em regides que controlam o funcionament® sleas células - pequenas partes do
corpo). Estas mutacdes levam a producao de pretdPnateinas sdo substancias que fazem
parte de nosso corpo e que alteram as célulasaddigda tiredide, as células da glandula
adrenal e as da glandula paratiredide. Existemtgms diferentes destas proteinas que séao
conhecidas como proteina RET 9 e proteina RET 51.

O objetivo de nosso estudo é identificar e quasatifestas proteinas na tiredide, na
adrenal e na paratiredide que foi retirada duraete tratamento cirdrgico para estas
doencas, em vocé que ja foi considerado pelo selicméssistente como pertencer a uma
familia com neoplasia enddcrina multipla. Para,isgoessitaremos de que vocé nos mande
0 bloco de parafina (maneira em que foi guardaduwaterial da cirurgia) que se encontra
no hospital onde vocé foi operado. Utilizaremos eoi@ parte deste material, 0 que néao
inutilizar4 a peca operatéria, sendo o restant®ldied ao hospital de origem.Também

faremos a quantificacdo dos RNA mensageiros emasétio sangue (RNA mensageiros
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sdo substancias presentes nas células do nossoesgng controlam a formacao das
proteinas RET). Para isso, necessitaremos da amdest®5ml de sangue colhido em uma
veia.

Este estudo ndo modificara o resultado que voogbeecna cirurgia, mas nos ajudara a
entender mais adequadamente o que aconteceu maglémaulas tiredide, adrenal e
paratiredide. I1sso nos permitir4 orientar seu neédabre as doencas presentes (cancer da
tiredide, feocromocitoma e hiperparatireoidismo).

Procedimentos:

Para a realizacdo do estudo & importante que waEé&mvie 0 material resultante da sua
cirurgia para o tratamento das manifestacfes daleeaca (peca operatdria em bloco de
parafina). Este material se encontra no hospitdé amcé operou. Também necessitaremos
colher 05ml de sangue em uma de suas veias.

Riscos e desconfortos:

Este procedimento ndo apresenta nenhum risco scom®rto para vocé. Vocé sera
instruido por nGs pesquisadores sobre a maneirata@ o local para onde devera enviar a
sua peca operatodria. Esta peca nao ficara inddip®is, usaremos apenas parte dela.
Também sera orientado sobre a coleta de 05ml dgisaam uma de suas veias.

Beneficios:

O conhecimento das proteinas RET na sua peca oparat sangue podera nos fazer
entender com mais detalhes o que aconteceu nasgiusdulas (tiredide, adrenal e
paratiredide). Assim, poderemos orientar mais aaldggmente seu medico sobre a sua
doenca. Essas doencas podem ser graves e até&lewate se seu tratamento demorar a

acontecer.
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Participacao Voluntéria:

Sua participacdo neste estudo é totalmente volantarsem gastos para vocé. Vocé pode
desistir de participar a qualqguer momento. Cas@ vp®ira retirar-se do estudo, isto nao
trara prejuizo a continuacdo de seu cuidado eneatto.

Vocé pode perguntar a investigadora principal awua aluna de doutorado mencionadas
abaixo qualquer questdo relacionada ao estudo. e&gupsadoras se comprometem a
proporcionar-lhe informacéo atualizada. Se voc8auguiser saber sobre 0s aspectos éticos
dessa pesquisa, vocé pode entrar em contato coomis&Zio de Etica (CEP) da UFMG
pelo telefone (31)34994592.

Confidencialidade:

Toda informacgéo obtida sobre vocé sera mantidaaerpda pesquisadora principal e sua
aluna de doutorado. Apenas pessoas envolvidas msstelo terdo acesso a estas
informacdes. Dados de identificagcdo pessoal sesfiwovidos das fichas, relativas ao
estudo, e guardadas em arquivo separado. Dentriindtes da lei, todo esforco seré feito

no sentido de manter a confidencialidade das irdgfes.

Eu, , portador da carteira de
identidade de numero , emitida pela , OU meu
representante legal declaro que fui informado

(a), de maneira clara, dos objetivos da pesquigalada “Estudo de familias mineiras com
neoplasia enddcrina multipla tipo 2A, tipo 2B ectamma medular familiar: Correlagéo
genotipo, fenotipo e isoformas da proteina RET (RETRET 51)”, que seré realizado no
Laboratorio de Neurociéncia da Faculdade de Medida UFMG e no Hospital Felicio

Rocho.
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Declaro que estou ciente e concordo com o envimidda peca operatdria e a

retirada de 05ml de sangue em uma veia, ndo hawkaris para a minha pessoa. Informo

ainda que, a qualquer momento, poderei decidimmgie participar desse estudo.

a)

c)

(Paciente)

b)

Profa. Maria Martadpiss Soares
Pesquisadora principal -CRM-MG- 23530
Telefone: (31) 3295-5206
Dra. Elizabete Rosariawieanda
Doutoranda-CRWG- 23622

Telefone: 88946

d) Médicstesdge

(Responsavel legal)

Belo Horizonte, de

de 200
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SANTA CRUZ BIOTECHMOLOGY, INC.

Ret (C-19): sc-167

IHr eI

BACKGROLUND

The Ret pmio-oncogens i structursly relsted to the growing famify of
tymaing kingse trensmembrene recemors and is imvobved in GONF signaling.
By alternative epficing, two isnfoms of the Aet prto-omoogere poduct &re
generated. The isofomes differ from each other by haning either B or Bf car-
oy terminal amino acds. The Ret gens products inchuds two ghycomyiated
[Fuisers in funicarycn irested cells, & non-ghycosylated protain corsistent
with the predicted Aet moleculsr weight hased on sequenca ansfyss. Tumor-
specific rearengements of e Ret proto-oncogene have been identified in
pepary thymid caminomas isading to the fmrmation of difiesent trensiam-
i fusion proteins sharmg the tymosine kingss domain of Ret. n contrast o
ihe Ret poto-oncogens, the reamanged fommes are constitutively phosghony-
Ested on fymsing and are treralocsted fom the membrans io the cytoplzsm.

CHROMOSOMAL LOCATION

RESEARCH USE
For research ues onfy, not for ute in disgrostic procedures.
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{Genetic loces: RET [human] mappirg to 1q112: Aet (mouss) mepping o6 F

SOURCE

st [C-19] is avalsble as either mbbit fac-167] or gost [so-167-6] pobydions]
affimity purified antibody reised against a-peptide mapping &t the C-teeminus
iof Rat Eofom C of Heman origin

PRODUCT

Each vial cortains 200 pg IgB in 1.0 mi of PBS with < 0.1% sodium ande
and 01.1% gelatin.

Biocking pegtide avallable for competition stadies, so-167 F, 100 pg
peptide in 0.5 ml PEE containing < 0.1% sodium azide and (2% BEA)

Myailable 85 agamae conjugste for immunoprecipistion, =-167 AL,
500 pgf 025 ml agarse in 1 mi

APPLICATIONS

Ret {C-1% = recommended for detection of Aet Exfom Cand o 2 lessar
axtent Aet isofiorm A of mouss, et and human cigin iy Westem Biotting
[starting difution 1200, difution range 1:100-1-1000}, immnoprecipitstion
[1-Z pg per 10050 pg of total protein (1 mi of cell lyssteld, mmunofivar-
espante and immunohistochemistry [including paraffin-embedded sections)
[starting dilution 1:50. dilaion Enge 1:50-1:500) end sofid phass ELISA
[starting dilution 1-20, d¥ution ranga 1:30-1:3000].

Suitable for ues as cordrol antibody Sor Aet sRMA (R sc-35404, Ret
siANA fm}: 5c-36405, Ret shRNA Plasmid thi: sc-36404-3H, Ret shANA
Piasmit [ sc-36805-5H, Ret shRMA fhi Lamtivical Perficles: sc-36404-V
rid Ret hfMA, [m] Lentiviral Particles: so-35406-4

Modecutar Weight of Ret precurscr: 160 ka
Modecutar Weight of mature Het: 170 kla.
Positive Controle mouse inbestng

STORAGE

Store st 47 T, **D0 NOT FREEZE**, Siskés for one yesr from the date of
shipment. Non-haresdous. Mo M3DS required.
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SELECT PRODUCT CITATIONS

1. Jing, 5., et al. 1996 EDNF-induced activation of the Het protein tymsing
kinasa is medisted by GONFA-w, a novel receptor for GOME Call B5:
T3-11.

2 Trugp, ML, ot al. Y905, Ferctional recepice for GOMNF encoded by the c-fist
prot-oncogene. Mabere 381: THE-7TH0.

3 Durbec, F, et & 1996, GONF sigreling through the Aet receptor tyrosine
kinaee. Natws 381 TE3-703.

4 |aPere, K., et al. 7000 Los= of p53 promotes anspéasia and local imesion
in Aet/FTC1-mdeced thyroid cerdnomas. Am. J. Pethal, 157 671-677.

5 Mogrshi, 8., et al. 2001. The sensitiity of activated Cys Rst mutants to
izl cell Ime-derived newrntrophic factor i mendstony to rescus newn-
ectodesmic cells from apoptosis. Mal. Cell. Biol. 21: 67T18-6730.

B. Ludwig, L, et al. 2003. Grap-Z, & nowel Rst binding protein, & involved in
Ret mitogenic signaling. Onoogene 22: h362-5068.

7. Deersthuber; M., et & 2004 Coexpression of transioming growth boor
{1 and glial cell ling-derved newntnophic fecior in vestibdar schwannoma.
DOtol. Memotol. 750 368-365.

B Tufro, A, st al. 3007. Crosstalk between VEGF-A/VEGFRE and GDNFAET
signaling patiwweys. Biochem. Baogiys. Aes. Commun. 358: 410416

9. Donatelln, 5., et al. 2007. 3H2-B1 f§ adaptor is & key enhancer of AET
tyrosTe kinase signafing Oncogene 76: B54E-R5D.

PROTOCOLS

See ourweb =te at wwwscht.com or ow c2telog for detailed protooois
& support poducts:
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SANTA CRUZ BIOTECHMOLOGY, INC.

Ret (C-20): sc-1290

IHr eI

i e b e

[FACKGROUND |

[AFFLICATIONS |

The Aet proto-oncogene is stucturally related to the gowing family of oo
zine kinase tramsmambrans recepiors end & involved in GINF signaling.
By alternative splicing, two isnfoms of the Ret peolo-oncogense product ere
pererated. The isvformes differ from each other by having either B or BT car-
oy terminal amino acids. The Aet gene products incfds tw ghoosyated
peoteins of 150 ke and 170 ka and, in tuncamycin irested celis, & non-
giymosyizted 120 kDa protein consistent with the predicted Rst moleouisr
wesgit based on seguence analysis. Tumor-specific reamangements of the
et pmto-oncogens have been identified in pepillary thyrid cestinomes
fsading 1o the formaton of differant trensfeming fusion poiers sharing tha
tyrosine kingse domain of Ret In omrast to dhe Al proto-oncogene, the
reamenged foms are constitetively phoaphonylated on tyosine and are
tremslocated from the membrane o the cytopissm.

[REFERENCES |

1. Tekahashi, M., et al. tB88. ldentification of the Rel poto-oncogens
peoducis in newnhlastoma and leuksmia cefs. Oncopene & 571570

2 Tehira, T., et al. 1980. Cheracierzztion of Rst proto-oncogene mANAz
encoding two Eofems of the protein product in 8 homan nesmblasioma
cell line. Oneogene &: 57-102

3 Grieco, M., et al. 1880. PTC iz = novel reanfanged form of the Aet proto-
oncogene and is frequently detected i v in humean thymid papillery
caminomas: Cell G B67-5R3.

i Hopiin, K. 1994 One gene, four syndromes: the story of ret. J. NIH Res. B:
33,

[CHROMODSOMAL LOCATION |

(Genetr: locis: FET fuman) mapping to 10g11.%; Ret [mouse) mapgng to
BE3FL

SOURCE |

Fiet {C-20} iz en affinity purified goat polyclonal anihody eesed against 8
jpeptide mapping within a C-ieminal cyioplasmic domain of Aet isafom A
iof haman origin.

[FRODUCT |

Each vial contains 200 pg 196 in 1.0 mi of PES with < 0.1% sodivm szide and
0.1% gelatin

Hincking peptide avalshle for competition stedies, sc- 1700 F {100 pg peptide
0.5 mi PBS containing < 013 sodium erde and 0.2% BRA)

Bygiztle a5 phyeoerytvin conjugate for fiow cytomstry, sc- 1290 PE, 100 teste.

[RESEARCH USE |
For esearch use oniy, not for use in degrestic procedures.

STORAGE

Store at 47 £, **D0 MOT FREEZE**. Steblie for one yer fom the date of
shipment. Non-harerdous. No MS0S required.

Aet {C-20} is recommendad for detection of Aet Esofem A of mouss, @t and
Frman origin by Wastem Blotting (starting diltion 12200, dlution renge
1:1060-1; 1000}, immunoprecipitztion [§—2 pg per 100-500 pg of total protein
[1 ml of cell ysstell immunoflunrescence [staing dilution 150, dilufion
range 1:50-1-500}, flow cylometry (1 pg per § 2 106 celle] and solid phase
[ELISA {etarting dilution 1:30, dilution range 1:30-1:30001

Suitshle for use &s control antEhody for Aet siAMA (hi sc-36404 and Ret
SiANA Iml; 5-36405.

Miclecular Weight of Rat 150/170 ida
Pozitive Controle: mosse intesting.

[DATA |
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[SELECT PRODUCT CITATIONS |

1. Cosma, M.F, et al. 1888, Mutations in the extracsSufer domain cause
RET lnes of function by a dominent negefive mechanizm. Mol Cell. Biol
18 333328,

2 Urbaro, AJG et al. 2000, GDNF and Rest-gene expreszion in artenor
pituitary-cell types. Endocrinofogy 141: 1833-1858.

3 de Grasf, £, at &l 2001. Differential activities of the RET tymaina kinzsa
receptnr ssoforms during memmelian embryogenesis. Genes and Dew 15:
4332444,

A Japan, M, et al. 2D02. Gligl-destved neumtmpic factor and Ret gens
expressicn i normal human emenor pitaitary cell types and in pitstary
tumors. .J. Cin Endocrinol. Metsh 87 1570-1684.

5 Tes-Fienchala, BA. et sl 2002 NGF ufiizes o-Ret via & novel GFL-ide-
pendent, intes-ATE signaling mecharesm to maintain the trophio states of
mature sympathetic neoors . Mewon 1% 261-2731

. Powell, D.J. Jr; et al. 2003, A thymid tumor-specfic anigen formed by
the fesion of two self proteins. J. imewnal. 170 B61-853.

7. Parstcha, 6. ot al. 2002 The newral cell adhesion maleoule NCAM i an
altermative sigraling receptor bor GONF fmidy ligands. Call 113 BE7-670,

BL Wang, LM. t =t 2004, Hantificztion of the key aming acids of glial =
line-derived neurstragiic Sactor Samily rmesptor sicha] imolved in i
binlogical farction. J. Biol. Chem. 77%: 108-115.

Sants Cruz Siolechoslgy, o

PBOEGT 3801 BN AEVSEOD  fax EVALTI3EE]  Ewrepe  JOBON 4573000 ASETPIASE D wweerschloam



Apéndices 62

SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.

p-Ret (Tyr 1062)-R: sc-20252-R

IHr eI

T

BACKGROLND

The Ret pmin-oncogens i structursly relsted to the growing famify of
tymsing kinase trermmembrane receplors and i involved in GINF signaling.
By alternative splicing, two isoforme of the Ret proto-oncogene moduct ars
pererated that differ from each other by having either 3 or 51 carboy temminal
&ming acids. The Ret gene products include two ghyeosylsted proteins of
150 ke and 170 ka and, in torecamycin-drested cells, 2 non-glycosylated
120 k0a protein corsistent with the predicted Aet mofecula weight based m
sequence analysis. Tumorspecfic resrargements of the Ast rot-orcogene
Fenve been idendified i papillany thyrad ceminomas leading to the formation
ot difierent frensfoming fusion proteins sharing the tyrosine kinase domain of
Ffiet. In comirast io the Ret profo-orcogens, the resmanged fome are comsti-
tutively phosphonyiated on tymosine and see trenshocated from the memirane
1o the cytoplasm, The putative binding =te for either SHZ and FTH domains
b3 been identified s Tyr 586 of Ret/Pac2 {Tyr 1067 on proto-Ret). Tyw 1062
shows features of & multifunctional docking =te end Shc activation plays a
ey role in the trensforming pathweys ingosred by Riet/Fic onoommbsins.

CHROMOSOMAL LOCATION

{Genetic kacus: AET [human] mapping to 10g11_21; Aet [mowse) mapping
o6 F1.

SOURCE

p-Ret {Tyr 10621 is & rabhét polyclonal entibody reised sgeirst 8 short
ming acd sequence contsining phosphoryated Tyr 1067 of Aet of human
aigin

FRODUCT

Each vial contzins 200 ug 1g6 in 1.0 mi of PBS with <0.1% sodhum azide
& 1% gelatin

Blocking peptide available for competition studies, sc-20352 P {100 m
peptide i 1.5 ml PES contsining « 1.1% sodem aride and 0.2% B5A1

APPLICATIONS

phet {Fyr 1062}-R &5 recommended for detection of Tyr 1067 phosprorgated
et of mouse, rat and humen onigin by Westem Blotting [staring dilution
1200, dilution range 1:100-1:1000), meeroprecipitstion [1-2 po per 100-500
g iof total peotein |1 mi of cell lysste|l mrerofvorescence {stasting dilutios
150, dilution renge 1:50-15004 and sdid phase ELISA |starting diution 1:30,
diution range 1:30-1:3000

Suitsble for wse as control antibody for Ret sRANA [hi sc-35404, Ast siRNA
[m Bo-36406, Rt sANA i 30-156121, Ret shANA Plasmad [ sc-35404-5H,
Aet shifA Plasmid (m]- so-36405-5H, Fet shANA Plasmid [} sc-158171-5H,
et =iRNA [hi Lentivired Particles: sc-36404-V, Aet shRNA [m] Lentivirad
Particies: so-36405-V and Aet shAMA (v LenSiviml Partides so- 1581714

Bicferylar Weight of precwrsor p-Ret 150 ke
Bofecular Weight of mature p-Ret: 170 kla.
Possitive: Controle Hep &2 cell bysate: ac-Z777.

STORACE

Store gt 47 T, *D0 NOT FREEZE™. Stahia for one year fom the date of
shipment. Non-rarsrdous. No ME0E required.

DATA
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SELECT PRODUCT CITATIONS

1. Petramgolni, &, et al. 2006. Apcptotic cell death induction 2nd angio-
penesis inhibition in large estabfiched medullary thyroid caminoms
xenografte by Rt infébitor AP1-1. Biochem. Pharmacal T3 406414

Z Mize, M., et al. 2008. Evalustion of potential mechanisme underhying
geraiype-ghenotype cormedstions in multipls endocrne neoplasia type I
Oreogens 25: BE37-BBAT.

3 DOppenheimer, 0., et &l 2007 The Aet oncogene is @ oitice? componsnt
of rEnswiptions! programs sssocEted with retincic scid-nduced differ-
entiation in neuniiastoma. Mal. Cances Ther B: 1300- 1308

4_ R, E., et al. 2007, Synthesiz and Rst proteén kinese infilfilory ectivity
of 3-anylureidobenrylidens-indofin-Z-ones. Boog. Med. Chem. Lett. 17:
I967-3068.

B. Akeno-Steait, M., et al. 2007. The RET kinase inhibitor NWP-A5TAET
biocks growth and cafcitonin gene expression though distincl meche-
nésms in medullary thyoid carcar cele. Cancer Res. 67- B35E-6064.

B He, Z., et al. 2008, GONF upregulates c-Fos transoniption via the Ras/
ERK 1,7 pethwway to promot= mouse spermastoganial stem cell profifers-
tinn. St=m Calls 26: J66-T78.

T. Cincine®, A, et al. 2008, Symthesis, modeling, and Aet protein kingse
inbibitory activity of 3 and 4-substituted f-carbolin-1-ones. 1L Med.
Chem. 51: T777-TTEY.

8. Cassingl, &, et ai 7008 Aet/FTCT-dkven neaplastic transiomation and
peninvasive pheniotype of homan thyrocytes molve Met induction end
{h-vatenin ruckess tenslocation, Neopiasia T4 1021,

9. Hoscia, F. et al. 7009, GONF sefectively induces micmgiial activation and

nesrmal suraived in CA1/TAS hippocampsd regeors exposad o NMOA
insult through Aet/EAK signalling. PloS ONE & <6488

RESEARCH USE
For research use anly, not for uze in diagnostic procedures.
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Apéndice C:

Autorizac&o dos Comités de Etica dos Hospitalais:

1. Fundacgéo Hospitalar Mario Penna
2. Hospital Felicio Rocho
3. Hospital das Clinicas da UFMG

4. Hospital Vera Cruz

Apéndices 63



Apéndices 64

Apéndice D-Equipamentos utilizados nas etapas de reacio ezracal polimerase e

amplificacdo génica

e PCT-100- Programmable Thermal Controller- Mj Reskeainc. (PCR)
* Eppendorf centrifuge 5417R (Microcentrifuga)

* Marathon 13 K/M — Fisher Scientific ( Microcentrgja))

* MINOR- MSE (Centrifuga)

* VORTEX-2 GENE- Scientific Industries (Maquina dertex)

* Fisher Water Bath- Fisher Scientific (Banho de agua

* Thermolyne Type 16500 — Dry-bath (Banho de areia)

* Mini- V 8.10 Vertical Gel Eletrophoresis Apparatusfe Tecnologies (Cuba de
eletroforese)

« ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Sequenciador autticn).

e Gene Quant- Pharmacia Biotech, USA (usado para tijgan DNA por

espectrofotometria)
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Apéndice E:

Cromatogramas dos sequenciamentos dos exons 18cedkEhe
RET dos pacientes com carcinoma medular da tiredjoleradico e
familiar mostrando os SNPs A764A e L769L e G691S,
respectivamente.

Exon 13 Exon 11
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ANEXOS F-Protocolos para a imunoistoquimica

Calcitonina

Desparafinar:
0 Apos cortar manter na estufa (70°C) por 5h.
0 02 banhos em xilol (5min cada).
0 03 banhos em &lcool absoluto (5min cada).
* Lavar uma vez com PBS (2min).
» Delimitar os cortes com caneta.
* Lavar uma vez com PBS (2min).
» Fazer blogueio com peroxidase enddégena (PERIDROignde 10 min.
0o PERIDROL: uma parte de H202 30% com nove partegda destilada
» Lavar 3 vezes com PBS (2min cada)
* Incubar os cortes com PBS/BSA 2% durante 30mimaéeatura ambiente.
» Retirar o excesso de PBS/BSA 2%.
» Pingar anticorpo primario
o Diluir o anticorpo primario (anticalcitonina) em BS(1:750)
» Deixar na camara umida por 30min.
* Lavar 4 vezes com PBS (2min cada)
* Retirar 0 excesso de PBS.
* Pingar pos primario: 1 ou 2 gotas — deixar 30min
* Lavar 3 vezes com PBS (2min cada)
* Pingar polimero: 1 ou 2 gotas — deixar 30min
» Lavar 3 vezes com PBS (2min cada)
* Retirar o excesso de PBS.
* Revelar com DAB: 1mL de substrato + 1 gota de cigeno
o Parar areacdo com PBS quando atingir a coloragsejatia
» Fazer contra-coloracdo com hematoxilina (durarnterp
» Lavar com agua corrente até agua ficar limpa
» Passar por 03 banhos em alcool absoluto (5min cada)
» Passar por 02 banhos em xilol (5min cada).

Montar lamina:

* Forrar mesa com papel

e Colocar lamina sobre o forro
* Pingar 1 ou 2 gts de Entellan
e Colocar laminula

» Deixar lamina secar
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RET C-19:

Desparafinar:
0 Apos cortar manter na estufa (70°C) por 5h.
0 02 banhos em xilol (5min cada).
0 03 banhos em alcool absoluto (5min cada)
o Deixar em agua de torneira.
» Transferir para cuba com tampao de reativacaoémug (EDTA).
0 Aquecer (apos atingir 96°C, aguardar 30min).
o Retirar do aquecedor e resfriar por 20min.
* Lavar uma vez com PBS (2min).
» Delimitar os cortes com caneta.
* Lavar uma vez com PBS (2min).
» Fazer bloqueio com peroxidase enddgena (PERIDROiante 10 min.
o PERIDROL: uma parte de H202 30% com nove partegda destilada
» Lavar 3 vezes com PBS (2min cada)
* Incubar os cortes com PBS/BSA 2% durante 30mimaéeatura ambiente.
* Retirar o excesso de PBS/BSA 2%.
» Pingar anticorpo primario
o Diluir o anticorpo primario em PBS/BSA 2%, na diéo de 1:100
» Deixar na camara umida por 30min.
» Lavar 4 vezes com PBS (2min cada)
* Retirar 0 excesso de PBS.
* Pingar pos primario: 1 ou 2 gotas — deixar 30min
» Lavar 3 vezes com PBS (2min cada)
* Pingar polimero: 1 ou 2 gotas — deixar 30min
» Lavar 3 vezes com PBS (2min cada)
* Retirar o excesso de PBS.
* Revelar com DAB: 1mL de substrato + 1 gota de cigeno
o Parar areacdo com PBS quando atingir a coloragsejatia
» Fazer contra-coloracdo com hematoxilina
» Lavar com &gua corrente até agua ficar limpa
» Passar por 03 banhos em alcool absoluto (5min cada)
» Passar por 02 banhos em xilol (5min cada).

Montar lamina:

* Forrar mesa com papel

* Colocar lamina sobre o forro
* Pingar 1 ou 2 gts de Entellan
* Colocar laminula

» Deixar lamina secar

RET C-20
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» Desparafinar:
0 Apo6s cortar manter na estufa (70°C) por 5h.
0 02 banhos em xilol (5min cada).
0 03 banhos em alcool absoluto (5min cada)
o Deixar em agua de torneira.
» Transferir para cuba com tampao de reativacaoémug (EDTA).
0 Aquecer (apos atingir 96°C, aguardar 30min).
o Retirar do aquecedor e resfriar por 20min.
* Lavar uma vez com PBS (2min).
» Delimitar os cortes com caneta.
* Lavar uma vez com PBS (2min).
* Fazer blogueio com peroxidase enddégena (PERIDROignde 10 min.
0o PERIDROL: uma parte de H202 30% com nove partegda destilada
» Lavar 3 vezes com PBS (2min cada)
» Pingar anticorpo primario
o Diluir o anticorpo primario em PBS, na diluicdo 180
» Deixar na camara umida por 18 Hs.
» Lavar 4 vezes com PBS (2min cada)
* Retirar o excesso de PBS.
» Pingar poés primario : 1 ou 2 gotas — deixar 30min
» Lavar 3 vezes com PBS (2min cada)
* Pingar polimero : 1 ou 2 gotas — deixar 30min
» Lavar 3 vezes com PBS (2min cada)
* Retirar 0 excesso de PBS.
* Revelar com DAB: 1mL de substrato + 1 gota de cigeno
o Parar areacdo com PBS quando atingir a coloragsejatia
» Fazer contra-coloracdo com hematoxilina (duranter
» Lavar com agua corrente até agua ficar limpa
e Passar por 03 banhos em alcool absoluto (5min cada)
» Passar por 02 banhos em xilol (5min cada).

Montar lamina:

* Forrar mesa com papel

e Colocar lamina sobre o forro
* Pingar 1 ou 2 gts de Entellan
* Colocar laminula

« Deixar lamina secar
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Tyr 1062

» Desparafinar:
0 Apos cortar manter na estufa (70°C) por 5h.
o0 02 banhos em xilol (5min cada).
0 03 banhos em alcool absoluto (5min cada)
o Deixar em agua de torneira.
» Transferir para cuba com tampéao de reativacaoé&mtg (EDTA).
o0 Aquecer (apos atingir 96°C, aguardar 30min).
0 Retirar do aquecedor e resfriar por 20min.
* Lavar uma vez com PBS (2min).
» Delimitar os cortes com caneta.
* Lavar uma vez com PBS (2min).
» Fazer blogueio com peroxidase endégena (PERIDROignde 10 min.
0o PERIDROL: uma parte de H202 30% com nove partegda destilada
» Lavar 3 vezes com PBS (2min cada)
* Incubar os cortes com PBS/BSA 2% durante 30mimaéeatura ambiente.
» Retirar 0 excesso de PBS/BSA 2%. (Nao lavar agilequeio).
» Pingar anticorpo primario
o Diluir o anticorpo primario em PBS/BSA 2%, na diéo de 1:80
» Deixar na camara umida por 18 Hs.
» Lavar 4 vezes com PBS (2min cada)
* Retirar 0 excesso de PBS.
* Pingar po6s primario: 1 ou 2 gotas — deixar 30min
» Lavar 3 vezes com PBS (2min cada)
* Pingar polimero: 1 ou 2 gotas — deixar 30min
» Lavar 3 vezes com PBS (2min cada)
* Retirar 0 excesso de PBS.
* Revelar com DAB: 1mL de substrato + 1 gota de cigeno
o Parar areacdo com PBS quando atingir a coloragsejatia
» Fazer contra-coloracdo com hematoxilina (duramnterp
» Lavar com agua corrente até agua ficar limpa
e Passar por 03 banhos em alcool absoluto (5min cada)
» Passar por 02 banhos em xilol (5min cada).

Montar lamina:

* Forrar mesa com papel

* Colocar lamina sobre o forro
* Pingar 1 ou 2 gts de Entellan
* Colocar laminula

e Deixar lamina secar



Apéndice E:

Cromatogramas dos sequenciamentos dos exons 18eedeheRET dos pacientes
com carcinoma medular da tireéide esporadico eli@nmostrando os SNPs A764A e
L769L e G691S, respectivamente.

Exon 13 Exon 11







Apéndice GRepresentagao fotografica da expresséo da ciltite da isoforma
RET 9, grau 4, no linfonodo e tiredide, proveniatdebloco de parafina dos pacientes
com CMT operados (50x).

Calcitonina, paciente 5 (linfonodo)

k RET 9, paciente 7 (linfonodo)

e

JEX Calcitonina, paciente 5 (tiredide)

RET 9, paciente 7 (tire6ide)



Apéndice G: Representacao fotografica da expregs@mforma RET 51 no linfonodo
(graus 1 e 3) e da tiredide (graus 1 e 3), promtaidos blocos de parafina dos
pacientes com carcinoma medular da tireéide opsrado

RET 51, paciente 1 (linfonodo, grau 1), 100x




Apéndice G: Representacao fotografica da expredsdesiduo Y1062 (TYR 1062),
proveniente do bloco de parafina dos pacientesadpsrde carcinoma medular da
tiredide (50x).

' TYR Y1062, caso 9 (tiredide, grau 3)

TYR Y1062, caso 8 (suprarrenal, grau 4)



