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Resumen  El 25% de los carcinomas medulares de tiroides son hereditarios. Se presentan en forma de familiar
(CMTF 5%) o como neoplasia endocrina multiple (MEN) tipo 2A (17%) o 2B (3%), y comparten la
herencia, autosémica dominante, de una mutacioén germinal en el protooncogen RET en uno de 12 codones cono-
cidos. Estudiamos 7 familias (5 CMTF y 2 MEN 2A) con el objeto de detectar la mutacion familiar e identificar a los
portadores asintoméaticos. Seis de las siete mutaciones (4 CMTF y 2 MEN 2A) fueron en el codén més frecuente,
el 634, y una familia con CMTF presentd una mutacion germinal novel: una transicion T>C en el codén 630, resul-
tando el cambio C630A. De los 57 individuos estudiados, 25 (43.85 %) fueron portadores de la mutacion, 7 de és-
tos (28%) eran portadores asintomaticos de los cuales 5 eran nifios, con una edad X=11+3.2 afios y fueron
tiroidectomizados. Presentaron hiperplasia de células C y focos de microcarcinoma en ambos I6bulos tiroideos aun
cuando la calcitonina basal o estimulada con pentagastrina fueron normales. En conclusion, describimos una mu-
tacion germinal novel en el protooncogen RET: C630A y el hallazgo de enfermedad de la célula C en los portado-
res asintomaticos, que enfatiza la importancia de la tiroidectomia profilactica tan pronto como se confirma el diag-
néstico molecular.
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Abstract Analysis of the RET protooncogene in multiple endocrine neoplasia 2A and in familial medullary
thyroid carcinoma. Clinical-pathological findings in asymptomatic carriers. Twenty five percent
of the medullary thyroid carcinoma (MTC) is hereditary and 5% is familiar (FMTC), or considered as multiple endocrine
neoplasia (MEN) type 2A (17%) or 2B (3%). These diseases are the result of the autosomic dominant inheritance of
a mutation in the RET protooncogene, in one out of 12 different known codons. We analyzed 7 families (2 MEN 2A
and 5 FMTC). Six mutations were detected in the most frequent codon, 634 (2 MEN 2A'y 4 FMTC) and one family
with FMTC presented a novel mutation: a transition T>C at codon 630, resulting a C630A change. Among 57
individuals studied, 25 (43.85%) presented the mutation. Seven (28%) were asymptomatic carriers, including 5 children
aged 11+3.2 years. The children underwent total thyroidectomy. The histopathologic examination showed C cells
hyperplasia and microcarcinoma focus in both lobes, even in the presence of normal, basal or pentagastrine
stimulated, calcitonine levels. In conclusion, we describe a germline novel mutation in the RET protooncogene: C630A;
and the corresponding findings of C-cell disease in gene mutated carriers that emphasize the importance of
prophylactic thyroidectomy as soon as the molecular diagnosis is confirmed.
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El carcinoma medular de tiroides se origina en las
células C o parafoliculares y es una neoplasia poco fre-
cuente, que comprende a un 10% de los carcinomas
tiroideos®. Puede presentarse en forma esporadica
(75%) o familiar (25%). La variedad hereditaria puede
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expresarse con tres cuadros diferentes: sélo a través
del tumor tiroideo (5%) y se la denomina carcinoma
medular familiar (CMTF), o asociada a otras patologias
constituyendo un sindrome poliglandular, la neoplasia
endocrina multiple tipo 2 (MEN 2) con dos subtipos: A
(17%) y B (3%)2 En el MEN 2A se asocia al carcinoma
medular, hiperparatiroidismo (10-20%), feocromocitoma
(30-50%) y en algunas familias liquen amiloidético cu-
taneo. En el MEN 2B ademas del carcinoma medular,
los pacientes presentan habito marfanoide, feocro-
mocitoma, ganglioneuromas difusos en labios, ojos,
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lengua y tracto gastrointestinal e hipertrofia de nervios
corneales®.

El carcinoma medular de tiroides familiar, el MEN 2A
y el MEN 2B son enfermedades hereditarias autosémicas
dominantes, resultado de una mutacion germinal del
protooncogen RET, que esta localizado en la region
proximal del brazo largo del cromosoma 10, banda q11.2.
El protooncogen RET codifica para un receptor de la fa-
milia de las tirosina quinasas y esta compuesto por tres
dominios: el extracelular, el transmembrana y la porcion
intracelular que contiene el dominio tirosina quinasa®. Se
han detectado mutaciones germinales en el protoonco-
gen RET en el 95% de los MEN 2B, en el 98% de los
MEN 2Ay en el 88% de los carcinomas medulares fami-
liares®. Las mutaciones involucran cisteinas del dominio
extracelular identificadas en el ex6n 10 (codones 609,
611, 618, 620) y en el ex6n 11(codones 630 y 634), y
otras mutaciones en los dominios tirosina quinasa: en el
exon 13 (codones 768, 790, 791), en el exén 14 (coddn
804) y en el exén 15 (codon 883 y 891). El analisis di-
recto del ADN nos da la oportunidad de detectar a los
sujetos con riesgo, aun antes de que se expresen
bioquimicamente, eliminando los falsos positivos de la
prueba de pentagastrina®, que hasta hace poco era utili-
zada como el marcador precoz de la hiperplasia de las
células C.

La cirugia es el Ginico tratamiento curativo en el CMTF
por lo que la identificacion temprana de los portadores
es crucial. En el presente estudio evaluamos nuestra
experiencia en la detecciéon de la mutacién en el
protooncogen RET en los casos indice y en los portado-
res asintomaticos de familias con carcinoma medular
familiar y MEN 2A. Correlacionamos la mutacién genética
con la expresién fenotipica y en los portadores asin-
tomaticos que fueron tiroidectomizados, correlacio-
namos los niveles de calcitonina con los hallazgos
anatomopatolégicos y evaluamos si la edad en que se
indico la cirugia era la adecuada.

Fueron estudiadas 7 familias con carcinoma medular
familiar: 2 con MEN 2A y 5 con carcinoma medular fami-
liar. Las familias con CMTF presentaban como minimo
4 miembros afectados con una evolucién entre 10 y 35
afios. Se descartaron el feocromocitoma y el hiperpara-
tiroidismo con dosajes de catecolaminas urinarias
seriadas, calcio i6nico y PTH. Evaluamos un total de 57
individuos, de los cuales 33 eran mujeres y 24 varones,
con una edad X=23.3+13.9 afios (rango de 2 a 55). Trein-
ta y dos individuos eran asintomaticos pero en su evolu-
cién 25 de los 57 habian presentado carcinoma medular
de tiroides, 5 (20%) feocromocitoma (2 bilaterales) y 1
(4%) hiperparatiroidismo.

Para el estudio del protooncogen RET, se aisl6 ADN
de sangre periférica recogida con EDTA y se amplificd
con la reaccion en cadena de la polimerasa en cinco
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amplicones. Se amplificaron los exones 10, 11, 13, 14y
15 del protooncogen RET’. Se realizé la secuenciacion
directa de los productos amplificados, utilizando los
reactivos de Sequenase (Amersham) para productos de
PCR y se analizaron las secuencias de bases.

Seis de las siete mutaciones germinales fueron de-
tectadas en el codén 634, 2 pertenecen a familias con
MEN 2A 'y 4 con CMTF. La séptima mutacion se detectd
en el coddn 630. Se detectaron dos transversiones (cam-
bio de una base purinica por una base pirimidinica) T>A
en las familias RE06 (CMTF) y G>T en la familia REQ7
(CMTF), resultando una cisteina reemplazada por serina
y por fenilalanina, respectivamente, en la proteina codi-
ficada por el protooncogen RET. Las deméas mutaciones
fueron transiciones (cambio de bases purinicas o
pirimidinicas entre si): G>A en la familia REO1 (MEN
2A) y en RE02 y REO5 (CMTF), resultando un cambio
de cisteina por tirosina; T>C en la familia REO3 (MEN
2A) y RE04 (CMTF), resultando el cambio cisteina por
arginina. La familia RE04 que mencionamos, presento
una mutaciéon novel en el codén 630, transiciéon T>C,
(Tabla 1).

De los 32 pacientes asintomaticos, 7 presentaron la
mutacion familiar del protooncogen RET. De estos ulti-
mos, 5 eran nifios con una edad X=11+3.2 afios (rango
de 5 a 15), los que fueron tiroidectomizados profilac-
ticamente; los padres de los 2 nifios restantes (de 15y 9
afos) se negaron a la cirugia. A los 5 portadores asinto-
maticos, previo a la cirugia, se les dosé la calcitonina
plasmatica. A 2 de ellos, se les realizd la prueba de
pentagastrina administrandoles 0.5 U/kg/peso EV en bolo
de PeptavionNR con dosajes plasmaticos a los 2', 5'y
10" post estimulo. A los 3 restantes se les midio soélo la
calcitonina basal porque se negaron a realizar la prueba
por temor a la intolerancia digestiva. Se consideré nor-
mal una concentracion basal de calcitonina entre 0-10
pg/ml con una respuesta maxima hasta 36 pg/ml. La
calcitonina fue medida por IRMA (DSL tubo recubierto).

La concentracion basal de calcitonina, su respuesta
a pentagastrina y la correlaciéon con los hallazgos
anatomopatoldgicos se detallan en la Tabla 2. Los nifios
operados profilacticamente evolucionaron adecuadamen-
te durante 3 afios de control clinico con calcitoninas por
debajo del limite de deteccion del método.

En todas las familias evaluadas, 2 MEN 2Ay 5 CMTF,
se identific6 la mutacién del protooncogen RET en el
exoén 11, en la regiéon que codifica para el dominio
extracelular. La mutacion en el residuo cisteina del codén
634 fue el hallazgo mas frecuente comprendiendo a 6
de las 7 familias estudiadas. La familia restante (Fig. 1),
con CMTF y 35 afios de evolucién, presenté una muta-
cion novel T>C en el coddn 630. Estos hallazgos coinci-
den con la extensa revision de Eng y col.5, en la cual la
mayoria de los casos presentaron la mutacion en el codon
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TABLA 1.— Mutaciones germinales en el protooncogen RET

Familia Pacientes Fenotipo Codon Mutacion Aminoacido
(TGC) (Cisteina)

REO1 8 MEN 2A 634 TAC Tirosina
RE02 4 CMTF 634 TAC Tirosina
REO3 9 MEN 2A 634 CGC Arginina
REO4 17 CMTF 630 CGC Arginina
REO05 4 CMTF 634 TAC Tirosina
RE06 11 CMTF 634 AGC Serina
REO7 4 CMTF 634 TTC Fenilalanina

Pacientes: numero de individuos estudiados
TGC: secuencia normal para los codones 630 y 634
Cisteina: aminoacido normal para los codones 630 y 634

TABLA 2.— Concentracién basal de calcitonina, edad de la tiroidectomia y hallazgo

histopatolégico
Familia Sexo Edad CT basal CT post Hallazgos
(afos) (pg/ml) pentagastrina Histopatolégicos
(pg/mi)

REO4 Varén 11 4.5 130 Hiperplasia

Mujer 5 5 18 de células C
REO06 Mujer 15 >30 ND y microcarcinoma
REO3 Mujer 9 4 ND medular

Mujer 10 8 ND

Edad: del andlisis genético y de la tiroidectomia

CT: calcitonina (Valor normal: basal: hasta 10 pg/ml; post pentagastrina: hasta 36 pg/ml)

ND: No determinado

634 (85% de los MEN 2Ay el 30% de los CMTF). En esta
misma revision® las bases del codén normal TGC, cam-
biaron en orden de frecuencia de la siguiente manera:
52.1% presentaron la mutacién CGC y el 26% TAC; las
mutaciones AGC y TTC s6lo comprendieron al 1.8 y al
5%, respectivamente. En el presente estudio, nosotros
hallamos las siguientes mutaciones: 3 TAC (42.8%), 2
CGC (28.57%), una AGC y una TTC (14.2%). Estas dife-
rencias estarian justificadas por el bajo nimero de fami-
lias que nosotros estudiamos, o por diferencias étnicas
aun por definir.

Es interesante subrayar que la mutacion CGC en el
coddn 634 correspondid a la Unica familia con MEN 2A
con hiperparatiroidismo. Para Mulligan® y la revision del
Consorcio de RET® la mutacion en el codon 634 fue la
mas frecuente y reveld una asociacién significativa con
cambio a CGC en 57 de 93 pacientes con hiperpa-
ratiroidismo. Sin embargo, Schuffenecker® no observé
ninguna prevalencia de hiperparatiroidismo para una
mutacion dada, ya que el 23.1% de las familias tenian

CGC, el 17.5% TAC y el 16.3% otras mutaciones en el
coddn 634. Esto evidenciaria que cualquier mutacién
activante en el codén 634 generaria o predispondria para
la hiperplasia paratiroidea, aunque no podemos descar-
tar la asociacion posterior con otros eventos genéticos.

Describimos ademas, la primera familia de la que ten-
gamos conocimiento con carcinoma medular familiar que
presenta la mutacion germinal C630A (Fig. 1). Esta mu-
tacion habia sido descripta®en la sangre periférica de un
paciente con carcinoma medular familiar que no tuvo
seguimiento posterior y cuya familia no fue analizada.
También fue descripta como mutacién somatica’®, pero
nunca como mutacién germinal en una familia, que ade-
mas resulté numerosa (Fig. 1). En el codén 630 se des-
cribieron otras mutaciones germinales*?, pero no la tran-
sicion T>C; en efecto, es un codén que se encuentra
mutado en baja frecuencia y algunos autores marcan la
necesidad de conocer datos de las familias con muta-
cién en 630*2. La descripcién de nuevas mutaciones es
de gran importancia para incorporarlas al andlisis de ADN,
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Fig. 1.— Familia RE04 con Carcinoma Medular de Tiroides Familiar (CMTF) en la que se detect6 la muta-
cion germinal novel RET C630A, resultante de la transiciéon T>C en el codén 630 del protooncogen
RET. CMT: carcinoma medular de tiroides. El nimero debajo del simbolo, indica la edad. La flecha

indica el caso indice para esta familia.

lo que aumenta su eficacia para detectar la mutacion fa-
miliar, especialmente cuando se utilizan métodos indi-
rectos (hibridacion, analisis de sitios de restriccion). Esto
ocurrié con la familia REO6, portadora de la mutacion
AGC para el codén 634, que cuando fue evaluada pre-
viamente en otra institucién por métodos indirectos (ana-
lisis por cambios en sitios de restriccién) resulté normal
y nosotros detectamos, por secuencia-cion, esta muta-
cién de muy baja frecuencia.

Los cinco nifios portadores asintomaticos que fueron
tiroidectomizados, mostraron hiperplasia de células C y
focos de microcarcinoma en ambos l6bulos tiroideos, aun
en presencia de calcitonina basal o respuesta a la
pentagastrina normales. Algunos autores!® consideran
que los portadores de la mutacién en el protooncogen
RET presentan una prueba de pentagastrina normal
cuando la concentracion de calcitonina post estimulo es
menor de 10 pg/ml, en lugar del limite de 36 pg/ml que
se utiliza para la poblacion general. Utilizando este crite-
rio, dos de nuestros pacientes eran hiperrespondientes
(calcitonina post estimulo de 18 y 130 pg/ml) lo que se
correlacionaba con el hallazgo histopatolégico. Se ha
referido?®, una correlacién directa entre el nivel de
calcitonina plasmatica y el grado de extension de la en-
fermedad; sin embargo, se han observado concentra-
ciones normales de calcitonina aun en pacientes con
macrometéstasis ganglionares®®. Esto sugiere que la

tiroidectomia no deberia demorarse hasta que la
calcitonina fuese anormal porque estariamos frente a
un estadio avanzado de la enfermedad. El estudio direc-
to del ADN es el método de eleccion para seleccionar a
los portadores en estadio preclinico, reservando la eva-
luacién bioquimica sélo para el seguimiento®.

Una vez identificados los portadores de una mutacién
se sugiere realizar la tiroidectomia lo mas precoz-mente
posible ya que existe una correlacion directa entre la edad,
la extension histopatolégica y el pobre prondstico evoluti-
vo. La mayoria de los autores?® la recomiendan entre los
4y 6 afios, pese a que otros ya han observado focos de
carcinoma medular en nifios entre 1.7 y 4 afios** 1617, lo
que sugiere que la edad no seria un parametro confiable
con el cual decidir el momento mas oportuno para la ciru-
gia, sino el hallazgo de la mutacion. En disidencia con lo
referido por todos los autores y con nuestros propios
hallazgos, Hansen y col.®® refieren que en Dinamarca la
mutacion mas frecuente fue en el exén 10 (8/10 fami-
lias). Proponen una conducta conservadora porque dos
miembros de una familia con mas de 70 afios portadores
de la mutacion presentaron un test de pentagastrina nor-
mal, especulando con una evolucién mas "benigna" de
esa mutacion en particular, aunque soslayan el hecho de
que el caso indice desarroll6 metastasis ganglionares al
1.5 afios de la cirugia y que otro familiar de 15 afios pre-
senté microcarcinoma e hiperplasia de células C, lo que
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pone en duda la validez de la conducta conservadora y
resalta otros factores ambientales y/o individuales como
interacciones entre genes que maodifican la expresion en
locus distantes resultando manifiestaciones fenotipicas
distintas (epistasis).

ElI RET codifica para un receptor de factores de creci-
miento neurotréfico (GNDF) que se expresa en tejidos
neuroectodérmicos (células C de la tiroides; médula
suprarrenal; paratiroides). Las mutaciones del mismo
generan una activacion permanente sin que haya union
del ligando®. Dado que éste es un defecto genético, el
individuo esta expuesto desde la vida intrauterina al es-
timulo permanente del crecimiento celular en el 6rgano
blanco, lo que avala el hallazgo de enfermedad de la
célula C en todos los pacientes que fueron tiroidec-
tomizados por el hallazgo de la mutacion. El asesora-
miento de la familia antes de realizar el estudio genético
y reafirmarlo con un consentimiento del procedimiento,
facilita la comprension del resultado del estudio molecular
y favorece la decision de avalar la tiroidectomia de un
nifio aparentemente sano.
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La principal fuerza de una nacién moderna esta constituida por la calidad y cantidad de investiga-
dores cientificos y técnicos capaces que dispone, pues ellos son el mas importante capital y riqueza
de un pais moderno. Existe un evidente paralelismo entre el desarrollo cientifico y el adelanto econ6-
mico y la fuerza real de las naciones en el momento actual.
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