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RESUMEN

DETECCION DE PORTADORES DEL PROTO-ONCOGEN RET EN PACIENTES
CON DIAGNOSTICO DE CANCER MEDULAR DE TIROIDES

MATERIAL Y METODOS. El estudio se llevd a cabo en el Departamento de
Endocrinologia del Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional “ La Raza” , en
pacientes con diagnostico de cancer medular de tiroides (CMT) en seguimiento desde
el 01 de Enero de 1983 al 01 Enero 2013. Se obtuvo una muestra de sangre periférica
de donde se extrajo ADN a partir de leucocitos; se realizé PCR e identificacién de
mutaciones del gen RET por secuenciacion directa. Se utilizé estadistica descriptiva
(frecuencias simples, porcentajes, media)

RESULTADOS. Se realiz6 el diagnéstico genético en una paciente con sospecha
clinica de MEN2B identificando la presencia de la mutacion M918T en el exén 16 del
gen RET. Se descartdé la presencia de dicha mutacion en el resto de pacientes con
CMT. Al realizar la busqueda de mutacion en el exoén 11, los productos finales de PCR
muestran secuencias no coincidentes con las registradas en el banco genémico del
NCBI, esto se explica debido a la formacién espontanea de estructuras secundarias.
CONCLUSIONES: EIl analisis molecular del gen RET constituye una herramienta de
gran impacto no solo en el diagnéstico sino también en el tratamiento, prondstico y
seguimiento del CMT. En individuos con riesgo de desarrollarlo es la prueba estandar
para el diagnostico y tratamiento preventivo.

Palabras clave: Cancer medular de tiroides, gen RET, MEN2.



ABSTRACT

DETECTION OF RET PROTO-ONCOGEN CARRIERS IN PATIENTS WITH
MEDULLARY THYROID CARCINOMA

METHODS. This study was conducted at the Department of Endocrinology of the
National Medical Center "La Raza” Specialties Hospital, in patients diagnosed with
medullary thyroid cancer (MTC) from January 1%. 1983 to January 1%'. 2013. A peripheral
blood sample was obtained from which DNA was extracted from the leukocytes; PCR
was performed and RET mutations were identified by direct sequencing. Descriptive

statistics were used in this study (frequency distributions, percentages, mean)

RESULTS. Genetic diagnosis was made in a patient with clinical suspicion of MEN2B,
identifying the presence of the M918T mutation in exon 16 of the RET gene. We
discarded the presence of this mutation in the other CMT patients. While searching for
mutations in exon 11, we realized that the final products of the PCR sequences do not
match with those registered in the NCBI gene bank, this is explained by the spontaneous

creation of secondary structures.

CONCLUSIONS: Molecular analysis of the RET gene is a great impact tool, not only for
the diagnosis but also for the treatment, prognosis and follow-up of CMT. It is the
standard test for the diagnosis and preventive treatment of patients at risk for developing

this disease.

Keywords: medullary thyroid cancer, RET gene, MEN2



INTRODUCCION

El cancer tiroideo es el mas frecuente (87%) entre el cancer de glandulas endocrinas;
es uno de los tipos de cancer con mayor tasa de curacion M se presenta en 7/100

000 individuos por afo en EU.
Céncer medular de tiroides (CMT)

Representa el 4% de la totalidad de Cancer de tiroides en Estados Unidos. Se origina a
partir de las células C o parafoliculares (productoras de calcitonina) las cuales
derivan de la cresta neural ®. La edad de aparicion de la enfermedad suele variar entre
los CMT esporadicos (pico de incidencia sexta década de la vida) y los hereditarios (20-
40 afios ) . EI CMT se clasifica en tipo esporadico (75%) y hereditario (25%), este
ultimo comprende la denominada Neoplasia Endocrina Muiltiple tipo 2 (NEM 2) ¥ . El
CMT presenta una mayor tasa de recurrencia de enfermedad y de mortalidad que el tipo
papilar y folicular. La sobrevida a 10 afios de acuerdo a la clasificacion TNM para los
estadios I, Il, lll y IV es de 100%, 93%, 71% y 21 % respectivamente. Al momento del
diagndstico cerca de la mitad de pacientes presentan estadio Ill o IV. La sobrevida a 5

afios oscila entre 70 al 95% @,

NEM 2 es un sindrome que se transmite en forma autosdmica dominante , esta
clasificado en 3 subgrupos clinicamente diferenciados: NEM 2A, NEM 2B y carcinoma
medular de tiroides familiar (CMTF). La variante NEM 2A representa el 80% de los
casos hereditarios, el CMTF 5-10% de los casos y NEM 2B 5% de los casos. Todos los
NEM 2 poseen un alto riesgo de desarrollo de carcinoma medular de tiroides (CMT). En
los individuos con NEM 2B el CMT es considerado de mal pronéstico. NEM 2A se
caracteriza por CMT, feocromocitoma e hiperparatiroidismo. NEM 2B es la asociaciéon
de CMT ( de aparicion mucho mas precoz que en las otras formas), feocromocitoma (30-
50%) y ausencia de enfermedad paratiroidea; a diferencia de las otras variedades,
existen anormalidades esqueléticas (habito marfanoide), alteraciones oftalmoldgicas
(prominencia corneal, engrosamiento palpebral, neuromas subconjuntivales), neuromas
bucales y ganglioneuromatosis gastrointestinal ®® |a tercera forma es el CMTF y se

refiere a la aparicién exclusiva de cancer medular tiroideo en varios miembros de una



familia (). Es considerada por la American Thyroid Association (ATA) como una variante
de MEN2A. Se han establecido criterios para la inclusion de una familia dentro del
grupo de CMTF: la definicion mas estricta es la transmision multigeneracional de CMT
en la cual no hay miembros de la familia con feocromocitoma o hiperparatiroidismo;
una definicion menos estricta es la presencia de CMT en cuatro miembros de la familia

sin otras manifestaciones de MEN2A @

El CMT es la primera manifestaciéon neoplasica en la mayoria de los individuos con
NEM2 debido a su temprana aparicidon y a su alta penetrancia. Esto ha provocado que
algunas familias con NEM 22 hayan sido incluidas incorrectamente dentro del grupo de

CMTF, con el consiguiente riesgo de no prevenir el desarrollo de feocromocitoma ®

El tratamiento independientemente de si es esporadico o comprende parte de un
sindrome, es la extirpacion de la tiroides (tiroidectomia total) y de los nédulos linfaticos

afectados @ .

El seguimiento se realiza principalmente a través de la medicion de niveles de
calcitonina y estudios de imagen para detectar la posible recurrencia de la enfermedad,
ademas si el paciente presenta MEN 2A o B, la tiroidectomia no elimina la posibilidad de
aparicion del resto de componentes del sindrome por lo que debe realizarse un

seguimiento para la deteccidn de su posible aparicion ®
Proto-oncogen RET

El sindrome MEN 2 esta asociado a mutaciones localizadas en un unico gen, el proto-
oncogen RET (REarranged during Transfection= reordenado durante la transfeccion)

(19 localizado en el brazo largo del cromosoma 10q11.2 y comprende 21 exones ) .

El gen RET codifica una proteina de la familia de los receptores de membrana. Como la
mayoria de estas proteinas, presenta tres dominios diferenciados; un dominio
extracelular altamente conservado que es rico en cisteinas (codificado en los exones 10
y 11), un dominio transmembranal y un dominio intracelular con actividad cinasa de
tirosina (codificado en los exones 13,14,15 y 16) (" . La proteina interacciona a través

de su dominio extracelular con factores externos provocando la respuesta celular a



dichos factores. Entre las respuestas celulares se encuentran la division celular, la
diferenciacion de las células para llevar a cabo funciones especializadas como la
apoptosis . La proteina codificada por el gen RET es esencial para la diferenciacion
neuronal, incluyendo la diferenciacion de las células nerviosas del intestino (neuronas
entéricas) y de las células nerviosas del sistema nervioso autbnomo que controlan

funciones involuntarias del cuerpo como la frecuencia cardiaca '? .

En mas del 95% de pacientes con NEM 2A y CMTF, se han identificado mutaciones de
linea germinal del proto-oncogen RET, las cuales afectan una de las tantas cisteinas
ubicadas en la porcion extracelular, codificadas por los exones 10 (codones 609, 611,
618, 620) y 11 (codones 630 y 634) En el caso de NEM 2B la mutacién afecta a la regiéon
catalitica (exon 16, codén 918) en el 95% y con menos frecuencia en el exén 15 @
Ademas se han descrito otras 4 mutaciones de muy baja frecuencia (<1%) ubicadas en
los exones 13 (codones 768, 790, 791), exon 14 (codon 804) y exén 15 (coddn 891)
especialmente en CMT familiar; el 88% de las familias con CMTF presentan mutaciones
germinales identificables en el gen RET, principalmente en uno de los cinco codones
que codifican los residuos de cisteina de los exones 10 y 11. Otras mutaciones
identificadas en pacientes NEM2 se han descrito en codones que afectan al dominio

intracelular de la proteina ©.

Se ha correlacionado el genotipo (mutacion en RET) y la expresion fenotipica del
sindrome NEM. Por lo que dependiendo de la mutacién encontrada se ha establecido
cierto grado de riesgo que corresponde con diferente grado de agresividad 13 La
Seventh International Workshop on MEN, clasifica a los portadores de mutaciones en

RET, dentro de tres grupos de riesgo (nivel 1a 3) ©

Nivel 1 o de alto riesgo: aquellos portadores de mutaciones en los codones 609, 768,
790, 791, 804 y 891.

Nivel 2 o de mayor riesgo: se incluyen en este grupo los portadores de mutaciones en
los codones 611, 618, 620 y 634.

Nivel 3 o de maximo riesgo: incluye a los portadores de mutaciones en los codones 883
y 918 del gen.
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La ATA los clasifica en cuatro grupos A, B, C, D, donde se consideran dentro del nivel
A a aquellos con mutaciones relacionadas a menor riesgo y el nivel D a los de mas alto

riesgo @ .
Diagnostico bioquimico y genético del CMT

Para el diagnostico bioquimico se realizan determinacion de niveles basales de
calcitonina asi como determinacion de niveles tras la estimulacion con pentagastrina.
Antes de la identificacién de las mutaciones del proto-oncogen RET asociadas al CMT,
la uUnica herramienta o método disponible para realizar un seguimiento de estas

personas con riesgo era la medida de los niveles de calcitonina en el plasma sanguineo
(14)

El analisis molecular del gen RET en aquellos individuos con riesgo de CMT se ha
convertido en la prueba estandar para el diagnostico preventivo de esta enfermedad
(119 La medicién de los niveles de calcitonina séricos sigue siendo el método

utilizado para el seguimiento de pacientes posterior al tratamiento quirargico

Se recomienda el analisis genético de los individuos con antecedentes familiares de
cancer medular de tiroides y la realizacion de tiroidectomias profilacticas en individuos
con NEM2B en el primer afio de vida o en el momento del diagndstico y en individuos
MENZ2A la recomendacion es realizar la intervencion antes de los 3 o0 5 afios de vida de
acuerdo al tipo de mutacién encontrada y grado de riesgo asignado o cuando se

identifique la mutacion. Ver Tabla 1 ¢16:17)
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MATERIAL Y METODOS
OBJETIVOS

Identificar a los portadores de las principales mutaciones del proto-oncogén RET en el

grupo de pacientes con diagnoéstico de Cancer Medular de tiroides.

Realizar el diagndstico genético de los pacientes con diagnostico de cancer medular de

tiroides hereditario.

Identificar dentro del grupo clasificado como cancer medular de tiroides esporadico a

aquellos con mutaciones correspondientes a cancer medular hereditario.
DISENO DEL ESTUDIO

Estudio abierto, observacional, ambispectivo y transversal. El estudio se llevo a cabo en
el Departamento de Endocrinologia de la Unidad Médica de Alta Especialidad del
Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional “ La Raza” , en pacientes con

diagnostico de cancer medular de tiroides del 01 de Enero de 1983 al 01 Enero 2013.
CRITERIOS DE INCLUSION

Paciente mayores de 16 afios

Afiliados al Instituto Mexicano del Seguro Social

Con reporte histopatolégico confirmado de cancer medular de tiroides del 01 de Enero
de 1983 al 01 Enero 2013

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes que fueron detectados del 01 de Enero de 1983 al 01 de enero 2013 que

fallecieron o perdieron seguimiento.

Pacientes cuya muestra sanguinea aporte ADN insuficiente para la prueba.
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

1)

2)

3)

Se informd a los pacientes sobre el estudio y posteriormente se solicitd al paciente o

representante legal la firma del consentimiento informado.

Los médicos investigadores recolectaron los datos necesarios del expediente

clinico y datos generales de los pacientes que cumplieron con los criterios de

inclusion.

Se citaron a los pacientes candidatos a toma de muestra sanguinea, la cual sera

realizada por el médico residente, se extrajeron 5 ml de sangre periférica.

El procesamiento de las muestras consistio en : a) la extraccion del  acido

desoxirribonucleico (ADN), b) amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR), c) identificacion de mutaciones del gen RET en leucocitos por secuenciacion

directa del ADN.

a) Extraccion de ADN. Esto fue realizado a partir de leucocitos cuya separacion se
realizd mediante centrifugacion, sometiendo l|a muestra de sangre a 5,000
revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos. Posteriormente los glébulos
blancos fueron separados mediante pipeteo para después purificarlos con
buffer de lisis de glébulos rojos en agitacion a 100 rpm durante 10 min,
ulteriormente se llevé a cabo su centrifugacion a 10,000 rpm por un min en
tres ocasiones. Posteriormente al boton de glébulos blancos o pellet se le
afiadio solucion de buffer de lisis nuclear con 20 microlitros (ul) de proteinasa
K vy se dej6 a 60 grados centigrados hasta que el pellet fue digerido por
completo; seguidamente a ésto se agrego 200 ul de acetato de amonio y se
incubo a menos 20 °C durante 20 min. Las muestras se llevaron a
centrifugacion a 14,000 rpm durante 10 min y el sobrenadante fue transferido
a un tubo, al cual se le anadieron 600 ul de isopropanol frio, manteniéndose
en incubacién a menos 20 °C durante 12 hrs, para después centrifugar a
14,000 rom durante 15 min y desechar el sobrenadante. EI pellet
correspondiente al DNA fue lavado con 500 ul de etanol al 70 % vy se
centrifugdé a 14,000 durante 5 min. Se desecho el sobrenadante y se puso a
secar la muestra en termoblock a 65 grados centigrados . Una vez totalmente

seco el DNA se resuspende con 25 ul de agua esteril libre de nucleasas para
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finalmente ser cuantificado por medio de espectrofotometria con el equipo
Nanodrop 1000.

b) Amplificacion de ADN genomico mediante reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Las secuencias de los oligonucleétidos utilizadas se muestran en la Tabla
4. Las condiciones de amplificacion de oligonucleétidos de RET fueron las
siguientes: 10 min a 95 °C, cuarenta ciclos de 95 °C durante 30 seg; 65 °C
durante 35 segundos; 72 °C durante 35 seg; y una ultima fase de elongacion
a72°C por10 min. La PCR se realiz6 en un equipo PERKIN ELMER Termal
cycler 480 y fue a un volumen final de reaccién de 20 ul.

Para determinar que los productos de PCR eran los esperados se realizd
electroforesis del producto en gel de agarosa al 1.5 % (Figuras 1y 2).

c) Secuenciacion: El marcaje de la secuenciacion se llevé a cabo mediante el Kit BIG
DYE de Applaied Biosyistems con el oligonucledtido directo siguiendo las
condiciones de amplificaciéon anteriormente marcadas. Los productos de la PCR de
los exones del gen RET se sometieron a la secuenciacién directa para identificar las
mutaciones, usando los oligonucledtidos directo e inverso en reacciones de
secuenciacion independientes para cada exon. Las secuencias finales se
confirmaron y compararon con el banco gendémico disponible en la herramienta
WEB BLASTn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para detectar mutaciones del
gen RET.

ANALISIS ESTADISTICO. Se utilizé estadistica descriptiva


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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RESULTADOS

De los 1013 pacientes con Cancer de Tiroides que se encuentran en seguimiento en el
departamento de endocrinologia del Centro Médico Nacional “La Raza”; entre enero
de1983 y enero de 2013, se identificaron 20 pacientes (1.9%) con diagndstico
histopatoldgico de cancer medular de tiroides (CMT) ; 5 (25%) con diagndstico clinico
de CMT tipo hereditario y 15 (75%) tipo esporadico. Los 5 casos clasificados como
hereditarios se encuentran distribuidos de la siguiente forma: 1 con probable MEN2B, 2
con probable MEN2A , 2 con sospecha de CMF) (Figura 1).

Figura 1. DISTRIBUCION DEL CANCER MEDULAR DE TIROIDES DE ACUERDO A SU
PRESENTACION CLINICA

10%

® ESPORADICO
15 CASOS

ENEM 2A
2 CASOS

NEM 2B
| CASO

mCMF
2 CASOS
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Al analisis del grupo de pacientes con CMT se observa que existe mayor afectacién de

la poblacion del sexo femenino, con una relacién Mujeres:Hombres de 6:1 (Figura 2);

FIGURA 2. PACIENTES CON CMT EN SEGUIMIENTO EN LA CLINICA DE TIROIDES,
DEPARTAMENTO DE ENDOCRINOLOGIA CENTRO MEDICO NACIONAL “LA RAZA".
DISTRIBUCION POR SEXO

i 20 -
[
@
z 15 -
[wi
5
o 10 -
] 85 %
E 5 15%
=
O A | |
HOMBRES MUJERES

afectando predominantemente a las mujeres entre la 42 y 62 décadas de la vida, el
promedio de edad al momento del diagndstico es de 46 afos (con una edad minima
de afectacion de 10 afios y maxima de 74 ). Las caracteristicas generales de los

pacientes se exponen con mayor detalle en la Tabla1.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes con CMT en seguimiento (1983-2013)

en la Clinica de Tiroides, Departamento de Endocrinologia Centro Médico Nacional “La

Raza"

PACIENTE SEXO EDAD AL DIAGNOSTICO
DIAGNOSTICO CLINICO

1 F 48 ESPORADICO
2 F 60 ESPORADICO
3 F 19 NEM 2B
4 F 56 ESPORADICO
5 M 28 CMF
6 F 30 ESPORADICO
7 F 58 ESPORADICO
8 M 69 ESPORADICO
9 F 47 ESPORADICO
10 F 39 NEM 2A
11 F 10 CMF
12 F 74 ESPORADICO
13 F 44 ESPORADICO
14 F 67 ESPORADICO
15 F 54 ESPORADICO
16 M 44 ESPORADICO
17 F 59 ESPORADICO
18 F 26 NEM 2A
19 F 46 ESPORADICO
20 F 43 ESPORADICO
F: femenino M: masculino

En nuestro grupo de pacientes hasta 15% (3 ) presentaron metastasis ganglionares al

momento del diagndstico, ninguno

metastasis a distancia. El estadio TNM mas

frecuentemente encontrado es el | ( hasta en un 30% de los pacientes) , se identificaron

al momento del diagnéstico 15 % de los pacientes en estadio IVy 20% en estadio Il

que en conjunto comprenden el 35% de pacientes en

enfermedad. Tabla 2.

estadios avanzados de
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Tabla 2. Clasificacion y estadio TNM de los pacientes con Cancer Medular de Tiroides al

momento de su diagnéstico.

PACIENTE CLASIFICACION ESTADIO

TNM TNM

T: tumor N:nodulos | M: metastasis
o ganglios

1 3 la 0 II
2 2 X 0 11
3 1 0 0 1
4 4a la 0 IVa
5 _ _ R R
6 _ _ R R
7 2 0 0 11
8 3 0 0 11
9 4a 1 0 IVa
10 4a 1b 0 IVa
11 1 0 0 I
12 3 0 0 111
13 3 0 0 III
14 1 0 0 I
15 3 la 0 111
16 1 0 0 I
17 2 0 0 II
18 1 0 0 I
19 1 0 0 I
20 2 0 0 11

De las 13 muestras sanguineas analizadas para la busqueda de la mutacion germinal en
el exdn 16, coddén 918; el ADN gendmico de las muestras obtenidas demostrd
especifica amplificaciéon de dicho exéon RET como se observa por el tamafio de los
fragmentos en la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (Figura 3 y 4).. Los 2
pacientes con CMF y los considerados como esporadicos resultaron negativos a la
presencia de mutacion ; el ADN gendmico de la paciente con sospecha clinica de
sindrome MENZ2B resulté positiva para la presencia de mutacion M918T (ATG—ACG),
confirmando asi genéticamente el CMF hereditario tipo MEN2B, caracterizado
fenotipicamente en esta paciente por CMT, feocromocitoma, habitus marfanoide ,

presencia de neuromas en labios y lengua. Se muestra a continuacion la secuencia
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obtenida, resaltando la presencia del nucle6tido mutado ACG (codificante para treonina)

en el lugar del nucléotido normal ATG (codificante para metionina).

AACTGAGAGTGAGTACTTCATGTCTTTATTCCATCTTCTCTTTAGGGTCGGATTCCAGTTAAATGGACGGC

AATTGAATCCCTTTTTGATCATATCTACACCACGCAAAGTGATGTGTAAGTGTGGGTGTTGCTCTCTTGGG

GTGGAGGTTACAGAAACAACCCCTTATACATGTAGTGGGGCCACGACGCCCGTTCTGTGCAGCTTTGGCC
CAGGGAATTGCACTGGGCCCTGAGCACCTGTCATGCAGTGCTTAGTTTTTCTGCAATGACCCCCTCACTGG
AGGTCCTTCATGATGGTGTTCCGTGAGCCAAATGGCTGTTTGTCCTGCTCAAAATCTA}

De las 13 muestras analizadas para la busqueda de mutaciones caracteristicas para la
mutacion germinal en el exdén 11, codon 634; el ADN gendmico demostrd especifica
amplificacion de dicho exon RET, tal como se muestra en la electroforesis en gel de

agarosa (figura 3y 4).

Figura 3 (izquierda):
Electroforesis de los
productos de PCR del exdén
11 ( 561 pb); exdén 16 (336
pb) del gen RET en gel de
Agarosa al 1.5%.

Figura 4 (abajo):
Electroforesis de los
productos de PCR del del
exén 11 ( 561 pb)
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Al realizar el analisis BLAST de la secuencia obtenida en la herramienta WEB, no
obtuvimos coincidencias con las secuencias del banco gendmico del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), por lo que no podemos confirmar la presencia de la
mutacion en el codon 634 en los pacientes clasificados clinicamente como tipo NEM 2A

y CMF; ni descartarla en el grupo con CMT esporadico .
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DISCUSION

Desde las ultimas décadas se ha producido un mayor interés en el estudio de las
bases moleculares y genéticas del cancer. Fué en la decada de los 80s cuando se
confirmé la alteracion del proto-oncogén RET en los pacientes con presencia de CMT. @
ElI CMT es de mal prondéstico comparado con el tipo papilar y folicular; se han descrito
diversos factores que afectan la sobrevida y prondéstico del paciente con CMT,
considerando entre los de mayor importancia la edad y el grado de invasion al
momento del diagndstico "®'9; tomando en cuenta que se ha reportado que cerca del
50% de pacientes con CMT se encuentran en estadio Ill o IV al momento del
diagnostico @ es de gran relevancia la deteccion oportuna de mutaciones del
protooncogén RET en familias con CMT hereditario y su busqueda intencionada en los
considerados como tipo esporadico ya que hasta el 5% de éstos son reclasificados
como hereditarios en base al estudio genético .%°

En nuestro grupo de pacientes con respecto a la busqueda de mutaciones en el codén
634 del exén 11, aunque se demuestra la especifica amplificacion de dicho exéon RET
en el gel de agarosa 1.5%, al realizar el analisis BLAST de la secuencia obtenida no
obtuvimos coincidencias con las secuencias del banco génomico del NCBI, al revisar
las estructuras derivadas de dichas secuencias observamos la formacién de estructuras
secundarias, lo que no permite el adecuado marcaje de la secuencia, siendo ademas
ilegible para la Taq polimerasa, obteniendo asi la lectura solo de los nucledtidos
expuestos, lo que nos otorga finalmente falsas secuencias que no fueron compatibles
con el exén 11 de RET ampliado. Un ejemplo de éstas estructuras secundarias se
muestra en la figura 5. Como se puede observar en la figura se reporta G = -4
(energia libre de Gibbs = - 4) , recordemos que la condicion de equilibrioes G =0, por
lo que la negatividad reportada se traduce en la formacion espontanea de las
estructuras secundarias antes mencionadas, aun en condiciones de estabilidad (1 atm
y 25°C).

Con respecto a la busqueda de mutaciones en el exén 16, ; se confirmd el diagnostico
de MEN 2B en la paciente que habia sido clasificada clinicamente dentro de éste
sindrome, encontrando la mutacion esperada en el codon 918 del exdn 16, hecho

trascendental, ya que permitira un abordaje diagnéstico y de ser necesario terapéutico
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en el hijo de la paciente proximo a nacer; es importante mencionar que la mutacion
encontrada es clasificada como riesgo D de acuerdo a la ATA y riesgo 3 por la
Seventh International Workshop on MEN, es decir el mayor riesgo asignado para CMT,
por lo que el abordaje diagnédstico y terapéutico debe iniciarse lo mas pronto posible
antes de concluir el primer afo de vida de acuerdo a las recomendaciones de la ATA.
Tabla 3.

Por otra parte el analisis del gen RET para la busqueda de mutaciones permitié ademas
descartar la presencia de la mutacion en el codén 918 del exdon 16, en el resto de
pacientes considerados con CMT de tipo esporadico y CMF.

Los familiares en primer grado de los individuos afectados con CMT hereditario,
presentan un 50% de riesgo de heredar la mutacion del gen y por lo tanto de desarrollar
este tipo de cancer ??

El diagndstico genético en el CMT hereditario, es de utilidad para asignar de acuerdo a
la mutacion encontrada un grado de riesgo, lo que permite el diagndstico y tratamiento
precoz de los familiares del caso indice, ® teniendo asi la posibilidad de ofrecer
verdaderamente un tratamiento preventivo con la realizacion de la intervencion
quirurgica incluso antes de que aparezca hiperplasia en las células, se desarrolle el CMT
y aparezcan metastasis en los nédulos linfaticos. Este también permite excluir de los
programas de seguimiento y de una posible intervencion, a los familiares de individuos
no portadores de la mutacién, con la disminucién de costos que esto implica, sin olvidar
el impacto psiquico que esto tiene en el paciente y su familia.

El CMT hereditario y el de tipo esporadico pueden tener una presentaciéon clinica
indistinguible al inicio; incluso un paciente con CMT hereditario puede ser considerado
erroneamente como caso esporadico debido a una historia familiar desconocida , por la
aparicion de mutaciones de novo o por ser una enfermedad de curso leve . El estudio
genético permite diferenciar ambas entidades, por lo que es recomendable el estudio
del gen RET en todos los casos con CMT con el objeto de descartar la aparicién de
nuevas familias con CMT hereditarios. ©¢1%1:

Es pues en la actualidad el analisis mutacional del gen RET una herramienta de gran
importancia para el médico tratante, para el paciente y para los servicios de salud; un

avance cientifico con gran impacto en diversos aspectos del diagnéstico, tratamiento,
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prondstico y seguimiento de la enfermedad; por lo que a treinta afios de su
descubrimiento es necesaria su aplicacion en todos los pacientes con diagnodstico de
CMT , realizando no solo el analisis del exén 16 y 11 sino del resto de codones donde
se han identificado mutaciones germinales en el gen RET, que permitan ademas de los

beneficios mencionados, comprender y analizar su impacto en poblacién mexicana.
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CONCLUSIONES

EL CMT es un cancer que aunque tiene una baja frecuencia es de mal prondstico
comparado con las variantes de cancer de tiroides diferenciado ya presenta una mayor
tasa de recurrencia de enfermedad y de mortalidad que el tipo papilar y folicular

La poblacién mayormente afectada son las mujeres entre la 4% y 62 década de la vida.
Al momento del diagndstico mas de la tercera parte es encontrado en estadios TNM Il y
[ll. El prondstico de la enfermedad se ha asociado con diversos factores, entre los de
mayor importancia se mencionan la edad y el grado de invasion al momento del
diagnostico.

Las técnicas de biologia molecular han permitido la identificacion de los genes
responsables de las NEM 1 y 2; esto desde el punto de vista clinico ha significado un
avance en el diagndstico precoz y el tratamiento oportuno de estas patologias..

Es importante también que en los pacientes con CMT considerados clinicamente como
esporadicos se realice la busqueda intencionada de mutacidnes germinales, para
descartar la presencia de una enfermedad hereditaria, ya que de acuerdo a lo reportado
en la literatura hasta el 6% de estos pacientes han sido reclasificados como esporadicos
al realizar el analisis mutacional del gen RET.

La busqueda de mutaciones en el gen RET es de gran importancia en los pacientes con
diagndstico de CMT , ya que el tipo de mutacion encontrada tiene trascendencia
diagndstica, terapéutica y prondstica.

También es trascendente en los familiares del caso indice ya que de corroborar la
presencia de CMT hereditario, los descendientes directos son individuos con riesgo de
desarrollar la enfermedad, por lo que el analisis mutacional del gen RET es la prueba
estandar para el diagnéstico y tratamiento preventivo ya que es la prueba que ha
demostrado mayor fiabilidad para la toma de decisiones terapéuticas en individuos con
riesgo, sin evidencia clinica de la enfermedad.

El analisis del gen, en busca de mutaciones germinales se puede realizar en ADN de
leucocitos obtenidos a través de una muestra de sangre periférica, por lo que sin
meétodos altamente invasivos o de riesgo, es posible diagnosticar los casos hereditarios
de CMT.
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Tabla 4: Secuencias de oligonucleétidos RET

ANEXOS
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EXON

OLIGONUCLEOTIDO

11

F: 5 - GGT CTA GGA GGG GGC AGT AAA TGG -3’

R: 5°- CAG CGT TGC CAG CCC CTC ACA G-3°

16

F: 5°- GGC CTT CTC CTT TACCCCTCCTT -3’

R: 5- CAG CCATTT GCCTCA CGAACAC-3

F: Forward , R: Reverse

Tabla 5: Recomendaciones para estudio y tratamiento con cirugia profilictica para

pacientes con CMT de acuerdo al nivel de riesgo asignado por la ATA (Asociacion

americana de Tiroides).

NIVEL DE EDAD PARA EDAD PARA PRIMER EDAD PARA LA PRIMERA EDAD PARA LA

RIESGO ANALISIS DEL ULTRASONIDO DETERMINACION DE CIRUGIA
ATA RET CALCITONINA PROFILACTICA
D TPSP y antes del | TPSP y antes del primer | 6 meses si la cirugia aun no se ha | TPSP y antes del primer
primer afio de | afio de vida realizado afio de vida
vida

C < 3-5 afios 3- 5 afios 3- 5 afios Antes de 5 afios

B < 3-5 afios 3- 5 aios 3- 5 aios Considerar cirugia antes
de 5 afios.
Puede retardarse la
cirugia después de los 5
afios si no cuenta con
criterios estrictos que la
indiquen. ®

A < 3-5 afios 3- 5 afios 3- 5 afios Puede retardarse la
cirugia después de los 5
afios si no cuenta con
criterios estrictos que la
indiquen. ®

? Calcitonina sérica basal y/o estimulada anual normal, ultrasonido de cuello anual normal, historia familiar de CMT poco agresivo y preferencia

familiar.
TPSP: Tan pronto sea posible

Obtenido de: Management Guidelines of the American Thyroid Association. Thyroid 2009




Figura S. Estructura de la secuencia de nucleotidos obtenida de ADN gendémico

para el exén 11 del gen RET
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Paciente:

INSTITUTO MEXICANO DELSEGURO SOCIAL

CENTRO MEDICO NACIONAL “LA RAZA” No REGISTRO:

Hospital de Especialidades “Dr. Antonio Fraga Mouret”
Formato de captura de datos del paciente con cancer medular de tiroides

FECHA: /

Filiacion:

Apellido Materno/ Apellido Paterno/ Nombre (s)
Teléfono: Edad: anos. Género: (F) (M)

UMF: HGZ

Originario:

Residente

ANTECEDENTES:

Familiares con cancer tiroideo (Si) (No) Quién?
Familiares con otro tipo de cancer: (Si) (No) ¢Quiény Cual?
Tabaquismo: (SI') (NO)
Exposicidn a radiaciones (SI) (No) edad motivo:
Comorbilidad: (SI) (NO) ¢Cual (es)?

BAAF de envio:

Cajetillas/afio X afios (Suspendido)

anos

FOLIO:

CIRUGIA: Fecha:

Cirujano: Hospital:

Tiroidectomia (Total) (Casi Total) (Subtotal) (Hemitiroidectomia) Otro:
Tiempos quirurgicos: (1) (2) (3 o mas) Especifique:
Complicaciones : (Hipoparatiroidismo) (Nervio laringeo) Otras:

RESULTADO HISTOPATOLOGICO: FOLIO:

Tumor: (Unico) (Mdltiple) (Mixto) Especifique:
Tamafio (En caso multiple del mas grande): cm. Invasién:

Reseccion ganglios: (No se realizd) Afirmativo:(Compartimiento central VI) (Lateral ll-IV) (Radical) Otro:

Metastasis a distancia: (No) (Si) : (Pulmén) (Higado) (Cerebro) (Hueso) Otro:

Clasificacion TNM : ....... (TO) (T1) (T2) (T3) (T4a) (T4b) ............ (NX) (NO) (N1a) (N1b)............. ( MX) (MO) (M1)
ESTADIO TNM: ........... (Eycmy (my (ivayave)(ive)

RIESGO ATA (American Thyroid Association ): (A)... (B) ......(C) ..... (D)

RIESGO Seventh International Workshop on MEN: ( 1.- Alto riesgo) (2.- Muy alto riesgo)....(3.- Maximo riesgo)

ESTUDIOS DE SEGUIMIENTO

CALCITONINA

ACE

TSH

TIROGLOBULINA

ULTRASONOGRAFIA DE CUELLO

Mes/Afio

Resultado

SAT: sin actividad tumoral. AS: adenopatia sospechosa. ANS: adenomegalia no sospechosa TTR: tejido tiroideo residual
OTROS ESTUDIOS DE IMAGEN:
EVOLUCION:En caso de metastasis: Afio: Sitio:

Afios Ibres de Enfermedad:

De recidivar afio: Sitio:
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