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RESUMO

TEIXEIRA, L. V. S. Analise de ligacdo na sindrome de Marfan. 2009. 70 f. Dissertacdo
(Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, 2009.

A sindrome de Marfan (MFS) é uma doenca autossémica dominante do tecido conjuntivo que
afeta o coracgéo, vasos sanguineos, pulmdes, olhos, ossos e os ligamentos. Mutagdes no gene
codificante da fibrilina 1 (FBN1) causa a sindrome de Marfan e doencas relacionadas do
tecido conjuntivo. FBN-1 é o componente principal das microfibrilas de 10-12nm encontrados
na matriz extracelular (ECM). A ECM tem um papel estrutural na organizacdo especifica do
tecido e participa na regulacdo de varias citosinas e fatores de crescimento. Uma quantidade
crescente de evidéncias demonstra um relacionamento entre FBN-1 e o receptor do fator de
transformacéo do crescimento (TGF-B). A Homologia entre FBN-1 e TGF-f latente (LTGF)
permite que os microfibrilas sirvam de reservatdrio para esta citosina. Recentemente foram
descritos nos pacientes com MFS, mutacdes nos genes receptores | e Il do TGF-B
(TGFBRI/II). O objetivo deste estudo foi analisar a heterogeneidade genética da sindrome de
Marfan. Nos realizamos analises de ligacdo para 6 marcadores dos gene FBN1 e TGFBRII em
34 familias e sequenciamos o0 TGFBRI e TGFBRII. A anélise de ligacdo dos hapldtipos em
relacdo aos marcadores do gene FBN1 indicou co-segregacdo em 70,58%, exclusdo em
17,64% e homozigozidade em 11,76%; em relacdo aos marcadores do gene TGFBRII indicou
co-segregacdo em uma familia. Conseguimos demonstrar a heterogeneidade de I6cus e a
utilidade do teste diagnostico na assisténcia das familias pré-sintomaticas com manifestaces

atipicas ou ambiguas da MFS.

Palavras-chave: Sindrome de Marfan. Heterogeneidade genética. Andlise de segregacao.



ABSTRACT

TEIXEIRA, L. V. S. Linkage analysis in Marfan syndrome. 2009. 70 f. Ph. D. Thesis
(Biotecnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2009.

Marfan syndrome is an autosomal dominant disorder of connective tissue that can affect the
heart, blood vessels, lungs, eyes, bones, and ligaments. Mutations in the gene encoding
fibrillin 1 (FBN1) cause Marfan syndrome (MFS), and related connective tissue disorders.
Fibrillin-1 (FBN-1) is the main component of the 10-12 nm microfibrils found in the
extracellular matrix (ECM). ECM displays a structural role in the tissue-specific organization
and takes part in the regulation of various cytokines and growth factors. A growing body of
evidence supports a narrow relationship between FBN-1 and TGF-beta. Homology between
FBN-1 and latent TGF-beta (LTGF) allows microfibrils to be a reservoir for this cytokine.
Recently, mutations in the gene for transforming growth factor-beta (TGF-p) receptor type |
and Il (TGFBRI/II) have been described in patients with MFS. The aim of this study was to
analyze the genetic heterogeneity of Marfan syndrome. We have performed linkage analysis
for 6 FBN1 and TGFBRII gene markers in 34 families and sequenced both TGFBRI and
TGFBRII. The haplotype linkage analysis concerning the FBN1 gene markers indicated co-
segregation at 70.58%, exclusion at 17.64% and homozygosity at 11.76%; in relation to the
TGFBRII gene markers, it indicated co-segregation in one family. We were able to
demonstrate the heterogeneity of locus and the utility of the diagnostic test in the assistance of

the daily pre-symptomatic families with atypical or ambiguous manifestations of MFS.

Key Words: Marfan syndrome. Genetic heterogeneity. Segregation analysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Conceito

A sindrome de Marfan é uma doenca hereditaria do tecido conjuntivo. Apresenta
heranga autossdbmica dominante, pleiotropia, expressividade varidvel, penetrancia completa e
incidéncia de 2-3 por 10.000 individuos sem predilecdo por género, raca ou etnia (PYERITZ
et al., 1993). As caracteristicas clinicas envolvem principalmente os sistemas esquelético,
ocular e cardiovascular. Outros 6rgdos, incluindo pulmé&o, pele ou tegumento e dura-mater
também podem apresentar alteracdes (PYERITZ et al., 1993). Muta¢des no gene FBN1 sdo
responsaveis por 90% dos casos de sindrome de Marfan e mutacbes nos genes TGFBRI e
TGFBRII séo responsaveis por 5-10% dos casos (SAKAI et al., 2006).

1.2 Historico

A sindrome de Marfan foi primeiramente descrita em 1896 pelo pediatra francés,
Antoine Bernard Marfan, em uma menina de 5 anos e 6 meses, que apresentava
dolicostenomelia (membros longos e finos), multiplas contraturas articulares e escoliose. Em
1972, Hecht e Beals denominaram essa condi¢do clinica de Aracnodactilia Contratural
Congénita (CCA).

Weve em 1931 e Apert em 1938 foram os primeiros a sugerirem a heranca
autossémica dominante na sindrome de Marfan. O comprometimento da aorta foi descrito em
1943 por Baer et al., 1943, Etter e Glover, 1943 e o extenso envolvimento cardiovascular foi
descrito detalhadamente em 1955 por Mckusick. Posteriormente Mckusick demonstrou que o
defeito existente no tecido conjuntivo envolvia a aorta e a zonula ocular (MCKUSICK, 1955,
1956, 1991). Em 1972 foi esclarecido o papel da aorta na diminui¢do da expectativa de vida
(MURDOCH et al., 1972).




2 QUADRO CLINICO

2.1 Manifestacdes Esqueléticas

A maior parte dos individuos apresenta estatura elevada (acima do percentil 97) e
membros longos. O segmento inferior é maior do que o superior e a envergadura é maior do
que a estatura, caracterizando a dolicostenomelia. Essas proporcdes variam de acordo com a
idade durante o crescimento normal, mas na pessoa afetada pela Sindrome de Marfan, a
relagdo segmento superior e inferior esta geralmente abaixo do 2° desvio padrdo para a idade,
raca e sexo (PYERITZ, 1990; BEIGHTON et al., 1993).

A aracnodactilia se refere a presenca de dedos longos, € um sinal caracteristico, sendo
considerado importante realizar as medidas das médos e dos dedos médios. Essas medidas
ultrapassam o percentil 97% (PYERITZ, 1990; BEIGHTON et al., 1993).

Manobras simples para avaliar a aracnodactilia sdo cléssicas, tais como o sinal do
polegar positivo e o sinal do punho positivo. Essas manobras sdo Uteis, porém tém um valor
subjetivo por refletirem mais uma frouxiddo ligamentar longitudinal das maos do que a
aracnodactilia (PYERITZ, 1990; BEIGHTON et al., 1993).

Outra caracteristica clinica é o alongamento do torax, exibindo deformidades e
assimetrias produzidas pelo crescimento longitudinal excessivo das costelas e pela presenca
do peito escavado ou carenado isoladamente, ou combinados com o estreitamento do didmetro
antero-posterior do torax e escoliose. O peito escavado pode ser um sinal precoce da sindrome
na crianca e indica a necessidade de se procurar por outras anomalias (PYERITZ, 1990;
BEIGHTON et al., 1993).

Escoliose ou cifoescoliose, algumas vezes com uma curvatura antero-posterior
significativa, ocorre em 30-60% dos pacientes. Esta anormalidade € variavel, mas alguns
individuos sdo gravemente afetados e o prognostico da escoliose tem sido relatado como pior
do que nas escolioses idiopaticas. A cifose toracica esta associada a deficiéncias pulmonares,
incluindo capacidade vital e volume residual reduzidos. A escoliose aumenta rapidamente
durante os anos de maior crescimento 0sseo e consequentemente das vértebras, dos 11 aos 15
anos de idade, sendo importante a deteccdo precoce, quando a possibilidade de correcdo é
maior (DEMETRACOPOULQOS e SPONSELLER, 2007).

A protrusdo acetabular € um achado frequente. Esta associada a escoliose e é mais

comum no sexo feminino.




Sdo também observadas frouxiddo ligamentar, pés planos, halux alongado e valgo,
contraturas dos dedos dos pés, hipotonia e hipotrofia muscular e gordura subcutanea escassa
(PYERITZ, 1990; BEIGHTON et al., 1993; DEAN, 2007).

2.2 Manifestacdes Oculares

A subluxacdo do cristalino ou ectopia lentis ocorre em 50 a 80% dos casos e é
usualmente bilateral, raramente progressiva, causando um prejuizo discreto da visdo. O mais
comum é que as lentes sejam deslocadas para cima. As zonulas ou ligamentos suspensorios
do cristalino, quando visualizados, sdo redundantes, atenuados e freqiientemente rotos, porém
a acomodacao é possivel. Quando a lente € deslocada totalmente fica caracterizada, entdo, a
luxacdo do cristalino. Uma lente subluxada ndo pode ser visualizada com o oftalmoscopio
comum, devendo sempre ser examinada com lampada de fenda. A iridodonese, ou o tremor da
lente, é sugestivo do deslocamento (MAUMENEE, 1981).

O comprimento axial do globo ocular é aumentado, o que contribui para a miopia, em
80% dos casos, bem como para um risco maior de descolamento de retina e subluxacdo das
lentes. Estudos da forma da cornea (ceratometria) mostram que aproximadamente todos os
pacientes apresentam coérneas achatadas. Além disso, frequentemente é observada a
megalocdrnea (PYERITZ, 1990; BEIGHTON et al., 1993; DEAN, 2007).

2.3 ManifestacOes Cardiovasculares

A Sindrome de Marfan é a principal causa de aneurisma dissecante em pessoas com
menos de 40 anos, quase sempre consequente a dilatacdo da raiz da aorta. Em geral, o quadro
clinico do aneurisma dissecante nestes pacientes difere pouco daqueles que ndo tem a
sindrome, exceto pelo fato de que nos primeiros a regurgitacdo adrtica é mais comum e
resulta de uma dilatacdo prévia na primeira porcdo da aorta. O aneurisma da aorta ndo é
congénito, mas se desenvolve progressivamente no decorrer da vida. A dilatacdo da aorta em
geral se inicia na primeira por¢do da aorta ascendente e a disseccdo ocorre apds a dilatacao
exceder o diametro de 5,5 a 6,0 cm. A pulsacao e especialmente a pressdo na aorta ascendente
s&o os principais fatores na patogénese da dissec¢do da aorta. A anormalidade na tunica média
pode resultar na dilatacdo difusa da aorta ascendente ou da artéria pulmonar, em aneurisma

dissecante, numa combinacdo de dilatacdo e dissec¢do, ou em aneurismas mais distais da

.



aorta e de seus ramos. O ecocardiograma é o método de escolha para o diagnostico e o
acompanhamento das anomalias da aorta toracica enquanto que o ultrasom de abdémen é util
na avaliacdo da aorta abdominal. A ressonancia magnética é Util para uma visualizacdo mais
extensa da aorta toraco-abdominal, obtendo-se uma visdo panoramica de toda a aorta que
permite observar pontos com pequenas alteracdes que necessitam maior acompanhamento
(SUMMERS et al., 2006; DEAN, 2007).

Em pacientes pediatricos, o prolapso da valva mitral com insuficiéncia mitral grave é a
manifestacdo usual de maior morbidade. Embora as manifestacdes cardiovasculares na
infancia sejam mais sutis e menos graves, elas ainda representam a maior causa de 6bito em
pacientes jovens. A morte nestes casos € em geral atribuida & insuficiéncia cardiaca
congestiva, pela lesdo valvar, podendo ainda haver, em menor nimero, casos de expansao
rapida da aorta com sua rotura e 6bito por tamponamento cardiaco (PHORNPHUTKUL et al.,
1973; SISK et al., 1983; CHEN et al., 1985; GEVA et al., 1987; GEVA et al., 1990; EL
HABBAL, 1992). Entretanto, Lopez et al. (2005), diferentemente da maior parte da literatura,
encontraram proporcdo significante de dilatacdo de aorta ascendente em criancas pre-

escolares e escolares (76% de ectasia anulo adrtica).

2.4 Outras Manifestagoes

A manifestacdo pulmonar mais freqliente em pacientes com Sindrome de Marfan é o
pneumotdrax espontaneo, que ocorre em aproximadamente 5% das pessoas afetadas
(DWYER e TRONCALE, 1965; PYERITZ e MCKUSICK, 1979; HALL et al., 1984).

Estrias cutdneas nos ombros, dorso e coxas sdo comuns. S&0 chamadas de striae
atrophica ou distensae e aparecem por volta da segunda década de vida, ndo estando
relacionadas a perda de peso. Hérnias inguinais, femorais e incisionais sdo achados
frequentes, provavelmente associadas a flacidez do tecido conjuntivo. Também existem
relatos de hérnia diafragmatica (BEIGHTON et al., 1993).

Tem sido aceito que o0s pacientes com Sindrome de Marfan ndo apresentam
comprometimento da funcdo cerebral e o desenvolvimento intelectual e motor esta dentro da
média. Entretanto, metade dos pacientes mostra uma ou mais manifestacdes
neuropsicoldgicas, incluindo dificuldade de aprendizado escolar ou de atengdo, com ou sem
hiperatividade, imaturidade emocional e discrepancia verbal e de comportamento
(BEIGHTON et al., 1993).




A ectasia dural € caracterizada pelo estreitamento dos pediculos vertebrais,
alargamento das distancias interpediculares e um entalhamento dos corpos vertebrais. A
maioria dos pacientes é assintomatica, mas alguns podem referir dores lombares e nos
membros inferiores. Atualmente, esta anomalia € melhor avaliada através da tomografia
computadorizada ou ressonancia magnética de regido lombo-sacra (OOSTERHOF et al.,
2001; AHN et al., 2001; KNIRSH et al., 2005; HABERMANN et al., 2005; JONES et al.,
2005).




3 CRITERIOS DIAGNOSTICOS

3.1 Critérios Diagndsticos da Sindrome de Marfan

Em 1986 foi realizado um Workshop durante o 7° Congresso de Genética Humana em
Berlim. Neste evento, Pyeritz et al., estabeleceram os critérios diagndsticos modificados para
a Sindrome de Marfan, que foram publicados por Beighton et al. (1988). Neste trabalho foram
listados os sinais clinicos, dentre eles os considerados sinais maiores, ou seja, aqueles com
maior frequéncia e especificidade (luxacdo do cristalino, dilatacdo da aorta ascendente,
disseccéo da aorta e ectasia dural).

Posteriormente, De Paepe et al. (1996) revisaram os critérios de Pyeritz et al. (1986a)
e fizeram algumas modificacbes motivadas pelas descobertas de achados moleculares e de sua

correlagdo com o fen6tipo, hoje conhecidas como critérios de Ghent (Quadro 1 e Quadro 2).

Quadro 1 — Critérios diagnosticos e nosologia de Ghent.

CASO ISOLADO
Critérios maiores em dois ou mais 6rgéos diferentes e o envolvimento de um terceiro 6rgéo.
Se a mutacdo ja tiver sido identificada em um individuo afetado, uma manifestacdo maior e algum
outro 6rgdo afetado.

CASO FAMILIAL
Manifestacfes em dois sistemas, sendo pelo menos uma manifestagdo maior, dependendo do
fendtipo familial.

Fonte: De Paepe et al., 1996.




Quadro 2 - Sinais clinicos maiores e menores na Sindrome de Marfan.

CRITERIO MANIFESTACAO MAIOR MANIFESTACAO MENOR
e Peito carenado e Aparéncia facial:
e Escavado — no caso de dolicocefalia, hipoplasia
necessitar cirurgia; malar, retrognatia;
e Envergadura > altura; e Hipermobilidade articular;
e Sinais de punho (Walker- e Peito ecscavado
Murdoch) e  polegar moderado;
(Steinberg); e Palato altamente arqueado.
SISTEMA e Escoliose > 20° ou | No minimo 2 dos sinais maiores
ESQUELETICO espondiolistese; presentes ou no minimo 1 sinal
e FExtensio limitada do | maior e 2 sinais menores presentes.
cotovelo < 1709
e Péplano;

e  Protrusdo acetabular;
No minimo 4 dos sinais presentes.

e Luxacdo do cristalino.
Luxacéo do cristalino presente.

e Miopia;
e Cornea plana;

SISTEMA e Hipoplasia muscular de
OCULAR iris ou ciliar.
No minimo 2 dos sinais menores
presentes.

e Dilatacdo da aorta e Prolapso de valva mitral;
ascendente ¢/ ou s/ e Calcificagdo do anulo
regurgitacdo  aortica e mitral;

SISTEMA envolvendo o seio de e Dilatagdo ou disseccdo da
CARDIOVASCULAR valsava; aorta descendente ou aorta

e Dissecgéo da aorta abdominal antes dos 50

ascendente; anos;
No minimo 1 dos sinais maiores e Dilatacdo da  artéria
presente. pulmonar principal antes
dos 40 anos.
No minimo 1 dos sinais menores
presente.

e  Pneumotérax;

SISTEMA e Bolhas apicais.
PULMONAR No minimo 1 dos sinais menores
presente.
e Estrias atroficas s/ causa
PELE aparente;
ITEGUMENTO e Hérnia recorrente  ou
incisional.
No minimo 1 dos sinais menores
presente.
e Ectasia lombosacral.
DURAL Ectasia lombosacral presente.
e Membro familiar de grau
independente de
FAMILIA diagndstico completo;

e Mutacdo patogénica do
FBNL1.
No minimo 1 dos sinais maiores
presente.

Fonte: De Paepe et al., 1996.
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Estes critérios foram revistos e comparados por Rose et al. (2000). Os autores
perceberam que a ectasia dural era o segundo sinal maior mais comumente diagnosticado e
que a procura pela ectasia dural estabelecia o diagndstico da Sindrome de Marfan em 23% dos

pacientes sob os critérios de Ghent.

Dean, em 2007, reforcou que os critérios de Ghent confirmam ou excluem o
diagnéstico da Sindrome de Marfan em 86% dos casos. Além disso, confirmou que o
aparecimento de algumas caracteristicas depende da idade e que os critérios diagndsticos

devem ser utilizados com cuidado em criancas.

Recentemente, em um grande estudo realizado por um consoércio internacional foram
analisados 1009 probandos com uma mutagdo no gene FBN1 conhecida. Nesse estudo, 0s
pacientes foram classificados da seguinte maneira: 0s que preenchiam e 0s que nao
preenchiam os critérios diagnésticos. Os autores demonstraram clinicamente que 79% dos
adultos tinham diagnostico da Sindrome de Marfan sendo que, quando considerada a mutagéo
no gene FBN1, 90% deles preenchiam os critérios diagndsticos. Para as criangas, estes
nimeros foram de 56% e 85% respectivamente. A dilatacdo da aorta ocorreu mais
tardiamente em individuos que ndo preencheram os critérios diagnosticos (FAIVRE et al.,
2008).

3.2 Diagnaéstico Diferencial

Os principais diagnoésticos diferenciais da sindrome de Marfan a serem considerados
incluem alguns quadros semelhantes aos da sindrome de Marfan e outros ocasionados por
genes diferentes (Homocistinuria, sindrome de Stickler, Aracnodactilia Contratural
Congénita, sindrome de Ehlers-Danlos) e também pelos fen6tipos chamados associados. Estes
ultimos constituem-se por doencas que apresentam combinacdes diferentes das alteracdes
observadas na Sindrome de Marfan, também com heranca autossémica dominante, como o
fendtipo MASS, a Ectasia Anulo adrtica, a Ectopia lentis, a Sindrome do Aneurisma Aortico
de Loeys-Dietz e o Habito familial semelhante ao da Sindrome de Marfan, nas quais ja foram
encontradas mutagOes no gene FBN1 (Quadro 3) (JUDGE e DIETZ, 2005).




Quadro 3 — Doencas que apresentam quadros semelhantes aos da sindrome de Marfan.

DOENCA QUADRO CLINICO HERANCA
HOMOCISTINURIA | Estatura elevada, dolicostenomelia, AR
aracnodactilia, deformidade torécica, luxagdo do (def. da
cristalino (para baixo), miopia, retardo mental, | cistationina B
tromboembolia sintetase)
ARACNODACTILIA | Estatura elevada, aracnodactilia, deformidade AD
CONTRATURAL | toracica, escoliose, contraturas congénitas, PVM, FIBRLINA 2
CONGENITA miopia, ceratocone, orelhas pregueadas
S. EHLERS-DANLOS | Aracnodactilia, escoliose, PVM, descolamento de AR
(ESPECIALMENTE | retina, miopia, ceratocone, hipermobilidade COL5A1,
O TIPO VI) articular, luxac®es articulares, hematomas COL5A2,
COL3A1
S. DO PROLAPSO | Deformidade torécica, cifose, PVM, defeitos de AD
DE VALVA MITRAL | septo atrial FIBRLINA 1
S. STICKLER Estatura elevada, dolicostenomelia, deformidade AD
toracica, hipermobilidade articular, fenda COL2A1
palatina,  hipoacusia,  artropatia, = miopia,
descolamento de retina
RDNPM E HABITO | Estatura elevada, dolicostenomelia, hipotrofia AR
MARFANOIDE muscular, deformidade torécica, aracnodactilia, | FIBRLINA 1
face plana, hipertelorismo ocular, sinéfris
DMLX COM Estatura elevada, face longa e estreita, LX
HABITO macrocefalia, palato alto, retardo mental, FMR1
MARFANOIDE convulsdo, micrognatia, defeito de septo atrial
S. SHPRINTZEN- | Aracnodactilia, escoliose, deformidade toracica, AD
GOLDBERG cranioestenose, hipertelorismo ocular, | FIBRLINA 1
micrognatia, palato arqueado, deficiéncia mental,
PVM, miopia
S. Estatura elevada, hipermobilidade articular e da AD
HIPERMOBILIDADE | pele, escoliose, deformidade torécica, palato alto FIBRLINA 1
MARFANOIDE
ECTASIA ANULO | Dilatacdo da aorta AD
AORTICA FIBRLINA 1
ECTOPIA LENTIS | Luxacdo do cristalino AD
FIBRLINA 1
FENOTIPO MASS | Miopia, PVM, dilatacio discreta da aorta, AD
alteracdes da pele e do esqueleto FIBRLINA 1
HABITO FAMILIAL | Estatura elevada, dolicostenomelia, AD
SEMELHANTE AO | aracnodactilia, deformidade toracica, escoliose FIBRLINA 1
DA S. MARFAN

Fonte: DEAN, 2007 (com modificagcdes). AD= autossomico dominante; AR= autossémico recessivo; LX =
ligado ao cromossomo X; PVM = prolapso de valva mitral; DMLX=deficiéncia mental ligada ao cromossomo
X; def.=deficiéncia; RDNPM=retardo de desenvolvimento neuropsicomotor.
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4 TECIDO CONJUNTIVO

4.1 Fibra Elastica e Microfibrilas

As fibras elésticas estdo presentes no tecido conjuntivo de vérios locais, tais como
aorta, outros vasos, pulméo, derme, dura mater, varios tenddes e ligamentos.

Fisiologicamente sdo responsaveis pela elasticidade dos tecidos (UITO, 1979;
PYERITZ et al., 1993). Por meio de microscopia eletrénica foi demonstrado que as fibras
elasticas consistem de dois componentes: um amorfo e o outro fibrilar (VARADI, 1976 e
ROSS et al., 1977). O componente amorfo é composto pela proteina elastina. A elastina é
sintetizada por células do tecido conjuntivo. Inicialmente a tropoelastina é traduzida pelas
moléculas de RNAm, codificantes do polipeptidio da tropoelastina, a qual vai para o reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) destas células. Apds a traducdo, o polipeptidio de tropoelastina
é novamente sintetizado para dentro das cisternas do RER, de maneira similar ao que ocorre
com outras proteinas do colageno e de outras proteinas destinadas ao meio extracelular. Os
polipeptidios de tropoelastina sdo entdo transferidos do RER para o meio extracelular, onde se
polimerizam por ligagbes cruzadas entre residuos de lisina, originando a elastina
(ROSEMBLOOM et al., 1993; UITO, 1979).

O componente amorfo é rodeado pelo componente fibrilar, que é constituido por
distintas estruturas fibrilares 10 — 12 nm. Andlises imunoldgicas e quimicas da microfibrila
revelaram a sintese de duas microfibrilas distintas: microfibrilas de 8 — 10 nm e microfibrilas
de 3 — 5 nm (LOW, 1961; LOW, 1962; UITO, 1979). O componente fibrilar representa a
proteina microfibrilar da fibra elastica. A proteina microfibrilar contém varias glicoproteinas,
incluindo a fibrilina (CLEARY, 1983; SAKAI et al., 1986).

As microfibrilas de 8 — 10 nm sdo filamentos lineares espacados por estruturas
globulares semelhantes a um colar de contas, estdo associadas a membrana basal e,
juntamente com as fibras el&sticas, encontram-se na maioria dos tecidos. As microfibrilas
menores de 3 — 5 nm estdo conectadas a granulos de proteoglicanas (FREDERICKSON et al.,
1971; HAY 1978).

4.2 Estudos Bioquimicos e Imunohistoquimicos

Perejda et al., em 1985, ao examinar as fibras elasticas de tecidos da aorta de

individuos com sindrome de Marfan notaram perda focal ou fragmentacao das fibras elasticas.




Outros autores observaram fibras elésticas anormais, em tecidos do pulmédo e pele de
individuos com sindrome de Marfan (HOLBROOK et al., 1982; SAYERS et al., 1975).
Posteriormente foi sugerido que o componente protéico das microfibrilas, associadas as fibras
elasticas, era candidato ao produto génico alterado causador da sindrome de Marfan. Em
1990, Hollister et al., comprovaram em estudo realizado em individuos com sindrome de
Marfan, que esse produto génico era a fibrilina 1 anormal.

Estudos bioquimicos em fibroblastos da derme de pacientes com sindrome de Marfan,
comprovaram que a diminuicao da fibrilina 1 causava problemas em trés vias metabdlicas da
sua formacdo: sintese celular, secrecdo e processamento (MCGOOKEY et al., 1989;
MILEWICZ et al., 1992).

4.3 A Proteina Fibrilina 1

A fibrilina foi primeiramente isolada em 1986 por Sakai et al., a partir da cultura do
fibroblasto, usando um anticorpo monoclonal contra as microfibrilas. Os autores
demonstraram que se tratava de uma proteina de 350kD, principal componente estrutural da
classe das microfibrilas, estando presente nas microfibrilas associadas a elastina e nas
microfibrilas sem morfologia definidas. A fibrilina também é encontrada nas microfibrilas
presentes na membrana basal da juncdo derme/epiderme, no tecido periférico das fibras
elasticas da pele, em tecidos elasticos como aorta e cartilagem da orelha e nos tecidos pobres
em elastina como cérnea, tenddo e zénula ciliar (SAKAI et al., 1986).

A proteina fibrilina 1 é codificada pelo gene FBN1, processada e secretada, formando
as microfibrilas (10 — 12 nm) na matriz extracelular em associagdo com outras moléculas
extracelulares. As microfibrilas podem funcionar sozinhas ou juntamente com a elastina para
formar a base das fibras elasticas. A fibrilina 1 € rica em cisteina, contendo 47 repeticdes
homdlogas ao fator de crescimento epidermal (EGF), 43 dos quais sdo dominios do fator de
crescimento epidérmico ligado ao célcio (cbEGF). Cada repeticdo contém 6 cisteinas, entre as
cisteinas 1-3, 2-4 e 5-6 existem pontes de sulfeto, que estabilizam a ligacdo. Além disso, a
proteina tem repeticbes homdlogas aos dominios encontrados na proteina ligante ao fator
transformante beta-1 (TGF-B1). Esses dominios também sdo ricos em cisteina, contendo 8
cisteinas cada (FIG 1). A fibrilina contém também outros dominios ricos em cisteina, que séo
variantes de médulos da proteina ligantes do EGF e TGF-B1, também encontrados em outras
moléculas que interagem com as microfibrilas, as fibulinas 1 e 2 e as proteinas ligantes da
forma latente do TGF-B 1 e 2 (LTBP-1 e LTBP-2). O TGFf3 € expresso como um precursor,




sendo necesséria sua clivagem para ser ativado. O complexo LTBP1 e TGF-p, conhecido
como complexo latente grande (LLC), é ligado aos elementos da matriz extracelular,
incluindo fibrilina 1 e outras fibrilas. Posteriormente o TGF-f é liberado em resposta aos
sinais moleculares e ambientais (KANZAKI et al., 1990; PEREIRA et al., 1993; 1994;
RAMIREZ e PEREIRA, 1999; BIERY et al., 1999).
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FIG. 1. Representacdo esquematica da molécula da Fibrilina.




5 MAPEAMENTO E IDENTIFICACAO DO GENE FBN 1

5.1 Mapeamento

Por meio de estudos de ligacdo, realizado em individuos afetados de familias
finlandesas e usando marcadores especificos, estabeleceu-se uma ligacdo entre a sindrome de
Marfan e o cromossomo 15, na regido cromossdmica 15g22. Os autores obtiveram um lod
score de 3,92 (6 = 0,0 £ 0,11) com os marcadores utilizados nessa regido (KAINULAINEM et
al., 1990). Posteriormente, em outro estudo conduzido em familias americanas, confirmou-se
a ligacao do l6cus da sindrome de Marfan no cromossomo 15, definindo com maior preciséo a
regido, mapeada em 15q15 — q21.3 (DIETZ et al., 1991; TSIPOURAS et al., 1991; LEE et al.,
1991).

Tsipouras et al., em 1992, estudaram 28 familias com sindrome de Marfan. Os autores
analisaram um marcador intragénico nestas familias e obtiveram um lod score de 25,6.

Em 1993, Pereira et al., completaram a estrutura primaria da fibrilina, elucidando a

organizagéao exon/intron do gene.

5.2 Gene FBN1

FBN1 é um gene de 230 Kb com 65 exons (MASLEN et al., 1991). O gene FBNL1 é
transcrito em um RNAm de 10Kb, contendo 9663 nucleotideos, um quadro de leitura aberto
(open reading frame - ORF) de 8613 nucleotideos e as extremidades 5’e 3’ ndo traduzidas tem
134 e 916 nucleotideos respectivamente. O RNAm codifica a proteina fibrilina 1 que contém
2871 aminoacidos, excluindo peptideo-sinal (PEREIRA et al., 1993; MASLEN et al., 1991).

.



6 MUTACOES E MECANISMOS PATOGENICOS NO FBN1

Dietz et al. (1991) demonstraram que mutacfes no gene FBN1, que codifica a
glicoproteina fibrilina 1, principal componente da microfibrila extracelular, ocasionam a
sindrome de Marfan Classica. Desde entdo mais de 800 mutagdes ja foram descobertas nesse
gene, em individuos com sindrome de Marfan (FAIVRE et al., 2007).

A primeira mutacdo patogénica encontrada no gene FBN1, foi descrita por Dietz et al.,
em 1991. Os autores identificaram mutacdes de sentido trocado na regido codificadora do
gene FBN1 apo6s andlise de dois pacientes com Sindrome de Marfan.

Em 1995, foi criado um banco de dados, Universal Mutation Database (UMD)
(http://www.umd.be), com o objetivo de estimar a quantidade de mutacbes encontradas em
alguns genes. Ao todo, sdo apresentadas 601 mutagdes para o gene FBN1. Porém, em trabalho
realizado por Faivre et al. (2007) foram descritas 803 mutagOes, entre elas 114 recorrentes. As
mutacdes mais freqientes listadas para esse gene sdo as mutagdes de ponto, delecdes,
insercdes e as encontradas em sitio de splice (ROBINSON et al., 2006).

As mutacdes no gene FBN1 compreendem assim, trés categorias funcionais:

1. Mutagdes “Missense”, substituicdes de um aminoacido por outro, alteram os
dominios do cbhEGF, TB e mddulos de fibrilina (Fib);

2. MutagOes de sentido trocado inibem a maioria das atividades relacionadas a
ligacdo do calcio e criam um sinal prematuro para o término da traducdo — sao
responsaveis por 60,3% dos casos;

3. Deleces internas e encurtamento da regido carboxil-terminal que interferem
na polimerizacgdo da proteina, originando uma proteina truncada.

Atualmente, em uma das maiores pesquisas ja realizada com pacientes afetados da
sindrome de Marfan (1009 individuos registrados entre 1995 a 2005), foram descritas varias
mutacdes distribuidas por todo o gene FBN1, sendo 77% delas localizadas no dominio do
EGF, 15% no dominio do fator de crescimento transformante p1 ligado a proteina (TGFp1-
BP), 20% nos exons 24-32, 29% na regiao 5’ (exons 1-21) e 37% na regido 3’ (exons 43-65)
(FAIVRE et al., 2008).

Foram encontradas dele¢Ges grandes no exon 1 do gene FBN1, na regido do codon de
iniciacdo da traducdo (ATG), causando a completa perda de expressdo de um alelo —
haploinsuficiéncia (MATYAS et al., 2007). Foram também encontradas mutacdes na regio
5’ “upstream” do gene FBN1 em 6 pacientes que preenchiam os critérios diagndsticos

estabelecidos pela nosologia de Ghent ou, no minimo, apresentavam um sinal maior




envolvendo dois sistemas. Estas mutagOes sdo conservadas em humanos e outros primatas
(SINGH et al., 2006b; SINGH et al., 2008a).

A constatacdo de que diferentes niveis de transcritos mutantes pudessem originar
fenoOtipos varidveis sugeriram 0 mecanismo dominante-negativo. O mecanismo
dominante/negativo, no qual o alelo mutante interfere na acdo do alelo normal, é uma hipétese
que pode explicar a polimerizagdo anormal da proteina fibrilina 1 no interior das moléculas de
microfibrilas. Varios estudos examinaram a correlacdo entre o nivel de expressdo do RNAmM
mutante produzido por muta¢fes no codon de terminacdo prematura (PTC) e a gravidade
clinica da doenca (DIETZ et al., 1993; SCHRIJVER et al., 2002; ADES et al., 2004).
Entretanto, este fato é controverso, pois € possivel que diferentes niveis de expressdo
encontrados nos alelos normais do gene FBN1 causem diferentes fendtipos em membros da
familia que compartilham a mesma muta¢do PTC (HUTCHINSON et al., 2003).




7 CORRELACAO GENOTIPO/FENOTIPO

As mutacdes distribuidas ao longo do gene FBN1 ndo apresentam uma correlacdo
aparente gendtipo/fenotipo. No entanto, hd excecBes em algumas regides, as quais sdo
normalmente causadas por mutagGes pontuais ou pequenas dele¢des nos exons 24-32 no
quadro de leitura do EGF, as quais sdo relacionadas com o fenotipo neonatal (MILEWICZ e
DUVIC, 1994; WANG et al., 1996; SINGH et al., 2006).

Algumas outras correlacdes também sdo descritas, tais como:

a) mutacOes que causam perda ou ganho da sequéncia codificante central por
meio de delegdes, insercdes ou erros na formagdo do RNAmM maduro (Splice)
estdo associadas a doenga mais grave;

b) mutacBes que criam um cddigo de terminacdo prematuro e resultam em répida
degradacédo do transcrito mutante podem estar associadas a condi¢cbes menos
graves, as quais podem passar despercebidas (DIETZ et al., 1993; TYNAN et
al., 1993; HAYWARD et al., 1994; NIJBROEK et al., 1995);

c¢) individuos com mutacdes na regido C-terminal apresentando alteragdes no
processamento do propeptidio tém mostrado predominancia de manifestagdes
esqueléticas (MILEWICZ et al., 1995);

d) mutagdes que causam substituicdes de cisteina sdo mais frequentes em
pacientes portadores do sinal ocular maior (luxacdo do cristalino) (LOEYS et
al., 2004; FAIVRE et al., 2007);

e) foi descrito que mutagbes nos primeiros 15 exons também estdo
correlacionadas com luxacdo do cristalino (COMEGLIO et al.,, 2002;
COMEGLIO et al., 2007).

Em um estudo recente, os autores realizaram uma nova tentativa de correlacdo
genotipo fendtipo. Avaliaram 113 pacientes, incluindo portadores de sindrome de Marfan e
fibrilinopatias. Por meio de técnicas de DHPLC (cromatografia liquida de alta performance
denaturante) e MLPA (amplificagdo de multiplas sondas dependentes de ligacdo) encontraram
53 mutagdes no gene FBN1 (41 novas e 12 recorrentes) e realizaram a correlacdo genotipo
fenotipo baseados no “teste exato de Fisher” ou no “qui-quadrado”. Através deste estudo, 0s
autores concluiram que o aconselhamento genético, em particular a habilidade de predizer a
correlacdo genotipo fendtipo na sindrome de Marfan, permanece limitado e sugeriram que ha

outros fatores modificadores para o fenotipo da doenca (TURNER et al., 2009).




8 HETEROGENEIDADE GENETICA NA SINDROME DE MARFAN

Estudos sugerem que a deficiéncia genética da fibrilina 1 na Sindrome de Marfan e a
degradacdo das microfibrilas na matriz extracelular, observados nos individuos que tem
aneurisma da aorta ascendente, podem induzir um aumento anormal do TGF-B1 latente e
causar uma ativacdo excessiva do TGF-Bl1 na parede vascular (DIJKE et al., 2007,
ROBINSON et al., 2006).

O TGF-B ¢ uma citoquina multifuncional relacionada a morfogénese embrionaria,
diferenciacdo celular, apoptose e integridade da matriz extracelular (CORDENONSI et al.,
2003; BONYHADI et al., 1997; OWENS et al., 1997). Estes efeitos resultam da ligagdo do
TGF-B1 e dos receptores transmembrana tipos I e II (TGFBRI e TGFBRII) ao dominio serina
treonina quinase citoplasmatico. Os genes TGFBRI e TGFBRII ativam vaérias vias
metabolicas, regulando a sintese dos componentes da matriz (DERYNCK et al., 2003). Em
estudo realizado na parede adrtica de individuos com mutagdes encontradas em TGFBRI e
TGFBRII foi detectado um aumento na via de sinalizacdo do TGF- B (LOEYS et al., 2005;
LOEYS et al., 2006; MALESZEWSKI et al., 2009).

A heterogeneidade genética na sindrome de Marfan vem sendo discutida desde 1991,
quando Boileau et al., realizaram estudo de ligacdo em uma grande familia francesa com
caracteristicas clinicas esqueléticas e cardiovasculares da sindrome de Marfan, porém sem
sinais oculares maiores nos afetados, e descobriram que a doenca nesta familia ndo estava
ligada ao gene da fibrilina, regido 15921 (BOILEAU et al., 1991). Em 1994, Collod et al.,
utilizando essa mesma familia, confirmaram um segundo loco para a sindrome de Marfan na
regido cromossdmica 3p24.2-p25, obtendo um lod score de 4,89 (6 = 0,05). Posteriormente,
Mizuguchi et al. (2004) descreveram também em um paciente com sindrome de Marfan, uma
translocacdo equilibrada envolvendo o ponto de quebra 3p24.1. O achado de mutacdes
localizadas na regido 3p24.2-p25, na qual foi posteriormente mapeado o gene do receptor do
fator beta de transformacdo do crescimento Il (TGFBRII), estabeleceu a heterogeneidade
genética (MIZUGUCHI et al., 2004).

Entretanto, ainda discutia-se a possibilidade de outro quadro clinico distinto,
denominado de sindrome de Marfan tipo 2, cujos afetados ndo apresentavam sinais oculares
maiores. Esta hipdtese foi descartada por Mizuguchi et al. (2004), ao demonstrarem a
presenca de luxacédo do cristalino em um dos afetados da familia francesa descrita por Boileau
etal. (1991).

-



Em 2006, foram encontradas mutacGes no gene TGFBRII em pacientes de sindrome de
Marfan sem os sinais oculares maiores e sem mutagdo no gene FBN1 (DISABELLA et al.,
2006). Na mesma época, outros autores demonstraram, em estudos realizados com familias
ndo relacionadas, a presenca de mutacdes de sentido trocado em aminoacidos conservados
evolutivamente no dominio serina/treonina quinase dos genes TGFBRI e TGFBRII,
confirmando a heterogeneidade genética na Sindrome de Marfan (MATYAS et al., 2006a;

SINGH et al., 2006; SAKAI et al., 2006).




9 GENES TGFBRI E TGFBRII

Em estudos realizados entre 1994 — 1995 foram mapeados o gene TGFBRI na regido
9933-g34 e 0 gene TGFBRII na regido cromossémica 3p22. O gene TGFBRI contém 31kb e 9
exons (FIG 2) e o TGFBRII contém 7 exons (FIG 3), que codificam uma proteina de 565
aminoacidos, com 65kD (JOHNSON et al., 1995; TAKENOSHITA et al., 1996; VELLUCCI
e REISS, 1997).

Os genes TGFBRI e TGFBRII sdo receptores serina/treonina quinases
transmembranicas. A proteina transmembranica Il (TPRII), serina / treonina quinase,
codificada pelo gene TGFBRII, tem o papel de supressor tumoral e inibidor da proliferacdo
celular (MATHEW et al., 1994; TEM DIJKE e ARTHUR, 2007).

A proteina de ligacdo a membrana codificada pelo gene TGFBRI liga-se ao TGF-j e
forma um complexo heterodimérico com o TGFBRII. A ligacdo do TGFBRI é dependente da
co-expressdao com o TGFBRII, entretanto o TGFBRII pode ligar-se sozinho a membrana, mas
depende do TGFBRI para ativacdo da sua funcdo quinase (FRANZEN et al., 1993;
JOHNSON et al., 1995).

FIG 2. Representacio esquematica do gene TGFBRI. Os
diferentes exons estio numerados.

representam os exons que codificam o dominio
extracelular do receptor ;
_I Dominio tra nsmembrana;
0 Dominio serina treonina quinase.
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FIG 3. Representacio esquematica do gene TGFBRII.
Os diferentes exons estio numerados.

representam os exons que codificam o dominio
extracelular do receptor ;

Dominio transmembrana;

Dominio serina treonina quinase.
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10 ESTUDOS DE LIGACAO

10.1 Estudos com Marcadores

A andlise de ligacdo é um teste indireto do DNA, realizado com sequéncias
polimorficas que estdo proximas ou dentro de um gene de interesse. Uma de suas fungdes é
revelar em uma familia quais os individuos sdo provaveis portadores de uma mutacéo
causadora de uma determinada doenca em questéo.

Podemos dividir o estudo da anélise de ligacdo em trés passos:

1. Estabelecer hapldtipos de cada individuo: escolher multiplos marcadores do DNA que
se encontram préximos ao gene de interesse, e testa-los para determinar o haplétipo
comum a cada membro de uma familia;

2. Estabelecer a fase por comparacdo de hapldtipos entre os membros da familia:
comparando os haplotipos dos membros da familia, cujo quadro clinico ou fendtipo é
conhecido, e desta maneira associar 0 hapl6tipo com o alelo causador da doenca;

3. Determinar todos os membros afetados na familia: uma vez que o haplétipo
relacionado a doenca é estabelecido na familia, é possivel determinar outros membros
da familia acometidos (PAGON et al., 2008).

Os marcadores moleculares utilizados em estudo de ligacdo podem ser: isoenzimas,
RFLPs (polimorfismos no comprimento de fragmentos de restricdo), minissatélites ou VNTRs
(variacdo do numero da repeticdo em tanden), SNPs (polimorfismo de nucleotideo Unico),
microssatélites, etc. Os marcadores de microssatélites constituem a classe mais polimérfica de
marcadores moleculares existentes (STRACHAN et al., 1999).

Na analise de ligacdo é possivel avaliar em uma s6 fase 0 DNA de varios membros de
uma familia, afetados e ndo afetados, sendo Util para diagnostico oligossintomatico e
aconselhamento de pessoas com manifestacdes atipicas pertencentes a familias com doengas

classicas, como a Sindrome de Marfan.
10.2 Estudo de Ligacgdo na Sindrome de Marfan
O diagnéstico molecular para a sindrome de Marfan tem evoluido rapidamente desde o

mapeamento do gene FBN1 em 1990. A diversidade das mutacfes no gene FBNL1 é alta e ndo

h& uma relagdo gendtipo/fenotipo para todas as mutacGes encontradas até 0 momento. Além




disso, existe a heterogeneidade alélica e génica, j& mencionada, que implica no mesmo quadro
clinico. Devido a esses fatores, 0 método de anélise de ligacdo pode ser mais réapido e Gtil na
identificacdo de individuos afetados e na identificacdo de qual gene a doenca pode estar
associada.

Vaérios estudos foram realizados com o uso de marcadores intragénicos em pacientes
com sindrome de Marfan, demonstrando que 0s mesmos auxiliam no diagnostico dos
individuos afetados e também no diagndstico genético pré-implantacdo de embrides a partir
de ancestrais afetados (MOTTES et al., 2000; VALIEV et al., 2006; SPITS et al., 2006;
LLEDO et al., 2006).

Rantamaéki et al. (1994) realizaram estudo com dois marcadores intragénicos (FBN1lae
FBN1b) e outros dois (D15S103 e CYP19) que flanqueavam o gene FBN1. Este trabalho
demonstrou que os marcadores polimorficos foram informativos para as diferentes familias
analisadas e que 0os mesmos eram Uteis para o diagnostico da sindrome de Marfan.

Em 1994, Pereira et al., descreveram quatro marcadores do tipo microssatélites
intragénicos (MTS-1 a MTS-4) que podem ser utilizados para analise de segregacdo de
haplotipos. Lee et al. (2005) estudaram seis familias com sindrome de Marfan, um total de 18
pacientes, utilizando estes marcadores. Os hapl6tipos em todos os membros das familias
puderam ser estabelecidos e ndo foi observada recombinacdo entre os marcadores e a doenca.
Esse estudo mostrou-se bastante util no diagndstico e aconselhamento destas familias.

Vaérios autores utilizaram 0s mesmos marcadores descritos por Pereira et al., 1994,
entre eles, Robert et al. (1998), os quais estudaram uma familia com sindrome de Marfan. O
estudo revelou que trés criangas aparentemente afetadas ndo apresentavam alelo comum com
os dois pacientes que completavam o diagnostico da sindrome de Marfan. Em outro estudo,
também realizado com os mesmos marcadores e outros marcadores polimérficos para FBN1,
concluiu-se que o uso de marcadores moleculares é bastante util no diagnostico de familias
com individuos portadores de caracteristicas atipicas ou em familias com um alto grau de
variacdo clinica da sindrome de Marfan (JUDGE et al., 2001).

Em 2004 Mizuguchi et al., utilizaram marcadores génicos do TGFBRII (D3S1609 e
D3S3727 — intragénicos; D3S3567 e D3S1619 — flanqueadores), em duas familias com
sindrome de Marfan n&o relacionadas, as quais ndo apresentavam mutagdes no gene FBNL1,
demonstrando por analise de ligagédo a segregacdo de haplétipos com a presenca da mutagéo
1524G - A.
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11 OBJETIVOS

11.1 Objetivo Geral

Avaliar a heterogeneidade genética da sindrome de Marfan na populacéo brasileira,

utilizando marcadores polimorficos intragénicos para o estudo da andlise de segregacdo do

fenotipo Marfan/marfanoide com os diferentes genes associados a estas condigdes.

11.2 Objetivos Especificos

1 — Estudar as manifestacdes clinicas de uma amostra brasileira de pacientes com sindrome de

Marfan com o quadro clinico cléssico e fenotipos associados;

2 — Estabelecer a frequéncia de segregacdo de marcadores moleculares intragénicos aos genes

FBN-1 e TGFBRII com a sindrome de Marfan nos casos familiais;

3 — Estabelecer a correlagdo genotipo-fenétipo dos genes FBN-1 e TGFBRII e a gravidade da

doenga;

4 — Realizar o sequenciamento do gene TGFBRII nos probandos dos casos em que o fenétipo
apresentou co-segregacdo com os marcadores desse gene e 0 sequenciamento do gene
TGFBRI nos casos em que foi possivel excluir ligacdo com o gene TGFBRII.




12 MATERIAL E METODOS

Em 2004, foi criado o Grupo de Estudos da Sindrome de Marfan na Universidade
Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). Desde entdo, o grupo tornou-se um centro de referéncia
para pacientes portadores da SMF, e estes vém sendo acompanhados sistematicamente nas
clinicas de apoio, diagnoéstico e tratamento, contando atualmente com mais de 160 familias
catalogadas. Em consequéncia deste grupo de estudos, criou-se também a Associacdo Marfan
Brasil (www.marfan.com.br) que presta assisténcia e orientacdo médica aos pacientes e seus
familiares. Todos os sinais e sintomas s&o reconhecidos, incluindo principalmente o
comprometimento cardiovascular, oftalmoldgico e esquelético, inclusive a presenca da ectasia

dural.

12.1 Grupo de Pacientes

Até o momento foram avaliadas 358 pessoas, resultando em um total de 47 familias
avaliadas. Todos esses individuos foram avaliados no Centro de Genética Médica,
Departamento de Morfologia e Genética da Universidade Federal de Sdo Paulo, pela Dra. Ana
Betriz Alvarez Perez, médica geneticista da Universidade Federal de S&o Paulo. Todos foram
avaliados de acordo com os critérios da Nosologia de Ghent revisados por De Paepe et al.
(1996). Os pacientes afetados ou 0s que apresentaram algum sinal clinico correspondente a

sindrome de Marfan foram encaminhados para realizarem exames complementares.

12.2 Extragdo de DNA

Apdbs avaliacdo clinica e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
pelos pacientes ou responsaveis, foram coletados 10 ml de sangue de cada paciente em tubo
contendo 0,4 ml de EDTA 5%. A extracdo do DNA foi realizada a partir dos linfécitos do

sangue periférico seguindo o protocolo de Miller et al. (1988).
12.3  Anélise de Microssatélites
Para o0 estudo de ligagéo do gene FBN-1 foram escolhidos os marcadores moleculares

do tipo microssatélites MTS-1, MTS-2, MTS-3 e MTS-4 (PEREIRA et al., 1994) e para o
gene TGFBR2, os marcadores de microssatélites D3S37227 e D3S3567 (MIZUGUCHI et al.,




2004) (Quadro 4). Os marcadores MTS-1, MTS-2 e MTS-4 séo repeti¢es de dinucleotideos
(CA),, enquanto o MTS-3 contém repeticdes de pentanucleotideos (TAAAA),. Os
marcadores D3S3727 e D3S3567 sdo repeticbes de dinucleotideos (CA),. Os

oligunucleotideos, diretos ou reversos, foram marcados com fluorescéncia (FAM).

Quadro 4 — Sequéncia de oligonucleotideos para amplificacdo dos marcadores utilizados.

MARCADOR | GENE LOCAL SEQUENCIA
MTS-1 FBN1 INTRON 1 | Direto: 5’FAM caacaaagaaggagaaacag3’
Reverso: 5’gcctctggaatacattgte3’
MTS-2 FBN1 INTRON 5 | Direto: 5’ gtagttgttatcttgcaga3’
Reverso: 5" FAMtcttagagtcctagagggcag3’
MTS-3 FBN1 INTRON 28 | Direto: 5’FAMgagtacatagagttttaggg3’
Reverso: 5’gggagttgaatggtagccaggl’
MTS-4 FBN1 INTRON 43 | Direto: 5’gatgtccctattgccatcaccac3’
Reverso: 5'"FAMcttgtcttaccctgcacagg3’
D3S3727 TGFBR2 | 3p22 Direto: 5’FAMctagtacgggccgggt3’
Reverso: 5’ ggtaggtagttccagtgtgaaa3’
D3S3567 TGFBR2 | 3p22 Direto: 5'FAMctgtgaaatgcttgeee3’
Reverso: 5’aacccactttgttatcaatgtttag3’

12.4 Condicgdes de Amplificacéo

Foram testadas trés concentracdes diferentes (1,5 mM; 2,0 mM e 3,0 mM) de cloreto
de magnésio (MgCl2) com 12 temperaturas de amplificacdo diferentes que variaram de  52-
64 °C, para escolha da melhor condicdo de amplificacdo dos marcadores de microssatélites.
Apos a reacdo de amplificacdo em cadeia da polimerase (PCR), o produto amplificado foi
submetido a eletroforese em gel de agarose. Definimos assim as seguintes condi¢Oes descritas

no quadro 5.

.



Quadro 5 — Condigdes ideais de amplificacdo para os marcadores estudados.

MICROSSAT |CONDICOES DE T° C P/ PCR | CONDICOES DA REACAO DE PCR [ Jf

MTS-1 94°C-10 DNA: 50ng; TAMPAO 1X
94°C - 30" dNTps 0,2uM; MgCI2 3,0mM;
56°C-30" > 35CICLOS primers dir. e rev. 0,3nmol/mL;
72°C — 45> Vol. Final 25pL;
72°C - 10° Taq 1U.
4°C

MTS-2 94°C-10 DNA: 50ng; TAM PAO 1X
94°C -30™ dNTps 0,2uM; MgCI2 2,0mM
56°C—-30" > 35CICLOS primers dir. e rev. 0,3nmol/mL;
72°C — 45> Vol. Final 25uL;
72°C - 10° Taq 1U.
4°C

MTS-3 94°C - 10° DNA: 50ng; TAMPAO 1X;
94°C - 30" dNTps 0,2uM; MgCI2 2,0mM;
63°C-30" > 35CICLOS primers dir. e rev. 0,3nmol/mL;
72°C - 45" Vol. Final 25uL;
72°C - 10° Taq 1U.
4°C

MTS-4 94°C - 10° DNA: 50ng; TAMPAO 1X;
94°C -30" dNTps 125uM; MgCI2 1,5mM;
56°C-30" > 35CICLOS primers dir. e rev. 0,3nmol/mL;
72°C -45" Vol. Final 25uL;
72°C - 10° Taq 1U.
4°C

D3S3727 96 °C - 10° DNA: 50ng; TAMPAO 1X;
94°C -40" dNTps 125uM; MgCI2 1,5mM;
55°C-30" > 35CICLOS primers dir. e rev. 50pmol;
72°C-2° Vol. Final 25uL;
72°C - 10° Taq 1U.
4°C
D3S3567 96 °C - 10° DNA: 50ng; TAMPAO 1X;

94°C -40" dNTps 125uM; MgCI2 1,5mM;
55°C-30" > 35CICLOS primers dir. e rev. 50pmol;
72°C-2° Vol. Final 25uL;
72°C-10° Taq 1U.
4°C

12,5 Eletroforese e Analise dos Fragmentos

Para analise do tamanho dos fragmentos amplificados contendo os microssatélites, 0s
produtos da amplificacdo foram separados por meio de eletroforese em capilar no
equipamento MegaBACE™ 1000 (sistema com 96 capilares, Amersham Biosciences),

juntamente com o padrdo de peso molecular “MegaBACE™ ET 550-R Size Standard” do

.



mesmo fabricante (KOUMI et al., 2004; YEUNG et al., 2006). A analise dos marcadores
moleculares fluorescentes foi realizada utilizando o programa “Genetic Profiler versdao 2.2”
que acompanha o equipamento MegaBACE™ 1000 (Amersham Biosciences). A figura 4

representa um grafico obtido ap0s analise dos eletroferogramas no “Genetic Profiler”.
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FIG. 4. Grafico da analise dos marcadores de microssatélites. Os graficos acima indicam os picos de
fluorescéncia dos fragmentos amplificados com os oligonucleotideos referentes ao marcador
molecular MTS4. (A) individuo heterozigoto com fragmentos de 11lpb e 117pb; (B)
individuo homozigoto com fragmento de 111pb.

12.6 Calculos de Lod Scores

Os resultados da determinacdo dos genotipos em relacdo aos microssatélites nas
familias foram analisados com dois programas o Merlin (Abecasis et al., 2002) e 0 MLINK
do pacote de programas FASTLINK 4.2 (COTTINGHAM et al., 1993).

O programa Merlin serve para a obtencao de lod scores de mdltiplos pontos, isto €, 0s
lod scores que resultam da analise da segregacdo de varios marcadores de um mesmo
cromossomo simultaneamente em relacdo a doenca. Todos os lod scores obtidos com o
programa Merlin foram calculados utilizando-se a freqiiéncia génica de 0,0001 para o alelo
que causa doenca nas familias. Os célculos realizados pelo programa Merlin ndo apresentam
limitagdes quanto ao numero de microssatelites analisados em cada cromossomo, portanto
todos os marcadores de um mesmo cromossomo podem ser analisados simultaneamente. No
entanto, o programa Merlin s6 permite analisar genealogias com até 24 “bits” e a formula para

calcular o nimero de “bits” de uma genealogia é: 2x (N° de individuos ndo fundadores) — (N°




de individuos fundadores). Os lod scores maximos para cada familia foram calculados através
de simulagdes, admitindo-se que todas as meioses foram informativas.

O programa MLINK do pacote de programas FASTLINK 4.2 ¢é utilizado para a
obtencdo do lod scores de dois pontos (em um ponto foi considerado o marcador polimorfico
e no outro o gene da doenca). Todos os lod scores obtidos com o pacote de programas
FASTLINK 4.2 foram calculados utilizando-se a frequéncia génica de 0,0001 para o alelo que
causa doenca nas familias.

Tanto nos célculos com o Merlin quanto com o MLINK, admitimos também que a
taxa de recombinacdo era semelhante em ambos 0s sexos, e que a taxa de mutacdo génica
responsavel pela doenca era zero, visto que esses pardmetros ndo alteram os resultados finais.
As frequéncias dos alelos para os marcadores polimoérficos foram consideradas iguais a 1/N
para a maioria dos microssatélites analisados, sendo N o numero de alelos daquele marcador

encontrados na familia em questao.

12.7 Sequenciamento

O sequenciamento do DNA foi utilizado para identificar mutagdes nos genes TGFBRI
e TGFBRII. Os exons 1 a 7 do gene TGFBRII foram amplificados utilizando os
oligonucleotideos descritos por Mizuguchi et al. (2004). O gene TGFBRI foi amplificado de
acordo com Matyas et al. (2007).

As reacdes de PCR para a amplificacdo dos fragmentos contendo os exons dos genes
pesquisados foram quantificadas em espectrofotdometro; em seguida os produtos da PCR
foram preparados para as reagOes de sequenciamento em ambas as diregdes, nas seguintes
condigdes: 30-60 ng do DNA (amplificado), 1 uM de cada “primer”, Tampao 10 X, 5 uM de
BigDye e agua para completar a reacdo para um volume final de 10 pl. As condicdes da PCR
para o sequenciamento foram: 35 ciclos de 96 °C por 10 segundos, 52 °C por 20 segundos e
60 °C por 4 minutos. Depois os produtos foram precipitados com etanol.

A precipitacdo com etanol compreendeu duas centrifugacGes de 15 minutos cada, a
velocidade méxima. Para a primeira etapa de precipitagdo do DNA, adicionou-se etanol a
100%, e na segunda etapa de lavagem do DNA adicionou-se etanol a 70%. Posteriormente a
essa etapa deixou-se 0 material secar por uma noite, seguindo a ressuspensdao do DNA na
manha seguinte. Apds a ressuspensdo, as amostras de sequenciamento foram analisadas no
MegaBACE™ 1000 (Amersham Biosciences).




12.8 Teste Estatistico

A andlise estatistica foi realizada pela Prof(a). Dra. Maria Regina Madruga da
Faculdade de Estatistica da Universidade Federal do Pard (ICEN/UFPA), utilizando o
programa BioEstat versdo 5.0. A detec¢do de segregacdo em cada familia com envolvimento
separado em cada sistema foi comparado pelo “teste exato de Fischer”, teste ndo paramétrico

utilizado no caso de pequenas amostras. Um valor p < 0,05 foi considerado significante.




13 RESULTADOS

13.1 Estudo das manifestagdes clinicas de uma amostra brasileira de pacientes com

sindrome de Marfan com o quadro clinico classico e fenotipos associados

Foram avaliados clinicamente 358 individuos afetados e ndo afetados, que
correspondiam a 47 familias ndo relacionadas entre si. Em treze das 47 familias ndo foram
obtidas quantidades suficiente de individuos para a realizacdo dos estudos de ligacdo (anexo
I). Muitos individuos se negaram a comparecer as consultas e a realizar 0s exames
complementares. Portanto, foram realizados os estudos da segregacdo dos marcadores

moleculares em 34 familias.

13.2 Andlise da segregacdo de marcadores moleculares intragénicos aos genes FBN-1 e
TGFBRII nos casos familiais de sindrome de Marfan

Por meio do estudo de marcadores de marcadores moleculares do tipo microssatélites
intragénicos do gene FBN1, observamos que em 24 familias (24/34 ou 70,58%) existia co-
segregacdo de um haplétipo com o fenétipo da sindrome de Marfan. Esse grupo compreendia
as seguintes familias: 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 13, 14, 16, 17, 19, 20, 22, 23, 24, 28, 29, 30, 31, 33,
34, 35 e 46 (Tabela 1 e Anexo A). Encontramos um lod score maior que 3.0 (Tabela 4),
caracterizando a ligacdo do gene FBN1 com a sindrome de Marfan em 2 destas familias (2 e
7), pois apenas elas apresentavam o numero necessario de individuos informativos para
atingir essa significancia estatistica. Nas outras familias, os resultados dos lod scores foram
abaixo de 3.0, devido a termos conseguido obter um nimero pequeno de individuos para 0s
estudos de ligacdo. Observamos que o lod score maximo possivel de ser obtido nessas
familias com um ndmero pequeno de individuos informativos foi menor que 3.0 (Tabela 4).

Para algumas das familias (6, 9, 13, 16 e 28) que apresentaram numero pequeno de
individuos informativos foi realizado o estudo de segregacdo com os marcadores do gene
TGFBRII (Anexo B). Nessas genealogias obtivemos um lod score abaixo de 2.0
demonstrando exclusdo de ligacdo a esse gene (Tabela 5). Nao foi possivel realizar analise
dos marcadores do TGFBRII em todas as familias com numero pequeno de individuos
informativos, devido a falta de amostras.

Nas 24 familias que apresentaram co-segregacao de haplotipo do gene FBN1 com a

doenca observamos que 19/24 (79,16%) apresentaram individuos com luxacdo do cristalino,

w



outras 19/24 (79,16%) familias apresentaram individuos com dilatacdo da aorta e todas
apresentaram os sinais esqueléticos maiores (Tabela 6).

Em seis familias (6/34 ou 17,64%) ndo existe segregacdo de um haplotipo formado
pelos marcadores intragénicos ao gene FBN1 com a doencga. Este grupo compreende as
seguintes familias: 1, 4, 15, 37, 42 e 43. N&o foi possivel realizar os exames clinicos
oftalmoldgicos em todos os individuos dessas familias até o momento, mas dos que foi
possivel realizar nenhum apresentou o sinal clinico oftalmolégico maior para sindrome de
Marfan. Em cinco dessas seis familias os pacientes apresentaram dilatacdo da aorta (Tabela
1).

Em quatro familias (4/34 ou 11,76%) os marcadores do gene FBN1 ndo foram
informativos, ndo permitindo excluir ou sugerir ligacdo desse gene com o quadro clinico da
familia. Este grupo compreende as seguintes familias: 18, 38, 40 e 45. Nestas familias o
fendtipo € classico, com comprometimento ocular e cardiaco grave (Tabela 3).

Nas seis familias (1, 4, 15, 37, 42 e 43) que ndo apresentaram segregacdo de um
haplo6tipo do gene FBN1 com a sindrome foram realizados estudos com marcadores do gene
TGFBRII (Anexo B e Tabela 2). Em quatro das seis familias (4, 15, 37 e 42) ndo
encontramos segregacdo com o gene TGFBRII. Em uma das seis familias (43) encontramos
co-segregacdo com o estudo do marcador D3S3727, mas o0 outro marcador estudado
(D3S3567) ndo se mostrou informativo.

Os individuos estudados na familia 43 ndo apresentaram luxacdo do cristalino e
dilatacdo da aorta, mas apresentaram prolapso de valvula mitral importante e os sinais
esqueléticos maiores para Sindrome de Marfan. Em relacdo a familia 1, os dois marcadores
estudados (D3S3727 e D3S3567) ndo foram informativos.

13.3 Correlacdo gendtipo-fendtipo dos genes FBN1 e TGFBRII versos a gravidade da

doenca

Ao compararmos as familias que apresentaram segregacdo do hapldtipo dos
marcadores do gene FBN1 com a sindrome e as familias que ndo apresentaram segregacéo do
haplotipo dos marcadores do gene FBN1 com a sindrome, ndo encontramos diferencas
estatisticas significativas quanto aos sinais cardiacos e esqueléticos, mas o envolvimento
ocular apresentou diferenca estatistica significativamente maior (Tabela 6).

Ao compararmos as familias que apresentaram segregacdo do haplétipo dos

marcadores do gene TGFBRII com a sindrome e as familias que ndo apresentaram segregacéao




do haplétipo dos marcadores do gene TGFBRII com a sindrome, ndo encontramos diferengas
estatisticas significativas quanto aos sinais clinicos maiores da Sindrome de Marfan.

Entretanto, encontramos diferenca estatistica significativa para os sinais cardiacos e
oculares ao compararmos as familias cuja sindrome segregou com os marcadores do gene
FBN1 em relagdo as familias cuja sindrome segregou com os marcadores do gene TGFBRII
(Tabela 1).

13.4 Sequenciamento do gene TGFBRII nos casos que co-segregaram com O gene e

sequenciamento do gene TGFBRI nos casos que excluiram ligacdo com o gene TGFBRI|I

O sequienciamento dos exons 1 a 7 do gene TGFBRII no probando da familia (43) ndo
permitiu identificar mutacfes. Nos probandos das familias (4, 15, 37 e 42) onde ndo se
observou a co-segregacdo da doenga com o gene TGFBRII ndo encontramos mutagcfes nos
exons 2, 3, 6 e 7 do gene TGFBRI. Os exons 4, 5, 8 e 9 do gene TGFBRI ndo foram

sequenciados até o0 momento.




Tabela 1 — Familias em que a doenga co-segrega com haplétipos dos marcadores do gene FBN1.

FAMILIA N° IND OCULARES | CARDIACOS ESQUELET

LC MIO DILAO PVM >5 ED

11-6 ) - + : - NP

111-3 - + + + + +

1116 - - + + - NP

2 V-4 - + + + + NP
V-5 NP NP NP NP + NP

V-8 - - - B + NP

1-2 + + + + + NP

3 11-2 + + + + + NP
12 + - + + + NP

11-1 + - + + + NP

5 1I-2 + - + + + NP
11-3 - - - - - NP

11-4 NP NP NP NP NP NP

1-2 + + + + + NP

11-6 - + + + + NP

6 11-7 - + + + + NP
118 - + + + + NP

11-10 - + + + + NP

12 NP NP + + + NP

7 11-1 NP NP NP NP + NP
111-1 - - + + + NP

11-1 + - + + + -

8 111-1 - - + NP
1113 + - + + + -

V-5 + - - + + NP

9 111-4 - - + R ¥ NP
V-1 - - - - + NP

V-2 - + + - + NP

1-1 - + - + -+ NP

11-2 + - + + + NP

13 111-1 - - + ¥ + NP
111-2 - - NP NP + NP

11-1 + + - + + NP

14 11-2 - - - + + NP
11-3 - - - + + NP

11-1 - + NP NP + NP

16 11-3 - ¥ NP NP + NP
11-5 - + + - + NP

111-1 - + + + + NP

11-2 + + + + + NP

11-4 - + + + + NP

17 111-1 - + + + + NP
11-2 - » + + + NP

11-3 NP NP + + + NP

11-7 NP NP - + + NP

11-11 + - + + + NP

19 111-4 NP NP - T + NP
111-7 NP NP NP NP + NP

111-8 - - - + + NP

111-9 - + - + + NP

11-4 + - - + + NP

111-1 + - - + + NP

1-1 - + - + + NP

2 111-4 + B B T + NP
111-5 NP NP NP NP + NP

111-6 NP NP NP NP + NP

111-2 + - - - + NP

22 111-4 + - - + + NP
11-6 - + + - + NP

111-1 + + ¥ - + NP

23 111-2 + B + ¥ + NP
111-3 + + + + NP

111-5 NP NP NP NP + NP

11-1 NP NP NP NP + NP

24 11-7 + + - + + NP
-1 - + + B + NP

28 11-1 + + - + -1+ NP
11-2 + + + + + +

111-2 + B ¥ B + NP

29 -3 - + - + + NP
111-8 - + + - + NP

1-2 + - - - + NP

30 11-1 + - + - + NP
11-2 + - - + + NP

11-8 + - + - + NP

31 111-4 - - + + + NP
111-5 + + + + + NP

11-3 + - - + + NP

33 1V-1 + - + + + NP
111-4 - - + + + +

34 111-6 - + + - -/+ NP
11-4 - + + - + NP

111-4 + - + - + NP

11-8 - ¥ NP NP + NP

11-4 - ¥ NP NP + NP

35 11-6 - + + . + NP
111-8 - + NP NP + NP

11-3 - + + - + NP

111-1 - + NP NP + NP

46 11-3 - + NP NP + NP
11-5 + + - + + NP

IND = INDIVIDUO; OCUL = OCULAR; CARD = CARDIACO; ESQ = ESQUELETICO; LC = LUXAGAO DO CRISTALINO; MIO = MIOPIA; DILAO = DILATAGAO DA AORTA,;
PVM = PROLAPSO DE VALVA MITRAL; >5 = CINCO SINAIS ESQUELETICOS; ED = ECTASIA DURAL; NP = NAO PESQUISADO; + = PRESENTE; - = AUSENTE;

-



Tabela 2 — Familias em que foi excluida co-segregacdao com hapl6tipo dos marcadores do gene FBN1.

FAMILIA N° OCULARES CARDIACOS ESQUELET | FBN1 | TGFBRII
IND LC MIO DILAO PVM >5 ED

1 -1 - + - - + NP N/ SEG N/ INF
-1 - - - - + NP
-2 - + + + + NP
4 I-1 - + + + + NP
-1 - + + + + NP

-2 - + + + + NP N/ SEG N/ SEG

15 11-4 - + + + + NP N/ SEG N/ SEG
I1-5 - - + + + NP
11-6 - + - + + NP
37 11-3 - - + - + NP

V-1 NP NP NP NP + NP N/ SEG N/ SEG
I1-5 NP NP NP NP + NP
11-12 NP NP + - + NP
11-6 NP NP + - + NP
11-8 - + - - -/+ NP

42 11-10 - - - + + NP N/ SEG N/ SEG
-7 - - - - + NP
I1-5 - + NP NP + NP
111-16 - + NP NP + NP
11-17 - + NP NP + NP

43 I1-5 - - - + + NP N/ SEG SEGRE
1-3 - - - + -/+ NP

IND = INDIVIDUO; OCUL = OCULAR; CARD = CARDIACO; ESQ = ESQUELETICO; LC = LUXAGCAO DO CRISTALINO; MIO =
MIOPIA; DILAO = DILATACAO DA AORTA; PVM = PROLAPSO DE VALVA MITRAL; >5 = CINCO SINAIS ESQUELETICOS; ED
= ECTASIA DURAL; NP = NAO PESQUISADO; + = PRESENTE; - = AUSENTE; N/ SEG = NAO SEGREGA HAPLOTIPO/DOENCA,;

SEGRE = SEGEGANDO O HAPLOTIPO/DOENGA; N/ INF = NAO INFORMATIVO.

Tabela 3 — Familias que apresentam hapl6tipo ndo informativo.

FAMILIA | N° IND | OCULARES | CARDIACOS | ESQUELET | FBN1 | TGFBR2
LC [ MIO |DILAO[PVM| >5 | ED
18 -1 - + + - + NP | N/INF N/ SEG
-2 + - + + + NP
-4 + - + + + NP
-4 | NP | NP NP NP | -1+ | NP
11-6 + - + + + NP
11-8 + - - - + NP
-9 | NP | NP NP NP | -/+ | NP
38 -1 - + + - + NP | N/INF NAO
I-1 - + + - + NP ESTUDADA
40 -1 + - + - + NP | N/INF NAO
-2 + + - - + NP ESTUDADA
-2 + - - + + NP
45 V-2 + - + - + NP | N/INF N/ SEG

IND = INDIVIDUO; OCUL = OCULAR; CARD = CARDIACO; ESQ = ESQUELETICO; LC = LUXAGAO DO CRISTALINO; MIO =
MIOPIA; DILAO = DILATACAO DA AORTA; PVM = PROLAPSO DE VAVA MITRAL; >5 = CINCO SINAIS ESQUELETICOS; ED =
ECTASIA DURAL; NP = NAO PESQUISADO; + = PRESENTE; - = AUSENTE; N/ SEG = NAO SEGREGA HAPLOTIPO/DOENCA,

SEGRE = SEGEGANDO O HAPLOTIPO/DOENGA; N/ INF = NAO INFORMATIVO;

.



Tabela 4 — Valores de lod score obtidos com os microssatélites do gene FBN1.

FAMILIA 0 0.0 MTS1 0 0.0 MTS2 0 0.0 MTS4 Merlin Lod Score méaximo RESULTADO
FASTLIK FASTLIK FASTLIK (Merlin)

1 3.7 3.7 0.3 -3.221 0.3 NAO SEGREGA
2 3.61 2.29 2.29 2.104 42 SEGREGA

3 0.6 0.6 0.6 0.6 0.601 SEGREGA

4 -3.7 3.7 3.7 -3.221 0.3 NAO SEGREGA
5 0.3 0.3 0.3 0.600 0.602 SEGREGA

6 1.20 1.20 1.20 1.2 1.204 SEGREGA

7 5.12 5.12 5.12 3911a 3912a SEGREGA

8 0.9 0.9 0.9 0.778 1.204 SEGREGA

9 0.35 1.76 0.44 1.929 1.929 SEGREGA
10 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.

11 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.

12 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.

13 0.6 0.6 0.6 0.6 0.602 SEGREGA
14 0.32 0.32 0.32 0.598 0.598 SEGREGA
15 0.24 0.12 3.4 -5.33 0.602 NAO SEGREGA
16 0.12 0.15 0.12 0.147 0.147 SEGREGA
17 0.18 0.45 0.45 0.536 0.578 SEGREGA
18 NAO INF NAO INF NAO INF NAO INF NAO INF NAO INF

19 1.11 -5.32 0.77 0.283 2.408 SEGREGA
20 0.88 017 0.11 0.461 0.593 SEGREGA
21 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.

22 03 0.6 0.6 0.6 0.602 SEGREGA
23 1.51 1.51 1.2 1.504 1.504 SEGREGA
24 1.17 1.17 117 1.2 1.203 SEGREGA
25 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.

26 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.

27 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.

28 0.3 03 NAO INF 0.3 0.3 SEGREGA
29 1.51 151 151 1.5 1.503 SEGREGA
30 0.3 03 NAO INF 03 0.3 SEGREGA
31 0.66 -0.18 0.53 1.265 0.903 SEGREGA
32 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.

33 0.60 03 -0.29 0.6 0.602 SEGREGA
34 0.46 NAO INF 111 0.178 0.286 SEGREGA
35 1.38 -2.73 13 -2.381 -0.537 SEGREGA
36 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.

37 -3.52 -3.54 0.47 -3.445 1.158 NAO SEGREGA
38 NAO INF NAO INF NAO INF NAO INF NAO INF NAO INF

39 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.

40 NAO INF NAO INF NAO INF NAO INF NAO INF NAO INF

41 NAO EST NAO EST NAO EST NAO EST NAO EST NAO EST.

42 -3.46 -1.02 2.49 -3.659 3421 NAO SEGREGA
43 -1.4 1.4 1.4 -3.095 0.601 NAO SEGREGA
44 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.

45 NAO INF NAO INF NAO INF NAO INF NAO INF NAO INF

46 0.15 -3.70 0.12 -2.529 0.139 SEGREGA
47 NAO EST NAO EST NAO EST NAO EST NAO EST/AND CLIN | NAO EST /AND CLIN

JAND CLIN JAND CLIN JAND CLIN JAND CLIN

NAO EST. = NAO ESTUDADAS; NAO INF = NAO INFORMATIVAS; AND CLIN = ANDAMENTO CLINICO




Tabela 5 — Valores de lod score obtidos com os microssatélites do gene TGFBRII.

FAMILIA 6 0.0 D3S3727 Merlin Lodscore méximo (Merlin) RESULTADO
FASTLIK D3s3727 _
1 NAO INF NAO INF NAO INF NAO INF
2 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
3 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
4 3.7 -3.221 0.3 NAO SEGREGA
5 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
6 -2.80 -5.754 1.204 NAO SEGREGA
7 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
8 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
9 -3.92 -9.893 1.929 NAO SEGREGA
10 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
11 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
12 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
13 -1.4 -2.620 0.602 NAO SEGREGA
14 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
15 -0.01 0.259 0.602 NAO SEGREGA
16 -3.7 -3.272 0.147 NAO SEGREGA
17 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
18 -2.51 -8.416 1.504 NAO SEGREGA
19 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
20 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
21 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
22 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
23 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
24 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
25 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
26 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
27 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
28 -3.70 -3.221 0.3 NAO SEGREGA
29 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
30 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
31 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
32 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
33 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
34 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
35 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
36 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
37 -2.61 -3.133 1.158 NAO SEGREGA
38 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
39 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
40 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
41 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
42 -4.54 -9.03 3.421 NAO SEGREGA
43 0.60 0.601 0.601 SEGREGA
44 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
45 NAO SEGREGA
46 NAO EST. NAO EST. NAO EST. NAO EST.
47 AND CLIN AND CLIN AND CLIN AND CLIN

NAO EST. = NAO ESTUDADAS; NAO INF = NAO INFORMATIVAS; AND CLIN = ANDAMENTO CLINICO

-



Tabela 6 — Familias que apresentaram no minimo 1 sinal maior e demonstraram segregacao ou ndo do
hapl6tipo com a doenca.

SINAIS FAM FAM | COMPARACAO | FAM.Q/ | FAMQ/ | COMPARACAO | COMPARACAO
MAIORES/ | Q/ CO- Q/ ENTRE FAM. CO- NAO CO- | ENTRE FAM Q ENTRE
SISTEMA | SEGR. | NAO | Q/CO-SEGRC/ | SEGR. SEGR. CO- SEGR. C/ FAMILIAS Q/
FBN1 | SEGR. | ASQ/NAO CO- | TGFBRII | TGFBRII | AS Q/NAO CO- CO-SEGR.
c/ FBN1 | SEGR.FBN1C/ C/A C/SMF | SEGR. TGFBRII FBN1E
SMF | C/SMF A SMF SMF C/ A SMF TGFBRII C/ A
SMF
CARDIACO | 19/24 5/6 (NS) p=1 1/6 3/6 (50%) | (NS) p=0,5455 p=0,0008
(79%) | (83%) (16,6%)
OCULAR 19/24 0/6 P=0,0008 0/6 (0%) | 0/6 (0%) (NS) p=1 p= 0,0008
(79%) (0%)
ESQUELET | 25/25 8/8 (NS) p=1 6/6 6/6 (NS) p=1 (NS) p=1
(100%) | (100%) (100%) (100%)

FAM Q/ CO-SEGR. FBN1 C/ SMF = FAMILIAS QUE CO-SEGREGARAM HAPLOTIPO DO GENE FBN1 COM A SINDROME DE
MARFAN.FAM Q/ NAO SEGR. FBN1 C/ SMF = FAMILIAS QUE NAO CO-SEGREGARAM HAPLOTIPO DO GENE FBN1 COM A
SINDROME DE MARFAN;
COMPARAGAO ENTRE FAM. Q/ CO-SEGR C/ AS Q/ NAO CO-SEGR. FBN1 C/ A SMF = COMPARAGAO ENTRE AS
FAMILIAS QUE CO-SEGREGARAM HAPLOTIPO DO GENE FBN1 COM AS COM AS FAMILIAS QUE NAO CO-SEGREGARAM
HAPLOTIPO DO GENE FBN1 COM A SINDROME DE MARFAN;
FAM. Q/ CO-SEGR. TGFBRII C/ A SMF = FAMILIAS QUE CO-SEGREGARAM HAPLOTIPO DO GENE TGFBRII COM A
SINDROME DE MARFAN;
FAM Q/ NAO CO-SEGR. TGFBRII C/ SMF = FAMILIAS QUE NAO CO-SEGREGARAM HAPLOTIPO DO GENE TGFBRII COM A
SINDROME DE MARFAN;
COMPARAGAO ENTRE FAM Q CO- SEGR. C/ AS Q/ NAO CO-SEGR. TGFBRII C/ A SMF = COMPARACAO ENTRE AS
FAMILIAS QUE CO-SEGREGARAM HAPLOTIPO DO GENE TGFBRII COM AS COM AS FAMILIAS QUE NAO CO-
SEGREGARAM HAPLOTIPO DO GENE TGFBRII COM A SINDROME DE MARFAN;
COMPARAGCAO ENTRE FAMILIAS Q/ CO-SEGR. FBN1 E TGFBRII C/ A SMF = COMPARAGAO ENTRE AS FAMILIAS QUE
CO-SEGREGARAM HAPLOTIPO DO GENE FBN1 COM A SINDROME DE MARFAN E AS FAMILIAS QUE CO-SEGREGARAM
HAPLOTIPO DO GENE TGFBRII COM A SINDROME DE MARFAN;




14 DISCUSSAO

A alta taxa de mutacdes, a auséncia de marcadores especificos de doencas e a alta
frequéncia de sindromes com fenotipos semelhantes diminuem a eficiéncia no diagnostico
clinico de varias sindromes genéticas, entre elas, a sindrome de Marfan. Entretanto, com a
descoberta das mutacfes causadoras da sindrome de Marfan no gene FBN1, por meio do
diagnostico molecular, aumentaram-se as chances de identificacdo da doenca em individuos
atipicos ou oligossintomaticos (DIETZ et al., 1991).

Existem ainda dificuldades para o rastreamento das mutagdes no gene FBN1 e
também ha um aumento no custo do diagndstico genético, fatores estes devido ao grande
nimero de mutacdes encontradas ao longo do gene FBN1 sem uma correlacdo
gendtipo/fenotipo (exceto para algumas regides) ao tamanho do gene (65 exons) e a
heterogeneidade de locos (DIETZ e PYERTZ, 1995; COLLOD et al., 1998; PEREIRA et al.,
1999; MIZUGUCHI et al., 2004; SUMMERS et al., 2006).

Outro fator complicador do diagnéstico molecular da sindrome de Marfan foi a
descricdo de mutacGes em outros genes causando fenotipos sobrepostos a sindrome de Marfan
e sugerindo a existéncia de heterogeneidade genética (BOILEAU et al., 1991; MIZUGUCHI
et al., 2004; MATYAS et al., 2006a; SINGH et al., 2006; SAKAI et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi analisar a heterogeneidade genética da sindrome de
Marfan por meio de estudo de segregacdo, demonstrando a eficacia do método no
rastreamento de uma doenca com heterogeneidade alélica em um grande gene (FBN1) e
heterogeneidade de locus (FBN1, TGFBRI e TGFBRII).

14.1 Estudo das manifestacdes clinicas de uma amostra brasileira de pacientes com

sindrome de Marfan com o quadro clinico classico e fenotipos associados

Os estudos que utilizaram marcadores do tipo microssatélites encontrados nos genes
FBN1 e TGFBRII para a realizacdo da analise de ligacdo em familias com sindrome de
Marfan sdo resultantes de trabalhos com um ndmero pequeno de familias (VALIEV et al.,
2006; MIZUGUCHI et al., 2004; LEE et al., 2005; MOTTES et al., 2000; JUDJE et al.,
2001). Apesar deste fato néo ser relevante para o estudo de ligacdo, ele auxilia nos resultados
estatisticos. Em nosso trabalho, conseguimos realizar anélise de segregacdo em 34 familias
com sindrome de Marfan, as quais foram avaliadas clinicamente segundo os critérios de

Ghent. As caracteristicas clinicas foram estudadas de acordo com as limitagGes da Instituicdo




e dos pacientes, com o objetivo de se observar quantos preenchiam os critérios diagndsticos, a
variabilidade fenotipica intra e inter-familial, assim como estabelecer um padrdo fenotipico,
de maneira que diante de um determinado paciente fosse possivel direcionar a pesquisa
molecular, supondo que haveria maior chance de encontrar a mutacdo em um determinado
gene (FBN1, TGFBR1 ou TGFBR?2).

O fenotipo clinico nos individuos estudados variou intra e inter familiarmente, como
esperado. De uma maneira geral observou-se o fendtipo esquelético classico, com excec¢édo do
individuo 11-1 da familia 28, que apresenta baixa estatura e recebe tratamento para crescer
com hormdnio de crescimento, apesar do comprometimento cardiaco e oftalmoldgico tipicos.
Provavelmente trata-se de outra doenga concomitante. Em todos os individuos afetados
observou-se no minimo uma das caracteristicas esqueléticas maiores informados pela
nosologia de Ghent. Das 34 familias estudadas no trabalho, observamos que em 67,64%, no
minimo um individuo apresentou luxagdo do cristalino e em 82,35%, no minimo um

individuo apresentou dilatacéo da aorta.

14.2 Analise da segregacdo de marcadores moleculares intragénicos aos genes FBN-1 e

TGFBRII nos casos familiais de sindrome de Marfan

A andlise de segregacdo realizada com marcadores moleculares intragénicos ou
préximos aos genes alvos é uma técnica eficaz e de menor custo, utilizada na analise de casos
familiares (MOTTES et al.,, 2000). Os marcadores MTS-1, MTS-2, MTS-3 e MTS-4
presentes no gene FBN1 ja foram utilizados por véarios autores e demonstram ser muito Uteis
na interpretacdo do diagndstico genético, como também no diagndstico pré-implantacdo da
sindrome de Marfan (SARFARAZI et al., 1992; MOTTES et al., 2000; HUTCHINSON et al.,
2003; LEE et al., 2005; SPITS et al., 2006). Na maior parte dos trabalhos realizados com
esses marcadores, 0 marcador MTS-3 mostrou-se pouco informativo, fato também observado
em nossa amostragem. Alguns autores inclusive optaram por ndo utiliza-lo como Valiev et al.,
2006, os quais demonstram a possibilidade e aplicacdo da analise de segregacao de hapldtipo
com o uso dos marcadores intragénicos (MTS-1, MTS-2 e MTS-4) no diagnoéstico de familias
afetadas com sindrome de Marfan.

A eficécia do uso da anélise de segregacao de haplotipo nas familias com individuos
oligossintomaticos, ou até mesmo com individuos diagnosticados clinicamente com sindrome
de Marfan, é bem demonstrada no trabalho de Judje et al., 2001. Em uma das genealogias

(3A) estudadas no trabalho séo descritos trés individuos oligossintoméaticos que néo




apresentavam o haplétipo obtido nos seus familiares com sindrome de Marfan cléssica, sendo
depois demonstrado que 0s mesmos ndo portavam a mutagdo encontrada nos outros membros
afetados da familia, como previsto na analise de segregacdo. Em outra genealogia (4A),
estudada pelos mesmos autores, foi demonstrado que um individuo ndo obteve o hapl6tipo
igual ao dos membros afetados da sua familia, sendo também visto posteriormente que o
mesmo ndo portava a mutacdo encontrada nos individuos afetados. Esse individuo
apresentava luxacdo do cristalino, dilatacdo da raiz da aorta e dilatacdo da artéria pulmonar
proximal e, além disso, parentes em primeiro grau com diagndstico inequivoco da sindrome
de Marfan, isto €, completava os critérios diagndsticos da nosologia de Ghent. Em nosso
trabalho também encontramos que os pacientes 1V-1 e IV-3 da genealogia 2, os quais
demonstraram no exame fisico uma escoliose importante e envergadura maior do que a altura,
o I-2 da genealogia 14, que demonstrava envolvimento esquelético e cardiaco em exames
anteriores e os individuos I11-6 e IV-1 da genealogia 32, onde o primeiro foi descrito pelos
familiares com caracteristicas clinicas da doenca e o0 outro apresentou envolvimento
esquelético e cardiacos da doenca. Portanto, em todos esses pacientes que foram tidos como
oligossintomaticos devido a presenca de sinais clinicos da doenca, foi possivel concluir por
meio da anélise de segregacdo que 0s mesmos ndo portavam o haplotipo caracteristico dos
membros afetados.

Nos trabalhos realizados com sindrome de Marfan utilizando o teste de analise de
segregacdo ndo se observa a interpretacdo dos dados por meio do lod score, fato este bastante
intrigante, visto que uma das funcbes deste método € estimar a frequéncia de recombinacéo
em uma genealogia. Observamos em nossos resultados co-segrega¢do de um haplétipo com a
doenca em 70,58% das familias estudadas com os marcadores do gene FBN1. Em duas
genealogias grandes estudadas, obtivemos um lod score > 3.0, com os marcadores MTS-1,
MTS-2 e MTS-4, indicando ligacdo do haplétipo com a doenca. Na maioria das familias
estudadas, a genealogia é pequena demais para se obter um lod score igual a 3.0;
demonstramos esse fato ao realizar o lod score maximo. Portanto obtivemos lod score > 1.0
e/ou igual ao lod score maximo simulado para aquela genealogia em 7 familias que co-
segregaram um haplo6tipo com a doenga. Nas 15 familias restantes obtivemos um lod score
maximo < 1, nesses casos ndo podemos afirmar que ha ligacdo, pois o tamanho da genealogia
ndo permite atingir diferenga significativa para esta afirmacgdo. Mas o lod score resultante
dessas 15 familias foi igual ao lod score maximo das mesmas.

Os marcadores do gene TGFBRII utilizados por Mizuguchi et al. (2004) foram

informativos no estudo de analise de segregacdo dos hapldtipos realizado pelos autores em

.



uma familia francesa com individuos afetados pela sindrome de Marfam. Em nosso trabalho,
apenas o marcador D3S3727 do gene TGFBRII apresentou-se informativo. O marcador
D3S3567 apresentou-se nao informativo na maior parte das familias analisadas com o0 mesmo.
Além disso, demonstramos exclusdo de ligacdo em 66,66% das familias analisadas com o

marcador D3S3727 e co-segregacdo do gene TGFBRII com a doenca em uma familia.

14.3 Correlagdo gendtipo-fendtipo dos genes FBN1 e TGFBRII versos a gravidade da

doenca

Varios autores tentam correlacionar os tipos de mutagdes encontradas ao longo do
gene FBN1 com as caracteristicas clinicas presentes na sindrome de Marfan. As mutacdes
encontradas nos exons 24-40 sdo associadas com um fendtipo mais grave da doenca (TIECKE
et al., 2001; FAIVRE et al., 2007). Mutagdes nos primeiros 15 exons do gene FBN1 e as que
causam substituicbes de cisteinas estdo associadas com luxagdo do cristalino. Entretanto,
outros estudos demonstram que mutacGes que causam substituicGes de cisteinas estdo
associadas com o envolvimento cardiovascular (COMEGLIO et al., 2002, 2007). Mutacdes
encontradas na extremidade 5’ estdo associadas com um fendtipo menos grave da doenca e as
encontradas na extremidade 3’ estdo associadas com pouca predominancia do envolvimento
adrtico (ROBINSON et al., 2002; PALZ et al., 2000).

Correlagoes gendtipo-fendtipo para o gene TGFBRII em individuos com sindrome de
Marfan sdo menos descritas. Stheneur et al. (2008) demonstram que o envolvimento cardiaco
é mais frequente nos individuos com mutac6es no gene TGFBRII quando comparados com 0s
individuos com auséncia de mutacdes no gene TGFBRIIl. Além disso, ao compararem 0
envolvimento cardiaco e ocular nos individuos com mutac@es nos genes TGFBRII e FBN1, os
autores demonstraram que existe uma maior frequéncia de individuos com problemas
cardiacos e uma menor frequéncia de pacientes com luxacdo do cristalino. Em nosso trabalho
encontramos que os sinais cardiacos e oculares sdo frequentemente iguais a0 compararmos as
familias cuja sindrome segregou com os marcadores do gene FBN1 em relacdo as familias
cuja sindrome segregou com os marcadores do gene TGFBRII. Além disso, ndo encontramos
diferencas estatisticas significativas quanto aos sinais cardiacos e esqueléticos, mas o
envolvimento ocular apresentou diferenca estatistica significativamente maior ao
compararmos as familias que apresentaram segregacdo do haplotipo dos marcadores do gene
FBN1 com a sindrome e as familias que ndo apresentaram segregacdo do haplotipo dos

marcadores do gene FBN1 com a doenca.




14.4 Sequenciamento do gene TGFBRII nos casos que co-segregardo com 0O gene e
sequenciamento do gene TGFBRI nos casos que excluiram ligacdo com o gene TGFBRI|I

A heterogeneidade genética na sindrome de Marfan classica ja esta comprovada
desde 2004 com o trabalho de Mizuguchi et al.. Foram encontradas mutacgdes espalhadas ao
longo do gene TGFBRII nos exons 3, 4, 5, 6 e 7, como também nos exons 4 e 6 do gene
TGFBR1 (MIZUGUCHI et al., 2004; MATYAS et al., 2006; DISABELLA et al., 2006;
STHENEUR et al., 2008). Em nosso trabalho ndo encontramos mutacGes para 0 gene
TGFBRII no sequenciamento realizado no probando da familia que apresentou co-segregagao
do gene TGFBRII com a doenca. Para o gene TGFBRI, foram sequenciados até 0 momento 0s
exons 2, 3, 6 e 7, e ndo encontramos nenhuma mutacdo nesses exons no probando em questao.

Grandes delecbes dentro dos introns ou préximas ao gene FBN1 foram conservadas
com a evolugdo, e contém provavelmente os elementos importantes para o controle da
expressao génica. Assim, o0 potencial para que a recombinagdo intragénica ou perigénica
obscureca a interpretacdo dos resultados em uma analise de ligacdo deve ser levado em
consideracdo (BIERY et al., 1999; YIN et al., 1995; RANTAMAKI et al., 1994; CORSON et
al.,1993). Portanto, nas familias 4, 15, 37 e 42 em que foi realizado o sequenciamento, apesar
de ainda ndo termos completado o sequienciamento do gene TGFBRI, é possivel que exista
uma grande delecdo no gene FBN1 ou até mesmo no gene TGFBRII, que nos levou a um
engano na interpretacdo dos resultados da andlise de ligacdo.

Uma técnica recentemente introduzida, que € apropriada para a identificacdo de
grandes delecBes e menos laboriosa do que métodos usados tradicionalmente para deteccdo de
rearranjos tais como o “Southern blot” e técnicas de citogenéticas, ¢ a amplificacdo de
maultiplas sondas dependentes de ligacdo (MLPA) (SCHOUTHEN et al., 2002), que pode nos

auxiliar na confirmacéo dessa hipétese.




15 CONCLUSOES

15.1 Estudo das manifestagdes clinicas de uma amostra brasileira de pacientes com

sindrome de Marfan com o quadro clinico classico e fenotipos associados

Com relagdo ao quadro clinico observado nas familias estudadas em nosso trabalho,
podemos concluir que as caracteristicas esqueléticas aparecem em um numero maior de
individuos afetados. Posteriormente a essas vém os problemas de dilatacdo da aorta e a
luxacéo do cristalino, respectivamente.

Observamos também comprometimento cardiaco tipico e grave nos individuos de mais
idade, mostrando que este deve ser monitorado nas criancas, ja que o desenvolvimento da

dilatacdo da aorta € progressivo.

15.2 Andlise da segregacdo de marcadores moleculares intragénicos aos genes FBN-1 e

TGFBRII nos casos familiais de sindrome de Marfan

Podemos concluir que os marcadores do gene FBN1, com exce¢do do marcador MTS-
3, se mostram bastante informativos. Dessa forma, podemos estabelecer a co-segregacéo do
haplétipo na maior parte das familias. Demonstramos assim, por meio da analise de
segregacdo, que as familias com sindrome de Marfan encontram-se em maior nimero
segregadas aos marcadores do gene FBN1 do que aos marcadores do gene TGFBRII, como

esperado.

15.3 Correlacdo gendtipo-fendtipo dos genes FBN1 e TGFBRII versus a gravidade da

doenca

Até o momento, sabemos que os fendtipos cardiaco e esquelético ndo variam
substancialmente entre os grupos das familias com co-segregacdo e sem segregacao para 0S
marcadores do gene FBN1 com a sindrome, mas varia em relagdo ao envolvimento ocular no
mesmo grupo.

Com relacdo as familias que apresentaram co-segregacdo de marcadores do gene
TGFBRII com a doenga, concluimos que os fendtipos esquelético, cardiaco e ocular ndo

apresentam diferenca estatistica significante.

-



Mas ao compararmos as familias que co-segregam hapl6tipo dos genes FBN1 e
TGFBRII com a doenca encontramos diferenca estatistica significativa para o0s sinais
cardiacos e oculares maiores. Assim sendo, sugerimos que em um paciente sem luxacdo do
cristalino e sem dilatacdo da aorta € mais indicado realizar primeiramente uma analise

molecular do gene TGFBRII.

15.4 Sequenciamento do gene TGFBRII nos casos que co-segregaram com O gene e

sequenciamento do gene TGFBRI nos casos que excluiram ligacdo com o gene TGFBRII

Por meio do seqlienciamento, podemos concluir que a familia 43, a qual apresentou
co-segregacdo do gene TGFBRII com a doencga, ndo apresentou mutacbes no gene.

Em relacdo ao gene TGFBRI, as familias 4, 5, 37 e 42 ndo apresentaram mutacdes
nos exons 2, 3, 6 e 7. Entretanto, pode haver uma grande delecdo em pelo menos alguma delas
que esteja atrapalhando a interpretacdo dos resultados de analise de ligacéo.

15.5 Conclusao geral

Concluimos que a anélise de ligacdo evidenciou a heterogeneidade de locus e
demonstrou-se Util como teste diagndstico e na assisténcia das familias oligossintomaticas
com manifestacdes atipicas ou ambiguas da sindrome de Marfan. Em suma, a técnica de
analise de ligacdo podera servir no auxilio do diagnostico clinico de familias com sindrome de
Marfan e consequentemente proporcionar um aconselhamento genético mais adequado.
Indicamos que seja realizado nos pacientes atipicos da sindrome de Marfan que ndo
apresentam luxacdo do cristalino e dilatacdo da aorta primeiramente uma analise molecular do
TGFBRII.

.
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ANEXO A

HEREDOGRAMAS DAS FAMILIAS ESTUDADAS COM MARCADORES DO GENE
FBN1 (MTS-1, MTS-2, MTS-3 e MTS-4).
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ANEXO B
HEREDOGRAMAS DAS FAMILIAS ESTUDADAS COM MARCADORES DO GENE

TGFBRII (D3S3727 e D3S3567).
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