ERIKA CRISTINA LOPES B. DE FREITAS

Tota oW OITINNG COTTonyy As o~ Sres = {"; al Ao
.S..Jsb‘\.d s o B S Plﬁl! BT \u/»?t B .EL LI iSuV £ l ALE

Dyissertacio de Mestrado aprebeﬁtada a0 ﬂurso
de Pos-Graduagio Ciénoias Médicas da Facul-
dade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, para
obtenciio do titulo de Mestre em Cigncias Médi-
cas, 4rea de Cifneias Biomédicas dofa) aluno(a)
Erika Cristina Lopes Burrone de Freitas.
Campinas, 23 de feverewo de 2005

? qri ; ’?! s {3l An % % f Amme

LRAE %,sé.; }U CLJ‘J\.J %U§ “!-L& EA7 JWQ

G;i@ﬂ’f@am{a‘é e M ,3""

ESTUDO DE CRANIOSSINOSTOSES POR
MEIO DE INVESTIGACAO DE REGIOES
GENOMICAS ESPECIFICAS

2005

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCUL  'TF



ERIKA CRISTINA LOPES B. DE FREITAS

ESTUDO DE CRANIOSSINOSTOSES POR
MEIO DE INVESTIGACAO DE REGIOES
GENOMICAS ESPECIFICAS

Dissertacdo de Mesirado, apresentada a péds-
graduacao da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas, para obtencdo
do titulo de Mestre em Ciéncias Medicas, area de

concentracdo em Ciéncias Biomédicas.

ORIENTADORA: Prof®. Dra Vera Lucia Gil da Silva Lopes
COORIENTADORA: Prof. Dra Maricilda Palandi de Mello
CAMPINAS

2005

i




FICHA CATALOGRAF!CA_ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP
Bibliotecario: Sandra Licia Pereira — CRB-8%/ 6044

Freitas, Erika Cristina Lopes Burrone de

F384¢ Estudo de craniossinostoses por meio de investigagio de regides
gendmicas especificas / Erika Cristina Lopes Burrone de Freitas.
Campinas, SP : [s.n.], 2005.

Onentadores : Vera Lucia Gil da Silva Lopes, Maricilda Palandi de
Melio

Dissertagio { Mestrado) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Cranio — Anomalias ¢ deformidades. 2. Craniossinostose. 3.
Fator de crescimento fibroblastico - receptores. 4. MSX-2 proteina. 1.
Lopes, Vera Licia Gil da Silva. II. Mello, Maricilda Palandi de. 1.
Universidade Estadual de Campinas.Faculdade de Ciéncias Médicas.
IV. Titulo.

{slp/fcm)

GDADE D
 cuamaDA L TXH A

=) S
[——— iy
omeo BC/ HAT AL
: B

"‘"’M
ATA 5L0ELI0 -
g2 LPD

e

iv



Curso de pds-graduacdo em Ciéncias Médicas, Area de Concentracdo em Ciéncias
Biomédicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.




Aos meus pais,
A vocés devo tudo que sou hoje. Nos ensinamentos da vida, foram mestres.

Na minha caminhada, ensinaram-me a agir com dignidade, honestidade e respeito.
Como ligdo, aprendi a ser responsdvel e humana. Aprendi a lutar e enfrentar

obstaculos. Acreditaram em mim e hoje sou fruto dessa confianca..

Aos meus irmdos e os demais membros de minha familia, que sédo a base do

meu cardter e de minha personalidade, da minha vida.

vii




Agradecimentos

A Profa. Dra. Vera Lucia Gil da Silva Lopes, nao apenas por me transmitir seus
conhecimentos, mas tambem por me transmitir sua experiéncia e me apoiar nas minhas

dificuldades.

A Profa. Dra Maricilda Palandi de Meflo, por toda a ajuda técnica e por ter-me
acolhido tdo bem no CBMEG.

Ao Bruno e aos meus amigos, pelo apoio, incentivo e compreensao.

A sempre prestativa Madd e & Fer Soardi, que muito me ensinaram e me
ajudaram no laboratdrio do CBMEG.

Aos colegas do CBMEG e do Departamento de Genética Médica, pela amizade,
pelo agradavel convivio e pelas dicas que me deram durante a realizacgo deste estudo.

A Profa. Dra. Edi, Prof. Dr. Victor Ferraz e & Profa. Dra. Denise Cavalcante que,

com suas observacgtes, contribuiram para a forma final desta tese.

A todos os professores que tive e que contribuiram para meu crescimento

pessoal e profissional.
Aos pacientes e familiares que participaram do estudo.

A agéncia financiadora CAPES e FAEP.



“Sou entre flor ¢ nuvem,

estrela e mar.

Por que havemos de ser unicamente humanos,
Limitados em chorar?

Rastro de flor e estrela,

Nuvem e mar.

Meu destino e mais longe e meu passo mais rdpido;
a sombra é que vai devagar.”

(Cecilia Meireles)

“De tudo ficaram trés coisas:

A certeza de que estamos comegando,

A certeza de que é preciso continuar

E a certeza de que seremos interrompidos
antes de terminar.

Portanto devemos:

Fazer da interrupcdo um caminho novo,
Da queda, um passo de danca,

Do medo, uma escada,

Do sonho, uma ponte,

Da procura, um encontro.”

(Fernando Pessoa)
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RESUMO

Craniossinostose pode ser definida como a fusdo prematura de uma ou mais
suturas dos 0s8s0s chatos do cranio, afetando cerca de 0,4-1:1000 nascidos vivos. Mais
de 100 sindromes diferentes com a presenca de craniossinostose ja foram descritas,,
sendo a maioria de transmissdo autossémica dominante e expressividade variavel. O
diagnastico clinico geralmente é dificultado pela sobreposicdo de sinais clinicos nas
diversas sindromes.

A morfogénese do créanio estd relacionada a um complexo mecanismo de
regulacéo génica, do qual fazem parte os genes FGFR1, FGFR2, FGFR3, MSX2 e
TWIST. MutagOes nesses genes s3o causas conhecidas de craniossinostoses.

Na intencao de se identificarem mutages nas principais regides destes genes
em individuos com craniossinostoses sindrémicas ou iscladas, 13 familias e 8 casos
isolados foram investigados. O protocolo de investigagdo incluiu avaliagdo
dismorfologica e andlise citogenética. A investigacdo molecular baseou-se num
algoritmo previamente descrito e em revis&o da literatura. Inciuiu a busca pela mutacao
P252R do gene FGFR1, mutagbes nos exons 8 e 10 do gene FGFR2, a mutac¢ao
P250R do gene FGFR3 , e mutages no exon 1 do gene TWIST. A mutagdo L154P no
gene MSX2 também foi investigada em individuos com forame parietal.

Em um individuo com SSC foi encontrada uma alteracdo cromossémica
envolvendo a regido do gene TWIST (46, XX add 7(p21)). No gene FGFR2, mutacdes
no exon 8 foram detectadas em 3/21, sendo que uma delas foi num caso de Apert,
outra num caso de Pfeiffer tipo | e no terceiro, uma mutacio nunca antes descrita na
SSC (FGFR2 Q289P); mutagbes no exon 10 foram detectadas em 2/21, num caso de
Crouzon e outro de Pfeiffer tipo 1ll. Uma familia com SSC apresentava a mutacdo
P250R no gene FGFR3 e 3 alteragbes foram encontradas no exon 1 do gene TWIST,
sendo que todos os casos apresentavam SSC. InvestigagSes no gene FGFR1 foram
normais, assim como no gene MSX2. Dentre os individuos MCA, nenhuma alteracdo
molecular foi encontrada nas regibes estudadas. Fsse estudo reforca a
heterogeneidade das craniossinostoses e sugere que sejam feitas investigacdes no
gene FGFR2 em casos de SSC. Futuros estudos poderao elucidar a etiologia dos casos
de forame parietal e também dos casos MCA.
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ABSTRACT

Craniosynostosis refers to the premature fusion of one or more of the cranial
sutures, affecting about 0,4-1/1000 newborns. More than 100 distinct genetic syndromes
with craniosynostosis have been described. Most of them exhibit autosomal dominant
transmission and variable expressivity. Clinical diagnostic is also often difficulted by the
overlapping features among different conditions. Maintenance of suture patency
depends on regulating a complex array of factors, including FGFR1, FGFR2, FGFRS3,
MSX2 and TWIST. Mutations in these genes are know to cause craniosynostosis, the
former by constitutive activation and the latter by haploinsufficiency.

In order to identify mutations in the main regions of these genes in individuals
with syndromic or isolated craniosynostosis, 13 families and 8 isolated cases were
screened. The investigation protocol included dysmorphological evaluation and high
resolution citogenetics analysis. Molecular investigation was based upon an algorrithm
previously described and literature review. it included the P252R mutation of FGFR1,
mutations in exon 8 and 10 of FGFR2 gene, P250R of FGFR3 gene, and mutations in
exon 1 of TWIST gene. The mutation L154P in MSX2 were investigated in individuals
with parietal foramina.

Cne individual with SCS showed an chromosomal aberration involving the region
of TWIST gene (46, XX add 7(p21)). In FGFR2, mutations in exon 8 were detected in
4/21, including a previously undescribed one on SSC (FGFR2 Q289P); mutations in
exon 10 were detected in 2/21. One family with SCS had a P250R FGFR3 mutation and
3 alterations in exon 1 of the TWIST gene. Investigations in FGFR1 were normal, as well
as the MSX2 gene in individuals with parietal foramina. Among MCA individuals, no
molecular abnormaiities were found in the studied regions. This study reinforces the
molecular heterogeneity of craniosynostosis and suggests the screening of FGFR2 gene
as complementar step in SCS investigation. In the future, studies could elucidate the

etiology of parietal foramina and MCA individuals herein evaluated.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

1.1  Apresentagao

As craniossinostoses sdo anomalias craniofaciais que podem acometer o
individuo desde a vida intra-uterina e podem ser definidas como a fuséo prematura de
uma ou mais suturas dos ossos chatos do cranio, acarretando conformacéo craniana
anormal. Suas principais conseqiéncias sdo hipertenso intracraniana, diminuicdo de
fluxo sangiineo cerebral, obstrucdo de vias aéreas, diminuicZo da acuidade visual e
auditiva, deficit de aprendizado e efeitos psicoldgicos adversos. Esse sinal clinico tem
incidéncia de 0,4 —1:1000 nativivos (COHEN, 1986).

Tanto fatores genéticos como ndo genéticos contribuem para causar o
desenvolvimento craniofacial anormal (WILKIE, 1997). As craniossinostoses podem
ocorrer devido a interferéncia de fatores ambientais (mecénicos) e genéticos
(multifatoriais, isoladas com fransmissdo entre geragGes), ou ainda apresentarem-se
como parte de quadros de anomalias congénitas multiplas (COHEN, 1986).

Atuaimente, considera-se que a formag&o e o desenvolvimento do cranio estao
relacionados a um complexe mecanismo de regulacdo génica, do qual fazem parte,
reconhecidamente, os genes TWIST, os Receptores de Fator de Crescimento de
Fibroblasto 1, 2 e 3 e MSX2 (WILKIE,1997). Neste trabalho, foi investigada a presenca
de mutagbes nas principais regides desses genes, em individuos com sinais clinicos
sugestivos de craniossinostoses sindrémicas mais comuns como Apert, Pfeiffer,
Crouzon e Saethre-Chotzen, também casos de anomalias congénitas multiplas com
alterac&o de contorno craniano, casos de craniossinostose isolada e casos com forame
parietal .

1.2 Mecanismos de fechamento das suturas e formagio das
craniossinostoses

A morfogénese dos 0ssos da abdbada craniana e do complexo facial & um longo
processo que se inicia precocemente na embriogénese e completa-se durante a idade
adulta.
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As suturas sdo membranas de tecido conjuntivo denso que contém células
osteogénicas imaturas com rapida capacidade divisoria e formam articulacdes fibrosas.
Uma porgao dessas células diferencia-se em osteoblastos e produz novo osso (WILKIE,
1997, OPPERMAN, 2000).

Por volta de 18 semanas, 0s 0ssos mineralizados e as suturas s80 induzidos ao
longo das linhas de aproximacg&o. Conseqglentemente, o cranio se alarga devido ao
crescimento oposicional das suturas, com deposicao de matriz dssea pré-mineralizada
{ostedide) ao longo das suturas marginais (WILKIE, 1997; MOORE, 2000).

Normalmente, a fontanela posterior fecha-se aos trés meses, e a anterior, aos
oito meses de idade extra-uterina. O cranio tem um periodo de maximo crescimento
nos primeiros 12 meses de vida extra-uterina e continua crescendo até os 12 anos de
idade. Entretanto, a ossificagdo completa da-se em torno dos 50 anos (MOORE, 2000).

Dependendo da posicdo das suturas em relagdo aos 0ssos do cranio, elas
podem ser denominadas de frontal ou metdpica, sagital, coronaria, lambddide e
temporal (Figura 1). Seis grandes areas fibrosas denominadas fontanelas estdo
presentes onde varias suturas se unem. Da mesma forma que as suturas, as fontanelas
podem ser classificadas de acordo com sua localizagio em relac@o aos 0ssos do cranio
em; anterior ou bregmatica, antero-laterais (esfendides), postero-laterais (mastoides) e
posterior ou lambddide (Figura 1).

sutura sogrial

fontanela

sutura .
arteriar

coranal

fantanela
pesterclateral

fontanela anterolateral

Figura 1 Principais suturas e fontanelas do cranio humano.

O créanio pode assumir algumas formas caracteristicas dependendo da sutura
especifica envolvida na desordem de progress&o da ossificacéo.
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1.3 Craniossinostoses sindromicas

As condi¢Ges clinicas com presenca de craniossinostose tém diferentes fenétipos
que, muitas vezes, sobrepbem-se e ocorrem por formacgio andmala de condrocranio
(ossificag@o endocondral irregular) ou do neurocranio (ossificagao intra-membranosa).
Quando s&o acompanhadas por anomalias de membros, sugerem que aspectos do
desenvolvimento craniofacial e de membros utilizam caminhos moleculares comuns
(WILKIE,1897).

Algumas semelhancgas clinicas como craniossinostose, hipertelorismo ocular,
proeminéncia ocular, nariz em bico, hipodesenvolvimento de face média e anomalias
variaveis de méos e pés s&o encontradas nessas sindromes, em geral de transmisséo
autossOmica dominante (GRIPP et al.,1999).

Dentre os quadros de craniossinostoses associadas a anomalias de membros,
destacam-se as Acrocefalossindactilias (ACS). Incluem-se neste grupo, a Sindrome de
Apert (ACS Tipo |, OMIM 101200), Sindrome de Saethre-Chotzen (ACS Tipo ll, OMIM
101400) e Sindrome de Pfeiffer (ACS Tipo V, OMIM 101600).

Mais de 100 sindromes diferentes, com a presencga de craniossinostose, ja foram
descritas. Muitas vezes o diagnéstico clinico é dificil, pois muitos sinais clinicos
sobrepbem-se nas diferentes sindromes.

A maioria delas apresenta transmiss&o autossdmica dominante e expressividade

variavel, com portadores muitas vezes possuindo sinais muito brandos.

1.3.1  Sindrome de Apert (ACS I, OMIM 101200)

A Sindrome de Apert € uma heredopatia autossomica dominante. Sua incidéncia
€ de 1:100.000 nascidos vivos. Seus principais sinais clinicos s&o craniossinostose,
sindactilia de tecidos moles e 0sseos dos dedos e artelhos, envolvendo nimero variavel
de dedos. Podem possuir também atraso do desenvolvimento motor, deficiéncia mental,
turnibraquicefalia, hipoplasia de linha média da face de moderada a severa, fusdo das
vertebras cervicais, ocasionalmente hidrocefalia e anomalias de drgdos intemos
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(COHEN e KREIBORG, 1993). Existem duas mutacdes altamente recorrentes que
levam a essa sindrome: a mutac@o P252W e a P253R no gene FGFR2.

1.3.2  Sindrome de Pfeiffer (ACS V, OMIM 101600)

A Sindrome de Pfeiffer € uma heredopatia autossémica dominante, com
incidéncia de 1:100.000 nascidos vives, muito heterogénea tanto nos aspectos clinicos
quanto moleculares, por isso foi dividida em trés tipos: tipo I, il e ill, sendo que a
primeira tem um prognostico mais favoravel que as outras duas. Suas principais
caracteristicas fenotipicas s&o craniossinostose, polegares e haluces alargados e
sindactiia variavel. As altera¢cBes moleculares causadoras desta sindrome estdo
relacionadas a mutagdo P252R no gene FGFR1 (5% dos casos) e mutagdes no gene
FGFR2 (95% dos casos).

1.3.3 Sindrome de Saethre-Chotzen (ACS Ilil; OMIM 101400)

A Sindrome de Saethre-Chotzen é uma heredopatia autossdmica dominante,
com incidéncia de 1:25.000 —1:50.000 nascidos vivos (PAZNEKAS et al., 1998). Possui
uma alta penetrancia e expressividade varidvel, o que pode dificultar o diagndstico de
formas mais brandas. Seus principais sinais clinicos s&o craniossinostose, implantagdo
baixa dos cabelos na fronte, orelhas dismorficas, assimetria facial, biefaroptose,
braquidactiia e sindactilia cutanea, preferencialmente entre 2° e 3° dedos. As
alteragGes moleculares associadas a esta entidade clinica estao relacionadas ao gene
TWIST. Alguns estudos com pacientes portadores de SSC, sem mutacio no TWIST,
encontraram alteragbes nos genes FGFR2 e FGFR3 (REARDON et al,1997:
PAZNEKAS et al,1998).

1.3.4 Sindrome Muenke (OMIM 602849)

A Sindrome Muenke, como a maioria das craniossinostoses sindroémicas, € uma

heredopatia autossdmica dominante e também possui expressividade variavel. Este
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fenotipo caracterizado principalmente pela presenca de craniossinostose da sutura
coronal, é causado por uma Unica mutagdo especifica no FGFR3; trata-se da troca de
uma prolina por uma arginina no aminoacido 250 (mutagdo P250R) (MUENKE et al.,
1887).

1.3.5 Sindrome Boston (OMIM 604757)

A Sindrome Boston possui transmissdo autossOmica dominante, com
dominancia completa e expressividade varidvel. Decomre da uma Unica mutacéo no
gene MSX2 (JABS et al., 1993). Trata-se da troca de uma prolina por uma histidina na
posicdo 148 (mutacdo P148H). Esta mutacdo encontra-se na parte conservada do
homeodominio deste gene.

1.3.6 Outras sindromes com a presenca de craniossinostose

Jackson-Weiss (OMIM 123150) e Crouzon (OMIM 123500) sdo sindromes
decorrentes de mutagdes no gene FGFR2, sendo que no quadro clinico de JW ha
alteracao de membros, e em Crouzon ndo ha.

A Sindrome de Crouzon tem como principais sinais: craniossinostose, hipoplasia
maxilar e proptose ocular.

14 Craniossinostoses iscladas

A grande maioria das craniossinostoses s&o isoladas, ocomendo em pacientes
com nenhuma outra anormalidade (COHEN, 1986). Raramente s&o encontradas
craniossinostoses isoladas familiais. Nesses casos, também o padrio de heranca é
autossOmico dominante, com penetrancia reduzida e o risco de recomréncia depende de
qual das suturas esta envolvida (LAJEUNIE et al., 1995; LAJEUNIE, 1996; COHEN,
1986).
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Em muitos casos a causa da craniossinostose € secundaria, ou seja, pode ser
resultada de desordens hematolégicas ou metabdlicas ou de danos do meio como

infecgdes intra-uterinas, drogas ou traumas (MULLER et al., 1897).

1.5 Introducdo aos aspectos moleculares do desenvolvimento normal do

cranio e dos membros

A formagédo e o desenvolvimento do cranio estdo relacionados a um complexo
mecanismo de regulacdo génica. Do ponto de vista molecular, os principais genes
envolvidos nessa regulacéo e que estdo relacionados as craniossinostoses sindrbmicas
sao: TWIST, FGFR1, FGFR2, FGFR3 e MSX2, embora outros genes ja tenham sido
descritos.

Com relagéo as craniossinostoses ndo sindromicas, existem poucos relatos de

mutacdes.

1.5.1 Gene TWIST

THISSE e colaboradores, em 1988, identificaram um gene denominado TWIST
em estudos com Drosophila melanogaster e propuseram que ele estarna envolvido
precocemente na formacdo do mesoderma. Em estudos realizados nesse modelo,,
SHISHIDO et al. (1993) indicaram que a proteina TWIST afetaria a transcrico dos
FGFRs. BOUGEOIS et al. (1996) notaram que esse gene codifica uma proteina
contendo um dominio basico hélice-alga-hélice (b-HLH), partithada por muitas proteinas
de ligagao ac DNA e, muito provavelmente, funcionaria como fator de transcricdo. Estes
autores observaram que embrides murinos homozigotos Twist-nulf exibiam falha no
fechamento do tubo neural, enquanto os heterozigotos resultavam em fenotipos mais
brandos consistentes com aqgueles encontrados na Sindrome de Saethre-Chotzen.

Em humanos, o primeiro locus para SSC foi sugerido por meio de estudo de
polimorfismos de fragmento de restricdo (BRUETON et al, 1992), seguido de
polimorfismo com microssatélites (VAN HERWERDEN et al., 1994). A detecgéo de

translocacbes cromossdmicas envolvendo a regido 7p21 e 7p22 (REID et al., 1993), em

34



Introducio

familias portadoras dessa entidade, pdde dirigir os estudos para o uso de citogenética
com hibridizac&o fluorescente in sifu (FISH). BOUGEQIS et al. (1996) e HOWARD et al.
(1997) mapearam o gene TWIST humano na regido 7p21-p22 por andlise de ligacdo.

Estudos moleculares em pacientes com SSC demonstraram mutagdes no gene
TWIST, nos dominios hélice I, alga (loop) e basico de ligacio ao DNA, resultando em
substituicbes de aminoacidos ou terminac@o prematura da proteina (HOWARD et al.,
1997 e EL GHOUZZI et al., 1997).

KREBS et al. (1997) descobriram que o ponto de quebra de uma translocacdo
aparentemente balanceada t(6;7)(q16.2;p15.3), associada a uma forma branda de SSC
(TSUJI et al., 1895), ocorreu aproximadamente a 5kb na regifo 3’ do locus do TWIST,
acarretando a perda de 518bp do cromossomo 7. Segiiéncias potencialmente
exonicas, flanqueando o cromossomo 7 no ponto de translocagao, no corespondiam a
genes conhecidos nos bancos de dados pesquisados. Eles estabeleceram que o
rearranjo a jusante do TWIST implicou perda de fungdo de um alelo por efeito
posicional causando a sindrome, o que seria compativel com a hipotese do TWIST ser
0 gene da SSC.

ROSE et al. (1997) relataram que os pontos de quebra em 4 pacientes com SSC
ndo interompiam a seqiéncia codificante do gene TWIST e assim, mais
provavelmente, estaria agindo através de um efeito posicional. Mutacdes no gene
TWIST foram encontradas em 12 casos de SSC. Quatro dessas familias estavam
presentes em estudos de ligag&o para o locus da SSC. Foram detectadas mutacbes
missense e nonsense e 3 casos de duplicagdo de 21pb; trés familias, entretanto, foram
identificadas como portadoras de uma mutagdo P250R no gene FGRF3 (GOLLA et al.,
1997). Alem de translocagbes balanceadas (WILKIE et al., 1995; KREBS et al., 1997),
outros estudos detectaram, no gene TWIST, microdelecdes e auséncia de
translocagdes nas regibes codificadoras (ZACKAI et al., 1998; JOHNSON et al., 1998).

O gene TWIST contém 2 exons de 772bp e 645bp, separados por um (nico
intron de 538bp.

O exon 1 é traduzido formando uma proteina com estrutura basica b-HLH. O
exon 2 nao é traduzido (HOWARD et al., 1997; ROBIN, 1999). A figura 2 mostra o
esquema representativo do gene TWIST (YOUSFI et al, 2001).
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Na figura 2 temos o esquema com a representagio do gene TWIST.

b-HLH intron

Domiric de ligaglo do Halice 1 Hifive 11
DHA

Figura 2 Esquema representativo do gene TWIST.

As mutacdes do TWIST envolvem perda de funcéo (haploinsuficiéncia), diferente
das mutacoes nos genes MSX2 e FGFR que envolvem ganho de fungédo. Essa hipotese
€ suportada pela evidéncia de mutacdes nonsense freqiientes no gene TWIST, o que
nao ocorre nos genes MSX2 e FGFR. EL GHOUZZI et al. (1999) encontraram mutacdes
no TWIST em 16 de 22 pacientes com SSC nao aparentados. Todas essas mutagdes
envolviam o domino b-HLH da proteina. Os genétipos mutantes incluiram delegges,
inserces e mutacdes nonsense e missense, truncando ou causando ruptura do motivo
b-HLH da proteina. Em dois dos 22 casos estudados, havia a mutagdo P250R no gene
FGFR3, apresentando manifestagtes clinicas brandas da SSC.

A hipétese da SSC também ser causada pela haploinsuficiéncia resultante de
delegbes em um alelo sugere que o gene TWIST, tendo reduzido sua expressio,,
levaria ao aumento do crescimento celular e sintese de colageno, bem como da
capacidade osteogénica. Contudo, inibiria a expressio do gene da osteccalcina. isso
prevé um mecanismo que pode contribuir para a ossificacao cranial prematura induzida
por delecao do dominio b-HLH do TWIST na SSC (YOUSFI et al., 2001).

Estudos moleculares demonstraram que mutagées nonsense no gene resultam
em proteinas fruncadas e instaveis, mais rapidamente degradadas, levando a
haploinsuficiéncia.

Na Tabela 1, estdo as mutagbes encontradas no exon 1 do gene TWIST até o

momento.
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Tabela 1 Mutacdes encontradas no gene TWIST
SUBSTITUICAO NUCLEOTIDICA (MISSENSE/NONSENSE)
Coédon  Nucleotideo Amincacido Fenétipo Referéncia
28 gCAG- TAG Gin-Term SsC Gripp (2000)
61 cGGA-TGA Gly-Term 8SC Rose {1997}
65 cGAG-TAG Ghu-Term 88C Rose {(1987)
78 gTCT-CCT Ser-Pro 88C Rose {1997)
103 TACg-TAA Tyr-Term 8SsC El Ghouzzi (1997)
103 TACG-TAG Tyr-Term SsC Pazniekas (1998)
104 cGAG-TAG Glu-Term S8C Paznekas (1998)
1186 gCGG-TGG Arg-Trp 8sC Paznekas {1998)
118 CGC-CAC Arg-His 8S8C Rose (1997)
118 CAG-CCG Gin-Pro SS8C Howard (1997)
120 CGC-CCC Arg-Fro S8C Gripp (2000}
122 cCAG-TAG Gin-Term SSC Paznekas (1998)
123 TCG-TAG Ser-Term 88C Ei Ghouzzi (1997)
123 TCG-TGG Ser-Trp ss8C Johnson {1998)
126 cGAG-TAG Glu-Term 88C El Ghouzzi {1997)
127 GCG-GTG Ala-Val sSsC Gripp (2000} Hum
131 CTG-CCG Leu-Pro SSC El Ghouzzi {1997)
132 CGG-CLCG Arg-Pro S5C Paznekas {1898)
134 ATC2-ATG lle-Met 8SSC Rose (1997}
136 CCC-CTC Pro-Leu 88C Johnson (1998}
1389 gCCC-TCC Pro-Ser S$3C Pazrnekas (1998)
141 GAC-GGC Asp-Gly §sC Rose (1997)
141 gGAC-TAC Asp-Tyr 8sC Paznekas (1998)
144 gAGC-CGC Ser-Arg 8SC El Ghouzzi (1988)
145 AAGa-AAC Lys-Asn SsC Rose (1997)
145 CAAG-GAG Lys-Glu S3C Paznekas (1998)
148 gACC-GCC Thr-Ala $8C Gripp {2000)
148 ACC-AAC Thr-Asn $8C Paznekas (1998)
149 cCTC-TTC Leu-Phe 88C Paznekas (1998)
152 GCG-GTG Ala-Val S§8C Paznekas (1988)
154 cAGG-GGG Arg-Gly 88C Rose {1937)
158 cCTC-TTC Leu-Phe 88C Paznekas (1998)
180 TACC-TAG Tyr-Term 8SsC Gripp (2000}
161 cCAG-TAG Gin-Term SS8C Paznekas (1998)
164 cCAG-TAG Gin-Term §8C Gripp (2000)
181 cGAG-TAG Giu-Term S.Baller-Gerold Gripp (1998}
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INSERCOES PEQUENAS

91 272 CGGLGGELEGe 88C Gripp (2000)
103 308 A 88C Howard (1997)
128 384 c S8C Paznekas {19988)
154 460 A 8.Robinow-Sorauf Kunz (1599)
DELECOES PEQUENAS
Codon Delegio Fendétipo Referéncia
87 CCGCGGLAGCEEGLGGELGELGGE S8C Gripp (2000)
117 GTGCGGAGAGCgecagegecACCCAGTCGC S8C El Ghouzzi (1899)
117 CGTGCGGMEAGCegeCAGCGCACCC SsC Paznekas (1998}
154 CGGCCMMGGTACategACTTCCTCTA 8sC El Ghouzzi (1999}
162 CTACCAG "GTCcTCCAGAGCGA 88C E! Ghouzzi (1998)
DELECOES GRANDES
Descrigao Fendtipo Referéncia
23 bpnt 433 cd. 145 S8C Howard (1997)
gene inteiro 38C Johnson {1998)

INSERCOES E DUPLICACOES GRANDES

Descrigéo Fendtipo Referéncia
insercdo de 21 bp nt 276 88C Gripp (2000)
Buplicacao de 21 bp nt. 405 SsC Howard {1897}
Duplicagdo de 21 bp nt 416 88C Howard (1997}
Duplicacdo de 21 bp nt 418 83C Rose (1997)
Duplicagdo de 21 bp nt 419 88C Rose (1987)
Duplicacgo de 21 bp nt 421 S8C Rose {1997)
Insergéo de 25 bp nt 423 SSC El Ghouzzi (1998)
REARRANJOS COMPLEXOS
Descricao Fendtipo Referéncia
Del 2924 bp, ins GT nt 10862 85C Johnson (1998)
DelAnt230, T-C nt 232 88C Rose (1997)
Translocacdo t2.7)(p23;p22) 38C lLewanda (1994)
Translecagdo H6,7) (g16.2;p15.3) §8C Krebs (1997)
Translocacéo {7 ;8)Xp21:913) 8SsC Johnson (18988)

1.5.2 Familia dos FGFRs

Os fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) compreendem uma familia de
22 proteinas distintas (revistos por ORNITZ e ITOH, 2001) com funcdes de sinalizacao
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pleitropicas no desenvolvimento e homeostase. Essas fungbes sao mediadas

principaimente por receptores (FGFRs).

Os FGFRs formam uma familia com quatro receptores tirosina-quinase (FGFR 1
a 4), codificados por quatro genes distintos (NASKI e ORNITZ, 1998). As proteinas
codificadas por esses genes possuem uma seqiéncia de aminoacidos altamente
conservada entre seus membros e afravés da evolugdo. Os membros da familia dos
FGFRs diferem uns dos outros em suas afinidades de ligagido e distribuicio nos

tecidos.

Essas proteinas consistem num dominic extramembranoso, que se acopla ao
ligante, um dominio transmembranoso e um dominio intracelular tirosina-quinase. A
regiao extracelular contém trés dominios imunoglobulina (Ig-fike), um dominic de
acoplamento a heparina e uma seqiiéncia de sete aminoacidos acidos. As regides
implicadas no acoplamento ac ligante sdo o dominio Ig-iike Ii, a regido interfoop entre

os dominios Il e Il e a porgdo N-terminal da Ig-fike 111

A sequeéncia C-terminal da Ig-fike lil parece ser importante para a especificidade
ao seu ligante, uma proteoglicana denominada sulfato heparan ou heparina. Nao ha
interacéo direta da sequéncia C-terminal da Ig-fike lll com a molécula de FGF
(MUENKE e SCHELL, 1895; NASKI e ORNITZ, 1998). A figura 3 mostra a estrutura
priméaria do FGFR ((NASKI e ORNITZ, 1998).

.—-—_(s;:s)_m : S—e: :SJ‘-‘j 3 S
SP 1 A Il

Hib ™ Ki P
tic

Figura 3 SP, peptideo sinalizador; A, regido acida; |, Il, 1ll, dominios Ig-ike; TM,
dominio transmembranoso; Kl, dominio tirosina-quinase; P, regido putativa
de alta fosforilagao; s-s, ponte de sulffito.

Esses dominios de ligacdo apresentam variantes por splicing altemativo, de
particular interesse por possuirem diferentes especificidades de ligagdo, além de

expressao temporo-espacial Gnica, sugerindo funcdes especificas em cada fase da
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maturacao.

Cada receptor mostra alta afinidade com um subtipo de FGF. Até 0 momento
foram identificadas nove proteinas estruturaimente relacionadas a familia de Fatores de
Crescimento de Fibroblasto (FGF) de mamiferos, denominadas FGF1 a FGF9
(MUENKE e SCHELL,1995).

A FGF liga-se a glicosaminoglicanas e a heparina (figura 4), que estdo
localizadas na superficie celular e no interior da matriz extracelular dos FGFRs,
servindo como sitios de ligagéo para as FGF. A heparina liga-se diretamente ao FGFs e
FGFRs, modulando a ativagdo do FGFR {SPIVAK-KROIZMAN et al, 1994; NASKI et al,
1998).

FGF ——

HEPARINA —

FEFR— U

!

Figura 4 Modelo de dimerizacéo induzida pela heparina e ativagio do FGFR,

A ligacdo de duas FGF aos seus receptores causa sua dimerizacéo, e ativagédo
de seus sitios tirosina-quinase intracelulares. A fosforilagéo desses receptores inicia ao
menos dois tipos de sinais. O primeiro, através da proteina G-Ras, com sinalizagdo
para sintese de novo mRNA, o segundo sinal é mediado pela fosfolipase C, que
modifica a condicdo dnica do citoplasma (PARK et al,1995). As conseqiiéncias
celulares da ativac@o dos FGFRs sao diversas e podem afetar a divisdo, diferenciacdo
e tambem a morte celular, de acordo com o contexto. Da perspectiva da morfogénese,
os efeitos sobre a migracdo celular e interacdo entre epitélio e mesénquima sio
particularmente importantes (WILKIE, 2002).

Em resumo, essas proteinas regulam a proliferacio, diferenciacdo, migragao
celular, angiogénese, cicatrizagdo, desenvolvimento embrionario e estio implicadas na

transformacédo maligna de alguns tecidos.
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As mutagbes nos FGFRs, em particular, apresentam uma das mais destacadas
séries, em genética humana, de correlacdes entre gendtipo-fendtipo e mutagbes
alélicas e néo alélicas (WILKIE, 1997). MutacBes nos genes FGFR1, FGFR2 e FGFR3
tém sido associadas a uma variedade de fendtipos diferentes com a presenca de
craniossinostose e outras deformidades 6sseas. Até hoje ndo existe nenhuma evidéncia
ligando o FGFR4 a malformagbes craniofaciais ou esqueléticas (GAUDENZ et al,
1998;).

A maioria das mutacgBes nesses genes s&o missense, com um pequeno nimero
de mutagbes envolvendo mecanismos de splicing ou pequenas insercdes ou delegdes,
todas elas com sentido. Nenhuma mutagdo nonsense ou de mudanca na matriz de
leitura. Isso contrasta com o gene TWIST, anteriormente descrito, no qual as mutacdes
s&o na maioria nonsense, ou duplicagdes, com rarissimas mutacdes missense (WILKIE,
1997).

Muitas mutages nesses genes sao altamente recorrentes. Mutagdes idénticas,
nos trés FGFRs, sdo observadas em vérias regides das moléculas. Um exemplo € a
troca de uma prolina por uma arginina na regido de ligacdo Igil-iglil que, quando
presente no gene FGFR1, causa a Sindrome Pfeiffer; no FGFR2, a Sindrome Apert: e
no FGFRS3, a Sindrome Muenke.

Diferentes substituicdes no mesmo aminoacido também podem levar a diferentes
fenotipos; ou a mesma mutagio também pode levar a quadros clinicos diferentes.

Fica claro que os genes FGFRs s&o bons exemplos de heterogeneidade de
locus, heterogeneidade alélica e também heterogeneidade clinica.

Todas as mutagdes descritas nesses genes até hoje sdo dominantes. Elas
sempre geram ganho de fung&o, o que aumenta a afinidade dos receptores pelos seus
ligantes, por isso s&o chamadas mutacbes de ativaco constitutiva, diferente do gene
TWIST, no qual as mutages geram perda de fungéo ou haploinsuficiéncia.

Na figura 5, estdo as principais mutagbes descritas nos trés genes e suas
localizagbes, relacionando-as com os quadros clinicos.
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Figura 5 Cada receptor com suas principais mutagdes e quadros clinicos.

1.5.21 Gene FGFR1 (OMIM 136350)

Em 1988, RUTA e colaboradores localizaram o gene FGFR1 na posicao 8p12-
p11.2, através de hibridizagdo in situ. Eles isolaram um gene que codificaria uma
proteina tirosino-quinase, mas, primeiramente, chamaram-na de FLG. Segundo LEE et
al. (1989), a FLG humana seria equivalente a um receptor basico de galinhas. No
mesmo estudo, Lee et al. isolaram o cDNA desse gene e purificaram sua proteina. O
receptor FGFB, codificado por este ¢cDNA, seria uma proteina transmembrana que
continha trés dominios extracelurares Ig-like, uma regido acida e um dominio
intracelular tirosino-quinase.

Entretanto foram ROBIN et al. (1994) que observaram as primeiras ligacbes
entre pacientes com Pfeiffer e uma regido do cromossomo 8. MUENKE et al. (1994)
encontraram uma troca C— G no exon 5 do FGFR1, causando a troca de uma prolina
por uma arginina no dominio extracelular da proteina, em todos membros afetados de
diferentes familias com a Sindrome Pfeiffer. O residuo de prolina é altamente
conservado atraves da evolugdo, estando presente em galinha, ratos, humanos e
também nos quatro diferentes FGFRs.

Utilizando modelos animais, ZHOU et al. (2000) demonstraram que ratos gue
carregavam a mesma mutacao P252R de humanos, exibiam um achatamento antero-

posterior e um alargamento lateral do cranio. As suturas dos ratos apresentavam
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fechamento prematuro, profiferagdo acelerada dos osteoblastos e aumento na
expressdo dos genes relacionados & diferenciac@o de osteoblastos, sugerindo que a
formag&o 6ssea nas suturas estaria locaimente aumentada na Sindrome Pfeiffer.

Ate hoje, somente mutagdo P252R foi descrita em casos com craniossinostose
(Tabela 2). Nenhum estudo foi feito sobre o modo de acio dessa mutacgdo, mas foram
feitos estudos de mutagbes andlogas nos genes FGFR2 e FGFR3. As mutacdes
similares mostram-se dominantes, por isso os efeitos da proteina alterada séo vistos
mesmo na presenca de um segundo alelo normal.  Esses receptores mutantes
trabalhnam methor que o tipo selvagem. A mutagao ocorre na regido de ligacdo entre o
segundo e terceiro dominios imunoglobulina, um sitio que se sabe ser importante para
a uniao dos receptores aos seus ligantes. O aumento da afinidade dos receptores aos
seus ligantes causa uma excessiva sinalizagdo e regulagio (WILKIE, 1997).

A organizagdo gendmica do gene FGFR1 é muito similar & dos outros membros
da familia, contendo 19 exons que estio sujeitos a um complexo splicing altemativo, o
qual permite variacbes estruturais, diferentes expressdes nos tecidos e diferentes
afinidades de ligacdo entre as isoformas. Contém 41 introns confirnados, 40 deles
altermnativos. Possui 20 diferentes transcritos, totalizando 20 diferentes isoformas da
proteina. O gene cobre 58.43kb do genoma humano.

O gene FGFR1 & encontrado durante a embriogénese na cartilagem e nos
precursores 0sseos que formam o esqueleto craniofacial e apical (MUENKE e SCHELL,
1995). No esqueleto apical, ele € expresso durante todo desenvolvimento germinativo
dos membros.

As diferentes variantes por splice altemativo (Fgfrib, Fgfric) possuem
distribuic@o temporo-espacial Gnica. O Fgfrib tem expressao geralmente fraca, quando
comparado a outros FGFRSs e os transcritos ndo séo vistos nem nos 0ssos da calvaria,
nem nas suturas. Fgfric foi detectado nos ossos da calvéria, mais notavelmente nas
frentes osteogénicas, sitios de grande condensagao e diferenciacdo de osteoblastos. E
também expresso em muitas cartilagens da cabega em desenvolvimento (RICE et al.,
2000).

Na tabela 2, as mutagbes encontradas no FGFR1 relacionadas a anomalias

craniofaciais.
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Tabela2  Mutagdes encontradas no gene FGFR1

SUBSTITUICAO NUCLEOTIDICA (MISSENSE/NONSENSE)

Codon Nucleotideo Aminoacido Fendtipo Referéncia
252 CCT-CGT Pro-Arg Pfeiffer Muenke (1994)
300 ATT-ACT {le-Thr Trigonocefalia ndo-sindrémica Kress (2000}

1.5.2.2 Gene FGFR2 (OMIM 176943)

A partir de uma biblioteca de cDNA de células tumorais, HOUSSAINT e
colaboradores (1990) isolaram um gene que codificava um receptor tirosino-quinase, o
gual denominaram TK14. A seqUéncia de aminoacidos era estritamente reiacionada a
proteina bek (bacterially expressed kinase), e também um pouco parecida com um
receptor de fator de crescimento de galinha (73% de homologia), presumindo assim a
equivalente humana, a proteina FLG. DIONNE et al. (1980} clonaram um completo
cDNA do homélogo humano da proteina bek (simbolizado FGFR2).

Posteriormente MATTEI et al. (1991), utilizando estudos com a técnica de
hibridizagao in situ, construiram uma sonda de cDNA de 2.3kb , feita com o receptor de
fator de crescimento BEK humano, para determinar a exata localizagdo do gene no
bracgo longo do cromossomo 10 (10q26).

Em 1994, REARDON et al, utiizando a técnica de SSCP em individuos
portadores de Sindrome de Crouzon, ligaram a doenca ao gene FGFR2, encontrando
mutacdes nesse gene.

Em estudos com pacientes portadores da Sindrome de Crouzon e também em
pacientes com a Sindrome de Jackson-Weiss, JABS et al. (1984) encontraram
mutagdes no gene FGFR2.

Descobriu-se que a Sindrome de Apert também seria causada por mutagdes no
gene FGFR2 (WILKIE et al., 1995), assim como a Sindrome Pfeiffer (LAJEUNIE et al,,
1995; RUTLAND et al,, 1895).

Em estudos com 39 pacientes com as sindromes de Crouzon, JW e Pfeiffer,
MEYERS et al. (1998) observaram que, nessas trés condigbes, as mutacdes estavam
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localizadas no exon lilc. Somente um caso com a Sindrome de Crouzon possuia uma
mutacao no exon lia.

Em 1999, PASSOS-BUENOQ et al. publicaram um estudo com uma listagem de
todas as mutagbes encontradas nos irés FGFRs, associando-os com diversas
entidades clinicas, incluindo acondroplasia, hipocondroplasia, displasia tanatoforica,
Sindrome Antley-Bixler, Apert, Beare-Stevenson, Crouzon, Jackson-Weiss, Pfeiffer e
também Saethre-Chotzen.

A grande maioria das mutacbes que causam malformacdes com a presenca de
craniossinostose ocorrem no dominio extracelular lg-like Il e em regibes adjacentes
(exons llla e llic) do gene FGFR2. Para estudar a aparente concentracio das mutagdes
nesta regido, KAN et al. (2002) fizeram um grande estudo com 259 pacientes com
craniossinostose nos quais mutagdes em outros genes como FGFR1, FGFR3 e TWIST,
ja tinham sido excluidas. Nesse trabalho observaram que a maioria das mutagtes
encontravam-se nos exons llia e llic e tambem identificaram mutagbes em sete exons
adicionais, incluindo seis mutagdes distintas na regido tirosino-quinase e uma dnica
mutacdo no dominio Igh. KAN et al. (2002) concluiram que o espectro de mutagio no
FGFRZ & mais amplo do que se imaginava, mas que na regido Iglia/llic encontra-se a
maioria das mutacodes.

Em uma extensa revisao da genética do desenvolvimento craniofacial e das
malformagdes, WILKIE e MORRIS-KEY (2001) elaboraram um Util diagrama das vias
moleculares de desenvolvimento craniofacial, com uma listagem de todas as desordens
causadas e as mutagbes em genes comrespondentes. Esses autores indicaram quairo
proteinas com forte evidéncia de serem encontradas nessas vias, CoOm Seus SUCessiVos
alvos: TWIST, FGFR2, FGFR1 e CBFA1.

O gene FGFR2 é o maior dos trés receptores (120.82kb), possuindo
aproximadamente 20 exons. Entretanto INGERSOLL et al. (2001) encontraram uma
variante desse gene com 22 exons, possuindo 43 introns confirmados, sendo que 38
deles s&o alternativos.

Os RNAs mensageiros do gene FGFR2 séb enconfrados durante a
embriogénese, como o FGFR1. Também s&o encontrados na cartlagem e em
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precursores 0sseos (MUENKE e SCHELL, 1995). Diferentemente do FGFR1, o gene
FGFR2 € primariamente expresso na camada eciodérmica externa.

Até o momento foram descritos mais de 27 transcritos diferentes, ou seja, 27
isoformas da proteina.

A variante Fgir2b € expressa nas frentes osteogénicas dos 0ssos parietais, no
epitélio em desenvolvimento e na pele, incluindo os foliculos capilares. Fgfr2c foi
encontrado em regiGes similares ao Fgfr2b, mas geralmente com intensidade mais
forte. Os transcritos foram detectados no pericondrio e periésteo, nas mesmas
localizagbes, mas com diferentes intensidades. No epitélio em desenvolvimento, os
transcritos foram detectados em baixa intensidade, em comparagéo com Fgfr2b (RICE
et al., 2000).

Como descrito para a familia dos FGFRs, as mutacdes no FGFR2 s8o missense
e geram ganho de funcdo. Existem algumas altamente recorrentes como S252W ou
Ser252Trp. Deve-se salientar novamente que a grande maioria das mutagdes até hoje
descritas encontram-se na regido Igllia/liic, portanto em todos os estudos utilizando o
gene FGFR2, inicia-se a busca de mutagdes nestes dois exons (exon 8 e exon 10 no
FGFR2).

O FGFR2 é o receptor que esta ligado ac maior nimero de entidades clinicas
diferentes, incluindo Apert (WILKIE et al., 1995), Crouzon (REARDON et al, 1994),
Pteiffer (RUTLAND et al., 1995; LAJEUNIE et al., 1995; SCHELL et al., 1995), Jackson-
Weiss (JABS et al., 1994), Beare-Stevenson (PRZYLEPA et al, 1996), Saethre-
Chotzen (PASSOS-BUENQC et al., 1899), entre outros.

Na Tabela 3, estdo as mutagdes encontradas no gene FGFR2 até o momento.

Tabela3  Mutagbes encontradas no gene FGFR2

SUBSTITUICAO NUCLEOTIDICA (MISSENSE/NONSENSE)

Codon Nucleotideo Aminoscido Fenotipo Referéncia
105 TAT-TGT Tyr-Cys Craniossinostose Pulleyn {1998}
252 TCG-TTG Ser-Leu Crouzon Oldridge (1897)
252 TCG-TGG Ser-Trp Apert Witkie {1995)
253 CCT-CGT Pro-Arg Apert Wilkie (1295)
263 CCG-CTG Pro-Leu Crouzon Kress (2000}
267 cTCC-CCC Ser-Pro Crouzon Oldridge (19395)
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276 gTTT-GTT Phe-Val Crouzon Steinberger (1998)
278 TGC-TTIC Cys-Phe Crouzon Oldridge {1995)
278 TGC-TAC CysTw Crouzon Kress (2000)
281 TAC-TGC Tyr-Cys Crouzon Tsai (2001)
288 ATC-AGC fle-Ser Crouzon Kress (2000)
289 CAG-CCG Gin-Pro Crouzon Oldridge (1985)
280 gTGG-CGG Tmp-Arg Crouzon Oldridge (1395)
290 TGGa-TGC Trp-Cys Prfeiffer Tartagiia (1997)
2580 TGGa-TGT Trp-Cys Craniossinostose Witkie (1997)
290 giGG-GGG Trp-Gly Crouzon Park {(1995)
282 CAAG-GAG Lys-Glu Crouzon Steinberger (1987)
3M TAC-TGC Tyr-Cys Crouzon Steinberger (1668}
314 gGCC-TCC Ala-Ser Craniossinostose Steinberger (1998)
315 cGCC-TCC Ala-Ser Craniossinostose Johnson (2000)
321 GAC-GCC Asp-Ala Pieiffer Lajeunie {1995}
328 TAT-TGT Tyr-Cys Crouzon Jabs {1994}
331 AAT-ATT Asn-lle Crouzon Steinberger {1996)
337 cGBCT-CCT Aia-Pro Crouzon Passos-Bueno (1998)
338 1GGG-CGG Gly-Arg Crouzon Gory (1995)
338 GGG-GAG Gl-Giu Craniossinostose Pulleyn {1996}
340 TAT-TGT Tyr-Cys Pfeiffer Comejo (1989)
340 aTAT-CAT Tyr-His Crouzon Reardon (1994)
341 ACG-CCG Thr-Pro FPleiffer Rufland (1995)
342 gTGCcCGe Cys-Arg Crouzon Reardon (1994)
342 gTGC-GGC Cys-Gly Pfeiffer Comejo {1999)
342 TGC-TTC Cys-Phe Jackson-Weiss Meyers (1996)
342 gTGC-AGC Cys-Ser Crouzon Reardon (1894}
342 TGC-TCC Cys-Ser Jackson-Weiss Meyers (18396)
342 TGCHTGG Cys-Trp Crouzon Park {(1995)
342 TGC-TAC Cys-Twr Crouzon Reardon (1994)
344 GCG-GGG Ala-Gly Jackson-Weiss Jabs (1994)
344 gGBCG-CCG Ala-Pro Jackson-Weiss Meyers (1996)
347 TCT-TGT Ser-Cys Crouzon Jabs {1994)
351 TCC-TGC Ser-Cys Craniossinostose Pulteyn (1998)
354 TCT-TGT Ser-Cys Crouzon Reardon {1994)
354 TCT-TAT Ser-Tyr Crouzon Kress (2000}
359 aGTT-TTT Val-Phe Jackson-Weiss Meyers (1996)
362 aGCG-TCG Ala-Ser Crouzon Everett {1999)
372 TCC-TGC Ser-Cys Beare-Stevenson cutis gyrata Przylepa (1896)
378 TAC-TGC Tyr-Cys Beare-Stevenson culis gyrata Przylepa (1996)
384 aGGG-AGS Gly-Arg Cranicsssinostose Pulieyn (1986}
548 aAAT-CAT Asn-His Crouzon Kan (2002}
585 GAG-GGG Glu-Gly Pfeiffer Kan (2002}
641 AAA-AGA Lys-Arg Pfeiffer Kan (2002}
859 AAGa-AAT Lys-Asn Craniossinostose Kan (2002)
683 GGG-GAG Gly-Glu Pfeiffer Kan (2002)
678 AGA-GGA Arg-Gly Crouzon Kan (2002}
SUBSTITUICAO NUCLEOTIDICA (SPLICING)

s Doador/aceptor Substituicao Fendtipo Referéncia
g As A-G Pieiffer Tsukuno (1999)
9 Ds A-G Craniosssinostose Muiliken (1999)

10 Ds G-A Crouzon Kan (2002)

3b As G-T Pieiffer Jabs (1994)

3b As G-C Pfeiffer Holloway {1997}

3b As A-G Pteiffer Jabs (1994}

3b As A-T Pfeiffer Passos-Bueno {19009}
3b As T-G Pfeiffer Jabs {1994)

3¢ As G-A Pfeiffer Comejo-Roldan {1999)
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3c As G-C Pfeiffer Jabs (1984)
3¢ As A-G Ffeiffer Lajeunie (1995)
3¢ Ds A-G Pfeiffer Cornejo-Roldan (1899)
3c Ds GeA Crouzon Reardon (1984)
INSERCOES PEQUENAS
Cddon Nucleotideo Insergio Fendtipo Referéncia
982 TGG Crouzon Mevyers (1996)
1018 GACGCT Crouzon Steinberger (1996)
1263 TCAACA Pfeiffer Meyers (1996)
DELEGOES PEQUENAS
Codon Delecdo Fendtipo Referéncia
267 ATGCCATCCACagiggiCGGAGGAGAC SsC Paznekas {1998}
272 GGTCGGAMGGAGacGTAGAGTTIG Pleiffer Priolo (2000}
285 ATGCCMCAGCCocacatccaGTGGATCAAG Crouzon Oldridge {(1995)
287 AGCCCCACAT coagtggatcaageacgiGGAAAAGAAC Pfeiffer Comejo-Roldan {1999)
355 TCACTCTAGCAtgotigacaGTTCTGCCAG Crouzon Steinberger (1998)
REARRANJOS COMPLEXOS (INCLUINDO INVERGOES)
Descrigdo Fendtipo Referéncia
CG-TT cd. 2582 8252F Apert Oldridge (1997}
CGC-TCT nt 755-757, Ser252Leu, Pro253Ser Pfeiffer Kan (2002}
GC-CT cd. 342 Cys342Ser Pfeiffer Cornejo (1999}
GC-TT nt514-515, Ala172Phe Pfeiffer Kan (2002)
INSERCOES E DUPLICAGOES GRANDES
Descricéo Fendtipo Referéncia
inserc3o de 368 bp Alu ex. 9 .
{mutaco descrita em nivel de DNA gendmico) Apert Oldridge (1999)
InsercBo de ~350 bp Aluex 9 Apert Oldridge (1999}

{mutacdo descrita em nivel de DNA gendmico)

1.5.2.3 Gene FGFR3 (OMIM 134934)

O receptor FGFR3 foi o Gltimo a ser isolado. KEEGAN et al. (1991) isolaram um
cDNA humano de um novo receptor tirosino-quinase que era muito parecido com os
outros que ja haviam sido descritos anteriormente e denominaram-no de FGFR3.

Estudando a acondroplasia, SHIANG et al. (1994) conseguiram ligar o gene
FGFR3 a doenca e também localizaram-no no brago curto do cromossomo 4 (4p16).
Estudos posteriores (ROUSSEAN et al, 1994; BELLUS et al, 1995) mostraram e
comprovaram gque mutacdes no gene FGFR3 realmente eram a causa da
acondroplasia.
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Descobriu-se também que mutagbes no gene FGFR3 causavam outros tipos de
displasias 0sseas (TAVORMINA et al., 1995; ROUSSEAN et al., 1996).

Surpreendentemente, MEYERS et al. (1995) encontraram uma mutagio
Ala391Glu nesse gene em trés familias diferentes que possuiam o fenétipo da
Sindrome de Crouzon e acanthosis nigrans.

Essas associagbes do gene FGFR3 a diferentes displasias e outras
malformagbes demonstraram seu amplo efeito pleiotropico e mostraram-no, também,
como um ldcus heterogenético & Sindrome de Crouzon, que ja havia sido anteriormente
associada ao gene FGFR2.

Em 1996, BELLUS e colaboradores descreveram a muta¢ao P250R no gene
FGFRS3, hoje a mais associada & craniossinostose (Tabela 4).

Em 1997, MUENKE et al. descreveram uma nova sindrome, distinta das outras
com presenca de craniossinostose, através do estudo de sessenta e um individuos de
vinte familias diferentes, que apresentavam sinostose da sutura coronal e a mutagao
P250R. MUENKE et al. propuseram que todos os pacientes que apresentavam
sinostose coronal fossem testados para essa mutacio. A sindrome, que também
apresenta outras caracteristicas clinicas, recebeu o nome de Sindrome Muenke.

Em um estudo com 31 familias diferentes, com sinais clinicos de SSC,
PAZNEKAS et al. (1998) identificaram, em sete delas, a presenca da mutagcdo P250R
no gene FGFR3. A sobreposicdo de sinais clinicos e a presenca de mutacdes nos
mesmos genes que levariam a mais de uma condicdo com craniossinostose, tais como
SS8SC, Crouzon e Pfeiffer, sugeriram que o gene TWIST e os genes FGFRs, s&oc
componentes da mesma via molecular envolvida na modulagdo do desenvolvimento
craniofacial e dos membros em humanos.

Muitos estudos mostraram que a mutagdo P250R também provocava outros
fendtipos com sinais clinicos variados (GOLLA et al, 1997: GRIPP et al., 1998:
HOLLWAY et al., 1998; LAJEUNIE et al., 1999).

PEREZ-CASTRO et al. (1997) descreveram que o gene FGFR3 continha 19
exons, 23 introns confirmados, sendo 16 altemativos, compreendendo 16.5kb.

Até o momento foram descritos 7 transcritos diferentes e 7 isoformas da proteina,

mas acredita-se que a completa natureza do gene ainda nao foi toda elucidada.
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O mRNA desse gene é encontrado no desenvolvimento do sistema nervoso
central, e esta também presente nos precursores de cartilagens e ossos, durante o
periodo de ossificagdo endocondral, mas n&o na cartilagem hipertrofica. Uma isoforma
€ encontrada no cérebro.

A vanante Fgfr3b € fracamente expressa em muitas cartiiagens da cabeca,
enquanto o Fgfr3c o ¢ fortemente. A maioria dessas cartilagens néo contribui para os
ossos da calvaria, que se formam diretamente do mesénquima. Fgfr3c também foi
detectado com baixa intensidade no peridsteo da cabeca e frente osteogénica frontal
(RICE et al., 2000).

Tabela4  Mutacgtes encontradas no gene FGFR3

SUBSTITUICAO NUCLEOTIDICA (MISSENSE/NONSENSE)

Cédon  Nucleotideo Aminoacido Fendtipo Referéncia
250 CCG-CGG Pro-Arg Craniossinostose Belius {1998)
391 GCG-GAG Ala-Giu Sindrome Crouzon Meyers {1895}

1.5.3 Gene MSX2 (OMIM123101)

O gene MSX2 foi o primeiro locus génico mapeado que envolvia a formacao das
suturas e foi identificado através de uma familia com craniossinostose tipo Boston. A
analise de ligag&o nessa familia de trés geragdes de afetados permitiu a descoberta do
locus na parte distal do brago longo do cromossomo 5 (MULLER et al., 1993).

Em 1993, LI e colaboradores clonaram e segienciaram ¢ gene humano MSX2.
Utilizando hibridizag&o in sifu, mapearam o gene na mesma regido do cromossoma 5
na qual uma forma de craniossionostose ja havia sido mapeada. No mesmo estudo,
encontraram uma substituicdo de uma prolina por uma histidina no homeodominio do
gene MSX2 (P148H) em todos os membros de uma familia em Boston, afetados com
craniossinostoses, previamente descrita por WARMAN et al. {(1993) e MULLER et al.
(1993). Esse residuo de prolina é conservado em todos os genes MSX em organismos
diversos como insetos e humanos. LI et al. (1993) alegaram que essa seria a primeira
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descricéo de mutacdo em um gene com homeobox associada a uma doenga humana.
WILKIE et al. (2000) descreveram mutagdes heterozigotas no MSX2 em trés familias
diferentes com forame parietal alargado. A mutacdo causaria reducio da atividade do
gene. Esses achados contrastam com os feitos na descricdo da mutacdo P148H no
MSX2 que leva & craniossinostose, pois, nesse (ltimo caso, ocorre aumento da
afinidade do gene ao mesmo alvo. Nesse mesmo estudo, os autores concluiram que a
dosagem do MSX2 ¢ critica para o desenvolvimento dsseo e sugeriram que o forame
parietal alargado e craniossinostose resultam, respectivamente, de perda e ganho de
atividade na via mediada pelo MSX2 na diferenciacio osteogénica da calvaria.

A substituicdo do P148H ocorre na parie conservada do homeodominio que esta
envolvido na interacdo entre DNA e proteinas. A troca altera a estrutura terciaria do
produto génico do MSX2 e altera a sua afinidade. Trabalhos recentes (MA et al., 1996)
mostraram que a mutagdo confere uma maior afinidade de ligacdo do DNA, com uma
taxa reduzida de dissociacdo, sem alterar a especificidade do alvo.

O gene MSX2 esta envolvido na formagao da sutura e sua prolongada expressao
acelera o seu fechamento. De acordo com esse modelo, a mutagdo P148H resulta em
ganho de fungio.

No rato, 0 MSX2 € primeiramente expresso nas suturas da calvaria, mas também
no coragao, broto dos membros, vesicula 6ptica e vesicula Gtica.

Durante o desenvolvimento embrionario, o MSX2 é primeiramente expresso no
ectoderma e depois no mesoderma. O produto génico desse gene parece estar
envolvido nas interagdes entre as células epiteliais e mesenqguimais.

Um nivel critico da atividade desse gene estabelece um balangco entre
sobrevivéncia e apoptose das células derivadas da crista neural, necesséarias a
promoc¢éo da morfogénese craniofacial. Essa proteina promove crescimento celular sob
algumas condicdes e pode ser um importante alvo da via de sinalizagdo RAS.

O gene MSX2 pertence a classe de genes com homeodominios que se ligam
tanto aoc DNA como as proteinas. Estes homeodominios sdo extremamente
conservados entre as espécies e através da evolugdo. O gene cobre 6.33kb do genoma
humano, possui apenas 2 exons e 4 introns confirmados, todos altemativos. De acordo

com analises, esse gene possui apenas um transcrito.
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O MSX2 faz parte de uma via conservada do desenvolvimento na qual as
proteinas do MSX agiriam como repressores transcricionais (ZHANG et al., 1997).
Na tabela 5, as mutagbes encontradas no MSX2.

Tabela 5 Mutaces encontradas no gene MSX2

SUBSTITUICAO NUCLEOTIDICA (MISSENSE/NONSENSE)

Cédon Nucieotideo  Aminoacido Fenotipo Referéncia
148 CCC-CAC Pro-His Craniossinostose Jabs (1893)
154 crc-cce Leu-Pro Forame parietal Wuyts (2000)
172 CGT-CAT Arg-His Forame parietal alargado Wikie (2000)

1.6  Mecanismo de Regula¢do da Formagdo das Suturas Cranianas

A craniossinostose ocorre como resultado da perturbacao do equilibrio entre os
fatores envolvidos na regulacéo da proliferacdo, diferenciacdo e apoptose das células
da sutura craniana.

E importante observar a distribuicao e localizacdo das proteinas envolvidas na
morfogénese da sutura, para entender o mecanismo e regulacdo durante a fusdo
precoce (Figura 6).

O mecanismo de formag&o da sutura € um processo equilibrado por proteinas
estimuladoras e inibitorias do processo de crescimento. Através da modulacdo de
express&o entre estas proteinas & que temos o desenvolvimento harménico dos ossos
da calvaria.

Antes da formacdo da sutura, as proteinas TWIST, BMP-4 e 7, FGF-9 e MSX1
e 2 estdo envolvidas na sinalizagdo epitélio-mesenquimal no mesénqguima sutural, na
dura mater e nas frentes osteogénicas de aproximagio. Também estdo presentes
nessas areas as proteinas FGFR 1, 2 e 3. A FGFR2 n3o esta presente na sutura e dura
mater, ao contrario de sua grande expressdo nas frentes osteogénicas de aproximacao.
As proteinas TGF-B1, 2 e 3 estdo presentes na dura mater e nas frentes ostecgénicas
de aproximagao, mas ausentes no mesénquima sutural (OPPERMAN, 2000).

Durante o processo de aproximacéo e sobreposicio das frentes osteogénicas,
fatores envolvidos na estrutura de formagéo, como SHH, PTC e ID estéio presentes,
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enquanto que o TWIST e MSX2 estdo regulados negativamente. Apés algum tempo,
pode-se observar distribuicdo diferencial dos componentes da matriz extracelular, com
CBFA1, BSP-, BPS-ll, Colageno tipo I, ON e AP encontrados no 0sso Colageno tipo |
e tipo Il expressos nas frentes osteogénicas, junto com FGFR1 a 3 e TGF81,2e 3. A
matriz da sutura mostra principalmente expresséo do colageno tipo Il e FGF-9, MSX1 e
inicio da expresséac do FGFRA.

Os fatores que regulam positivamente a matriz da sutura sdo o colageno tipo |,
TGF-B1 e B2, FGFR1, FGFR2 e BSP-l, enquanto CBFA1, FGF-2 e IGF-1 tornam-se
expressos na frente osteogénicas. Os fatores MSX1, ID, SHH, PTH e FGF-9 estiao
regulados negativamente (OPPERMAN, 2000).

Pré-sutura

Formacio
da sutura

Fechamento
da sutura

Figura 6 Locais de agéo e proteinas envolvidas no processo de ossificagao dos
0ss0s da calvaria (OPPERMAN, 2000).

= FGFR1c, FGFR2, FGFR3c, Coldgeno tipo |, BMP-4, TGF-
81, TGF-B2, TGF-A3

TGF-B1, TGF-B2, TGF-R3, FGFR3c, MSX1, MSX2,
FGF-2, FGFR1, FGF-9, BMP-4, BMP-7

BSP-, BSP-I, Colageno tipo |, FGF-2, ON, AP
TWIST, Coldgeno fipo Hl, MSX1, MSX2, BMP-4,

BMP-7, FGF4, FGF-9

MEX2, TGF-R1, TGF-83, FGFR1¢, FGFR3c, FGFR2b&c, ID,
Colageno tipo | & B, AP, BMP-2, BMP-7

MMSX1, Colageno ipo i, FGFR1, FGF-9
FGFR1, FGFR2c, FGFR3c, ID, TGF-&1, TGF-R2, TGF-23,
Colageno fipe1 & I}, SHH, PTC, BMP-4, MSX2, AP, CBFA-1

Colageno tipo I, TGF-B1, TGF-2, FGFR1, FGFR2,
MSX2, OC, BSP-|

TGF-B1, TGF-82, Colageno tipo | & Iif, FGF-2, IGF-1, BSP-|,
OC, CBFA1
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Sabe-se que os niveis de FGF-2 sdo muito elevados na fusdo das suturas
(MOST et al., 1998) e a adicao desse fator ira realmente induzir o fechamento (ISEK! et
al, 1997). Esse mesmo fator também age sobre o TGF-B2. Estudos recentes
demonstraram que o TGF-B2 induz também o fechamento da sutura por elevacac dos
niveis de proliferacéo celular (OPPERMAN et al., 1998). Ja o TGF-B3 parece agir de
modo contrario ao 32 (OPPERMAN et al., 2000).

Existem boas evidéncias de que o MSX2 e os TGF-Bs controlam o fechamento
da sutura em parte, através da regulacéo da profiferacio celular. Entretanto, parece gque
a maioria das muta¢cdes nos FGFRs ndo afetam a atividade proliferativa, mas sim
alteram a diferenciagdo celular. O aumento da proliferagéo celular na sutura contribui
com mais células na linhagem celular do osso e acelera a diferenciacdo dos
osteosblastos, ambos resultando em aumento na formacdo 6ssea. Portanto, uma
regulagdo negativa sobre qualquer um dos processos pode ser suficiente para induzir
uma fuséo prematura.

RICE et al. (2000) e OPPERMAN (2000) propuseram que as FGF inibem o
TWIST, que temn fungéo de regular negativamente os FGRFs, modulando sua atividade.
Com as mutagées no gene TWIST, ocorreria aumento de expressdo dos FGFR,
levando a maturacéo precoce das células mesenquimais em osteoblastos maduros,
com conseqiente fusdo das suturas.

Outro evento que também ocorre para a manutencédo normal da sutura e que
pode estar alterado no caso das craniossinostoses é a apoptose celular. Ha genes que
controlam a proliferacéo, outros a diferenciagdo e ha também aqueles que controlam a
apoptose. Mas esses serdc mais referidos na formacédo dos membros.

Todos esses dados fornecem uma boa evidéncia do niimero elevado de genes
e proteinas anormais que podem contribuir para um fechamento prematuro das suturas
cranianas. O desenvolvimento normal e harménico dos ossos da calvaria é regulado
por um complexo mecanismo no qual estdo presentes fatores de crescimento,
transcrigdo, entre outros, e esses podem agir na mesma via ou em vias independentes
(Figura 7).
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Figura 7 Representagdo esquematica de associagbes conhecidas (setas
continuas), e pouco conhecidas (setas descontinuas) entre fatores ligados
a craniossinostoses. O numero de setas curtas mosira o grau de
regulagdo positiva { T ) ou regulacdo negativa ( + ) de cada fator
resultando em craniossinostose (OPPERMAN, 2000).

1.7 Mecanismo de Regulagao da Formagido dos Membros

Os digitos dos membros $&0 resultado também de um processo complexo e
que sinais de morte e sobrevivéncia celulares sdo mediados por diferentes fatores de
crescimento.

Proteinas que agem no desenvolvimento das suturas cranianas também agem
na regulagdo da formagdo dos membros, por isso em muitas craniossinostoses
sindrémicas ha a presenca de membros anormais.

As BMPs constituem uma grande familia de fatores de crescimento pertencentes
a superfamilia TGF-. Membros da familia BMP atuam no desenvolvimento dos

membros.

55




Introducédo

As BMP-2, BMP4 e BMP-7 sao expressas no mesodemna indiferenciado dos
membros, ectoderma apical e mesénquima interdigital. Enfre as fungdes atribuidas a
essas BMPs estdo o controle da proliferac@o celular, a regulacdo do crescimento e
regressao de AER, diferenciagdo condrogénica, controle da formacdo dos musculos,
inducéc de apoptose e, possivelmente, regulago do eixo anteroposterior do membro
primitivo (MACIAS et al., 1997, MERINO et al., 1999). '

Acredita-se que a proteina morfogénica SHH (KIM et al., 1998) produzida na
regiao de desenvolvimento dos digitos, seja responsavel pelo inicio e expressao
sustentada das BMPs. Essa proteina determinaria a regido do membro competente
para formagdc dos digitos, estabelecendo a inicializacdo de células da regiao,
determinando também ¢ controle do seu nimero e identidade de cada um dos digitos,
através da modulagdo das BMPs.

A BMP-4 induz & morte por apoptose no mesodema indiferenciado dos membros
(MONTERQO et al., 2001), particularmente na regido interdigital, onde ha CO-EXpressao
entre genes BMP e MSX, mas somente em dreas com baixa expressdo de FGF que,
aparentemente, protege as outras éi‘eas da apoptose.

A sinalizacdo dos FGFs nos membros em crescimento é mediada pelos FGFRs
com alta afinidade. Alteragbes digitais podem ser resultadas de mutagdes do receptor,
com o aumento da sua afinidade ao FGF, levando & sua superativacio. Esses eventos
causam migracdo anormmal das células embrionarias mesenquimais, com formagao de
condensacGes mesenquimais abemantes, levando ao desenvolvimento de dedos
anormais (NASKI e ORNITZ, 1998).

Assim, a interac&o entre essas diferentes proteinas leva a formacao dos dedos a
partir do desenvolvimento de areas especificas e apoptose da regido interdigital.

1.8 Investigacdo de craniossinostoses

A investigagdo molecular de craniossinostoses vem sendo complicada pela
extensa e complexa via de regulaco génica e pela diversidade clinica @ molecular

descrita anteriormente. Por outro lado, ¢ sabido que as frequéncias desse grupo de
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condicbes clinicas & similar em diferentes populagbes, independente de sua etnia.
Assim, alguns estudos foram realizados visando a caracterizar os principais pontos de
concentracao de mutagbes e determinar estratégias de investigacio (MUENKE e
SCHELL, 1995; PAZNEKAS et al,, 1998; KAN et al., 2002; CHUN et al., 2003).

Recentemente, CHUN et al. (2003), em um artigo intitulado “Screening of
Patients with Craniosynostosis: Molecular Strategy”, propuseram um algoritmo para
pesquisa molecular em pacientes com craniossinostose, a fim de que esse se tornasse
mais eficiente e de menor custo, 0 qual se encontra na figura 8.

CROUZON
APERT SAETHRE- MUENEE
PFEIFFER
l l CHOTZEN l
£ l P150R NO
SEQUENCIA DOS N
PIENW EQXUNS fSel0 SEQUENCIADO FGFR3
SI53R po FGFR2 TWIST
No FGFR2 ‘L
‘ - + + -
PARAR
PARAR ' \A A/
PARAR
Ll P250R
{Adaptado de Chun et al., 2003}
Figura 8 Algontmo para investigac&o de craniossinostoses sindromicas

A utilizacgo dessa proposta de investigacio podera identificar sua eficiéncia e
limitagbes, em diferentes casuisticas. Nesse estudo, tomou-se como base essa
estratégia diagnostica para investigacdo de individuos atendidos em servico para
diagnéstico e aconselthamento genético de anomalias craniofaciais.
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Objetivos

2. Objetivos

Tendo em vista a diversidade clinica e etiologica das craniossinostoses, este estudo

objetivou:

1. Investigar em familias e casos isolados de craniossinostoses sindrdmicas
conhecidas ou n&o, e em individuos com evidéncias clinicas de fechamento precoce de

suturas cranianas, a presenga de mutacfes nas seguintes regides cromossdmicas:

a. Exon 1 do gene TWIST

b. Exons 8 e 10 do gene FGFR2.

C. Mutacéo Pro250Arg do gene FGFR3

2. Investigar a mutacdo Pro252Arg do gene FGFR1 em familias e casos isolados
com quadros clinicos compativeis ao da Sindrome Pfeiffer.

3. Investigar as mutacSes Pro148His e Leu154Pro do gene MSX2 em familias e
casos isclados com forame parietal.
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3.1 Casuistica

A casuistica foi obtida, em sua maioria, no Ambulatdric de Dismorfologia
Craniofacial do Servico de Genética Clinica do Departamento de Genética Médica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, que funciona no Hospital de Clinicas da
mesma InstituicBo. Trata-se de ambulatério para diagnéstico e aconsethamento
genético em anomalias craniofaciais estabelecido em hospital terciario n&o
especializado na area. Quatro casos foram encaminhados pelo Servico de Genética
Medica da Faculdade de Medicina da USP — Ribeiro Preto (familia 8 e casos isolados
5 e 6) e dois casos (familia 6 e caso isolado 3) foram encaminhados pelo Servico de
Genetica do Hospital de Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais da USP ( HRAC,
Centrinho, Bauru). Também foram encaminhados casos de Botucatu e Rio de Janeiro.

Anteriormente a este estudo, foi realizada a avaliaggo genético-clinica e
citogenética de todos os participantes e de parentes em primeiro grau interessados.
Foram incluidos no estudo 13 familias e 8 casos isolados, totalizando 21 casos. Destes,
15 apresentavam quadros clinicamente reconhecidos como de craniossinosioses
sindromicas e 5 apresentavam evidéncias de fechamento precoce de suturas, por conta
do formato de crénio, porém sem relato de craniossinostose corrigida cirurgicamente.
Neste grupo, n&o havia sido determinada a eticlogia do quadro por meio de estudo
dismorfoldgico padréo (AASE, 1990) ou citogenético rotineiro.

A tabela abaixo resume os possiveis diagndsticos clinicos dos individuos, de
acordo com seus sinais fenotipicos € em anexo encontram-se os heredogramas dos
casos familiares (anexo 1).
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Tabela 6 Hipbteses diagndsticas da presente casuistica.

Casuistica

Familia 1

Familia 2
Familia 3
Familia 4
Familia 5

Familia 6

Familia 7

Familia 8

Familia 9

Familia 10

Familia 11

Familia 12
Familia 13

Caso isolado 1
Caso isolado 2
Caso isolado 3
Caso isolado 4
Caso isolado §
Caso isolado 6
Caso isolado 7

Laso isolado 8

Possiveis diagnésticos clinicos

Sindrome de Saethre-Chotzen

Sindrome de Saethre-Chotzen, presenca de forame parietal

Sindrome de Saethre-Chotzen

Sindrome de Saethre-Chotzen

Sindrome Pfeiffer tipo Il

Sindrome de Saethre-Chotzen

Quadro sindromico nao esclarecido com braquicefalia acentuada,
deficiéncia mental e dismorfismos faciais.

Sindrome de Saethre-Chotzen

Sindrome de Saethre-Chotzen

Quadro sindémico ndo esclarécidode recomréncia familial com
craniossinostose coronal, assimetria facial, alteragdes dentarias e
esqueléficas,

Quadroe sindrémico néo esclarecido de recorréncia familial com
cranissinostose coronal, braquicefalia, alargamento de haluces e
polegares.

Sindrome de Crouzon

Presenca de Forame parietal

Craniossinostose com habito marféide e deficiéncia mental.

Craniossinostose corenal isolada
Sindrome de Saethre-Chotzen
Sindrome de Saethre-Chotzen
Sindrome Pfeiffer tipo I
Sindrome de Saethre-Chotzen
Sindrome de Apert

Sindrome Pfeiffer tipo |
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3.2 Estudo laboratorial

Todos os individuos tiveram sua participac8o previamente autorizada por eles
proprios ou pelos seus responsaveis, mediante assinatura do consentimento livre e
esclarecido {anexo 2), apds terem recebido esclarecimento sobre o estudo a ser
realizado, o qual foi aprovado pelo Comité de Efica da FCM-UNICAMP (processo no.
129/98 e 488/2002).

O estudo de caridtipo foi feito no Laboratdrio de Citogenética do Departamento
de Genética Médica, da Faculdade de Medicina ~ UNICAMP.

O estudo molecular foi executado no Centro de Biologia Molecular e Engenharia
Genética (CBMEG) — UNICAMP.

3.2.1 Estudo Citogenético

Foram coletados dos probandos de cada familia e dos casos isolados, 5ml de
sangue periférico em seringa descartavel com 0,4 mi de heparina e encaminhados ao
Laboratorio de Citogenética, para a cultura de linfécitos e realizagio do caridtipo com
bandamento G (resolugéo de aproximadamente 500 bandas), para analise conforme a
rotina do laboratdrio.

3.2.2 Extragdo de DNA gendmice a partir de sangue total

Utilizaram-se amostras de DNA gendmico extraidas a partir de sangue total dos
probandos e de seus familiares. Foram coletados de 10 a 20mi de sangue periférico em
tubos coOnicos, contendo 1.0ml de EDTA (etilenediaminotetracetato dissédico
dihidratado) a 10 % pH 8,0 como anticoagulante.

Adicionou-se Solugcdo A ao sangue coletado até o volume de 50mi e manteve-se
o tubo a 4°C por 30 minutos, para lise das hemacias. Centrifugou-se a 2.000 rpm, 4°C
por 10 minutos. Ressuspendeu-se o precipitado (‘peliet’) em 20mi de Solucéo A. Apos a
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repeticdo da operacdo o ‘pellet’ foi ressuspenso em 1ml de Solugao B diluida para 1x.
Acrescentaram-se 250ul de Solug@o C, contendo Proteinase K (ARAUJO et al, 1996).

Na tabela abaixo as solugdes para extragdo de DNA.

Tabela7  SolucSes para extragdo de DNA

Solugdo A Solugdo B Solugdo C
(recém preparada)
{estogue 2x):
[]fnal []final
MgCls...................5mM NazEDTA........... 20mM SolugaoB.............0,5x
Sacarose.............. . 0,32M NaCl..coeevenee. 20mM SPS.eeee 5 %
Tris-HCIpH 8,0 ...10mM Tris-HCI,pHB8,0...20mM Proteinase K....1mg/m|

Triton-X 100...........1 %

Incubou-se a mistura sob leve agitacdo a 37°C, durante um periodo de
aproximadamente 18 horas, ou a 65°C, por 2 horas. Para a extracio do DNA,
adicionou-se 1,25ml de TE 1x (Tris-HCI 10mM, pH 8,0; EDTA 1mM) e igual volume de
fenoi saturado com Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 (Applied Biosystems).

Homogeneizou-se a mistura por invers3o cuidadosa do tubo durante 5 minutos,
apds o qual centrifugou-se a 2.500rpm por 15 minutos, & temperatura ambiente, para
separacéo e recuperacdo da fase aquosa (superior). A fase aquosa, acrescentou-se
novamente igual volume de fenol saturado com Tris-HCI 10mM, pH 8,0 seguido de
centrifugac@o, repetindo-se o procedimento duas vezes com solugdo
fenol.cloférmio:dicool isoamilico (25:24:1;v:viv) e por dlitimo com cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1; v:v). Para a precipitagcdo do DNA, acrescentou-se 1/10 do volume
obtido de acetato de sédio 3M e 2,5x o volume de etanol absoluto gelado. O DNA
precipitado foi recuperado com o auxilio de uma haste plastica esterilizada e lavado
com etanol 70% antes de ser ressuspenso em volume que variou de 200-500ul de TE
1x. A conceniracdo de DNA obtida foi calculada através de leitura de absorbancia a
260nm em espectrofotdmetro, sendo a integridade do DNA testada em eletroforese com
gel de agarose 0,8%.
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3.2.3 Estudo molecular

O estudo molecular foi baseado no algoritmo proposto por CHUN et al., 2003 e

em outros estudos anteriormente descritos.

3.2.3.1 Gene TWIST

1) PCR

Utlizou-se a tecnica de amplificagdo em cadeia da polimerase (PCR) para
amplificacdo do exon 1 do gene TWIST. Para isso o exon foi dividido em dois
fragmentos intitulados Twist 1 (TW1) e Twist 2 (TW2). As segliéncias dos
oligonucleotideos utilizados, anteriormente descritos por HOWARD et al (1997), a
temperatura de anelamento (Tm) e o tamanho dos fragmentos amplificados por cada

par de primers sdo mostrados na tabela 8:

Tabela 8  Seqiéncia de primers para amplificacdo do gene TWIST

Primers 6" — 3~ Tm (°C) Tamanho (pb)
TW1s - GAG GCG CCC CGC TCTTCT CC 62 375
TWI TWias - AGC TCC TCG TAAGAC TGC GGAC
TW2s - CAA GAAGTC TGC GGG CTG TG 65 512
TW2

TW2as - AAT CGA GGT GGACTG GGAACC G

A amplificag&o dos fragmentos de DNA foi obtida utilizando o seguinte protocolo:
31,7 Ho0 » 1l DNA (200-500ng) em 50
Sul Tampao (10X) de reagdo de PCR

1,5 pt MgClz (50uM)

Sul dNTP (2uM)

14l primer sense (20pmoles)

v v v v v

» 1l paimer antisense (20pmoles)
» 5yl DMSO,
» 0,3ul Tag DNA Polimerase (5U)
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As condigbes para a amplificagdo dos fragmentos estao na Figura 9.

48 dclas

84°C | 04°C

72°C | 72°C

Imin30s 10min’

Imin

Figura 9 Ciclos utilizados na amplificag3o dos fragmentos TW1e TW2

2) Clonagem

Antes do seqgienciamento do fragmento TW2, foi necessério que esse fosse
clonado para a obteng&o de melhores resultados. Para a clonagem foi utilizado o kit
pGEM-Teasy Vector System | (Promega). Este kit permite a clonagem rapida e eficiente
de fragmentos anteriormente amplificados pela técnica de PCR.

Etapas da clonagem:

» Ligacao
Os fragmentos TW2 amplificados pela PCR foram utilizados com inserto na ligaco
ao plasmideo. Na ligacéo do inserto ao plasmideo utilizou-se 3,5ul de produto de PCR,
0,5ul do vetor pGEM (50ng/pl), 5l de tampao 2X Rapid Ligation e 1pl da enzima T4
DNA ligase (3U/ul). A reacgao foi incubada a 4°C durante a noite.
» Transformacao
Apés a reacdo de ligagado, era necessario que o DNA plasmidial com o inserio de
interesse fosse introduzido em células bacterianas. Para isso foram usadas células
competentes da linhagem DH5a (HANAHAN, 1983) anteriormente preparadas segundo
protocolo descrito por NISHIMURA et al. (1990). A incorporacéo do plasmidio contendo
0 inserto pelas células DH5a foi desencadeada apds choque térmico. Adicionaram-se
Sul da reagéo de ligagdo em 100ul de células competentes e incubou-se em gelo por 30
minutos. Logo apds promoveu-se a transformacao, colocando-se as células em banho a

42°C por 1 minuto.As amostras foram levadas de volta ao gelo por mais 2 minutos.
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Decorrido 0 tempo, acrescentaram-se 900yl de meio LB e incubaram-se as amostras a
37°C sob agitagdo durante uma hora. Depois de crescidas, 200u de células
supostamente transformadas foram espalhadas em placas contendo 20mi de meio LB
agar e ampicilina (25mg/ml). Foram espalhados nas placas 14ul de Xgal (50mg/mi) e
50u! de agua destilada antes de serem colocadas as células transformadas.

A ampicilina foi utilizada para selecionar as bactérias transformadas, pois somente
o plasmideo contém informacdo que confere resisténcia a este antibidtico. O vetor
PGEm possui também o gene da B-galactosidade, o que permite selecionar além das
colonias transformadas, aquelas em que o plasmideo possui o inserto. Através do X-gal
podemos distinguir as coldnias recombinantes, que ficam brancas, daguelas ndo
recombinantes, azuis.

» Isolamento

As coldnias que continham o inserto foram selecionadas e colocadas para crescer

em agitador com Smt de meio LB liquido e 10ul de ampicilina durante 12 horas a 37°C.
» Exiragao de plasmideo em pequena escala (Mini preparagéo)

Para a extragdo dos plasmideos, primeiramente, 1,5ml de cada cultura foi
transferida para tubos e centrifugados por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado.
Adicionaram-se 100ul de solucéo 1 (tabela abaixo), agitou-se em vortex e deixou-se por
5 minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados 200u! de solugéo 2. Agitou-se
por invers&o e incubou-se por mais 5 minutos. Foram adicionados 300ul de solucgao 3,
agitou-se por inverséo e incubou-se em gelo por 5 minutos. Centrifugou-se por &
minutos. Transferiu-se o sobrenadante para outro tuboc. No novo tubo, adicionaram-se
80ul de isopropanol 75% e centrifugou-se por 15 minutos. Retirou-se o sobrenadante e
ao pellet adicionaram-se 150ul de etanol. Centrifugou-se uma U(ltima vez e o
sobrenadante foi descartado, deixando-se o pellet secar & temperatura ambiente.
Foram adicionados 30ul de TE 1X com Rnase.
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Tabela9  Solucdes para a mini preparacéo

Solugio 1 Solugio 2 Solugdo 3
2,5ml de glicose 1M 1mi de SDS 20% 11,5ml de ac. Acético
imi de EDTA 0.5M 400l de NaOH 60ml de Kac 5M
0,625mli de Tris-HCIpH 8 2M  Completar com H20 para 20ml Completar com H20 para
100mi

Completar com H20 para 50ml

ApGs a extracdo dos plasmideos, esses foram testados pela técnica de PCR
para confirar a presencga do inserto e entdo serem utilizados no seqlienciamento.

3) Seqiienciamento automatico

Tendo em vista que o gene TWIST apresenta muitas mutacbes diferentes que
podem levar a quadros com craniossinostose, optou-se por seqiienciar todo o exon 1.
Para isso, utilizou-se a técnica de seqlienciamento automatico.

Depois de amplificados os produtos de PCR do TW1, esses foram purificados, no
intuito de remover o DNA fita simples residual e os dNTPs remanescentes. Ja o TW2 foi
sequenciado diretamento do mini prep. Os primers utilizados foram os especificos para
o vetor pGEM, denominados T7 e SP6.

Foi utilizado o kit de seqlienciamento Big Dye Terminator Cycle v3.1 Sequencing
Kit {Applied Biosystems) e os componentes e volumes da reagdo foram os seguintes:

» 24l Big Dye

» Spmoles Primer
1-2ul PCR purificado
g.8.p. 10ul H-O

v v

O ciclo utilizado no seqlenciamento esta representado na figura 10.
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34 ciclos
8o (2Ll

Zmin |

20s

Figura 10  Ciclos utilizados nas reagbes de seqiienciamento automatico

Depois de prontos os produtos da PCR foram purificados utilizando-se
isopropancl e etanol, no intuito de se removerem as bandas inespecificas que
pudessem atrapalhar o segienciamento.

Foi utilizado o sequenciador ABl Prism ™ 377 para a determinacdo da
sequéncia linear do exon 1 do TWIST. Os dados foram analisados com os softwares
Sequencing Analysis e GeneScan ™.

Depois de analisados, os dados foram lidos utilizando-se os softwares
Chromas e GeneRunner.

3.2.3.2 Gene FGFR1

14  PCR

Para investigacdo da mutagdo P252R do gene FGFR1, utillizaram-se dados
da literatura, sendo que os primers (Tabela 10) foram desenhados baseados na
sequéncia do gene depositada no DNA databank {n(imero de acesso: AY585209) e a
digestao enzimética foi baseada no artigo de MUENKE et al., 1994,
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Tabela 10 Seqiiéncia de primers para amplificacdo do gene FGFR1

Primers 5" —» 3 Tm (°C) Tamanho (pb)

sense - GTG CCTCCTCTC CCATCTTC

FGFR1 antisense - CAA GAT CTG GAC ATAAGG CAG 60 216

Cs componentes e volumes para a amplificac@o do exon 5 do FGFR1 foram:;

> 29,1pl H0 » 1ul primer antisense (20pmoles)
»  5pl Tampao (10X) »  5ulDMSO,

» 1,5 pl MgClz (50uM) »  0,3pl Tag DNA Polimerase (5U)
> S5ul dNTP (2uM) »  1ul DNA (200-500ng) em 50ul de
» 1ul primer sense (20pmoles) reacao de PCR

O ciclo utilizado na PCR esta representado na figura 11.

35 giclos

ggoc | MOC

Wmin,

1min

Figura 11 Ciclos utilizados na amplificacdo do exon 5 do FGFR1

2) Digestao enzimatica

Apos amplificagdo do exon 5, este foi digerido com a enzima de restricdo Mn/ |
(New Englands) para busca da mutagdo P252R segundo as especificacdes do

fabricante. A digestao foi feita perfazendo um volume final de 30puk;

» Sulde PCR » 0,8ul enzima Mnl |
» 3ultampéo da enzima
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As amostras permaneceram em banho-maria a 37°C por 2 horas e 0s

fragmentos foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com bromeio de

etidio, sob iluminagao uliravioleta e fotografados.

3.2.3.3 Gene FGFR2

1)  PCR

Neste gene, foram amplificados os exons Illa (exon 8) e llic (exon 10).

Utilizaram-se os primers anteriormente descritos por KAN et al., 2002 (Tabela 11).

Tabela 11 Seqténcia de primers para amplificagdo do gene FGFR2

Exon &

Exon 10

Primers 5" -» 3~ Tm(°C) Tamanho {pb)
Ex8s -GGT CTCTCATTC TCC CAT CCC 62 325
Ex8as - CCA ACAGGA AAT CAA AGAACC
Ex10s - CCT CCACAATCATTC CTG TGT 62 o857

Ex10as - ATA GCA GTC AAC CAA GAA AAG GG

Os componentes e volumes da reagio em cadeia da polimerase para ambos

0s exons foram os seguintes:

»
b
>

20,4ut Hx0

3pl Tampéo (10X)

0.5ul MgClz (50uM)

2,5ul ANTP (2uM)

14l primer sense (20pmoles)

1yl primer antisense (20pmoles)

0,2 ul Tag DNA Polimerase (5U)

1y DNA (200-500ng) em 30ul de reagdo de PCR

Os ciclos utilizados na PCR est&o representados na figura 12.
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30 cicles

MoC | 94°C

\ C L 7eC
10min | Imin

Tmin

Figura 12 Ciclos utilizados na amplificacdo dos exons 8 e 10 do FGFR2

2) Segqtienciamento manual

Depois de amplificados, ambos os exons foram investigados, utilizando-se
seqlenciamento direto. O produto de PCR foi purificado, com a finalidade de remover o
DNA fita simples residual e os dNTPs remanescentes:

b 7ul dareagdo de PCR purificada

» 1uldo primer (sense ou antisense) ~ 2 pmoles
» 2ul de reaction buffer 10X

»  2plenzima Thermo Sequenase (4Uful)

» Bulde H.O

Transferiram-se 4,5 ul da reagdo para quatro tubos, cada um contendo
0,06uM de um dos ddNTP («-*P) e 8 uM de mistura de dNTPs, num volume final de
7ul. Submeteu-se a reagédo a seguinte ciclagem:

40 cicles
gEeC

FIOC
38s

Tm

3s

Figura 13  Ciclagem da reacdo do segiienciamento. A temperatura de anelamento &

correspondente ac primer utilizado em cada reaco.
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No final da reag&o, acrescentaram-se 4 ul de Solugdo de Terminacdo contendo
95% de formamida, 0,05% de Azul de bromofenol e 20 mM de EDTA.

Separou-se a reacéo de seglenciamento em Gel Desnaturante de Poliacrilamida
7% contendo uréia 7M, com variac@o de espessura de 0,1- 0,4mm:

» 17.5mi Acrilamida: Bisacrilamida 40%
» 10mi TBE 10x

» 106g Uréia

» 100miH20 q.s.p

Os parametros de corrida foram 2.000 V, 50 mA a 50 W, com duragéo de 3
horas (corridas curtas) e 6 horas (corridas longas) dependendo do tamanho e da regido
do fragmento em estudo. Posteriormente, foi exposto a filme de raio-X sensivel a
emissao de radiagdo do nucleotideo marcado (por exemplo, Kodak X-Omat AR), por
tempo variavel. A revelagdo do filme foi feita de acordo com as indicagdes do

fabricante.

3.2.3.4 Gene FGFR3

1 PCR

G exon 7 do gene FGFR3 foi amplificado utilizando-se primers (Tabela 12)
baseados na seqUéncia do gene depositada no DNA databank (ntimero de acesso:
NT006125)

Tabela12 Sequéncia de primers para amplificagdo do gene FGFR3

Primers §" —» 3~ Tm (°C} | Tamanho {pb)

FGFR3 sense - GTG GAG CCT GGT CAT GGA AAG 65 483

antisense - CCA AAT CCT CAC GCAACCC
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A reac&o estabelecida foi a seguinte:

»  29,1ul H0 3 1yl primer antisense (20pmoles)
»  5Sul Tampéao (10X) 3 5ul DMSOy4
»  1,5p MgClz (50uM) » 1ul Tag DNA Polimerase (5U)
» S5yl dNTP (2uM) > 1ul DNA (200-500ng) em 50ul
» 1yl primer sense (20pmoles) de reacéo de PCR
A PCR teve os seguintes ciclos:
5 cicles : 30 ciclos 2 riclos
‘ 2o} lmin e F7
4min'§ 10min | Podn
: Tm Tm
Imin30s ' Imin30s | lmin

Figura 14  Ciclos utilizados na amplificag@o do exon 7 do gene FGFR3

2) Digestdo Enzimatica

Apss amplificaggo do exon 7, este foi digerido com a enzima de restricdo Nej |
(New England Biolabs) para busca da mutagdo P250R. A reacéo de digestao foi feita
perfazendo um volume final de 50 pl. A reacdo foi realizada por 2 horas a 37° da
seguinte forma:

» 10ul PCR

» Sul Tamp&o da enzima (diluido 450ui Tampao + 50ul H20)

» 1ul Enzima Nci l
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Os fragmentos foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com brometo
de etidio e os fragmentos da digestdoc foram visualizados sob iluminacéo ultravioleta e

fotografados.

3.2.3.5 Gene MSX2

1 PCR

O exon 2 do gene MSX2 foi amplificado utilizando-se primers (Tabela 13)
baseados na sequéncia do gene depositada no DNA databank (nimero de acesso:
L22499.1).

Tabela 13  Seqéncia de primers para amplificagio do gene MSX2

Primers 5" > 3~ Tm (°C) Tamanho (pb)

MSX2 sense - TGC ACC CTG AGG AAA CAC AA 57 108

antisense - TCT TTT CGC CTT GGC CCT

Investigou-se a Unica mutacéo descrita no caso de craniossinostose: Pro148His
(Craniossinostose tipo Boston) e outra mutacéo responsavel pela presenca de Forame
Parietal, a Leu154Pro.

A amplificacao do fragmento de DNA foi obtida utilizando ¢ protocolo descrito
abaixo. As condigbes para a amplificagdo dos fragmentos estdo na Figura 15. Os
compenentes € volumes foram os seguintes:

» 20,4pl H20 » 1yl primer antisense (20pmoles)

»  3ul Tampao (10X) » 0.3yl Tag DNA Paolimerase (5U)

» 0,9l MgCl: (50uM) » 1yl DNA (200-500ng) em 30ul de
¥ 2,6ul ANTP (2uM) reacéo de PCR

» 1yl primer sense (20pmoles)
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3% ciclos

g4oc : 94°C

I0min

Imin

Figura 15  Ciclos utilizados na amplificagéo do fragmento do MSX2

2) Seqiienciamento automatico

O fragmento do gene MSX2 foi completamente seqiienciado para a busca das
duas principais mutacbes. Para tanto foram feitos os mesmos procedimentos ja
descritos anteriormente para o seqiienciamento do gene TWIST. No caso do MSX2
foram feitos tanto seqlienciamentos com o primer sense como com o antisense.
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Resultados

4.1 Estudo Citogenético

Em uma situagao (caso isolado 3), o quadro clinico evidenciava a Sindrome de
Saethre-Chotzen e foi detectada alteracéo cromossémica envolvendo a regiao do gene
TWIST, 46, XX add7(p21), correspondente, a essa condicéo clinica. '

Nos outros casos a andlise citogenética comum néo determinou a presenca de

nenhuma outra alteragio.

4.2 |Investigacao Molecular
4.2.1 Gene TWIST
Amplificacdo do Exon 1

A amplificacdo do fragmento TW1 e TW2 estdo demonstradas nas figuras abaixo
(Figuras 16 e 17).

L C F1 F2 F3 F4 F6CI3CI4

500 pb >
375 pb

100 pb —

Figura 16 Fragmento TW 1: Amplificacdo dos individuos F1, F2, F3, F4, F6, Ci3, Cl4 e
um controle negativo (C). Ladder de 1k bp (L).
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L. & F1 F2 F3 F4 F6 CI3 Cl4 F8

500 pb — ¥ 512 pb

100 pb —

Figura 17 Fragmento TW2: Amplificacdo dos individuos F1, F2, F3, F4, F6, CI3, Cl4,
F8 e um controle negativo (C) .Ladder de 1k bp (L).

Seqiienciamento Automatico

O sequenciamento do fragmento TW1 direto do produto de PCR foi realizado em
todos os probandos das familias e casos isolados com sinais sugestivos da Sindrome
de Saethre-Chotzen, mas isso somente foi possivel utilizando-se o primer sense.
Nenhuma mutagao foi encontrada nesse fragmento.

O sequenciamento do fragmento TW2 direto do produto de PCR néo apresentou
bons resultados, tornando dificil a Ieitura e interpretacéo, sendo necessaria a utilizagio

da técnica de clonagem do fragmento antes do seqiienciamento.
No caso isolado 3, além da translocac@o envolvendo a regido do gene TWIST,

também foi notada a presenca de uma mutagéo pontual, tratando-se da troca de uma

isoleucina por uma valina no aminoacido 156, mutacéo lle156Vat (Figura 18).
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AGET A0 4TCE ACTTLCTOT CAGG T 4C8 TCG 2aCTTCCTCO

}

shoa b ;2 i

seqiéncia normat seqUéncia mutante

Figura 18 Troca ATC— GTC no caso isolado 3: mutacao lle156Val.

No caso isolado 4, verificou-se uma troca no fragmento TW2, tratando-se da

inversdo T— A no aminoacido 187, mutacéo Phe187Tyr (Figura 18).

TACGCOUTTCTCOGTCT

|

I

seqgiéncia normal seqiiéncia mutante

Figura19 Troca TTC — TAC no caso isolado 4: mutacao Phe187Tyr.

CTAECBECCT AC TCGG

No caso isolado 6, também se encontrou uma mutagdo pontual no fragmento
TW2, tratando-se da troca GAC — AAC nc aminoacido 157, caracterizando a
substituicac de um acido aspartamico por uma asparagina, mutacdo Asp157Asn (Figura
20).

CLAEBTACETCE ACTITCOTCT TLAGGTACATC AACTTCCTOT

{E Y o l/\ JM |

seqUéncia normal seqliéncia mutanie

Figura 20 Troca GAC — AAC no caso isolado 6 mutacdo Asp157Asn.
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4,2.2 Gene FGFR1

Mesmo que a mutacao P252R sé ocorra nos casos de Sindrome Pfeiffer,
optou-se por procura-la em todos os casos. A Figura 21 mostra a amplificagéo do
exon 5 do FGFR1.

L €& F5 Cl2 CI5

Figura21 Exon 5 do FGFR1: Amplificagcdo dos individuos F5, CI2, CI5 e um
controle negativo (C) .Ladder de 1k bp (L).

Digestao com a enzima Mn/|

A mutacdo P252R no gene FGFR1 provoca a perda de um sitio de corte para
a enzima de restricdo Mni I. Dessa forma para se procurar essa mutacao realizou-se
a digestdo do exon 5 dos individuos, com a enzima Mn/ | , que tem como
propriedade cortar a seqiiencia de nucleotideos CCTC(N);. Assim, em gel de
agarose pode-se distinguir o alelo mutante do selvagem, pois o primeiro apresenta
um fragmento de 146pb (a mutagdo faz com que ocorra a perda do sitio de corte) e
no segundo apenas se visualiza o fragmento de 108pb, apds a digestéo.

A analise dos produtos de PCH, apds a reacao com a Mn/ |, ndo evidenciou a
formacao de novos fragmentos em nenhum caso, nem naqueles com diagndstico de
Pfeiffer.

A Figura 22 mostra a digestao de alguns casos, inclusive os trés de Pfeiffer.
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Figura 22

L1 C F5 CI5 CI8 L1

Exon 5 do FGFR1: N&o houve a formagéo de novos fragmentos nos
casos de Pfeiffer (F5, CI5 e CI8) e nem em outros casos. Controle
negativo (C) .Ladder de 1k bp (L1).

4.2.3 Gene FGFR2

Amplificacéo do exon 8 (lifa) e exon 10 (llic)

A amplificagéo de ambos os exons estd demonstrada na figura 23.

Figura 23

EXON 8 EXON 10
L C F1 F2 F3 L CF1F2F3

325 pb — <« 257ph

Exon 8 E 10 do FGFR2: Amplificagdo dos individuos F1, F2, F3 e um
controle negativo (C) .Ladder de 1k bp (L).
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Seqiienciamento Direto

Os exons 8 e 10 do FGFR2 foram completamente sequienciados nos

propoésitos das familias e nos casos isolados.

EXON 8 (llla)

A leitura do sequenciamento direto do exon 8 da familia 1, a maior familia em
estudo, demonstrou no propdsito, uma banda tanto em A como em C, sugerindo
uma troca nucleotidica A —» C, na posicao 866. Essa transversdo causaria troca do
aminoacido no cddon 289 de Glutamina (Q) para Prolina (P). O controle normal ndo
apresentou esta alteragao (Figura 24).

Figura24 Troca CAG— CCG no propésito da familia 1: mutacio GIn289Pro.

PCR alelo-especifico

Para confirmagéo da mutacdo encontrada no propdsito da familia 1 foi
utilizada a técnica de PCR alelo-especifico, ou seja, foram desenhados primers
tanto mutante, para a seqléncia que poderia ter uma troca, como normal, para

anelar na seqiéncia original. Na tabela abaixo os primers utilizados.

Tabela 13  Primers alelo-especificos para a mutagao Q289P.

Primers 5" — 37 Tm {°C)

FGFR2 289Q-TTC CAC GTG CTT GAT CCACT
289F - TCC ACG TGC TTG ATC CAC G

62

88



Resultados

A reagéo teve os mesmos parametros da reacao de PCR normal (Figura 25).
L 1A 1B 2A 2B

« 221pb

Figura25 Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
Confirmagéo da mutagdo Q289P. Coluna L, ladder 1kpb; colunas 1A e
1B membro afetado da familia (propdsito); colunas 2Ae 2B controle
negativo.

Deste modo, confirmou-se que o propésito realmente possuia a mutacao, mas
nao se conseguiu chegar a um resultado conclusivo acerca do restante da familia, foi
necessaria a utilizagdo de outra técnica para investigar a mutacéo no restante.

Digestdo com a enzima de restricdo BsaJ |

Uma analise de sequéncia utilizando o programa Gene Runner 3.0 (Hastings
Software Inc.), revelou que a troca A-—=C criaria um sitio de corte com a enzima de
restricéio BsaJ I. Dessa forma, para se convalidar a variacdo observada realizou-se a
digestédo do exon 8 dos componentes da familia 1 com a enzima BsaJ | (New
Englans Biolabs), que tem como propriedade cortar a seqilencia de nucleotideos
C/ CNNGG, onde N pode ser qualquer base. Assim, seriam formados 3 fragmentos
contendo 157pb, 168pb e 325pb a partir da digestéo do fragmento mutante.

Os componentes para a reagdo da enzima de restricdo BsaJ | foram os
seguintes:

» 9ul de PCR » 17,4 pi de H20
» 0,6 yl enzima BsaJ |
» 3 pl tampao da BsaJ |

89



Resultados

A analise do produto de PCR apds a reagdo com a enzima BsaJ | evidenciou
realmente a formac&o de novos fragmentos no proposito da familia e em sua mae
apenas. No restante da familia néo foi evidenciada a mesma mutagéo (Figura 26).

L1 C 121314110112 L2

« 325 pb

< 168 pb
« 157 pb

Figura26 Exon 8 do FGFR2: Formagéo de novos fragmentos no propésito (1.10) e
sua mée (1.12) . Controle negativo (C) .Ladder de 1k bp (L1) e ladder de
100pb (L2).

Em algumas familias que participaram da pesquisa mais tardiamente foi utilizado
o seqlenciamento automatico na busca de mutacles neste gene também, seguindo o
mesmo protocolo do gene TWIST.

No sequenciamento automatico do exon 8 do caso isolado 7, encontrou-se a
troca C — G em heterozigoze no aminodcido 252 (TCG — TGG), caracterizando a
mutagao Ser252Trp (Figura 27). Tanto a seqiiéncia sense como a antisense possuiam
a mesma troca, confirmando o resultado. Os pais do paciente ndo apresentam a

mutacéo.
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Figura 27 Troca TCG -> TGG no caso isolado 7: mutacio Ser252Trmp.

No sequenciamento automatico do exon 8 do caso isolado 8, foi encontrada a
troca T — C em heterozigoze no aminoacido 267 (TCC — CCC), caracterizando a
mutacdo Ser267Pro (Figura 28). Tanto a seqiiéncia sense como a anfisense possuiam

a mesma troca, confirmando o resultado. Os pais do paciente n3o foram testados.

Y i
; ! \
; | / | i
3 \ H
3 f', M \\\ ; v L
L/ i \}&

s

Figura 28 Troca TCC —» CCC ho caso isolado 8: mutacédo Ser267Pro.

No restante das familias as leituras dos seglienciamentos diretoc do exon 8 nio
demonstraram a presenca de nenhuma alteragao.

EXON 10 (liic)

No sequenciamento autornatico do exon 10 do propésito da familia 5 encontrou-
se a froca G — C em heterozigoze no aminoacido 351, caracterizando a mutacéo
Ser351Cys (Figura 29). O sequenciamento manual ja havia sido feito e foi utilizado para
confirmar o resultado. Os pais nic apresentam a mesma mutagao, fratando entdo de
uma mutacdo nova.
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Figura29 Troca TCC— TGC no proposito da familia 5: mutagsio Ser351 Cys.

No proposito da familia 12 foi detectada a troca G — A no aminoacido 342,

caracterizando a mutagdo Cys342Tyr (Figura 30). A troca foi confirmada pelo
sequenciamento com o primer antisense. A mesma troca foi detectada em um dos

irméos e também na mae do propdésito.

1se
T G B C T

4
i

YAVARE

primer sense primer antisense

v

Figura 30 Troca TGC—TAG no propésito da familia 12: mutagao Cys342Tyr.

No restante das familias as leituras dos seqiienciamentos direto do exon 10 ndo

demonstraram a presenga de nenhuma alteragao.
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4.2.4 (Gene FGFR3

Amplificacao do exon 7

A amplificacéo do exon 7 do FGFR3 estd demonstrada na figura 31.

L C F2 FacCiz2

500 pb —
483 pb

100pb >

Figura31 Exon 7 do FGFR3: Amplificacéo dos individuos F2, F9, CI2 e um controle
negativo (C) .Ladder de 1k bp (L).

Digestao com a enzima Neil

A mutagdo P250R no gene FGFR3 cria um sitio de corte para a enzima de
restricao Nci 1. Dessa forma para se procurar essa mutagéo realizou-se a digestao do
exon 7 dos individuos, com a enzima Nci | , que tem como propriedade cortar a
seqliencia de nuclectideos CC/ SGG , onde S é G ou C. Assim, seriam formados 4
fragmentos contendo 123pb, 151pb, 209pb e 360pb a partir da digestao do fragmento.

A andlise dos produtos de PCR, apSs a reacdo com a Nci |, evidenciou a
formagé&o de novos fragmentos apenas na familia 9.

O restante da familia também foi testado e confirmou-se que o propdsito e seu

pai apresentavam a mutagdo P250R no gene FGFR3 {(Figura 32).
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L1 C Pai Mae Filho L2

« 360 pb

< 209 pb

< 151 pb
« 123 pb

Figura32 Exon 7 do FGFR3: Formacao de novos fragmentos no pai e propdsito da
familia 9. Controle negativo (C) Ladder de 1k bp (L1) e ladder de 50pb
(L2).

4.2.5 Gene MSX2

Amplificagdo do fragmento do exon 2

A amplificacdo do fragmento esta demonstrada na figura 33.

L 212224C

¢ 198 pb

Figura33 Exon 2 do MSX2: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo
de etidio. Demonstrativo de ampilificagdo dos individuos com sinais
clinicos da familia 2 : 2.1, 2.2, 2.4 e um controle negativo (C) .Ladder de
ik bp (L).
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Seqiienciamento Direto

O fragmento do exon 2 do propésito das familias 2 e 13, anteriormente
amplificado, foi completamente seqiienciado, utilizando-se tanto o primer sense como
o antisense, na busca das mutagdes anteriormente descritas.

As leituras dos seqlienciamentos ndo demonstraram a presenca de nenhuma
alteracao (Figura 34).

P148H L154P

Figura 34 Sequenciamento do proposito da familia 2. A figura mostra que ndo ha a
troca C — A, que caracteriza a mutagdo Pro148His (Sindrome Boston) e

ndo ha atroca T — C, que caracteriza a mutacao Leu154Pro (Forame
Parietal).

A tabela 14 resume os resultados encontrados.
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Tabeia 14 Resumo dos resultados

Casuistica

Familia 1
Familia 2
Familia 3
Familia 4
Familia &

Familia 6

Familia 7
Famifia 8
Familia 9
Familia 10
Familia 11
Famiiia 12
Familia 13
Caso isolado 1
Caso isolado 2

Caso isolado 3

Casoisolado 4

Caso isclado 5

Casoisclado 8

Casc isolado 7

Caso isolado 8

Hipotese
diagndstica
88C
SS8C
88C
88C
S Pfeiffer tipo il
SsC

Sem classificacdo
S8C
SSC
Sem classificagao
Sem classificagéo
S.Crouzon
Forame parietal
Sem classificagio
Coronal isolada
S8C

88C
5. Pfeiffer tipo

58C
S. Apert

S. Pfeiffer tipo i

TWIST

NA
!

NA
!
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

FGFR1  FGFR2

NA Gin289Pro

- Ser351Cys
NA -

NA Cys342Tyr
- NA

He156Val - -

Phet87Tyr - -

NA

Aspi57Asn - -

NA

NA

- Ser252Trp

- Ser267Pro

FGFR3

Pro250Arg

NA

NA

MSX2

NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA
NA

NA

NA

NA

{ -) resuitado negativo, nenhuma mutagado encontrada
NA néao analisado
I inconclusivo
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Discussao

5. Discussiédo

Neste estudo, foram verificadas mutagGes nos principais genes relacionados a
craniossinostoses, em uma casuistica composta por 13 familias e 8 casos isolados,
sendo que, do total, 15 eram portadores de craniossinostoses sindrémicas
classicamente reconhecidas, 1 individuo com craniossinostose isolada e 5 com quadros
de anomalias mdltiplas envolvendo contorno de cranio significativamente anormal, que
sugeria interferéncia no fechamento das suturas cranianas.

Iniciaimente, a estratégia utilizada foi baseada no algoritmo proposto por CHUN
et al (2003). De acordo com esses autores, o algoritimo propiciaria o diagndstico
molecular de pacientes com craniossinostose de maneira mais eficiente e de custo
menor nas situagbes mais comuns, o que seria bastante interessante para o tipo de
servigo no qual a casuistica foi coletada.

Entretanto, foram necessarias algumas adaptacgdes, principalmente nos casos de
Sindrome de Saethre-Chotzen. De acordo com a proposta de CHUN et al.(2003),
nesses casos dever-se-iam investigar os genes TWIST e FGFR3. Tendo em vista que
nao foram detectadas mutagdes nessas regides em sete dos casos estudados nesta
casuistica, outros pontos de mutacbes freqlientes foram verificados, baseando-se em
revisdo de literatura (KAN et al.,, 2002). Portanto, tendo em vista a complexidade das
vias de desenvolvimento craniofaciais e dos membros, embora este estudo tenha sido
baseado no algoritmo supracitado, ndo se perderam de vista outros dados relevantes
da literatura, o que permitiu buscar novas mutagdes, em diferentes genes e contribuir
para o conhecimento deste assunto t&80 complexo. Para melhor entendimento, essa

discussao foi dividida em tépicos, de acordo com o gene estudado.

Gene TWIST

A investigacao do gene TWIST ¢ dificuitada pelo fato de sua composicao ser rica
em CGs. Estes formam estruturas secundarias de DNA gue atrapalham o aneiamento
dos primers e causam muitos erros de incorporagdc (LOEWEN et al., 1985).
Possivelmente por essa raz8o, os estudos deste gene s3o mais restritos, em
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comparacao com outros genes relacionados as craniossinostoses, nos quais muitas
mutacOes diferentes ja foram descritas e um banco de dados grande esta disponivel.

Neste estudo, apos sanadas as dificuldades técnicas, foram encontradas
algumas alteracdes no gene TWIST e também muitos polimorfismos.

Houve muita discrepancia acerca do numero de glicinas (Gly) nos individuos
estudados, o que é semelhante aos resultados de estudos anteriores. ELANKO e
colaboradores (2001) detectaram que muitos pacientes apresentavam numero
divergente de (Gly)sAla(Gly)s na regido rica em glicina. Os autores concluiram que
esse numero variavel nao pode ser a causa da Sindrome de Saethre-Chotzen e seriam
pouco patogénicos, visto que muitos controles normais também apresentavam as
mesmas sequéncias.

No estudo citogenético do caso isolado 3 evidenciou-se uma translocagdo
envolvendo a regiao do gene TWIST (46, XX add7(p21)). Estudos anteriores mostraram
que esta poderia ser a causa da SSC desse paciente (ROSE et al., 1997; KREBS et al.,
1997). Entretanto, além dessa translocagdo o paciente também apresentava uma
mutagdo pontual no aminoacido 156 (lle156Val). Esta j& havia sido descrita
anteriormente (SETO et al.,, 2001) e, deste modo, seria a causa mais provavel do
quadro clinico, visto que néo existem elementos que comprovem gue a translocacao
detectada poderia estar envolvida na disrupgdo do gene. Qutras duas mutagdes
novas que resultam em troca de aminoacidos foram encontradas, uma no caso isolado
4 (Phel87Tyr) e a outra no caso isolado 6 (Asp157Asn). Ambas sdo mutacGes
missense e poderiam estar envolvidas em alteracbes de dimerizacdo da proteina
TWIST. Isto ndo permitiria a funcéo correta, comprovando que mutacbes nesse gene
geram haploinsuficiéncia (EL GHOUZZI et al., 2000). No caso da mutagdo Aspi157Asn,
muitas outras mutagOes nos aminoacidos vizinhos (156, 158) ja haviam sido descritas
(SETO et al., 2001; ELANKO et al., 2001).

Dos 10 casos de Sindrome de Saethre-Chotzen, em mais de 50% né&o foi
possivel estabelecer a etiologia. Para tanto, seriam necessarias outras técnicas, como
estudo citogenético com FISH, para busca de outras aberragdes cromossomicas, e
Southern blot em busca de delecdes. Segundo GRIPP et al. (2001), cerca de 28% dos

casos de SSC seriam causados por delegdes e insergbes, mutagdes também muito
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comuns nesse gene. Uma outra possibilidade para o resultado encontrado neste estudo
seria a limitagdo das técnicas de biologia molecular, que mesmo tao avancadas,
ultimamente, podem n&o esclarecer a etiologia dos casos.  Ressalta-se, ainda, que
outros estudos obtiveram, no maximo, 46% de diagnostico (PAZNEKAS et al., 1998).

Gene FGFR1

Esta mutag&o foi descrita apenas em casos de Sindrome Pfeiffer e acredita-se
que apenas 5% de todos os casos apresentem essa mutagdo, sendo que 0s outros
95% apresentariam mutagbes no gene FGFR2 (ROBIN et al., 1994: MUENKE et al.,
1994). Portanto, apesar da presente casuistica incluir 3 casos de Sindome Pfeiffer, a
nao detecgdo de mutagdes nesta regido pode ser considerada dentro do esperado para

esta condicdo clinica.

Gene FGFR2

Embora tenham sido investigadas apenas as regides mais provaveis de se
encontrarem mutacdes neste gene, foram detectadas mutacdes em cinco casos.

~ FGFR

SerZﬁZTrpIGEnZ‘R&Pm IS&&%IC}&

Ser267Pro Cys32Tyr

Figuré 38 Localizagdo das mutagGes encontradas no gene FGFR2

Neste estudo, detectou-se uma mutagdo nunca antes descrita na Sindrome de
Saethre-Chotzen, a mutacdo Q289FP no gene FGFR2, detectada na familia 1.
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Entretanto, esta mutago ndo estava presente em todos os membros afetados e para
explicar isso algumas hipdteses podem ser formuladas: a primeira delas é a
possibilidade de achados normais comuns & familia n3o associados a SSC, terem
superestimado o nimero de individuos afetados. Contra isso, temos a prima (individuo
V-5 do heredograma em anexc) por parte de mée do probando, que é clinicamente
bastante afetada e n&o apresentou a mutagio. A segunda hipétese ¢ a possibilidade da
mutacdo Q289P ser um polimorfismo de baixa freqliéncia, ndo relacionada a
craniossinostose. Porém, essa mesma mutacdo ja havia sido descrita em familias
afetadas pela Sindrome de Crouzon (SC) e Jackson-Weiss (GORRY et al, 1995;
OLDRIDGE et al, 1995; MEYERS et al., 1998). Os principais sinais clinicos encontrados
na SC séo restritos a face. Na JW, observam-se haluces alargados e fusdo éssea nos
peés (WILKIE, 1997). A SSC tem algumas similaridades com ambas as condi¢bes, assim
como com varias outras condi¢Oes clinicas relacionadas. De fato, diferentes fenétipos
decorrentes da mesma mutacdo ndo sdc um fendmeno raro nas craniossinostoses.

Outra possibilidade de explicacdo poderia ser que a proteina Q289P mutada
agisse apenas como um modulador sobre ¢ mecanismo de fechamento prematuro das
suturas. Isso pode ser sustentado pelo fato de que nos estudos no qual foi descrita esta
mutacdo em SC e SJW, outros pontos de mutacdo n&o foram testados, somente os
exons [lla e lllc do gene FGFR2.

A sobreposicao de sinais clinicos e a presenga de mutages nos genes TWIST,
FGFR2 e FGFR3 sao consistentes com a proposta desses genes estarem envolvidos
na mesma via molecular, a qual modularia o desenvolvimento craniofacial e dos
membros humanos (MUENKE e SCHELL, 1995; GOLLA et al., 1997; REARDON et al,
1897, PAZNEKAS et al, 1998; PASSOS-BUENO et al., 1999; RICE et al., 2000; EL
GHOUZZI et al., 2001; CHUN et al., 2002).

Existern escassos relatos de mutacbes no gene FGFR2 que levariam a SSC.
Por esse motivo, esta regi@o ndo foi referida por CHUN et al (2003) para investigacéo
nessa condi¢ao clinica. Tendo em vista o resultado encontrado neste estudo, propde-se
que, nos casos de SSC nos quais mutagbes nos genes mais comuns nao sejam

enconiradas, sejam pesquisados os éxon 8 e 10 do gene FGFR2.
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Alguns outros exemplos, envolvendo duas condicdes clinicas com a mesma
mutac@o no FGFR2, podem ser mencionados, como a Cys342Tyr, descrita tanto nas
sindromes de Crouzon como em Pfeiffer e que foi encontrada no probando da familia
12, que apresentava sinais compativeis com a Sindrome de Crouzon (REARDON et al.,
1994; RUTLAND et al., 1995); Cys342Arg, que pode ser detectada em Crouzon, Pfeiffer
e Jackson-Weiss (REARDON et al., 1994; RUTLAND et al., 1995: PARK et al.,1995) ou
Cys342Ser e Ala344Gly, descrita em Crouzon e Jackson-Weiss (REARDON et al.,
1994; TARTAGLIA et al.,1997; JABS et al.,1994).

As outras quatro mutagdes encontradas no gene FGFR2, no presente estudo, ja
haviam sido anteriormente descritas.

A mutacao Ser351Cys foi detectada em um dos tipos mais graves de Pfeiffer, o
tipo Il (GRIPP et al, 1998), e o probando da familia 5 realmente apresenta
caracteristicas peculiares a essa condigdo clinica. Tendo em vista que 0s pais nao
apresentavam sinais clinicos, nem a mesma troca, trata-se de uma mutacdo nova.

A mutacgdo Ser252Trp encontrada no caso jsolado 7 também confirma o
diagnostico, pois essa mutag@o é a mais comumente encontrada nos casos de Apert
(WILKIE et al., 1995) e também se tratava de uma mutacao nova.

A mutagao Cys342Tyr encontrada no probando da familia 12, no seu irmao e sua
mae, também confimam o diagnostico de Sindrome de Crouzon, tratando-se de um
caso familial.

Tambem a mutacdo Ser267Pro encontrada no caso isolado 8 confirma o
diagnéstico, pois j& havia sido descrita em casos de Sindrome Pfeiffer {(CORNEJQ-
ROLDAN et al, 1999). Essa mesma mutagdo também ja havia sido descrita em casos
de cancer gastrico (JANG et al., 2001). Isso evidencia que os FGFRs além de atuarem
no fechamento das suturas também estdo envolvidos em outros processos celulares.
Além disso, permite que para esse individuo sejam tomados cuidados de salde
preventivos em relacio ao cancer.

Nos outros casos em que nao foram detectadas alteracbes nesse gene, ainda
existe a possibilidade de que elas existam em exons ndo pesquisados, visto que,
segundo KAN et al. (2002), outros exons também podem ser acometides, embora numa
freqliéncia muito menor. Esta investigacdo, entretanto, foge ao escopo deste estudo.
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Nao se pode descartar a hipotese de que em alguns individuos a
craniossinostose possa ser decomente de mutagdes em regides de intron que,
dependendo da amplitude da PCR, ndo s&o amplificadas e escapam a qualquer analise
por seqienciamento. Apesar dessas mutagdes estarem localizadas em regides nao
traduzidas do gene, que n&o fazem parte da proteina madura, podem comprometer a
express&o correta do gene ou o processamento do pré-RNA mensageiro.

Gene FGFR3

A mutagdo P250R do gene FGFR3 deveria ser testada em quase todas as
enfidades clinicas nas quais mutagdes no principal gene responsavel pelo fenétipo ndo
foram encontradas (CHUN et al., 2003). Isso se deve a estudos anteriores nas quais
muitos pesquisadores encontraram esta mutagdo nos mais diversos fenétipos, inclusive
naqueles sem nenhuma classificacdo (BELLUS et al., 1996).

Portanto, essa mutagéo foi investigada em todas as familias desta casuistica,
com especial atencio aquelas com sinais clinicos sugestivos de Saethre-Chotzen, ja
que, comprovadamente, esta mutagdo é a segunda maior causadora desta sindrome,
depois das mutagdes no gene TWIST (PAZNEKAS et al., 1998).

A casuistica n&o possuia nenhuma familia com diagnostico da Sindrome de
Muenke. Essa sindrome foi definida por Muenke e colaboradores, em 1997, por meio
de um estudo com muitas familias com variabilidade inter e intra-familial, na qual os
principais sinais clinicos incluiam: craniossinostose bilateral ou unilateral e anomalias
especificas Osseas das m&o e pés em alguns individuos afetados. Em todas as
familias, a mutaco responsavel pelo fendtipo era a P250R no FGFR3.

Qutras mutacdes nesse gene também ja foram descritas associadas a displasias
esqueléticas, especificamente acondroplasia, hipocondroplasia e displasia tanatoférica,
acompanhadas ou n&o de malformagbes no cranio (REARDON, 1996). Portanto,
diferentes mutagbes no FGFR3 devem ter diferentes efeitos na intensidade efou
especificidade da transdugéo de sinais através de cada uma das vias de acdo desse
gene. A importancia de sua acdo no desenvolvimento de cada tecido tambem é
diferente. Por isso, o efeito do gene pode ser visto em mais de um tipo de entidade
clinica.
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Apesar de todos esses fatos, de todas as familias e casos isolados aqui
estudados, apenas uma com diagnéstico clinico de SSC apresentava a mutacéo P250R
no gene FGFR3. Isso poderia ser justificado pelo tamanho da casuistica, que
representa 0s casos que buscaram diagnostico e aconselhamento genético neste
servigo, em contraponto com os estudos popuiacionais realizados por alguns autores
(REARDON et al., 1997; PAZNEKAS et al,, 1998; EL GHOUZZI et al., 1999).

Gene MSX2

Nesse gene, até o momento, a Unica mutacdo descrita € a Pro148His. Essa
determina uma sindrome caracteristica, a Sindrome Boston. Apesar da presente
casuistica n&o possuir nenhuma familia ou caso isolado dessa sindrome, ou mesmo
algum quadro parecido com ela, essa mutagZo foi investigada, com o objetivo de
verificar sua presenca em algum outro quadro, especialmente aqueles sem diagnostico.

Isso foi realizado, na tentativa de esclarecimento molecular em uma familia
bastante incomum (familia 2), na qual um mesmo individuo apresentava
craniossinostose e forame parietal. Estes dois sinais, de acordo com a literatura, seriam
causados por dois tipos de mutagGes antagdnicas: a primeira por ganho de funcéo e a
segunda por perda.

O forame parietal pode ser causado por mutagdes no MSX2 (WUYTS et al,
2000; WILKIE et al, 2000) e também por mutagbes em um outro gene, o ALX4
(MAVROGIANNIS et al., 2001; WUYTS et al., 2000). Nessa familia e na outra apenas
com presenca de forame parietal (familia 13), buscou-se a mutagdo mais comum que
causaria o forame (Leu154Pro), além de buscar a mutacdo Pro148His, determinante da
Sindrome Boston. Uma proposta para o prosseguimento do estudo nessas familias
seria a investigag&o de outros genes incomuns e também o ALX4.

A similaridade do fendtipo causado por mutagbes no MSX2 e ALX4 sugerem
uma ligagao funcional entre esses dois fatores de transcricdo. Contudo, nao esta claro
se esta atuacéo seria hierarquicamente com o TWIST e os FGFRs, ou mesmo se ainda
age em uma outra via independente (WILKIE et al., 2001).
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Diagnostico, aconselhamento genético e situagdes clinicas sem diagnéstico

clinico e molecular

A maioria das craniossinostoses apresenta transmiss&o autossdmica dominante
e expressividade varidvel, com portadores, muitas vezes, possuindo sinais muito
brandos. Essa grande variabilidade clinica pode dificultar o diagnéstico, em alguns
casos. De fato, COHEN (1999), num artigo ilustrativo sobre esse assunto, discute a
possivel diferenca da interpretacdoc clinica ac se fazer um diagnostico, devide a
sobreposicéo de sinais nas diversas condicdes.

Devido & esse padrdo de heranga comum, & grande probabilidade de
transmissao do alelo mutante e, principalmente, & grande dificuldade de se determinar
os individuos realmente afetados nos casos brandos, o diagndstico molecular pode ser
importante em algumas situagdes clinicas.

Depois do diagnostico clinico, complementado por estudo molecular, o cometo
aconselhamento genético para os membros da familia interessados pode ser
favorecido. O aconselhamento é o processo de fomecer aos individuos informactes
sobre a natureza, padrfes de heranca e implicagbes de desordens genéticas, para
ajuda-los nas suas decisdes tanto médicas como também pessoais.

Portanto, aléem do interesse cientifico deste trabalho, ele resultou em beneficio
direto de nove familias, que puderam receber orientagéo mais adequadamente e, desse
modo, planejar suas vidas reprodutivas.

Por outro lado, este frabalhc ndo permitiv 0 esclarecimento diagndstico de
quadros de anomalias multiplas com sinais evidentes de alteracdo de contorno
craniano, sem craniossinostoses. Isso pode ter ocorrido por diferentes motivos: um
deles seria 0 de que essas condigbes clinicas poderiam ser especificas, ndo
relacionadas as regides génicas estudadas. Uma outra possibilidade seria de que elas
poderiam estar presentes em outras regides dos genes estudados, nas quais a
detecgao de mutacles tem sido menos freqlientes. Por outro lado, o contorno craniano
anormal, sem comprometimento clinico de craniossinostose, poderia ser decorrente de
desbalanco de outros genes envolvidos na regulacio da via de fechamento das suturas
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(Opperman, 2000), ou, ainda, as malformacdes poderiam ser decorrentes de causas
ambientais n&o identificadas durante a avaliagéo clinica.

Deste modo, objetivando futuro esclarecimento diagnéstico desses casos, seria
mais adequado ¢ seguimento longitudinal e o registro fotografico evolutivo, para que
estudos moleculares futuros possam ser realizados, de acordo com novas descobertas
cientificas na area. '

Para melhorar o diagnéstico molecular das craniossinostoses sindromicas,
CHUN e colaboradores propuseram o algoritmo utilizado neste estudo. Apds essa
pesquisa, propde-se que sejam incluidas algumas outras vias nesse algoritmo, para
torna-lo ainda mais completo e eficaz. As alteragdes encontram-se na figura abaixo
(Figura 36).

CROUZON/ SAFTHRE-
APERT PFEIFFER CHOTZEN MUENKE
P152W . .
$253R NO SEQUENCIA DOS SEQUENCIA DO P250R
FCFR2 EXONS§ ¢ 10 DO TWIST NO
FGFR2 FGFR3
l -+ + = ¥
1
; \‘ / PARAR
PARAR !
¥ PARAR
P252R
P250R
NO FGFR1 NO FGFRS
. + -
; ” /
M PARAR % .
P250R. SEQUENCIA DOS
NO FGFR3 EXONS 8 ¢ 10
DO FGFR2
Figura 36 Nova proposta para diagnéstico das craniossinostoses sindrémicas:

fiechas continuas proposta de CHUN e colaboradores; flechas

descontinuas inclusodes.
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6. Conclusbtes

Os resultados do presente estudo permitiram concluir que:

Em uma casuistica composta por 13 familias e 8 casos isolados, foram
detectadas mutagbes em regides provaveis de mutagéo em 8 individuos, sendo que 5
foram nos exons 8 e 10 do FGFR2, 3 no exon 1 do TWIST e um caso apresentava a
mutacao Pro250Arg no gene FGFR3.

Dentre os quadros de craniossinostoses classicamente reconhecidos, o maior
narmerc de casos apresentaram suspeita de Sindrome de Saethre-Chotzen (10),
seguido dos casos de Sindrome Pffeifer (3).

Os achados moleculares na SSC predominaram no gene TWIST (3/10)
compativel com a literatura. Mas muitos casos ainda permaneceram com a etiologia
naoc esclarecida.

Os achados moleculares nas sindromes Pffeifer, Apert e Crouzon localizavam-se
nos exons 8 e 10 do gene FGFR2, também foram compativeis com a literatura.

Detectou-se uma mutac&o n&o descrita na SSC no gene FGFR2, a mutacéo
Q289P.

Nos individuos com forame parietal, ndo foram detectadas as mutacdes P148H
(Sindrome Boston), nem a mutag&o L154F (Forame parietal). Portanto, outras regides
génicas poderdo ser investigadas no futuro.

Nos casos de anomalias congénitas multiplas com alteragdo de contomo

craniano, a metodologia utiizada ndo conseguiu esclarecer a etiologia. Estudos futuros
e 0 seguimento clinico poder&o colaborar para o esclarecimento destes diagnésticos.
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Nesse estudo concluiu-se que, numa casuistica pequena, o algoritmo de CHUN
e colaboradores € principalmente Gtil nos casos em que o quadro & bem caracteristico,
comao Pfeiffer, Apert e Crouzon.

Para que o algoritmo seja ainda mais completo, propde-se que nos casos de

SSC seja investigado também o gene FGFR2 e nos casos de Pfeiffer inclua-se a busca
pela mutacdo P252R no FGFR1.
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ANEXO 1:
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ANEXO 2: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: ESTUDO DE CRANIOSSINOSTOSES POR MEIO DE
INVESTIGACAQ DE REGIOES GENOMICAS ESPECIFICAS

Eu confimo que o (a) Dr.a):

me explicou o objetive do estudo, os procedimentos aos quais o individuo que partisipara do estudo,
os riscos, desconforto e possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li efou me foi
explicado, assim como compreendi esse formulario de consentimento e estou de pleno acordo

Familia No, Registro no Hospital de Origem;

Neme do paciente:

Nome do responsavel;

idade: Parentesco: RG.:

Endereco e telefone para contato:

Assinatura do participante ou responsavel data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha _ data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliqueia
o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens que poderdo
advir do estudo, usando o methor do meu conhecimenioc. Eu me comprometo a fornecer uma copia
desse formuldrio de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome

do pesquisador oy associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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