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Resumo

Introdugdo: O diagnostico da Sindrome de Marfan (SM) depende fundamentalmente de uma
avaliagao clinica multidisciplinar. O seu diagnéstico molecular, através da identificacédo de
mutag6es no gene FBN1, pode permitir estabelecer um diagnéstico definitivo mesmo perante
fenotipos atipicos ou «<incompletos» e reconhecer precocemente portadores assintomaticos.
Objectivos: O presente trabalho teve como objectivo principal avaliar a frequéncia e o tipo
de mutag6es no gene FBN1, numa populagdo de doentes com SM, referenciados a um centro
hospitalar de cuidados terciarios, com cirurgia toracica.

Métodos: A nossa amostra incluiu 30 individuos com SM (provenientes de 14 familias), que foram
avaliados em consulta de Cardiologia, Reumatologia e Oftalmologia. Em todos os casos foi
efectuada a pesquisa de mutacdes no gene FBN1 a partir de ADN obtido de amostras de sangue
periférico, utilizando a técnica de amplificacdo por Polymerase Chain Reaction e posterior
sequenciagao génica.

Resultados: Identificamos 12 mutacdes distintas nas 14 familias estudadas. Destas, apenas
duas estavam previamente descritas na literatura, sendo as restantes 10, novas mutacoes.
Encontramos mutagdes missense em 36 % dos casos e mutacdes conduzindo a formagao de
coddes de terminagdo prematura em 50% dos casos.

Conclustes: Este trabalho constitui a primeira descri¢do de resultados de andlise genotipica
em doentes portugueses com SM, de que temos conhecimento. Com este trabalho, realcamos a
importancia de uma avaliacéo clinica multidisciplinar e da utilidade da pesquisa de mutagdes no
gene FBN1 em casos seleccionados. Ao descrever 10 novas mutagdes, contribuimos ainda para a
ampliacéo do espectro de variantes do gene da FBN1 associadas a SM.

© 2010 Sociedade Portuguesa de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos os direitos
reservados.
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Abstract

Introduction: The diagnosis of Marfan syndrome (MFS) depends on a multidisciplinary clinical
evaluation. Molecular study to identify mutations in the FBN1 gene can establish a definitive
diagnosis even with atypical or «incomplete» phenotypes and enable earlier diagnosis in

Objectives: The aim of the present work was to evaluate the frequency and type of FBN1 gene
mutations in a population of Marfan syndrome patients referred to a tertiary care center with

Methods: Our sample included 30 individuals with MFS (from 14 families), evaluated in
cardiology, rheumatology and ophthalmology consultations. In all patients, DNA was extracted
from a peripheral blood sample and mutation screening of the entire coding sequence of the
FBN1 gene was then performed, using the polymerase chain reaction.

Results: We identified 12 different mutations in the 14 families studied. Of these, only two had
been previously described in the literature, while the other 10 were found to be new mutations;
36% of patients carried a missense mutation and 50% carried a mutation leading to a premature

Conclusions: To the best of our knowledge this is the first genotypic description of Portuguese
patients with MFS. In this study, we highlight the need for comprehensive clinical evaluation of
these patients and the value of FBN1 mutation analysis in selected cases. By describing 10 new
mutations, we have also helped broaden the spectrum of known FBN1 mutations associated with

© 2010 Sociedade Portuguesa de Cardiologia. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Genotype
asymptomatic patients.
cardiothoracic surgery.
termination codon.
MFS.
Introducéao

O diagnéstico da Sindrome de Marfan (SM) depende de
uma avaliacao clinica multidisciplinar e da identificagao
de um conjunto de critérios clinicos, recentemente
revistos, designados por critérios de Ghent. O espectro das
manifestacges clinicas é muito variado, estando tipicamente
envolvidos o sistema cardiovascular, masculo-esquelético e
ocular.

O diagnostico molecular da SM inclui a identificagdo de
mutacdes no gene FBN1, o qual pode permitir estabelecer o
diagnéstico definitivo, mesmo perante um fenétipo atipico
ou «incompleto». Este gene, localizado no cromossoma
15¢g21.1, codifica uma glicoproteina, a profibrilina-1,
que, apoés processamento, se designa por fibrilina-1, um
componente abundante das microfibrilas extra-celulares.
Até ao momento foram descritas mais de 600 mutagdes
distintas, sendo a grande maioria exclusiva para cada
caso-index ou familia®.

As mutacgdes no gene FBN1 podem ser identificadas ao
longo de todo o gene e podem ser do tipo missense ou
conduzirem a formacgao de codGes de terminacdo prematura
(CTP).

Sao escassas as correlacdes genotipo-fenotipo
estabelecidas, destacando-se a associacdo da SM neonatal, a
forma mais grave da sindrome, com a presenca de mutacdes
nos exodes 24-32.

O reconhecimento precoce de portadores assintomaticos
€ actualmente desejavel, dada a penetrancia elevada
das mutagBes e a morbi-mortalidade da SM. Esta Gltima
relaciona-se fundamentalmente com o risco de ruptura
de aneurismas e disseccdo da aorta ascendente, existindo

opcOes terapéuticas capazes de modificar o prognéstico
destes doentes, se expeditamente aplicadas.

Relativamente a populacéo portuguesa, sdo ainda escassos
os dados publicados concernentes ao diagnostico molecular
de doentes com SM.

Objectivos

O presente trabalho teve como objectivo principal avaliar
a frequéncia e o tipo de mutagdes no gene FBN1, numa
populacéo de doentes com SM, referenciados a um centro
hospitalar de cuidados terciarios, com cirurgia toracica.

Métodos

Identificacdo dos casos-index

Os doentes foram identificados a partir da base de dados
do nosso hospital, referente a um periodo de cerca de
20 anos, compreendido entre Janeiro de 1989 a Dezembro
de 2008. Nesta base estdo incluidos os doentes observados
em consultas médicas e/ou com internamento(s) prévio(s)
na nossa instituicéo.

Os critérios de seleccao foram a presenca de uma
idade actual igual ou superior a 18 anos e a referéncia ao
diagnéstico de «Sindrome de Marfan».

Os doentes adultos identificados foram contactados por
correio ou telefone, e os respectivos médicos assistentes
foram informados, tendo em vista a inclusdo dos primeiros
no projecto de investigacéo.
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Numa fase ulterior, todos os familiares em primeiro grau
de casos-index foram convidados a participar no estudo.

Avaliacdo clinica

Todos os individuos foram (re)avaliados em consultas de
Cardiologia, Reumatologia e Oftalmologia, entre Outubro
de 2008 e Maio de 2009.

Os ecocardiogramas foram realizados por dois operadores
experientes, utilizando ecocardidgrafos Vivid 3 (GE
Healthcare) ou iE33 (Phiplips) e as medi¢cdes efectuadas
de acordo com as recomendag8es da American Society of
Echocardiography’s Guidelines and Standards and European
Association of Echocardiography.

Foram obtidas imagens nas incidéncias paraesternal
esquerda, apical, supraesternal e subcostal. O diametro
da raiz da aorta, ao nivel dos seios de Valsalva e juncgao
sinotubular e da aorta ascendente, foram medidos em
paraesternal eixo-longo; o didametro do arco adrtico e da
aorta toréacica descendente foram calculados em incidéncia
supraesternal.

Foi considerado existir dilatacéo da raiz da aorta quando
o diametro, medido ao nivel dos Seios de Valsalva, excedia
o limite superior da normalidade, de acordo com a idade e a
superficie corporal do doente.

A presenca de escoliose e de protusdo acetabular foi
averiguada através da analise das radiografias da coluna
vertebral e da anca, respectivamente, em consulta de
Reumatologia. Os critérios cutaneos de SM foram também
avaliados por esta especialidade médica.

O envolvimento do sistema respiratorio foi apurado
através da histéria clinica, questionando os doentes sobre a
existéncia de antecedentes de pneumotoérax.

A presenca de ectopia lentis foi avaliada em todos os
doentes, em consulta de Oftalmologia.

Estudo molecular

A pesquisa de mutacdes no gene FBN1 foi efectuada a partir
de ADN obtido de amostras de sangue periférico.

Foi utilizada a técnica de amplificacdo por PCR
(Polymerase Chain Reaction) e posterior sequenciacao,
aplicada a totalidade da sequéncia codificante do gene
(65 exdes).

No caso de nédo serem identificadas mutacgdes por esta
técnica, foi pesquisada a presenca de rearranjos genémicos
usando a técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification). Todos os resultados positivos foram
confirmados, replicando a analise na sua totalidade.

No caso de mutagdes novas, ndo descritas na literatura
(UMD database), a patogenecidade foi averiguada por
comparacao com a base de polimorfismos nucleotidicos
(Ensembl database) e utilizagdo do algoritmo informético
PolyPhen (PolyPhen database).

Analise estatistica

A analise estatistica foi levada a cabo com o Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) 16.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). As variaveis continuas sdo apresentadas
como média + desvio padrdo, ou caso ndo apresentem
distribuicdo normal, como mediana (intervalos interquartis).

As variaveis categoricas sdo apresentadas como contagem
de casos e proporc8es. As diferencas entre médias
foram avaliadas pelo teste t de Student para amostras
independentes, salvo quando a distribuicdo néo era
normal circunstancia em que se empregou o teste de U de
Mann-Whitney. Para rejeitar a hipotese nula utilizou-se o
valor de p < 0,05.

Resultados

A nossa amostra incluiu 30 individuos com SM, elementos de
14 familias ndo-aparentadas (14 casos index e 16 familiares);
57% do sexo masculino, com idade média de 37 + 12 anos.

Vinte e sete doentes (90 %) apresentavam critérios
cardiovasculares major, treze (43%) tinham ja sido
submetidos a cirurgia de substituicdo da raiz da aorta,
43 % apresentavam prolapso da valvula mitral; 23 %
evidéncia de disseccdo da aorta e 23% dilatacdo da aorta
descendente. Dezanove doentes (63 %) estavam medicados
com bloqueador B, seis (20%) com Inibidores da Enzima
de Conversdo da Angiotensina (IECA) e sete (23%) com
Antagonistas dos Receptores da Angiotensina 2 (ARA2).

A prevaléncia dos restantes critérios de Ghent encontra-se
descriminada na Tabela 1.

O estudo genético foi realizado nos catorze casos-index e
em vinte e dois familiares (16 familiares com teste genético
positivo e 8 sem identificagdo da mutacdo no gene FBN1).
A descrigao dos resultados moleculares e a sua relagdo com a
presenga dos critérios de SM estdo explicitadas na Tabela 2.

Identificamos 12 mutages distintas nas 14 familias: dez
novas mutacdes, duas recorrentes (casos 8 e 13; mutacdes
Cys2111Arg e Arg861X). Um dos doentes era portador de
duas mutacdes distintas. As mutacdes foram identificadas
em dominios funcionalmente distintos: trés envolvendo
unidades TGFB-like; seis em unidades cbEGF-like; duas em
unidades hibridas; uma na regido terminal COOH.

Em trés dos casos-index, que cumpriam os critérios
de Ghent, ndo foi encontrada nenhuma mutacdo no gene
FBN1.

Discussao

Esta constitui a primeira descricdo de resultados de analise
genotipica em doentes portugueses com SM, de que temos
conhecimento.

Obtivemos uma taxa de detecc¢éo de mutacdes ligeiramente
inferior a descrita na literatura, para doentes que cumprem
critérios de Ghent®:1t (79% versus 90%, respectivamente),
mas esta aparente menor percentagem pode explicar-se
pela imprecisdo da estimativa inerente a pequena dimensao
da amostra (intervalo de confianca: 64,4%-93,6%).

A elevada frequéncia de novas mutacgdes identificadas
(10 em 12), corrobora o conceito actual de que a maioria
dos doentes com SM é portadora duma variante genética
gue é exclusiva para cada familia.

Curiosamente, o tipo e distribuicdo das mutacdes nos
nossos doentes foram significativamente distintos dos dados
publicados.

Encontramos 36 % de mutacdes missense e 50% de
mutacbes conduzindo a formacgdo de CTP. De acordo
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Tabela 1 Descricédo e prevaléncia dos critérios de Ghent na populacéo estudada

Critérios de Ghent

N.° doentes/Total amostra
estudada (% valida)

Proporcdo Membros Superiores/Altura > 1,05
Sinal do punho e polegar

Pectus carinatum

Pectus excavatum com cirurgia - sem cirurgia
Pés planus

Protusdo acetabular

Escoliose > 20°

Hiperlaxidez articular

Alteragdes faciais (micrognatismo, hipoplasia malar, palato arqueado, encavalgamento dentério)

Critérios major musculo-esqueléticos
Envolvimento musculo-esquelético (sem critérios major)

Dilatacdo aorta ascendente (sem cirurgia) - Com cirurgia prévia da aorta ascendente

Disseccdo aortica

Dilatacéo da aorta descendente

Prolapso da valvula mitral (com e sem cirurgia)
Dilatacdo da artéria pulmonar

Critérios major cardiovasculares

Envolvimento cardiovascular (sem critérios major)
Estrias

Hérnias

Envolvimento cutaneo

Pneumotérax espontaneo

Bolhas apicais

Envolvimento pulmonar

Critérios oculares major (ectopia lentis com ou sem cirurgia)
Presenca de histéria familiar ou de mutagdo FBN1

15/30 (50,0)
12/30 (40,0)
8/30 (26,7)
1/30 (3,3)-6/30 (20,0)
17/28 (60,7)
17/19 (89,5)
13/29 (44,8)
21/30 (70,0)
28/30 (93,3)
16/25 (64,0)
14/30 (46,7)
12/30 (40,0)-12/30 (40,0)
7/30 (23,3)
7/30 (23,3)
13/30 (43,3)
2/30 (6,7)
27/30 (90,0)
2/30 (6,7)
17/30 (43,3)
4/30 (13,3)
19/30 (63,3)
4/30 (13,3)
3/30 (10,0)
4/30 (13,3)
5/19 (26,3)
28/30 (93,3)

com o esperado, esteve o facto de a grande maioria dos
portadores de mutacdes conduzindo & formagéo de CTP, ndo
apresentarem ectopia lentis.

Na literatura, as mutacbes missense correspondem
a aproximadamente dois tercos das mutacdes do gene
FBN1, comprometendo, na sua maioria, os residuos de
cisteina associados as unidades cbEGF, e assim interferindo
com ligacgGes dissulfidicas e com a estabilidade proteica.
Individuos com estas mutacgdes tém maior probabilidade de
apresentar ectopia lentis. Nos restantes 25% dos doentes com
SM, as mutacdes sdo habitualmente do tipo CTP, conduzindo
a formacao de proteinas incompletas, que podem interferir
com a polimerizagéo proteica normal (efeito dominante
negativo), ou resultarem em proteinas funcionalmente
inactivas, por degradacéo preferencial do RNA, reduzindo
a quantidade total de fibrilina-1 (haploinsuficiéncia).13.14,
Os individuos com este tipo de mutagdes tendem a
apresentar alteragdes musculoesqueléticas mais marcadas,
nomeadamente maior laxidez articular, uma maior propensao
para a dissecgdo adrtica®'s e um risco significativamente
inferior de envolvimento ocular, embora néo exista uma
relacdo directa entre a gravidade do fen6tipo e a quantidade
de mutante transcrito.

Os nossos resultados poderédo estar influenciados por
um viés de seleccdo. De facto, a presente série provém
de um centro de cuidados terciarios, tendo assim uma
elevada taxa de cumprimento dos critérios de Ghent

(quer do foro cardiovascular, quer musculoesquelético)
e, nesta circunstancia, podem representar um subgrupo
onde efectivamente as muta¢gdes nonsense sdo as mais
prevalentes.

O facto de, num dos casos, termos descoberto a presenca
de duas mutacdes distintas realca o valor da sequenciagéo
total do gene, sobretudo em doentes seleccionados. Na
literatura, os casos raros de heterozigotia composta no SM,
caracterizaram-se pela presenca de um fendtipo mais grave.
Também a presenca de mutagoes multiplas pode contribuir
para a variabilidade fenotipica intra-familiar.

N&do foi possivel identificar nenhum portador
assintomatico, isto €, portador de mutacdes no gene FBN1 e
sem manifestacdes clinicas major. No entanto, o rastreio
familiar permitiu reconhecer individuos com alteracdes
morfoldgicas ligeiras e insuficientes para o diagnéstico de
SM, possibilitando um seguimento clinico mais adequado e o
aconselhamento genético. Por outro lado, a exclusédo de SM
noutros elementos familiares permitiu dispensar a realizacéo
de avaliagdes clinicas e imagioldgicas periodicas.

Nos trés casos em que nao encontramos nenhuma mutacgédo
€ possivel que a mesma ocorra nas regides promotoras ou
regides intronicas ndo codificaveis do gene FBN1, a grandes
rearranjos ndo detectaveis por técnica de analise de
polymerase chain reaction (PCR) ou a presenca de mutagdes
em outros genes, nomeadamente nos genes que codificam
os receptores 1 e 2 do TGFB (TGFBRI e TGFBRII).
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Tabela 2 Caracteristicas moleculares e clinicas de 14 casos index e 16 familiares que cumprem critérios de Ghent para SM

Casos Sexo ldade Exdo Mutacéo Alteragao Médulo Sistema Sistema Olhos Sistema Pele
index e (ADN) na Proteina Cardiovascular Musculo- Respiratorio
familiares esquelético
afectados
Familia 1 16 C1995G Tyr665X TGFB-like#2
1 F 37 DisAo tB, Maj. — — +
PVM
1-A M 36 DisAo tB, Maj. — — +
DA, PVYM
1-B F 39 DA Maj. — Pneum. +
1-C F 42 PVMqg Maj. — — —
1-D M 49 DA, DAA + — Pneum. +
1-E M 53 DA, PVM, Maj. — — —
IM
1-F M 19 DisAo tA, Maj. — — +
DA
1-G F 61 DA, IM — na — —
Familia 2 56 T6906A Cys2302X  cbEGF-like#36
2 M 54 DA + na — +
2-A M 31 DisAo tA, + na Pneum. +
DAA
2-B M 29 DA + na — —
2-C F 29 DA, DisAo tA + — — —
Familia 3 65 8367insA  Asn2789fsX2800 C-terminal
3 M 40 DisAo tA Maj. — — +
3-A M 35 DA Maj. na — +
3-B M 43 DA + na — +
Familia 4 — — — —
4 M 53 DA, DisAo tA, + — — +
PVM
4-A F 26 — Maj. na — +
4-B F 22 DA, PVM + na — +
Familia 5 32 T4037G Phel1346Cys CcbEGF-like#18
5 M 61 DA + . — — +
5-A F 31 DA Maj. — — +
5-B F 27 DA, PVM + Maj. Pneum. —
Restantes casos index
6* M 44 24 G3043C Alal015Pro  TGFg-like#3 DisAo tA, + na — —
DA, RA
* M 24 29 G3676T Gly1226X CbEGF-like#15 DA, PVM Maj. Maj. — +
8 M 37 51 T6331C Cys2111Arg  TGFB-like#6 DA + Maj. — —
9 F 27 45 5582insG Serl861fsX1867 chEGF-like#27 DA, PVM Maj. na — —
10 M 56 36 G4472T Cys1491Phe CcbEGF-like#22 DA Maj. na — +
11 F 30 — — — — DA, PVM, Maj. — — +
IM
12 ER25 6 572insTCCCTGG Ser190fsx224 Hybrid DA, PVM Maj. Maj. — —
motif# 1
46 A5776G Asn1926Asp CcbEGF-like#28
13 M 21 21 C2581T Arg861X Hybrid motif# PVM Maj. — — +
2
14 M 45 — — — — DA, PVM, RA Maj. — — —

Legenda: —, sistema n&o envolvido; + sistema envolvido; ADN, Acido Desoxirribonucleico; DA, Dilatagio Adrtica; DAA, Dilatagio Aorta
Abdominal; DisAo, Disseccédo Adrtica (DisAo ta - tipo A, DissAo tB - tipo B); F, Feminino; IM, Insuficiéncia Mitral; M, Masculino; Maj,
Critérios Major; na, ndo aplicavel; Pneum., Pneumotérax; PVM, Prolapso Valvula Mitral; RA, Regurgitacédo Adrtica. Notas: critérios
major aparecem em negrito; *, doentes com histéria familiar de SM.
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Conclusodes

No nosso trabalho destacamos a necessidade da constituicdo
de equipas multidisciplinares para o seguimento dos doentes
com SM e respectivos familiares.

Ao descrever 10 novas mutacdes, amplidmos o espectro
de variantes do gene da FBN1 associadas a SM.

Uma melhor compreensdo da etiopatogenia desta
sindrome, que inclui a realizagdo do diagnéstico molecular,
podera vir a permitir a identificagdo de novos marcadores de
prognéstico e eventualmente possibilitar o reconhecimento
precoce de candidatos a futuras interveng@es terapéuticas.
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